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RESUMO

Uma das maiores incidéncias de medicamentos ilegais esta relacionada aos
inibidores da fosfodiesterase-5, utilizados no tratamento da disfungao erétil, incluindo
aqueles contendo citrato de sildenafila (SLD) e tadalafila (TAD). A produgédo e a
comercializacdo de medicamentos falsificados e/ou contrabandeados, além de ser
um problema criminal, representa uma séria ameaca para a saude publica. SLD e
TAD também sao utilizados na farmacoterapia da hipertensdo arterial pulmonar
(HAP), uma doenca rara, mas grave e progressiva. Neste contexto, torna-se
relevante o desenvolvimento de métodos analiticos modernos, simples, rapidos,
ambientalmente corretos, com elevada eficiéncia e aplicabilidade na determinacéo
de SLD e TAD em medicamentos e amostras biologicas. Portanto, no presente
trabalho, um método por UHPLC-UV para quantificacdo de SLD e TAD na presenca
de seis produtos de degradacao foi desenvolvido e validado. Os farmacos foram
submetidos a um detalhado estudo de degradacédo forgada. A separagdao dos
analitos ocorreu em menos de seis minutos e o método apresentou-se seletivo,
linear, preciso, exato e robusto. O SLD foi susceptivel a degradacdo em meio
oxidativo, enquanto a TAD degradou em meios acido, alcalino e oxidativo. As
estruturas quimicas e os mecanismos para a formagao dos principais produtos de
degradacao foram propostos utilizando UHPLC-Q-TOF-MS. O método UHPLC-UV
foi aplicado na analise farmacéutica de medicamentos originais e apreendidos e foi
evidenciada falta de qualidade em algumas amostras. Ademais, um método
bioanalitico foi desenvolvido para a quantificacdo simultanea de TAD, SLD, N-
desmetil sildenafila e outros seis farmacos presentes no protocolo terapéutico da
HAP (anlodipino, bumetanida, digoxina, diltiazem, nifedipino e varfarina) em plasma
humano empregando-se microextragéo liquido-liquido dispersiva (DLLME) e HPLC-
MS/MS. Diferentes fatores que influenciam o procedimento da DLLME foram
investigados e otimizados, obtendo-se um método eficiente, simples, com reduzido
gasto de amostra e de solventes organicos. O método foi validado e os resultados
foram satisfatorios para seletividade, efeito residual, efeito matriz, linearidade,
precisdo, exatidao, recuperacao e estabilidade dos analitos. Amostras de plasma de
voluntarios foram analisadas e o método bioanalitico se mostrou adequado para
essa aplicacéo.

Palavras-chave: Sildenafila. Tadalafila. Andlises forenses. Método indicativo de

estabilidade. Método bioanalitico. Microextragéo liquido-liquido dispersiva.



ABSTRACT

One of the highest incidences of illegal drug products is related to
phosphodiesterase-5 inhibitors, used in the treatment of erectile dysfunction,
including those containing sildenafil citrate (SLD) and tadalafil (TAD). In addition to
being a criminal justice issue, the manufacturing and commercialization of illegal
health products poses a serious threat to public health. SLD and TAD are also used
in the treatment of pulmonary arterial hypertension (PAH), a rare but serious and
progressive disease. In this context, the development of modern, simple, fast,
environmentally friendly analytical methods, with high efficiency and applicability in
the quantification of SLD and TAD in drug products and biological matrices, becomes
relevant. Therefore, in the present study, a UHPLC-UV method for SLD and TAD in
the presence of six degradation products was developed and validated. The drugs
were submitted to a detailed forced degradation study. The separation of the
analytes was possible in less than six minutes and the method was selective, linear,
precise, accurate and robust. SLD was degraded in oxidative media, whereas TAD
was degraded in acidic, alkaline and oxidative environment. The chemical structures
and the mechanisms for the formation of the main degradation products were
proposed by UHPLC-Q-TOF-MS. The UHPLC-UV method was applied in the
pharmaceutical analysis of genuine and seized medicines and the lack of quality was
evident in some of them. In addition, a bioanalytical method for the simultaneous
quantification of TAD, SLD, N-desmethylsildenafil and six other drugs presents in the
therapeutic protocol of PAH (amlodipine, bumetanide, digoxin, diltiazem, nifedipine
and warfarin) in human plasma was developed by means of dispersive liquid-liquid
microextraction (DLLME) and HPLC-MS/MS. Different factors that affected the
DLLME procedure were investigated and optimized, obtaining an efficient and simple
method, with reduced sample and solvents volumes. The method was validated and
the results were satisfactory for selectivity, residual effect, matrix effect, linearity,
precision, accuracy, recovery and stability of the analytes. Plasma samples from
volunteers were analysed and the bioanalytical method proved to be suitable for the
application.

Keywords: Sildenafil. Tadalafil. Forensic analysis. Stability-indicating assay method.

Bioanalytical method. Dispersive liquid-liquid microextraction.
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CONSIDERAGOES INICIAIS

Sildenafila (SLD) e tadalafila (TAD) sao farmacos inibidores da fosfodiesterase-5
(PDE-5), largamente empregados na farmacoterapia da disfuncéo erétil e também

fazem parte do protocolo de tratamento da hipertensao arterial pulmonar (HAP).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e levantamentos realizados
por autoridades sanitarias e policiais brasileiras, medicamentos contendo SLD e
TAD encontram-se entre os mais falsificados e contrabandeados. Tendo em vista as
graves consequéncias e perigos relacionados com a falsificagdo de medicamentos,
além do crescimento constante das solicitagdes de analises forenses, é relevante o
desenvolvimento de métodos analiticos atuais, com utilizagdo de tecnologias
modernas, as quais visam reduzir o tempo, consumo de solventes e melhorar a
eficiéncia de analise. Nesse contexto, a cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(UHPLC, em inglés Ultra high performance liquid chromatography) mostra-se
vantajosa, uma vez que proporciona analises rapidas, elevada eficiéncia
cromatografica, além da possibilidade de minimizar o impacto ambiental e

ocupacional decorrente do gasto de menores volumes de reagentes.

No desenvolvimento de métodos bioanaliticos, esses parametros também estado
sendo cada vez mais valorizados. Técnicas de preparo de amostra baseadas em
microextracao, com a utilizagdo de pequenos volumes de amostra e solventes, vém
sendo desenvolvidas como alternativas aos métodos classicos de extragdo. Como
técnica de separagao e detecgao, a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a espectrometria de massas sequencial (HPLC-MS/MS, em inglés High performance
liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry) € a técnica de
escolha para a determinacdao de farmacos e metabdlitos em matrizes bioldgicas,

uma vez que garante detectabilidade e seletividade adequadas.

Portanto, o presente estudo tem como objetivo principal desenvolver e validar
meétodos analiticos modernos, simples, rapidos, ambientalmente corretos, com
elevada eficiéncia e aplicabilidade na determinacdo de SLD e TAD em

medicamentos e em plasma humano.
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O trabalho foi dividido em dois capitulos. O Capitulo | trata da avaliacdo da
qualidade de medicamentos auténticos e apreendidos pelas autoridades policiais
brasileiras, contendo SLD e TAD, empregando a técnica UHPLC-UV e coluna com
particulas superficialmente porosas. Os resultados deste capitulo foram publicados
em artigo cientifico no Journal of Chromatographic Science (APENDICE A). No
Capitulo Il é abordada a quantificagdo simultanea de SLD, N-desmetil sildenafila (N-
DMS), TAD e outros seis farmacos utilizados no tratamento da hipertensao arterial
pulmonar (HAP) em plasma humano por meio da microextragdo liquido-liquido
dispersiva (DLLME, em inglés Dispersive liquid-liquid microextraction) e HPLC-
MS/MS.
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CAPITULO I: AVALIAGAO DA QUALIDADE DE MEDICAMENTOS AUTENTICOS
E APREENDIDOS CONTENDO CITRATO DE SILDENAFILA E TADALAFILA POR
UHPLC-UV

1 INTRODUGAO

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), medicamentos de estilo de
vida, incluindo aqueles para disfungao erétil, constituem a quarta maior classe de
produtos de baixa qualidade ou falsificados no mundo. Levantamentos realizados
por autoridades sanitarias e policiais brasileiras revelam que medicamentos
contendo os inibidores da PDE-5, incluindo SLD e TAD, sao os mais falsificados no
pais, seguidos por esteroides anabolizantes (AMES; SOUZA, 2012; HURTADO;
LASMAR, 2014; WHO, 2017).

Estudos tém sido realizados para a determinagdo de compostos organicos e
inorganicos em medicamentos ilegais contendo SLD e TAD. Esses estudos
indicaram que alguns desses produtos ndo tém a substancia ativa, possuem
quantidade incorreta do farmaco, alegam conter SLD, mas, em vez disso, eles tém
TAD ou uma mistura desses insumos farmacéuticos ativos (IFA) na sua composigao
e/ou apresentaram grandes quantidades de contaminantes (COELHO; LISBOA,
2017; ORTIZ et al., 2011; ORTIZ et al., 2012a; ORTIZ et al., 2012b; ORTIZ et al.,
2013; VEJI et al., 2008).

Nesse contexto, um aspecto importante que deve ser considerado durante o
desenvolvimento de um método analitico, principalmente aqueles que serao
utiizados na analise de medicamentos falsificados/contrabandeados, € a sua
seletividade em relagdo aos analitos e aos seus produtos de degradagao, uma vez
que, como ndo sdo conhecidos os procedimentos de fabricagdo, embalagem e
armazenamento desses produtos, 0s mesmos podem conter impurezas

desconhecidas.

Uma das técnicas mais utilizadas para a identificacdo e a quantificacao de analitos
em formulagdes farmacéuticas é a cromatografia liquida com detecg¢ao na regidao do
ultravioleta, sendo que, a cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC)
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apresenta-se como uma vantajosa alternativa, uma vez que permite analises mais
rapidas, mais eficientes e com menor consumo de solventes (NOGUEIRA et al.,
2011; WREN; TCHELITCHEFF, 2006).

Os medicamentos falsificados e/ou contrabandeados representam alto risco
sanitario, uma vez que os mesmos sao produzidos sem seguir 0s rigorosos padrdes
de qualidade e seguranga necessarios. Além disso, ndo sdo submetidos aos testes
de qualidade e eficacia exigidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), nao havendo certeza sobre a dose ou o principio ativo administrado
(DEGARDIN; ROGGO; MARGOT, 2014).

Alguns estudos disponiveis na literatura investigaram, individualmente, a
estabilidade do SLD (ABD-ELBARY et al., 2004; DARAGHMEH et al., 2001; LIEW;
PEH, 2018; SEGALL et al., 2000; TAMBE; DEODHAR; PRAKYA, 2016) e da TAD
(PATEL; PATEL, 2014; RAO et al., 2008; SATHEESH et al., 2013, SEN; PANTEL,
2015). Existem também alguns métodos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com deteccdo na regidao do ultravioleta (HPLC-UV) (FIDAN, BAKIRDERE, 2016;
ORSI et al., 2009; YANG et al. 2010) e cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(UHPLC-UV) (ORTIZ; ANTUNES; LINDEN, 2010) que permitem a quantificacao
simultanea de SLD e TAD em preparacgdes farmacéuticas, mas que nao contemplam

seus produtos de degradagéo.

Entretanto, um método rapido e efetivo para a quantificagcdo simultanea de SLD e
TAD na presenga de seus provaveis produtos de degradagdo usando UHPLC-UV
ainda nao foi descrito. Também nao foi encontrado um estudo no qual foi realizada
uma verificacdo detalhada das caracteristicas farmacéuticas de medicamentos
ilegais contendo SLD e TAD.

Diante disso, neste Capitulo sera contemplado o desenvolvimento e validacido de um
método para a quantificagéo simultédnea de SLD e TAD por UHPLC-UV, que também
€ seletivo aos potenciais produtos de degradacao desses farmacos. A aplicacéo do
método sera apresentada na avaliacdo completa e detalhada da qualidade de

comprimidos originais e apreendidos pelas autoridades policiais brasileiras.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar método analitico seletivo para SLD, TAD e seus produtos de
degradagdao por UHPLC-UV, a ser utilizado com o propésito de identificar,
caracterizar e verificar a qualidade de medicamentos originais, falsificados e/ou

contrabandeados.

2.2 Objetivos especificos

e Submeter os IFA SLD e TAD a estudo de degradacéo forgada.

e Desenvolver e validar método para quantificagdo simultanea de SLD e TAD
que seja também seletivo aos potenciais produtos de degradagcao desses
farmacos utilizando UHPLC-UV.

e Propor estruturas quimicas e mecanismos de formacédo para os principais
produtos de degradacao empregando cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas sequencial, com analisador do tipo
quadrupolo-tempo-de-voo (UHPLC-Q-TOF-MS, em inglés Ultra high
performance liquid chromatography coupled with quadrupole-time-of-flight
mass spectrometry).

e Aplicar o método UHPLC-UV no controle de qualidade de medicamentos,
submetendo amostras de comprimidos originais e apreendidas aos testes de
identificacdo, doseamento, uniformidade de doses unitarias, dissolugéo e

perfil de dissolugao.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Sildenafila e tadalafila: inibidores da fosfodiesterase-5

Os inibidores da fosfodiesterase sdo amplamente utilizados para o tratamento da
disfuncao erétil, a qual é definida como a incapacidade persistente de obter e/ou
manter uma erecao suficiente para uma fungdo sexual satisfatoria. Por serem
inibidores seletivos da PDE-5, exercem seu efeito farmacolégico por meio de um
aumento na concentracao intracelular de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc),
um potente vasodilatador e inibidor de proliferacao celular. O éxido nitrico produzido
pelas células endoteliais ativa a enzima guanilato ciclase, aumentando a produgao
de GMPc. Entretanto, sua acao é breve, pois € rapidamente degradado pela enzima
PDE-5. Os inibidores da fosfodiesterase prolongam o efeito vasodilatador do 6xido
nitrico por inibir a agao desta enzima (GRESSER; GLEITER, 2002).

Com comercializacido liberada em 1998 para o tratamento da disfuncdo erétil, o
citrato de sildenafila (citrato de SLD) foi o primeiro farmaco da classe dos inibidores
da PDE-5. Além de ser utilizado para o tratamento da disfungéo erétil, o SLD foi
aprovado em 2005 pela agéncia regulatéria americana, Food and Drug
Administration (FDA), para utilizagdo no tratamento da hipertensao arterial pulmonar
(HAP) (GALIE et al., 2005; SIMIELE et al., 2015), uma vez que a PDE-5 é também
abundantemente expressa no tecido pulmonar (AHN et al., 1991). O medicamento
referéncia contendo SLD aprovado para tratamento da HAP no Brasil € o Revatio®, o

qual consiste em comprimidos revestidos contendo 20 mg de SLD (ANVISA, 2020a).

Desde a introdugdo do SLD, foram desenvolvidos outros inibidores da PDE-5 para
uso no tratamento da disfungédo erétil e da HAP, como a tadalafila (TAD) e a
vardenafila (MICHEL; HOFFMAN, 2012).

Os medicamentos referéncia utilizados no tratamento da disfungdo erétil Viagra®
(contendo SLD, na forma de citrato) e Cialis® (contendo TAD, na forma de base),
além dos medicamentos genéricos e similares contendo também estes IFA séo
comercializados na forma de comprimidos revestidos para administracdo oral. Tais

medicamentos apresentam mecanismos de acgdo semelhantes, diferindo-se
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principalmente quanto a poténcia de inibicdo da enzima e as propriedades
farmacocinéticas, como velocidade de absorg¢ao, meia-vida plasmatica e duragao do
efeito (CARSON; NOH, 2002).

O citrato de SLD (Figura 1A) possui férmula molecular C22H30Ne04S.CeHsO7 e
massa molar igual a 666,70 g/mol. A base livre (C22H30NsO4S) apresenta massa
molar de 474,58 g/mol. E pouco solivel em agua e em metanol e praticamente
insoluvel em hexano (THE UNITED, 2019). Apresenta pKa igual a 5,99 (PUBCHEM,
2020) e coeficiente de particao octanol-agua (log P) fortemente influenciado pelo pH
do meio, de modo que o log P pode apresentar valores diferentes como 1,59, -0,52 e
1,13 para as espécies neutra, catidbnica e anibnica, respectivamente. Estes valores

foram obtidos experimentalmente, por Wang, Chow e Zuo (2008).

Figura 1 — Estruturas quimicas do citrato de sildenafila (A) e da tadalafila (B).

(A)

Fonte: adaptado de THE UNITED, 2019.

A TAD (Figura 1B), por sua vez, possui formula molecular C22H19N30O4 € massa
molar 389,40 g/mol. E praticamente insoluvel em &agua, facilmente solivel em
dimetilsulféxido e pouco soluvel em cloreto de metileno (THE UNITED, 2019). Trata-
se de uma molécula neutra na faixa de pH entre 0 e 14 e possui log P de 1,64
(CHEMAXON, 2018; PUBCHEM, 2020).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e as autoridades sanitarias e
policiais do Brasil, um dos principais alvos de contrafagdo sdo os medicamentos que
contém inibidores da PDE-5, dentre eles, aqueles contendo SLD e TAD. Os
medicamentos ilegais s&o agrupados em duas categorias, sendo elas: falsificados e
contrabandeados (origem estrangeira, internalizados de modo irregular no Brasil)
(AMES; SOUZA, 2012; HURTADO; LASMAR, 2014; WHO, 2017).
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3.2 Fabricagao e comercializagao ilegal de medicamentos

Um medicamento falsificado € um produto embalado e etiquetado indevidamente, de
maneira deliberada e fraudulenta, no que diz respeito a identidade e/ou a origem. A
falsificacdo aplica-se tanto a medicamentos referéncia quanto a genéricos e
similares, e pode incluir medicamentos sem IFA, com uma quantidade insuficiente

ou excessiva do IFA, com o IFA inadequado ou com embalagem falsa (WHO, 1999).

Ja os medicamentos nao registados/ndo licenciados sao definidos como aqueles
que nao foram submetidos a avaliacdo e/ou aprovagao das autoridades nacionais ou
regionais reguladoras dos medicamentos para o mercado em que sao
vendidos/distribuidos ou utilizados (WHO, 2017). De acordo com a lei n°® 6360/1976,
apenas € permitida a venda de medicamentos em territdrio nacional, inclusive
importado, apods registro em 6rgao publico competente (BRASIL, 1976). Dessa
forma, ao adentrar ilegalmente no pais, os medicamentos sejam eles falsificados ou

nao registrados, assumem a natureza de contrabando (ANVISA, 2006).

A falsificacdo de medicamentos e sua comercializacdo € uma atividade ilegal
altamente lucrativa, considerando o baixo custo de produgdo destes produtos, uma
vez que nao seguem os padrdes de qualidade e seguranga necessarios. Além disso,
apresenta risco menor de repressao pelas autoridades policiais em comparacédo ao
trafico de drogas, estando ligadas diretamente a organizagdes criminosas
internacionais (DUBOSE, 2006; HURTADO; LASMAR; 2014).

Conforme descrito na Lei n°® 9677/1998, falsificar, corromper, adulterar, alterar,
distribuir ou vender produtos destinados a fins terapéuticos ou medicinais €
considerado crime hediondo contra a saude publica, inafiancavel, com pena de
reclusdo de 10 a 15 anos e multa (BRASIL, 1998). Além de ser uma questao
criminal, a produgdo e comercializagcdo de medicamentos falsificados e/ou
contrabandeados representa uma séria ameaca para a saude publica (DEGARDIN;
ROGGO; MARGOT, 2014), uma vez que o uso de um medicamento falsificado pode
simplesmente n&o causar nenhuma reagdo no paciente, pode provocar um
agravamento do estado de saude pela auséncia do IFA ou pelo seu teor inadequado

e/ou pode causar problemas pela presengca de impurezas (provenientes da
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degradagao do IFA e excipientes) e substancias desconhecidas adicionadas pelo

fabricante clandestino.

Como o comércio de medicamentos falsificados € ilegal, ndo é possivel saber ao
certo a propor¢ao da sua ocorréncia. Entretanto, o numero de relatos de apreensao
de medicamentos falsificados estd aumentando e as estimativas da sua dimenséao
sdo alarmantes, tratando-se de um problema mundial (DEGARDIN; ROGGO;
MARGOT, 2014). A OMS estima que cerca de 10% dos medicamentos no mundo
sao falsificados e que esse mercado de vendas pode ter faturado cerca de 75
bilhdes de délares em 2010 (WHO, 2016).

O aumento significativo da falsificagcdo e comercializagdo de medicamentos ilegais
pode ser associado a um acesso mais facil pelos falsificadores as tecnologias
necessarias para replicar produtos farmacéuticos originais e pela falta de controle
efetivo sobre os medicamentos que sdo vendidos por fornecedores ilicitos nas
plataformas virtuais (KRAKOWSKA et al., 2016). Tém sido descobertos, em todos os
continentes, locais de fabricagao ligados a produgao clandestina de medicamentos,
havendo centros que realizam produgdo em escala industrial e outros que fabricam

em uma escala menor e menos sofisticada (WHO, 2017).

A falsificacdo de medicamentos ndao se resume a uma classe terapéutica especifica
(HURTADO; LASMAR, 2014). Dentre os produtos de baixa qualidade ou falsificados
(Figura 2), os medicamentos conhecidos como “medicamentos de estilo de vida”,
(medicamentos para tratamento da disfuncado erétil, anabolizantes e anorexigenos),
constituem a quarta maior classe de medicamentos reportados a OMS no periodo de
2013 a 2017 e foram identificados em 37 paises diferentes (WHO, 2017).

No Brasil, os medicamentos mais falsificados coincidem com aqueles mais
procurados pela populacido e de maior preco no mercado oficial. De acordo com
dados da pericia brasileira, os medicamentos que contém inibidores da PDE-5,
utilizados para tratar a disfungéo erétil, dentre eles, Viagra® (SLD, Pfizer) e Cialis®
(TAD, Eli Lilly) sdo os mais comumente falsificados no pais, seguidos por esteroides
anabolizantes (AMES; SOUZA, 2012).
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Figura 2 — Numero de notificagdes de medicamentos de qualidade inferior e falsificados
recebidos pela OMS no periodo entre 2013 e 2017, de acordo com a classe terapéutica.

Antimalaricos ’
Antimicrobianos ’
Anestésicos e analgésicos - 1
Medicamentos de estilo de vida |
Antineoplasicos 1
Cardiovasculares [y
Antipsicéticos |
Antirretrovirais e medicamentos para hepatite 1
Vacinas [0
Contraceptivos e fratamento de infertilidade 1
Antidiabéticos [
0 50 100 150 200 250 300
Numero de notificagoes

Fonte: adaptado de WHO, 2017.

No estudo realizado por Hurtado e Lasmar (2014), foi determinado o panorama de
comercializagdo de medicamentos ilegais no Brasil por meio de um levantamento de
apreensodes realizadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no
periodo de 2007 a 2011. Dentre os medicamentos falsificados, destacou-se a
apreensao de medicamentos para o tratamento da disfuncao erétil, responsaveis por
78% das apreensdes. Outro fato importante € a apreensdo conjunta de
medicamentos contrabandeados e falsificados, de modo que, em 49% das
apreensdes, esses produtos foram fabricados pela industria paraguaia, levando a
concluir que os produtos falsos muitas vezes sdo produzidos no exterior e adentram
no pais por meio da fronteira (HURTADO; LASMAR, 2014).

Ames e Souza (2012) realizaram estudo retrospectivo a partir de informagdes de
laudos de medicamentos inauténticos do Sistema de Criminalistica da Policia
Federal (PF), datados de janeiro de 2007 a setembro de 2010, produzidos pelas
unidades periciais das Unidades Federativas brasileiras. Dentre os medicamentos
falsificados, 69% pertenciam a categoria dos inibidores da PDE-5, seguidos pelos
esteroides anabolizantes, inibidores de prostaglandinas e por outros medicamentos.
Além disso, 67% das apreensdes incluiram medicamentos contrabandeados e,

cerca de 49% dos medicamentos contrabandeados eram de industria paraguaia.
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3.3 Aplicacao de técnicas analiticas em atividades forenses

A identificagdo de um medicamento falsificado ou contrabandeado é realizada por
meio de uma comparacado entre o produto auténtico ou dados da literatura e o
produto questionado. A constatacdo da falsificagdo envolve uma sequéncia de
analises que iniciam com a avaliagao detalhada de diferentes elementos existentes
nas embalagens e na forma farmacéutica, dentre as quais se destacam a avaliagao
macroscopica das embalagens e bulas e dos padrbes de impressao (fontes, figuras,
hologramas). Em seguida deve ser realizada a avaliacdo das caracteristicas fisicas
da forma farmacéutica (cor, marcacdes, medidas de dimensdes e massa). Faz-se
necessario também, a utilizacdo de técnicas analiticas que possibilitem a
caracterizagdo da formulagéo, objetivando-se identificar e/ou quantificar o(s) IFA e
excipientes (ORTIZ, 2013).

Na avaliacdo quimica das amostras, € fundamental a identificagdo e a quantificacédo
do principio ativo mencionado no rétulo do produto. Para isso, deve-se escolher
técnica(s) analitica(s) adequada(s) considerando-se as propriedades e estabilidades
fisica, quimica e fisico-quimica das substancias envolvidas (ORTIZ; ANTUNES;
LINDEN, 2010).

Existem diversas técnicas de analise utilizadas para caracterizar medicamentos e
verificar sua autenticidade, desde técnicas mais simples, como as colorimétricas e
analise termodinamica, até técnicas mais avangadas, como cromatografia liquida de
alta/ultra  eficiéncia, cromatografia a gas (CG), eletroforese capilar,
espectrofotometria no infravermelho, espectroscopia Raman, espectrometria de
massas, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) e técnicas
combinadas (KRAKOWSKA et al., 2016).

Encontram-se descritos na literatura estudos que contemplam a analise de
compostos organicos e inorganicos em medicamentos ilegais contendo SLD e TAD,
utilizando diferentes técnicas de analise. Esses estudos indicam que alguns dos
medicamentos avaliados ndo apresentam o IFA, possuem quantidade inadequada
da substancia ativa, alegam conter SLD, mas, na verdade, tém TAD ou uma mistura

desses IFA e/ou apresentam grandes quantidades de contaminantes (COELHO;
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LISBOA, 2017; ORTIZ et al., 2011; ORTIZ et al., 2012a; ORTIZ et al., 2012b; ORTIZ
et al., 2013; VEJI et al., 2008).

Dentre as técnicas mais utilizadas em analises farmacéuticas e forenses, encontra-
se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, em inglés High performance
liquid chromatography (HPLC), uma vez que é considerada uma técnica de
referéncia para analises qualitativas e quantitativas. Sistemas de HPLC podem estar
equipados com diferentes tipos de detectores que oferecem variaveis tipos de
respostas, tais como detector ultravioleta (UV) e espectrdmetro de massas (MS)
(KRAKOWSKA et al., 2016).

3.3.1 Meétodos cromatograficos com deteccdo no ultravioleta para
determinacao de SLD e TAD

Nas Farmacopeias Americana (THE UNITED, 2019), Europeia (THE EUROPEAN,
2017) e Britanica (BRITISH, 2014) encontram-se descritas monografias para os IFA
citrato de SLD e TAD. Entretanto, apenas na Farmacopeia Americana ha
monografias para a forma farmacéutica comprimidos. Na Tabela 1, encontra-se um
resumo dos parametros e métodos de analise farmacopeicos existentes para a
determinacéao do teor do SLD e da TAD.

O método para quantificacdo da cedéncia (teste de dissolugdo) de comprimidos
contendo SLD utiliza espectrofotometria na regiao ultravioleta, com detec¢do em 290
nm. O método de uniformidade de conteudo para comprimidos contendo TAD
também emprega a quantificagdo por espectrofotometria na regido ultravioleta, mas
com detecgdo em 285 nm (THE UNITED, 2019).

Ao analisar a Tabela 1 é possivel perceber que, em todos os métodos analiticos
compendiais para determinag¢ao de SLD, utiliza-se coluna com silica ligada a grupos
octadecilsilano e fase aquosa constituida por solugéo de trietilamina (TEA) com pH
ajustado para 3,0, enquanto que para a TAD, utilizam-se colunas com silica ligada a
gupos octilsilano e fase aquosa acidificada com acido trifluoroacético. Em relagéo a

deteccao, opera-se em 290 nm para quantificagdo do SLD e em 285 nm para a TAD.



Tabela 1 — Métodos farmacopeicos, por HPLC-UV, para determinagao do teor de SLD e TAD em IFA e comprimidos.
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Farmacopeia Teste / Matriz Fase mével Fase estacionaria Vazao Volume de Temperatura Deteccao
P (mL/min) injegao (uL) do forno (°C) (nm)
Solugéo aquosa de
Americana 422 edi¢ao (THE
TEA 0,7% (v/v) pH
UNITED, 2019) Doseamento / C1s, 150 x 3,9 mm,
3,0, metanol e , 20 30 290
SLD IFA o 5um
. acetonitrila 58:25:17
Europeia 9 ed.
(v/v)
(THE EUROPEAN, 2017)
Solugéo aquosa de
. Doseamento/ TFA0,1% (v/v) e Cs, 250 x 4,6 mm,
Britanica 2014 1,5 20 40 285
TAD IFA acetonitrila 55:45 3,5 um
(BRITISH, 2014)
(v/v)
Solugéo aquosa de
Doseamento/ TEA 0,7% (v/v) pH
C1s, 150 x 3,9 mm,
SLD 3,0, metanol e 5 1,0 20 30 290
m
comprimidos acetonitrila 58:25:17 H
(v/v)
Americana 42° edigao (THE
Doseamento/
UNITED, 2019) Agua, acetonitrila, e Cs, 150 x 4,6 mm,
TAD 1,0 10 35 285
o TFA 65:35::0,1 (v/v)  3,5um
comprimidos
Dissolucao / ]
Agua e metanol e Cs, 50 x 4,6 mm,
TAD 2,0 50 40 225
50:50 (v/v) 3,5 um

comprimidos

Legenda: TEA = trietilamina; TFA = acido trifluoroacético.
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Além dos compéndios oficiais, ha na literatura métodos cromatograficos para
determinacao simultdnea de SLD e TAD em medicamentos, com a utilizagdo de
HPLC-UV (FIDAN, BAKIRDERE, 2016; ORSI et al., 2009; YANG et al. 2010).

Devido a possibilidade de separar varios componentes durante a analise de
amostras, métodos cromatograficos tém precedéncia sobre os métodos
convencionais de analise. A HPLC é considerada a técnica mais desenvolvida,
difundida e empregada em laboratorios analiticos de industrias farmacéuticas e
quimicas (AL-SAYAH et al., 2008). Porém, a demanda por métodos de analise mais

rapidos e com elevada eficiéncia vem crescendo significativamente.

Diante dessas necessidades, alternativas estdo sendo desenvolvidas e aplicadas em
busca da reducdo do tempo e melhoria da eficiéncia de analises realizadas por
HPLC. Uma delas é a UHPLC, na qual as particulas porosas constituintes da fase
estacionaria possuem didametro médio inferior a 2 um, proporcionando assim,
elevada eficiéncia cromatografica e consequente ganho em resolugéo,
detectabilidade e rapidez (GUILLARME et al., 2010; PRADO, 2013).

O sistema cromatografico utilizado na UHPLC é mais sofisticado, sendo capaz de
suportar pressdes de até 15000 psi (cerca de 1000 bar). E equipado com detectores
com menor tempo de resposta, maior taxa de aquisicdo de dados € menor volume
interno da célula de detecgao. Ademais, possui tubulagdes de menor comprimento e
didmetro interno (MARTINS, 2012; AMPARO, 2011; NGUYEN et al, 2006). A
UHPLC pode apresentar melhor relagéo custo-beneficio a médio ou longo prazos,
além da possibilidade de minimizar o impacto ambiental e ocupacional decorrente do
uso de menores volumes de reagentes e amostra (NOGUEIRA et al., 2011; WREN;
TCHELITCHEFF, 2006).

Uma outra possibilidade que traz como beneficio a reducdo do tempo de analise e
melhora na eficiéncia cromatografica, € a utilizacdo de colunas com particulas
superficialmente porosas, também conhecidas como nucleo fundido. Essas sao
constituidas por um nucleo solido ndo poroso e impermeavel, normalmente de 1,7
pMm de didmetro, revestido por uma parte externa porosa com espessura geralmente
de 0,5 um (DESTEFANO; LANGLOIS; KIRKLAND, 2008).
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Em comparagcdo com particulas porosas de diametros totalmente semelhantes, o
caminho de difusdo € muito mais curto, uma vez que o interior do nucleo € sdlido, ou
seja, € impenetravel pelos analitos. O menor caminho de difusdo facilita a
transferéncia de massa e reduz o caminho intra-particulas, o que contribui para que
o efeito de alargamento de bandas seja minimizado. Outra caracteristica a ser
destacada é a distribuigdo homogénea de particulas de mesmo tamanho no leito
cromatografico, reduzindo o efeito de caminhos multiplos (ALl et al., 2012;
GUILLARME et al., 2010).

Sao encontrados alguns métodos para quantificagdo de SLD e/ou TAD em
medicamentos ilegais utilizando UHPLC-UV. Dentre eles, pode-se citar o estudo
realizado por Sacré e colaboradores (2011), que desenvolveram um método rapido
para identificar e quantificar trés inibidores da PDE-5 (SLD, TAD e vardenafila) e
cinco analogos (acetildenafila, hidroxiacetilsildenafila, dimetilsildenafila,
pseudovardenafila, aminotadalafila e trans-tadalafila), que podem ser encontrados
em medicamentos falsificados. Para isso, foi utilizada coluna C1s (100 x 2,1 mm, 1,7
pum), fase moével constituida por acetonitrila e tampéao formiato de aménio 10 mM pH
3,5 em modo de eluicao gradiente, com tempo de corrida de 4,5 minutos. Ortiz,
Antunes e Linden (2010) desenvolveram e validaram um método para determinagao
simultanea de SLD e TAD e o aplicaram em comprimidos originais e encaminhados
para exame pericial pela PF. Neste método foi utilizada coluna C1s (50 x 2,1 mm, 1,7
pMm), mantida a 60 °C, fase movel constituida por tampéao fosfato 10 mM (pH 2,3) e
acetonitrila em eluicao isocratica e vazao da fase moével de 0,7 mL/min. Os analitos
foram detectados em 290 nm e a corrida cromatografica teve duragédo de 1,5

minutos.

Esses métodos trazem a vantagem de serem muito rapidos e eficientes na
separagdao de SLD e TAD. Entretanto, nenhum deles caracteriza-se por ser
indicativo de estabilidade, o qual é definido como sendo capaz de mensurar com
precisdo e exatidao o(s) principio(s) ativo(s), sem a interferéncia dos produtos de
degradacao, impurezas de processo, excipientes ou outras potenciais impurezas
(FDA, 2000). Os métodos indicativos de estabilidade sdo desenvolvidos a partir de
estudos de degradagao forgada, que permitem a geragcdo de produtos de

degradagao por meio da exposigdao do IFA e produto acabado a condi¢gdes de
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estresse, como por exemplo, luz, temperatura, calor, umidade, hidrélise acida/

basica e oxidagao, entre outras (BRASIL, 2015).

Na literatura foram encontrados alguns métodos que investigam a estabilidade
individualmente do SLD (ABD-ELBARY et al., 2004; DARAGHMEH et al., 2001;
LIEW; PEH, 2018; SEGALL et al., 2000; TAMBE; DEODHAR; PRAKYA, 2016) e da
TAD (PATEL; PATEL, 2014; RAO et al., 2008; SATHEESH et al., 2013, SEN;
PANTEL, 2015), os quais sé&o apresentados na Tabela 2.

Em todos esses métodos foi empregada a HPLC-UV como técnica de analise, com
excegao dos métodos descritos por Tambe, Deodhar e Prakya (2016) e Satheesh et
al. (2013), nos quais foi utilizada UHPLC-UV.

Ao avaliar a Tabela 2, verifica-se que os resultados referentes a formacédo de
produtos de degradacdo nas condigbes de estresse sdo divergentes nos artigos
encontrados. Isto pode ser justificado, pelo fato de os IFA serem provenientes de
diferentes fornecedores e rotas de sintese e/ou as formulagdes serem constituidas
por variados excipientes. Além disso, ndo ha uma padronizacdo das condi¢des
(como, por exemplo, concentragao, temperatura e tempo) de exposigao aos agentes

degradantes.

Apesar de existirem métodos indicativos de estabilidade individuais para SLD e TAD
utilizando-se HPLC e UHPLC, nao foi encontrado na literatura um estudo completo
de estabilidade, incluindo degradacdo forgcada, identificacdo de produtos de
degradagao e desenvolvimento de método indicativo de estabilidade rapido e eficaz
para quantificacdo simultdnea desses farmacos na presenca de seus produtos de
degradagao por UHPLC-UV, que possa também ser aplicado nos testes de

qualidade de medicamentos originais e ilegais.



Tabela 2 — Métodos indicativos de estabilidade para SLD e TAD encontrados na literatura.
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Referéncia Analito(s) e matriz Tecr!l_ca Agentes degradantes Condi¢des com formagao de PD Identificagao
analitica dos PD
Ambos os farmacos foram suscetiveis a
SLD e hidréxido de Meios acido (HCI 3 M TA 3 h), alcalino (NaOH 3 M TA 3 oxidagéo e o contelido dos IFA reduziu
LIEW; PEH, 2018 dapoxetina IFA e HPLC-UV h), oxidativo (H202 35% v/v 3 h), luz (cabine de luz UV ligeiramente nas condi¢des acida e NA
comprimidos 24 h) e temperatura (80 °C 2 h) alcalina, mas manteve-se estavel sob
luz UV e calor
Foram
. s CL o . . apresentadas
TAMBE; SLD e hidroxido de UHPLC- Meios acido (HCI 1 M 90 °C 6 h), alcalino (NaOH 1 M 90 Formaram-se PD provenientes do SLD alqumas
DEODHAR; dapoxetina IFA e UV-MS °C 6 h) e neutro (H20 TA 24 h), estresse fotolitico (UV em meios acido, alcalino, oxidativo e gssiveis
PRAKYA, 2016 comprimidos 1,2 milhdes lux.h) e térmico (calor seco 90 °C 6 h) sob aquecimento P
estruturas dos
PD
ABD-ELBARY et SLDIFAe pH (2,5; 4 e 8) e temperatura (60 °C e 80 °C) durante 3 ~ SLD degradou em todas as condigdes e
O HPLC-UV . ~ NA
al., 2004 comprimidos dias houve a formacao de um PD
SLD e substancias ~ ~
vl relacionadas em HPLC-UV Fotodegradacgao (luz direta por 6 dias) Pe_quena fotodegradagso (formagéo de NA
al., 2001 e dois PD)
IFA e comprimidos
Meios acido (HCI 1 M sob refluxo por 15 min), alcalino Formaram-se dois PD em meio &cido,
SEGALL et al (NaOH 1 M sob refluxo 15 min), neutro (H20 sob refluxo  um PD em meio alcalino, trés PD em
v SLD comprimidos HPLC-UV 15 min), oxidativo (H202 30% v/v sob refluxo por 15 meio oxidativo, sendo um majoritario, NA
2000 ; P . L k :
min), estresse fotolitico (luz do dia 24 h) e térmico (calor um PD em meio neutro e a partir do
seco 110 °C 24 h) estresse fotolitico com 0 mesmo tr
. Meios acido (HCI 1 M HCl a 40 °C, 60 °C e 80 °C), ~ C .
SEN; PATEL, TAD IFA HPLC-UV  alcalino (NaOH 1 M a 40 °C, 60 °C e 80 °C) € oxidativo ~ Dedradagao nos meios acido, alcalino e
2015 o oxidativo
(H202 30% v/v)
. TAD e . A TAD apresentou degradagdo extensa
PATEL; PATEL, ambrisentana em HPLC-UV Luz solar,. Ca"ir (refluxo), ?mdo (HCI'1 M), base (NaOH sob condicdes alcalinas e degradou em  NA
2014 . 1 M) e oxidagéo (H20230% v/v) L
comprimidos meio acido
Meios acido (HCI 1 M HCI a 80 °C por 12 h), alcalino
NaOH 1 M a 80 °C por 12 h), neutro (solugao aquosa
§&T3HEESH etal, IoArE ?i:nnidos UHPLC-UV  aquecida a 80 °C por 12 h), oxidativo (H2023% v/iva 35 Degradagdo nos meios 4cido e oxidativo NA
P °C, por 12 h), estudo de fotodegradacao (UV a 254 nm
por 2 dias), aquecimento a 105 °C por 2 dias
Meios acido (HCI 0,1 M HCI a 27 °C por 48 h & HCI 1 M entificaao do
a 70 °C por 3 h), alcalino NaOH 0,1 M a 27 °C por 48 h), prove
~ . oC 3n da hidrélise em
TAD IFA e ne_utro_ (solugdo aquosa aquecida a 70 = por ) Apresentou PD em meio acido, alcalino  meios acido e
RAO et al., 2008 o HPLC-UV oxidativo (H2026% e 20% v/v por 48 h a TA). Estudo de o ’ ;
comprimidos e oxidativo alcalino

fotodegradacgéo (1,2 milhdes lux.h e energia UV de 200
watt hm?2). O IFA foi exposto ao aquecimento a 40 °C
durante 10 dias e a 60 °C durante 7 dias

utilizando tempo
de retengao
(isbmero TAD)

Legenda: NA = ndo avaliado; PD = produto de degradacgao; TA = temperatura ambiente.
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3.4 Controle de qualidade dos medicamentos

A qualidade, seguranca e efetividade dos medicamentos sdo os pilares para o
sucesso de um tratamento. Para garantir a qualidade dos medicamentos, devem ser
seguidos procedimentos padrdo e requisitos minimos durante a sua fabricagéao,
visando sempre o cumprimento das Boas Praticas de Fabricagcdo de Medicamentos
(BPF). As BPF, por sua vez, podem ser definidas como um conjunto de agdes que
determinam que os produtos s&o consistentemente produzidos e controlados, com
padroes de qualidade apropriados para o uso pretendido e requerido pelo registro
sanitario (BRASIL, 2019).

A falsificagao e contrabando de medicamentos representam alto risco sanitario, uma
vez que 0s mesmos sao produzidos sem seguir os padrdes de qualidade e
segurancga necessarios. Além disso, nao sao submetidos aos testes de qualidade e
efetividade exigidos pela autoridade regulatéria, ndo havendo certeza sobre a dose,
principio ativo e impurezas. Tais produtos podem ndo produzir os efeitos
terapéuticos desejados e/ou provocar o aparecimento de reagdes clinicas
inesperadas (AMES; SOUZA, 2012).

Tendo em vista a necessidade de conhecer o grau de qualidade dos comprimidos
falsificados, adulterados ou contrabandeados contendo SLD e TAD aos quais o0s
pacientes estdo tendo acesso, faz-se necessaria uma avaliagcdo completa e
detalhada das caracteristicas fisico-quimicas desses medicamentos. O controle de
qualidade faz parte das BPF e, dentre os principais testes de qualidade fisico-
quimico aos quais os comprimidos devem ser submetidos, citam-se os testes de
identificacdo, doseamento, uniformidade de doses unitarias, dissolugao e perfil de

dissolugao.

Os testes de identificacdo s&o ensaios que permitem a confirmacao da presenca do
IFA na formulagdo. O doseamento € realizado para quantificar o IFA no
medicamento. Ja por meio do teste de uniformidade de doses unitarias € possivel
avaliar a quantidade de IFA em unidades individuais do lote e verificar se esta é
uniforme entre as unidades testadas. O teste de dissolucédo possibilita determinar a

quantidade de substancia ativa dissolvida no meio de dissolugdo quando o produto &
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exposto a acao de aparelhagem especifica, sob condi¢gdes experimentais descritas
na monografia. E o perfil de dissolugdo, por sua vez, € definido como ensaio
analitico (in vitro) com coletas em multiplos pontos, que permite a construcdo da
curva de porcentagem do IFA dissolvido em fungdo do tempo (FARMACOPEIA,
2019; GIL, 2010).

Conforme descrito no item 3.3.1 (pagina 30), nas monografias farmacopeicas para
SLD e TAD sao utilizadas diferentes técnicas e métodos para as analises fisico-
quimicas dos comprimidos. Dessa forma, considera-se relevante o desenvolvimento
de um método analitico unico, validado em uma faixa que permita sua utilizagédo
tanto no teste de doseamento e uniformidade de conteudo, quanto no teste de
dissolugdo e que ainda seja capaz de quantificar os analitos na presenga de
potenciais produtos de degradagao/impurezas de maneira rapida, para agilizar e

reduzir os custos envolvidos na realizagdo dessas analises.
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4 MATERIAIS

4.1 Substancias quimicas de referéncia (SQR), IFA e placebo

e As seguintes SQR foram utilizadas no presente estudo: citrato de sildenafila
SQR (Farmacopeia Europeia, lote 1.1, pureza de 98,80%) e tadalafila SQR
(Farmacopeia Europeia, lote 2.0, pureza de 99,90%).

e Os seguintes IFA também foram usados: citrato de sildenafila IFA
(disponibilizado pela Farmacia Amphora, de origem indiana, comercializado
pela Fagron, lote 15116589B e pureza de 98,83%) e tadalafila IFA
(disponibilizado pela Farmacia Vivence, de origem indiana, lote 2982 e pureza
de 99,02%).

e Mistura de excipientes (placebo) utilizada na validagdo do método analitico.
Para o seu preparo, estimou-se a composi¢cao quantitativa dos excipientes a
partir da constituicdo qualitativa descrita nas bulas dos medicamentos
referéncia Viagra® e Cialis®, e de informagdes obtidas na literatura. Os
componentes, respectivas funcdes farmacotécnicas e proporcdes estimadas

de cada excipiente sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Fungoes farmacotécnicas e proporgoes estimada dos excipientes utilizados na
fabricagdo dos comprimidos Viagra® e Cialis®.
Proporgio estimada (%)’

Excipiente Funcédo farmacotécnica Viagra® Cialis®
Celulose microcristalina Diluente 50,0 40,0
Croscarmelose sodica Desintegrante 2,0 2,0
Dioxido de titanio Agente de revestimento, ; 2,0
opacificador e pigmentador
Estearato de magnésio Lubrificante 2,0 2,0
Fosfato de calcio dibasico anidro Diluente 19,8 -
Opadry® azul? Agente de revestimento e 3.0 )
corante
Hidroxipropilcelulose Agente de revestimento - 20
Hipromelose Agente de revestimento - 0,5
Lactose monoidratada Diluente - 44,0
Laurilsulfato de sddio Lubrificante - 1,0
Agente de revestimento,
Opadry® transparente umectante e plastificante 1.0 )
Oxido de ferro amarelo Corante - 0,5
Triacetina Umectante e plastificante - 0,5

A proporcao estimada de cada excipiente foi baseada no Handbook of Pharmaceutical Excipients
(ROWE et al., 2009) e na propor¢cao média de citrato de SLD e TAD nos comprimidos, sendo 22,2% e
5,5% respectivamente.

20padry® azul: hipromelose, lactose, triacetina, indigo carmin aluminio laca e diéxido de titanio.
30padry® transparente: hipromelose e triacetina.
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4.2 Comprimidos originais e apreendidos

Comprimidos originais, registrados na ANVISA, contendo 50 mg de sildenafila
(equivalente a 70,24 mg de citrato de sildenafila). Foram utilizados dois lotes
do medicamento referéncia (codificados como Viagra 1 e 2) e dois lotes de
medicamentos genéricos fabricados por diferentes industrias farmacéuticas
(codificados como genérico SLD 1 e 2).

Comprimidos originais, registrados na ANVISA, contendo 20 mg de tadalafila.
Foram utilizados um lote do medicamento referéncia (Cialis) e trés lotes de
medicamentos genéricos fabricados por diferentes industrias farmacéuticas
(codificados como genérico TAD 1, 2 e 3).

Dez diferentes lotes de comprimidos apreendidos e disponibilizados pela
Policia Federal (PF) e pela Policia Civil de Minas Gerais (PCMG) suspeitos de
conter SLD e/ou TAD com provavel proveniéncia de falsificagdo ou

contrabando.

4.3 Reagentes

Agua ultrapura.

Reagentes grau analitico: acido cloridrico, acido férmico, alcool etilico
absoluto, dodecil sulfato de sédio/laurilsulfato de sédio, sulfato de cobre
pentahidratado, trietilamina e uracila Sigma Aldrich (Saint Louis, EUA), acido
acético glacial Neon (Suzano, Brasil), acido trifluoroacético Tedia Company
(Fairfield, EUA), formiato de aménio Merck (Darmstadt, Alemanha), hidréxido
de sddio Synth e peréxido de hidrogénio Synth (Diadema, Brasil).

Solventes grau HPLC: acetonitrila J.T. Baker (Xalostoc, México), acetonitrila
Merck (Darmstadt, Alemanha), acetonitrila Honeywell (Muskegon, EUA) e
metanol Sigma Aldrich (Saint Louis, EUA).

4.4 Materiais, vidrarias e instrumentos

Coluna cromatografica Phenomenex, Kinetex C1s (50 x 2,1 mm, 1,7 ym).
Frasco tipo vial com tampa de rosca e septos de silicone.
Filtros de seringa de PVDF com 0,45 pm e 0,22 um de tamanho de poro.

Kit para filtragéo a vacuo.



40

Membrana de celulose regenerada para filtragdo com 22 mm de didametro e
poros de 0,22 ym Sartorius Stedim Biotech.

Paquimetro Mitutoyo 500-143B.

Pipetas automaticas.

Ponteiras para uso em pipetas automaticas.

Seringas de plastico de 5 mL e 10 mL.

4.5 Equipamentos

Aparelho de ultrassom BRANSON 3210R-MT.

Balancga analitica SARTORIUS modelo BP211D.

Balanca semi-analitica Ohaus TP2KS

Banho-maria FULL GAUGE TIC-17C.

Bomba de vacuo Weg B480794.

Camara de fotoestabilidade equipada com lampadas distintas para emissao
de radiagao visivel e ultravioleta.

Centrifuga Jouan B 4i.

Dissolutor Hanson SR 8 Plus.

Espectrofotdmetro FTIR PerkinElmer modelo Spectrum One com software
Spectrum.

Espectrofotdbmetro UV/VIS Vankel modelo Cary 50.

Estufa NABERTHERM TR 60.

Potenciometro METROHM 827 pH Lab.

Sistema de purificagdo de agua MILLIPORE DIRECT Q3 UV.

Sistema UHPLC-Q-TOF-MS composto por cromatografo a liquido de ultra
eficiéncia Agilent 1290 (amostrador, injetor automatico, desgaseificador,
bomba quaternaria, forno de colunas e detector de arranjo de diodos - DAD) e
espectrometro de massas Agilent 6540 UHD, equipado com fonte de
ionizagao electrospray e analisador do tipo hibrido - quadrupolo e tempo-de-
VOO - e software MassHunter.

Sistema UHPLC-UV composto por cromatdgrafo a liquido de ultra eficiéncia
WATERS ACQUITY UPLC (amostrador, injetor automatico, desgaseificador,
bomba quaternaria, forno de colunas e detector UV) e software Empower.
Softwares Action Stat®, Microsoft Excel® e STATISTICA®
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5 METODOS

5.1 Determinacao da solubilidade dos IFA SLD e TAD

A solubilidade de cada um dos IFA (SLD e TAD) foi avaliada, separadamente, em
agua, alcool etilico absoluto, acetonitrila, metanol, acido férmico 0,1% (v/v) e em

mistura de acetonitrila e agua 70:30 (v/v).

Para este procedimento, pesaram-se, separadamente, cerca de 10 mg de cada um
dos IFA e transferiram-se para erlenmeyers de 125 mL. Aliquotas crescentes do
solvente foram adicionadas até a completa solubilizacdo do IFA. Apds cada adi¢ao
do solvente, agitou-se o erlenmeyer manualmente e, em seguida, este foi deixado
em banho de ultrassom durante 1 minuto. Nos casos em que um volume de 100 mL
de solvente n&o provocou solubilizagao, classificou-se o IFA como nao soluvel nesse

determinado solvente. O teste foi realizado em temperatura ambiente.

5.2 Identificagao por espectrofotometria no infravermelho

Para a identificacdo dos IFA utilizados neste trabalho, obtiveram-se os espectros de
absorcao na regido do infravermelho do SLD e da TAD IFA e das respectivas SQR
na faixa de 4000 a 650 cm™! utilizando-se equipamento com acessorio de refletancia
total atenuada, em inglés Attenuated total reflection (ATR). Os espectros foram

comparados para confirmar a identidade das amostras.

5.3 Determinagao dos maximos de absorgao na regiao do ultravioleta do SLD e
da TAD

Com o objetivo de determinar os comprimentos de onda nos quais ocorrem 0s
maximos de absorg¢do do SLD e da TAD na regido do ultravioleta, os espectros de
absorcao foram obtidos na faixa de 200 a 400 nm para solugdes individuais,
contendo 8 ug/mL de citrato de SLD SQR e 5 ug/mL de TAD SQR preparadas em
acetonitrila e agua 50:50 (v/v). A solugao branco foi constituida por uma mistura de

acetonitrila e agua nas mesmas proporg¢des. A partir dos espectros de varredura
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obtidos para o SLD e a TAD determinou-se o comprimento de onda de deteccéo a

ser utilizado no método analitico.

5.4 Estudos de degradacao forgada

Com o objetivo de desenvolver método seletivo para os IFA SLD e TAD e para seus
possiveis produtos de degradacao/impurezas, realizaram-se inicialmente testes
preliminares de degradacédo for¢cada, submetendo os IFA as condigbes acida,
alcalina, neutra, presenca de ions metalicos, degradacao térmica, fotolitica e
oxidagcdo com peroxido de hidrogénio. As condigdes de degradagao, tais como a
concentragcdo do agente estressante, bem como o tempo e temperatura de
exposicdo foram reduzidas ou aumentadas gradativamente até se conseguir a
porcentagem de degradacao desejada (minimo de 10%) ou até que se alcangasse
uma condicdo considerada extrema de estresse e, portanto, ndo mais condizente
com situacdes reais as quais os farmacos e medicamentos poderiam ser expostos
(BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2011; BRASIL, 2015).

Os agentes estressantes, diluentes e fase moével empregados no teste de
degradagao forcada também foram avaliados isoladamente, visando identificar os
respectivos sinais cromatograficos, para que esses ndo fossem confundidos com
produtos de degradagao/impurezas. O estudo de degradagado foi conduzido tanto

com os IFA isolados, quanto juntos na mesma solugao.

As amostras degradadas foram utilizadas na otimizagcdo do método analitico e entdo
ajustaram-se as condi¢gdes cromatograficas, de forma a se obter separagéo

adequada entre os picos dos analitos e produtos de degradacao formados.

O preparo das solugbes amostra de IFA submetidas a degradagao forcada e das
solucdes padrao utilizadas para a quantificacédo de SLD e TAD remanescentes apés

a degradacgao sao descritas a seguir.
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5.4.1 Solugoes de deqgradacao

As exposi¢cdes aos agentes degradantes foram realizadas conforme recomendado
por Baertschi, Alsante e Reed (2011). Para o preparo das solu¢des de degradacéo
em meio neutro, acido, alcalino, oxidativo e com ions metalicos, preparou-se
inicialmente solugdes estoque dos IFA isolados e misturados contendo 1400 pg/mL
de citrato de SLD e 400 pg/mL de TAD utilizando-se mistura de acetonitrila e agua
70:30 (v/v) (Diluente 1) como diluente.

Em seguida, foram preparadas as solugdes de degradagao, adicionando-se 5 mL
dos agentes estressantes (agua ultrapura, acido cloridrico 2 M, hidréxido de sodio
0,02 M, peroxido de hidrogénio 6% (v/v) e sulfato de cobre 0,1 M) a 5 mL das
solugdes estoque dos IFA. Para cada condigdo de estresse, foram preparadas
duplicatas, de modo que uma réplica foi mantida a temperatura ambiente e a outra

mantida em banho-maria a 50 °C.

Aliqguotas de 1 mL das solugdes de degradacdao foram retiradas em diferentes
tempos de coleta e transferidas para baldo volumétrico de 10 mL. O volume foi
completado com mistura de acetonitriia e agua 15:85 (v/v) (Diluente 2),
homogeneizou-se, filtrou-se utilizando-se filtro de seringa de 0,22 ym de tamanho de

poro e transferiu-se para vial.

Para o preparo das amostras provenientes da degradacao térmica, os IFA foram
pesados, colocados em pesa-filtros e expostos a 60 °C durante 30 dias em uma
estufa. Para a exposigao a fotodegradagéo, os IFA foram transferidos para placas de
petri e submetidos a degradacdo em camara de fotoestabilidade equipada com
lampadas distintas para emissdo de radiacao visivel e ultravioleta. A exposicao foi
de trés ciclos a mais do que é exigido nas legislagdes de fotoestabilidade (ICH Q1B,
1996), ou seja, as amostras foram expostas a 3,6 milhdes lux.h (visivel) e 600
watt.h/m? (ultravioleta). A partir das amostras expostas a temperatura e luz,
prepararam-se solugdes com concentracao tedrica de 70 pg/mL de citrato de SLD e
20 pg/mL de TAD utilizando-se os Diluentes 1 e 2.
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5.4.2 Solugoes padrao de SLD e TAD

Para a quantificagdo dos IFA remanescentes nas amostras degradadas, utilizou-se
curva analitica construida por Solugbées padrdo a 20%, 100% e 180% das
concentragbes de trabalho (70 pg/mL para citrato de SLD e 20 yg/mL para TAD)
preparadas a partir de uma Solugdo padrdo estoque, que foi obtida pesando-se,
exatamente, cerca de 17,5 mg de citrato de SLD SQR e 5 mg de TAD SQR e
transferindo-se para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionaram-se cerca de 20 mL do
Diluente 1 e deixou-se em banho de ultrassom durante 10 minutos. Apods esfriar,
completou-se o volume com o Diluente 1 e homogeneizou-se, obtendo-se solugao a
700 pg/mL de citrato de SLD e 200 pg/mL de TAD.

A partir da Solucdo padrdo estoque, prepararam-se as Solugbes padrdo nas
concentragbes apresentadas na Tabela 4, utilizando-se Diluente 2 para completar o
volume.

Tabela 4 — Concentragdes das Solugbes padrao para preparo da curva analitica.
Concentragao citrato de SLD

Nivel de concentragao Concentracao TAD (ug/mL)

(ug/mL)

20% 14 4
100% 70 20
180% 126 36

5.5 Desenvolvimento do método para quantificagcao simultanea de SLD, TAD e

potenciais produtos de degradag¢ao por UHPLC-UV

O desenvolvimento do método para quantificacdo simultdnea de SLD e TAD por
UHPLC-UV foi realizado utilizando-se as amostras provenientes do estudo de

degradagao forgada.

Iniciou-se o desenvolvimento com a realizagdo de gradientes exploratérios com fase
movel constituida por acetonitrila e acido férmico 0,1% (v/v), com a finalidade de
conhecer a retencao dos analitos. Em seguida, varios métodos isocraticos foram
propostos, testando-se diferentes condi¢des, conforme apresentado na Tabela 5, na
tentativa de obter resolucdo satisfatéria entre SLD, TAD e os produtos de

degradacgao formados.
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Como néao foi obtida separagcédo satisfatéria entre os analitos de interesse com a
eluicdo isocratica, partiu-se para a realizacao de testes utilizando-se eluicdo em
gradiente. Entédo, a partir dos resultados obtidos com o primeiro gradiente testado,
propbs-se diversas alteragdes no tempo e proporgdo do solvente orgénico, com a

finalidade de melhorar a resolugao entre os picos.

Tabela 5 — Condig6es cromatograficas e variagoes das mesmas testadas durante o
desenvolvimento do método analitico.

Condigao cromatografica Variagoes testadas
Eluentes organico Acetonitrila e metanol
Acido férmico 0,1% (v/v); solugdo aquosa de trietilamina (TEA)
Eluentes aquosos 0,1% e 0,2% (v/v), pH 3.0; acido trifluoroacético (TFA) 0,05% (v/v)
e acido acético 0,1% (v/v).
Composigao da fase movel 20 a 40% de eluente organico
Vazao da fase movel 0,1 a 0,8 mL/min
Temperatura do forno 25a50°C
Volume de injegao 1a5uL
Frequéncia de aquisi¢do do

detector 5 e 10 pontos/segundo

Optou-se pelo gradiente que produziu melhor separagao entre os analitos e os picos
dos produtos (resolugao de, no minimo, 1,5 para o par critico) e que levou a valores
adequados dos seguintes parametros cromatograficos: fator de retencao (k), fator de

cauda (Tr) e numero de pratos tedricos (N).

As condi¢cbes cromatograficas e o gradiente do método otimizado utilizando-se
UHPLC-UV e coluna com particulas superficialmente porosas para quantificacao
simultanea de SLD, TAD e potenciais produtos de degradacao estdo descritas nas

Tabelas 6 e 7 respectivamente.

Tabela 6 — Resumo das condigdes cromatograficas definitivas do método analitico seletivo
para SLD, TAD e seus produtos de degradacéao utilizando UHPLC-UV.

Parametros Condigoes
Coluna Phenomenex®, Kinetex C1s (50 x 2,1 mm, 1,7 ym)
Composigao da fase Acetonitrila:solu¢ao aquosa de trietilamina (TEA) 0,2% (v/v), pH 3,0
movel ajustado com acido férmico - eluigdo em gradiente
Comprimento de onda 285 nm
Fluxo da fase movel 0,3 mL/min
Gradiente Descrito na Tabela 7
Temperatura do forno 35°C
Volume de injecao 5uL
Frequéncia de aquisicao 5 pontos/segundo

do detector
Tempo da corrida 7 min seguidos de 2 min para re-equilibrio da coluna
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Tabela 7 — Gradiente definitivo do método analitico seletivo para SLD, TAD e seus produtos de
degradacéo utilizando UHPLC-UV.

Tempo A % (viv) B % (viv) Eluigio
(min) (TEA 0,2% (v/v), pH 3,0) (acetonitrila)

0-0,5 85% — 75% 15% — 25% Gradiente linear
0,5-2,0 75% 25% Isocratica
20-25 75% — 70% 25% — 30% Gradiente linear
25-65 70% 30% Isocratica
6,5-7,0 70% — 85% 30% — 15% Gradiente linear
7,0-9,0 85% 15% Re-equilibrio

5.6 Otimizacao da etapa do preparo de amostra para os testes de determinagao

de teor de SLD e TAD em comprimidos

Como o método analitico desenvolvido sera aplicado para a realizagao dos testes de
doseamento e uniformidade de conteudo de amostras originais e suspeitas de
falsificacdo ou contrabando, a etapa de preparo de amostra para realizagcao desses

testes em comprimidos foi realizada por meio de um planejamento fatorial 24.

As variaveis independentes escolhidas para compor o planejamento foram:
composicdo do diluente (X1), tempo de extracdo no ultrassom (min) (X2),
procedimento para remogéao de particulas (filtragao/centrifugagéo) (Xs) e estabilidade
das solugdes (X4). Os niveis avaliados sdo apresentados na Tabela 8. As demais
variaveis independentes que nao foram escolhidas para compor o planejamento
fatorial tiveram seus valores fixados. As variaveis dependentes (respostas) avaliadas
foram as recuperacdes de SLD e TAD obtidas em cada experimento, calculadas

utilizando-se a seguinte equacgao:

Recuperagao (%) = (concentragéo experimental / concentragao tedrica) x 100

Tabela 8 — Variaveis independentes avaliadas no planejamento fatorial 2* e os niveis
avaliados para cada uma delas.

Fator Nivel
Inferior (-) Superior (+)
. . N Acetonitrila/agua Acetonitrila/TEA 0,2% (v/v), pH 3,0
X1 - Composigéo do diluente Diluentes 1 e 2 Diluentes 3 e 4
X2 - Tempo de extragédo no 10 min 20 min
ultrassom
) ~ . Filtracao Centrifugacéo
Xs - Remogdo de particulas  pyne 6 45 1m de poro) (2209 x g por 10 min)
X4 - Estabilidade das solug¢des Tempo zero (inicio) 24 h

*Os diluentes foram constituidos por mistura de acetonitrila e agua 70:30 (v/v) (Diluente 1);
acetonitrila e agua 15:85 (v/v) (Diluente 2); acetonitrila e TEA 0,2% (v/v), pH 3,0 70:30 (v/v) (Diluente
3); acetonitrila e TEA 0,2% (v/v), pH 3,0 15:85 (v/v) (Diluente 4).
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As solugdes amostra contendo placebo, SLD IFA e TAD IFA foram preparadas de
maneira a reproduzir a matriz experimental do planejamento fatorial 24 sendo
realizados 16 experimentos, conforme descrito a seguir: transferiu-se quantidade
dos placebos de Viagra® e Cialis® presentes em 1/4 do peso médio dos comprimidos
(61,54 mg de placebo de Viagra® e 86,05 mg de placebo de Cialis®) para balGes
volumétricos de 50 mL. Em seguida adicionaram-se a cada baldo, cerca de 35,12
mg de citrato de SLD e 10 mg de TAD, 40 mL do Diluente 1 ou 3 e deixou-se em
banho de ultrassom durante 10 ou 20 minutos. Em seguida, completou-se o volume
com o Diluente 1 ou 3 e procedeu-se a filtragcao utilizando-se filtro de seringa de 0,45
Mm de tamanho de poro ou centrifugou-se a 2209 x g durante 10 minutos.
Pipetaram-se 2,5 mL do filtrado ou do sobrenadante e transferiu-se para baldo
volumétrico de 25 mL. Completou-se o volume com Diluente 2 ou 4 e
homogeneizou-se. Filtrou-se com filtro de seringa de 0,22 uym de tamanho de poro e
transferiu-se para vial. As solugbes amostra preparadas foram analisadas

imediatamente apds o preparo (tempo zero) e apos 24 horas.

Para a determinagcdo da recuperagao, prepararam-se duas Solugdes padrao,
contendo 70 ug/mL e 20 ug/mL de citrato de SLD e TAD respectivamente, uma delas
utilizando-se mistura de acetonitrila e agua (Diluentes 1 e 2) e outra utilizando-se
mistura de acetonitrila e TEA 0,2% (v/v), pH 3,0 (Diluentes 3 e 4).

A recuperagao de cada solugdo amostra foi obtida, os efeitos principais e de
segunda ordem foram calculados como as diferengas entre médias no nivel superior
(+) e médias no nivel inferior (-) para cada variavel analisada, o erro foi estimado e a
significncia dos efeitos foram obtidas, com 95% de confianca (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2001).

5.7 Validagado do método analitico

O método desenvolvido (Tabelas 6 e 7, paginas 45 e 46) foi validado de acordo com
as recomendacgdes presentes na Resolugao RDC n° 166/2017 da ANVISA (BRASIL,
2017), no Guia da International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use Q2(R1) (ICH)

(ICH, 2005), nas Orientagbes sobre validagdo de meétodos de ensaios quimicos
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(DOQ-CGCRE-008) (INMETRO, 2018) e nos procedimentos de validagao
intralaboratorial definidos por Souza (2007) e Souza e Junqueira (2005). Todos os
calculos foram realizados com auxilio do programa Microsoft Excel® e do software

estatistico Action Stat®,

5.7.1 Adequabilidade do sistema

Para verificar a adequabilidade do sistema cromatografico e comprovar que o tempo
proposto de 2 minutos é suficiente para o re-equilibrio da coluna, preparou-se uma
solugao padrao a 100% das concentragdes dos farmacos, conforme descrito no item
5.4.2 (pagina 44), e a mesma foi injetada seis vezes consecutivas no cromatégrafo.
Em seguida avaliou-se os seguintes parametros para os picos dos analitos: desvio
padrao relativo (DPR) da area sob o pico (DPR area), do tempo de retencdo (DPR

tr), fator de cauda (Tr) e fator de retencéo (k).

5.7.2 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada em relagcéo aos excipientes das formulacoes e

em relagao aos produtos provenientes da degradacao do SLD e da TAD.

Para a verificagdo da seletividade em relagdo aos produtos de degradacao, os IFA
SLD e TAD foram expostos a estudo de degradacgao forgcada e as amostras foram
injetadas utilizando-se o0 método analitico desenvolvido e otimizado. Todos os picos
deveriam estar separados com uma resolugédo minima de 1,5 (SNYDER; KIRKLAND;
GLAJCH, 1997).

As amostras provenientes da degradacao com HCI 1 M a 50 °C durante 24 horas,
NaOH 0,01 M a temperatura ambiente durante 6 horas e H202 3% (v/v) a
temperatura ambiente durante 10 horas, foram injetadas também, utilizando
diferentes comprimentos de onda de deteccéao, sendo eles: 220, 254, 270 e 350 nm,
com o objetivo de verificar a existéncia de possiveis picos que ndao absorvam em
285 nm (comprimento de onda de detecgdo padronizado no método desenvolvido).
Caso outros picos fossem detectados, seria verificado se o0s mesmos se

encontravam bem resolvidos dos analitos de interesse.
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Para a comprovagao da seletividade do método analitico frente aos excipientes da
formulacao, preparou-se uma solugao a partir dos placebos utilizados na fabricagao
dos comprimidos de Viagra® e Cialis® (Tabela 3, pagina 38), com a finalidade de se
comprovar, visualmente, a auséncia de picos interferentes nos tempos de retencao
do SLD e da TAD.

Realizou-se também, uma avaliacdo estatistica para verificar se ha diferenca na
recuperacao dos IFA em solugdes contendo apenas os farmacos e solugdes
contendo os farmacos e os placebos. Para isso, prepararam-se trés solugdes com
apenas os farmacos e trés solugdes contendo farmacos+placebos e comparou-se
estatisticamente a recuperacdo de SLD e TAD obtidas a partir dessas solucdes
utilizando-se o teste F da analise de variancia (ANOVA), com a finalidade de se

verificar possivel interferéncia dos excipientes na resposta.

5.7.3 Linearidade

A linearidade foi avaliada construindo-se curva analitica para SLD e TAD em nove
niveis de concentracao, na faixa de 20% a 180% das concentragdes de trabalho (70

Mg/mL para citrato de SLD e 20 pg/mL para TAD).

Para a construcdo da curva analitica, primeiramente, preparou-se solugdo padrao
estoque contendo 700 ug/mL de citrato de SLD e 200 pg/mL de TAD em Diluente 1.
Em seguida, a partir da solugdo padrao estoque, prepararam-se as replicatas das

solugdes descritas na Tabela 9, utilizando o Diluente 2 para completar o volume.

As diluicbes foram realizadas em triplicata, totalizando 27 solugdes. O preparo € a
injecado das solugdes no sistema UHPLC-UV foram realizados em ordem aleatéria
para evitar que variagbes temporais das condigdes cromatograficas interferissem no

resultado e para garantir a independéncia dos resultados.
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Tabela 9 — Preparo das solugées contendo SLD e TAD SQR para avaliagao da linearidade.
Concentragiao citrato de SLD

Nivel de concentragao* Concentracido TAD (ug/mL)

(pg/mL)
20% 14 4
40% 28 8
60% 42 12
80% 56 16
100% 70 20
120% 84 24
140% 98 28
160% 112 32
180% 126 36

“em relagdo a concentragao de trabalho.

Os valores dispersos (outliers) foram identificados pelo teste de residuo padronizado
de Jacknife (a = 0,05). O critério de aceitagao utilizado foi que no maximo 22% dos
dados originais da curva analitica poderiam ser excluidos (SOUZA, 2007; SOUZA;
JUNQUEIRA, 2005).

Em seguida, testes estatisticos foram aplicados para verificar se os dados de
regressao linear atenderiam as premissas para o Método dos Minimos Quadrados
Ordinarios (MMQO), conforme descrito por Souza e Junqueira (2005). As premissas
relacionadas a analise de regressédo foram avaliadas quanto a normalidade, pelo
teste de Ryan-Joiner, homocedasticidade, pelo teste de Levene modificado por
Brown e Forsythe e independéncia dos residuos da regressao, pelo teste de Durbin-
Watson. Em seguida, averiguou-se a adequacao dos dados ao modelo linear, ou
seja, verificou-se se a regressao é significativa e se o desvio da linearidade néo é
significativo utilizando ANOVA (INMETRO, 2018; SOUZA, 2007; SOUZA;
JUNQUEIRA, 2005).

Por fim, construiu-se curva analitica com os valores de area sob os picos do SLD e
da TAD obtidas para cada nivel de concentracéo, estabeleceram-se os coeficientes
de determinagdo (R?), de correlagdo (R), angular (b), linear (a) e o grafico de
distribuicdo dos residuos. Avaliou-se a significancia do coeficiente angular utilizando
o teste F da ANOVA, para comprovar que € estatisticamente diferente de zero. E
também realizou-se o teste do intercepto (coeficiente linear) utilizando a estatistica t
de Student para verificar se 0 mesmo é estatisticamente igual a zero, ou seja, se a
curva analitica passa pela origem. A regressao linear foi entdo calculada pelo
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MMQO e a linearidade foi avaliada por meio da estimativa de todos esses

parametros.

5.7.4 Precisao e exatidao

A precisdao e a exatidao foram avaliadas pelo método do placebo fortificado,
adicionando-se quantidades conhecidas de SLD e TAD a mistura dos componentes
das formulagdes (Tabela 3, pagina 38) com o intuito de determinar a porcentagem
de recuperacao e os DPR entre as recuperagdes das solu¢gdes amostra preparadas.
O experimento foi realizado em trés niveis de concentragdo: 20% (baixo), 100%
(médio) e 180% (alto) das concentracdes de trabalho (70 uyg/mL e 20 ug/mL de
citrato de SLD e TAD respectivamente). Para cada nivel de concentragdo foram
preparadas trés réplicas independentes e o experimento foi realizado em dois dias

distintos, por analistas diferentes.

Para que o método seja considerado exato, os valores para a recuperagdo media
em cada nivel de concentracdo devem estar entre 98,0% e 102,0% (INMETRO,
2018). Para determinar a repetibilidade (precisao intradia), foi calculada a média de
recuperacdo € os DPR em cada nivel. A precisdo intermediaria (interdias) foi
avaliada pela repeticdo do mesmo procedimento em outro dia, por outro analista, e
foi avaliada determinando-se o DPR em cada nivel, considerando os dois dias de
analise. Recomenda-se que os valores de DPR sejam inferiores a 2% (GREEN,
1996).

5.7.5 Robustez

A robustez foi avaliada pelo método estatistico de Youden e Steiner (YOUDEN;
STEINER, 1975), no qual algumas condigbes cromatograficas foram variadas e a
influéncia das modificacdes nos resultados de recuperacdo do SLD e da TAD foi
avaliada. Em cada condicdo modificada foram realizadas inje¢cdes da solugcao padrao
a 100% das concentragdes de trabalho dos farmacos e da solugdo amostra
contendo placebo, 70 ug/mL de citrato de SLD IFA e 20 ug/mL de TAD IFA. Os
parametros, bem como as variagdes avaliadas, encontram-se descritas na Tabela
10.
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Tabela 10 — Parametros e variagdes avaliados no teste de robustez.

Parametro Variagéo (-) Cn%r::\’ilgglo Variagéo (+)
Temperatura da coluna a 32°C 35°C A 38 °C
Vazao da fase movel b 0,25 mL/min 0,30 mL/min B 0,35 mL/min
Volume de injecao c 4,5 uL 5uL C 55uL
Fornecedor da acetonitrila d Honeywell Merck D J.T. Baker
pH do eluente aquoso e 2,8 3,0 E 3,2
Comprimento de onda de detecgdo f 280 nm 285 nm F 290 nm
Composicao da fase movel g Gradiente a' (gra_dlle.nte G Gradiente b?
efinitivo

'Gradiente a = constituido pela redugéo de 2% na proporgdo do solvente aquoso em cada linha do
gradiente definitivo (Tabela 7, pagina 46).
2Gradiente b = constituido pelo aumento de 2% na proporgdo do solvente aquoso em cada linha do
gradiente definitivo (Tabela 7, pagina 46).

Apos a realizagcdo dos experimentos, foram obtidos os valores de teor para SLD e
TAD e calculou-se o efeito de cada variavel subtraindo-se a média dos resultados
obtidos nos quatro experimentos em que determinada variavel foi utilizada em nivel
alto, pela média dos resultados obtidos nos quatro experimentos em que a mesma
variavel foi utilizada em nivel baixo (YOUDEN; STEINER, 1975).

Em seguida, o efeito de cada variavel foi analisado no software estatistico Action
Stat®, sendo utilizado o método de Lenth e o grafico de Daniel para a identificagéo
dos parametros significativos. O método analitico € considerado robusto se nao
houver diferencas estatisticamente significativas nas respostas (teores de SLD e

TAD na solugao amostra) frente as alteracdes propostas (BRASIL, 2017).

5.7.6 Limites de deteccdo e quantificacao

Os limites de deteccao e quantificagdo tedricos para o SLD e a TAD foram
estimados com base nos desvios padrdo das respostas e na inclinagcdo das
respectivas curvas analiticas (BRASIL, 2017; ICH-Q2(R1), 2005).

Para confirmar os limites tedricos, injetaram-se solugbes de SLD e TAD na mesma
concentragéo obtida a partir da equagao e, em seguida, foram realizadas diluicbes e
as razdes sinal/ruido foram calculadas pelo software Empower. O limite de detecg¢ao
€ aquele no qual a razdo sinal/ruido é maior ou igual a 2:1, e o limite de
quantificacdo é aquele no qual a razao sinal/ruido é de, no minimo, 10:1 (BRASIL,
2017; ICH-Q2(R1), 2005).
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5.7.7 Testes de seletividade e recuperacao para diferentes diluentes

Para comprovar que o método desenvolvido e validado para determinagao do teor
de SLD e TAD em comprimidos pode também ser utilizado na quantificagdo da
cedéncia (teste de dissolugcéo e perfil de dissolugao), foi necessario avaliar se o
meétodo analitico é seletivo e garante recuperagdo adequada mesmo quando sao
utilizados diferentes diluentes, tais como acido cloridrico 0,01 M e dodecil sulfato de
sédio/laurilsulfato de sodio 0,5% (p/v), que sdo os meios descritos no teste de
dissolugdo das monografias de citrato de SLD comprimidos € TAD comprimidos,
respectivamente (THE UNITED, 2019).

Dessa forma, para comprovar a seletividade, injetaram-se os diluentes acido
cloridrico 0,01 M e dodecil sulfato de soédio/laurilsulfato de sédio 0,5% (p/v) para
verificar se ha picos nos tempos de retengcdao do SLD e TAD, que poderiam coeluir

com os mesmos e prejudicar a seletividade do método analitico.

Para a verificacdo da adequada recuperacao, independente do diluente utilizado,
prepararam-se, para cada um dos trés niveis de concentragao estudados (20%,
100% e 180% das concentragbes de trabalho) as seguintes solugdes: trés solugdes
contendo placebo, SLD e TAD utilizando-se como diluente mistura de acetonitrila e
agua; trés solugdes com placebo e SLD IFA utilizando-se como diluente acido
cloridrico 0,01 M e trés solugdes com placebo e TAD IFA preparadas com dodecil

sulfato de sodio/laurilsulfato de sédio 0,5% (p/v) como diluente.

As solugbes amostra foram injetadas em sistema UHPLC-UV aplicando o método
analitico desenvolvido e validado (Tabelas 6 e 7, paginas 45 e 46) e verificou-se
pelo teste F da ANOVA se havia diferenga estatistica entre a média das areas sob

0s picos obtidos em cada um dos grupos, para os trés niveis avaliados.
5.8 Elucidacao das estruturas quimicas dos produtos de degradagao
Com o objetivo de se propor estruturas quimicas e mecanismos quimicos de

formacdo dos produtos de degradagdo maijoritarios, utilizou-se a cromatografia

liquida de ultra eficiéncia com detector de arranjo de diodos (DAD) acoplada a
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espectrometria de massas sequencial, com ionizagdo por electrospray (IES) e

analisador do tipo quadrupolo-tempo-de-voo (UHPLC-Q-TOF-MS).

As amostras provenientes do estudo de degradacédo forgada foram injetadas no
sistema UHPLC-Q-TOF-MS utilizando-se fase movel constituida por acetonitrila com
acido férmico 0,5% (v/v) e tampéao formiato de aménio 10 mM pH 3,0 (ajustado com
acido formico) a uma vazao de 0,3 mL/min. O gradiente, a coluna cromatografica, a
temperatura e o volume de injegdo foram os mesmos utilizados no método
desenvolvido por UHPLC-UV (Tabelas 6 e 7, paginas 45 e 46). A deteccao UV foi
realizada na faixa de 190 a 400 nm e a ionizacado dos analitos foi obtida no modo
positivo (IES (+)). Os parametros espectrométricos e os respectivos valores
utilizados durante a analise foram: voltagens do spray, fragmentador, skimmer e
octapol de 3000, 175, 75 e 750 V, respectivamente. A temperatura do gas de

secagem foi de 300 °C, vazao de 8 L/min e pressao de 35 psi.

Primeiramente, as amostras degradadas foram injetadas no modo de varredura
(MS1 full-scan) e assim foi possivel determinar as razdes massa/carga (m/z) dos
ions precursores dos produtos de degradacdo maijoritariamente formados. Em
seguida, os ions precursores foram fragmentados na célula de colisdo, por meio da
aplicagéo de uma energia de colisdo de 15 eV para TAD e respectivos produtos de
degradagao e de 35 eV para SLD e seus produtos de degradacdo. Sendo assim,
foram obtidos os espectros de fragmentagdo (MS2 full-scan), com a detecgdo dos
ions produto formados de razdo m/z na faixa de 90-1000 Da. Dessa forma,
conhecendo-se as razdes m/z mais abundantes de cada ion precursor e dos
respectivos ions produto, foi possivel propor estruturas e rotas de formagao para os

produtos de degradagao mais relevantes.

5.9 Analise dos medicamentos originais e apreendidos

5.9.1 Recebimento e armazenamento das amostras

Os comprimidos provenientes de apreensdes e disponibilizados pela PF e pela
PCMG totalizaram 10 tipos diferentes de amostras suspeitas de conter SLD ou TAD,

que foram codificadas como amostras apreendidas 1 a 10, de acordo com a ordem
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cronoldgica de recebimento. Além dos medicamentos apreendidos, foram adquiridos
em farmacias, quatro diferentes lotes de medicamentos contendo SLD e quatro lotes
contendo TAD.

Apods o recebimento das amostras, as mesmas foram armazenadas em dessecador

sob protecao da luz e temperatura controlada de 25 °C.

5.9.2 Caracterizacao fisica dos comprimidos originais e apreendidos

Ao receber as amostras apreendidas e originais, registraram-se, por meio de
fotografias, as embalagens secundaria e primaria (quando presentes) e o0s
comprimidos. Em seguida, procedeu-se a determinagao dos aspectos fisicos, sendo
registradas as caracteristicas visuais de cada comprimido (cor, forma e presenca ou
auséncia de marcagbes). Utilizando-se paquimetro digital, também foram
determinadas as medidas dos comprimidos, tais como comprimentos (maior e
menor) e espessura. Por fim, os comprimidos foram pesados utilizando-se balanga
analitica. Os valores médios das medi¢cbes obtidas para os comprimidos de uma

mesma amostra foram comparados com as demais amostras.

5.9.3 Aplicacdo do método: avaliacido da qualidade dos medicamentos

originais e apreendidos

Com o objetivo de aplicar o método desenvolvido e validado (Tabelas 6 e 7, paginas
45 e 46), além de se determinar a qualidade dos comprimidos apreendidos e
originais, os mesmos foram submetidos aos principais testes de controle de
qualidade fisico-quimico, sendo eles: identificacdo, doseamento, uniformidade de
conteudo, teste de dissolucéo e perfil de dissolugao.

Durante a realizacdo desses testes, ndo foi possivel utilizar a quantidade de
unidades recomendadas nos métodos farmacopeicos, devido a limitagdo do numero
de comprimidos disponiveis. Dessa forma, o numero de comprimidos utilizados em
cada um dos testes de controle de qualidade foi estabelecido de acordo com o

numero total de unidades obtido de cada amostra.
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No caso em que a quantidade total de comprimidos disponiveis era insuficiente para
a realizacao de todos os testes, priorizou-se a realizagdo do doseamento, seguido
do teste de dissolugao e perfil de dissolugdo. Na Tabela 11 encontram-se descritos

o0 numero de unidades submetidas a cada teste de qualidade.

Tabela 11 — Numero de comprimidos utilizados nos testes de controle de qualidade.

Quantidade Numero de comprimidos utilizados no teste
A total de Identificagcido . . Teste de
mostra .. Uniformidade . ~ .
comprimidos e d . dissolucgao e perfil
. .. e conteudo . ~
disponiveis doseamento de dissolucao

Apreendida 1 20 4 4 3
Apreendida 2 10 2 2 3
Apreendida 3 20 4 4 3

Apreendida 4 2 1 NR NR
Apreendida 5 5 1 NR 2
Apreendida 6 7 1 2 2
Apreendida 7 5 1 NR 2
Apreendida 8 6 1 NR 3

Apreendida 9 2 1 NR NR
Apreendida 10 20 4 4 3
Viagra 1 20 4 4 6
Viagra 2 15 4 3 6
Genérico SLD 1 20 4 4 6
Genérico SLD 2 20 4 4 6

Cialis 2 NR NR NR
Genérico TAD 1 10 2 3 3
Genérico TAD 2 10 2 3 3
Genérico TAD 3 10 2 3 3

Legenda: NR = Nao realizado devido a indisponibilidade de amostra.

Para a quantificacdo dos analitos nas solugdes amostra durante os testes de
qualidade, preparou-se curva analitica construida a partir de solugdes padrao
contendo 20%, 100% e 180% das concentragdes de trabalho (70 ug/mL para citrato
de SLD e 20 pg/mL para TAD).

Juntamente com o teste de doseamento, foi realizada a identificacao do(s) IFA(s) em

cada uma das amostras.

Para o preparo das solugdes amostra utilizadas no teste de doseamento,
primeiramente, pesaram-se os comprimidos e determinaram-se os pesos meédios.
Em seguida estes foram pulverizados utilizando-se gral e pistilo. A partir de cada
pool de comprimidos, prepararam-se, no minimo, duas solucbes amostra. A

especificacao para o doseamento de comprimidos contendo tanto SLD quanto TAD,
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de acordo com a Farmacopeia Americana (THE UNITED, 2019), é de, no minimo

90,0% e, no maximo 110,0% do valor rotulado.

Durante a realizagdo do teste de uniformidade de conteudo, pesou-se um
comprimido e o transferiu para baldo volumétrico de 100 mL. Prosseguiu-se o
preparo de acordo com o procedimento otimizado. O Valor de Aceitagao (VA) foi
estimado conforme descrito na Farmacopeia Brasileira 62 edicdo (FB 6), utilizando-
se valor de aceitabilidade (k) igual a 2,4 (correspondente a analise de 10 unidades),
uma vez que nao se encontra descrito o k para numero menor de unidades. O
produto cumpre o teste de uniformidade de doses unitarias se o VA nao € maior que
15,0 (FARMACOPEIA, 2019).

Os parametros (meio de dissolugao, aparato e tempo(s) de coleta) utilizados para o
teste de dissolugao, foram os descritos nas respectivas monografias de citrato de
SLD e TAD comprimidos presentes na Farmacopeia Americana (THE UNITED,
2019). Ademais, o teste de perfil de dissolugao foi realizado conforme preconizado
na Resolugédo RDC n° 31/2010 (ANVISA) (BRASIL, 2010).

Os comprimidos contendo SLD foram analisados utilizando-se 900 mL de acido
cloridrico 0,01 M mantido a 37,0 = 0,5 °C como meio de dissolugao e cestas a 100
rom como aparato. Durante o teste de perfil de dissolu¢do, coletaram-se 10 mL de
cada uma das cubas em sete diferentes tempos, sendo eles: 2, 5, 10, 15, 30, 45 e
60 minutos. As amostras coletadas foram imediatamente filtradas utilizando-se filtros
de seringa de 0,22 ym de tamanho de poro, transferidas para vial e injetadas no
sistema UHPLC-UV. Construiu-se a curva de cedéncia para os lotes analisados. Os
resultados obtidos no tempo de coleta de 15 minutos foram utilizados no teste de
dissolucdo. A porcentagem de cedéncia de cada unidade deveria ser maior ou igual
a 85% (Q = 80%) no primeiro estagio (E1) do teste de dissolugdo (THE UNITED,
2019).

Ja para os comprimidos contendo TAD, foram utilizados 1000 mL de laurilsulfato de
sédio 0,5% (p/v) mantido a 37,0 £ 0,5 °C como meio de dissolugéo e pas a 50 rpm
como aparato. Durante o teste de perfil de dissolucdo comparativo, coletaram-se 10

mL de cada uma das cubas apoés 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60 e 75 minutos do inicio do
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teste. As amostras coletadas foram imediatamente filtradas utilizando-se filtros de
seringa de 0,22 um de tamanho de poro, transferidas para vial e injetadas em
cromatografo a liquido de ultra eficiéncia. Construiu-se a curva de cedéncia para os
lotes analisados. Os resultados obtidos nos tempos de coleta de 10 e 30 minutos
foram utilizados para o teste de dissolugéo. O critério de aceitagao estabelecido para
o E1 é que a porcentagem de cedéncia de cada unidade deveria ser maior ou igual a
45% (Q = 40%) apos 10 minutos e maior ou igual a 85% (Q = 80%) apds 30 minutos
do inicio do teste (THE UNITED, 2019).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Solubilidade dos IFA SLD e TAD

Os termos descritivos da FB 6 (FARMACOPEIA, 2019) foram utilizados para

expressar a solubilidade dos IFA.

Apods a realizagdo do teste, o SLD foi classificado como pouco soluvel em agua,
alcool etilico absoluto, metanol e acido férmico 0,1% (v/v); muito pouco soluvel em
acetonitrila e soluvel em mistura de acetonitrila e agua 70:30 (v/v), que corresponde
ao diluente utilizado no método analitico desenvolvido (Diluente 1). A TAD, por sua
vez, foi classificada como praticamente insolivel em agua e em acido férmico 0,1%
(v/v); e pouco soluvel em alcool etilico absoluto, acetonitrila, metanol e no Diluente 1.
Portanto, considerou-se adequada a utilizagdo de mistura de acetonitrila e agua

70:30 (v/v) como diluente para o preparo das solugbes amostra.

6.2 Identificagao por espectrofotometria no infravermelho

Os espectros obtidos para o SLD SQR e IFA foram comparados para confirmar a
identidade da amostra (Figura 3). O fator de comparagéao obtido foi de 98,26%, valor
superior ao minimo estabelecido no software Spectrum (>95,00%) para confirmagéao
de identidade. A sobreposicao dos dois espectros demonstra que se trata da mesma
substancia, uma vez que possuem bandas de absor¢édo nos mesmos comprimentos

de onda e com as mesmas intensidades relativas.

As principais bandas de absor¢ao obtidas nos espectros de infravermelho para o
SLD SQR e IFA, bem como as atribuicdes relativas aos grupos funcionais da
molécula, sdo apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12 — Numeros de onda e atribuigdes das bandas de absorgao obtidas nos espectros de
infravermelho do SLD IFA e SQR.

Numero de onda Atribuicdo e grupo funcional
1171 cm"" Deformacgao axial (simétrica) da ligagdo oxigénio=enxofre=oxigénio da sulfona
1357 cm” Deformacgao axial (assimétrica) da ligagdo oxigénio=enxofre=oxigénio da sulfona
1579 cm" Deformacéao axial da ligagao dupla carbono-carbono de compostos aromaticos
1698 cm"" Deformacéao axial da ligagao dupla carbono-oxigénio de amida e/ou de acido

carboxilico do citrato
3291 cm™! Deformacao axial da ligagao nitrogénio-hidrogénio de amida secundaria
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Figura 3 — Espectros de absorc¢ao na regiao do infravermelho do SLD SQR (preto) e IFA (azul).
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Os espectros obtidos para a TAD SQR e IFA também foram comparados para
confirmar a identidade da amostra (Figura 4). O fator de comparagéo obtido foi de
97,46%, demonstrando que o IFA e a SQR s&o a mesma substancia, uma vez que
possuem bandas de absor¢cdo nos mesmos comprimentos de onda e com
intensidades semelhantes. As atribuicdes das bandas de absorcdo relativas aos

grupos funcionais da molécula séo apresentadas na Tabela 13.

Figura 4 — Espectros de absorgao na regido do infravermelho da TAD SQR (preto) e IFA (azul).
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Tabela 13 — Numeros de onda e atribuigdes das bandas de absor¢ao obtidas nos espectros de
infravermelho da TAD IFA e SQR.

Numero de onda Atribuicdo e grupo funcional
1489 cm™" Deformacéao axial da ligagao dupla carbono-carbono de compostos aroméaticos
1674 cm" Deformacao axial da ligagao carbono-oxigénio de amida

3322 cm™! Deformacao axial da ligagao nitrogénio-hidrogénio de amida secundaria
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6.3 Determinagcao dos maximos de absorgao na regiao do ultravioleta

Os espectros de absorgéo na regiao do ultravioleta obtidos na faixa de comprimento
de onda de 200 a 400 nm a partir de solugdes contendo 8 ug/mL de citrato de SLD
SQR e 5 pyg/mL de TAD SQR, preparadas em acetonitrila e agua 50:50 (v/v), séo

apresentados na Figura 5.

Figura 5 - Espectros de absorcao na regido do ultravioleta do SLD (A) e da TAD (B).
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Como pode ser observado, os maximos de absorgcdo ocorrem em 212 nm, 223 nm e
290 nm para o SLD e 220 nm e 285 nm para a TAD. Com o objetivo de garantir um
método mais seletivo e com maior detectabilidade, optou-se por definir o
comprimento de onda de detecgdo do método analitico a ser desenvolvido e
validado em 285 nm, uma vez que neste comprimento de onda uma menor
quantidade de possiveis interferentes absorvem e também, tanto a TAD quanto o

SLD apresentam uma boa capacidade de absorgao.

6.4 Estudos de degradacao forgada

Ao realizar os estudos de degradacgao forgada, verificou-se que tanto o SLD quanto
a TAD néao sofrem degradacdo quando expostos a agua ultrapura e a solugao de
sulfato de cobre 0,05 M com aquecimento a 50 °C durante 144 horas (6 dias). As
amostras provenientes da degradacéao térmica e da exposic¢ao fotolitica também né&o
apresentaram formacgéo de produtos de degradacgédo e/ou redugdo da area sob os
picos do SLD e da TAD.
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Em relagdo as amostras submetidas a meio oxidativo (H202 3% (v/v), mantido a
temperatura ambiente), ocorreu a formagdo de um produto proveniente da
degradagdo da TAD (PD4) e de um produto de degradagdo (PDs) oriundo da
degradagao do SLD.

Em meio alcalino (NaOH 0,01 M a temperatura ambiente), a TAD degradou
formando um produto de degradagédo (PDs). Em meio acido (HCI 1 M a 50 °C)
ocorreu a formagado de um produto de degradagdo com o mesmo tempo de retengéo
do produto formado em meio alcalino (PDs), além da formagdo de trés outros
produtos de degradacao de menor intensidade (PD1, PD2 e PD3) provenientes da
degradagdo da TAD. O SLD né&o apresentou degradacdo nas condi¢cées acida e

alcalina, mesmo apos 144 horas (6 dias) de exposigao.

TAD e SLD sao suscetiveis a degradagao em algumas condigdes, as quais devem
ser consideradas no desenvolvimento da formulacdo e na determinagdo das
condigbes de embalagem e armazenamento do medicamento. A investigagdo do
perfil de degradacdo do farmaco pode indicar tipos de adjuvantes, aditivos de
protecao especificos e de acondicionamento, que melhoram a integridade do IFA e
do produto acabado. Demonstra-se assim, que o conhecimento do comportamento
quimico pode ser utilizado para garantir a estabilidade da forma farmacéutica
desejada (SILVA et al., 2009).

A TAD apresentou-se susceptivel a degradagcdo em meios acido e alcalino. Diante
deste resultado, deve-se privar ao maximo o contato deste IFA com a umidade
durante a fabricacdo e armazenamento do medicamento. Recomenda-se evitar o
método de granulacao por via umida durante a sua fabricagdo e deve ser priorizada
a utilizacdo de embalagens impermeaveis, com o objetivo de evitar, ou ao menos,

reduzir a sua degradacgao.

O SLD e a TAD apresentaram-se susceptiveis a degradacdo em meio oxidativo com
perdxido de hidrogénio. A estabilizacao de farmacos frente a condi¢cbes oxidativas
envolve precaugdes durante a fabricagdo e estocagem. Uma vez que o oxigénio € o
principal responsavel pela reagado de oxidagdo, uma maneira de evitar a degradagao

€ o preenchimento total dos recipientes, ou a substituicdo de oxigénio por outro gas
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como o nitrogénio ou diéxido de carbono. Como alternativa mais simples, tem-se a
utilizacdo de adjuvantes farmacotécnicos como antioxidantes, que podem sofrer
degradagao preferencial em relagdo ao IFA ou agir como inibidores de cadeias de
radicais livres, e assim havera redugdo da degradagédo do IFA (BAERTSCHI,
ALSANTE; REED, 2011; FLORENCE; ATTWOOD, 2011).

6.5 Desenvolvimento do método para quantificagcao simultanea de SLD, TAD e

potenciais produtos de degradagao por UHPLC-UV

A utilizacdo de métodos indicativos de estabilidade é recomendada pelas agéncias
regulatérias para a quantificagdo de farmacos. No caso de analises de
medicamentos ilegais, seu uso € ainda mais importante, uma vez que, como néo sao
conhecidos os procedimentos de fabricagdo, embalagem e armazenamento desses

produtos, os mesmos podem conter impurezas diversas.

O desenvolvimento do método para quantificagdo de SLD e TAD utilizando UHPLC-
UV e coluna com particulas superficialmente porosas foi realizado para ser utilizado
nos testes de identificacdo, doseamento, uniformidade de conteudo, dissolugdo e
perfil de dissolucdo de comprimidos auténticos e apreendidos pelas autoridades

policiais.

Ademais, com o objetivo de se obter um meétodo seletivo aos IFA e aos possiveis
produtos de degradacao/impurezas que podem estar presentes tanto nos
comprimidos originais, quanto nos falsificados ou contrabandeados, os IFA foram
expostos a condigbes de degradacgédo forgada e as amostras degradadas foram

utilizadas na otimizacdo do método.

Optou-se por desenvolver um unico método para quantificacdo simultanea desses
IFA, uma vez que os medicamentos contendo esses farmacos sdo 0s mais
falsificados no Brasil e, assim, o método pode ser aplicado para medicamentos
contendo tanto SLD quanto TAD e, também pelo fato de encontrarem-se descritos
na literatura, casos em que os produtos ilegais alegavam conter SLD na embalagem,
mas tinham TAD ou uma mistura desses ingredientes ativos e produtos que
continham grandes quantidades de contaminantes (COELHO, LISBOA, 2017; ORTIZ
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et al., 2011; ORTIZ et al., 2012a; ORTIZ et al., 2012b; ORTIZ et al., 2013; VEJI et al.,
2008; VENHUIS et al., 2010).

Iniciou-se o desenvolvimento do método por UHPLC-UV por meio da realizagao dos
gradientes exploratérios. Com esses resultados foi possivel verificar o0 numero de

analitos que seria necessario separar e conhecer as caracteristicas da amostra.

Ao analisar o diagrama de ionizagdo do SLD ao longo da faixa de pH (Figura 6A),
verifica-se que, em baixos valores de pH, o SLD encontra-se majoritariamente na
sua forma ionizada (protonada). Como para a TAD, independente do pH do meio, o
mesmo apresenta-se na forma neutra (Figura 6B), optou-se por utilizar um eluente
aquoso acido, uma vez que em meio acido o SLD se encontrara predominantemente
em uma unica forma (forma ionizada) e assim apresentara uma interacdo mais
uniforme com a fase estacionaria, o que favorecera a obtengcdo de um pico

cromatografico mais simeétrico, fino e com altura maior.

Figura 6 — Diagrama de distribuicdo das formas ao longo da faixa de pH: SLD (A) e TAD (B).

HyC

Distribuicao das formas (%)

S

Distribuicio das formas (%)

(A) "“ . (®) o

Fonte: adaptado de CHEMAXON, 2018.

Em relacdo aos testes utilizando eluicdo isocratica, nenhuma condigdo avaliada
proporcionou resolugdo adequada entre todos os picos, sendo que algumas
provocaram baixa intensidade dos picos, fator de cauda elevado para o SLD e longo

tempo de corrida. Apesar de nao ter sido possivel obter um método isocratico capaz




65

de separar adequadamente os analitos de interesse, nessa etapa do
desenvolvimento foi possivel definir os eluentes organico e aquoso, uma vez que a
mistura de acetonitrila e TEA 0,2% (v/v) pH 3,0 foi a que proporcionou maior

intensidade dos picos e menor fator de cauda para o pico do SLD.

O uso de TEA como aditivo no eluente aquoso, foi capaz de minimizar a formagéao
de cauda pronunciada no pico do SLD. O SLD é um analito que apresenta carater
basico e, por isso, pode interagir com os grupos silandis residuais presentes na
coluna cromatografica que apresentam carater predominantemente acido
(interagdes secundarias), resultando em interagdes diferenciadas ao longo da coluna
e consequente formagao de cauda no pico cromatografico. A utilizagdo de TEA faz
com que esta molécula interaja preferencialmente com os grupos silandis residuais e
entdo, o SLD ira interagir majoritariamente com as cadeias carbOnicas da fase
ligada, apresentando um tipo de interacdo predominante e resultando em um pico
cromatografico com menor fator de cauda, mais agudo e intenso (BORGES;
GORAIEB; COLLINS, 2012; SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997).

Dando prosseguimento ao desenvolvimento do método analitico, para a adequada
separagao entre os picos dos produtos de degradagdo gerados nos testes de
estresse e os picos do SLD e da TAD, iniciaram-se os testes com diferentes eluicoes

em gradiente, alterando-se o tempo e a proporg¢ao dos eluentes.

Apos todos esses testes, as condigdes cromatograficas e o gradiente do método que
promoveram os melhores resultados para os parametros de adequabilidade do
sistema foram os apresentados nas Tabelas 6 e 7 (paginas 45 e 46). Os
cromatogramas obtidos a partir das amostras degradadas sao apresentados na
Figura 7.

Os parametros cromatograficos tempo morto (to), fator de retengéo (k), numero de
pratos tedricos (N), resolugcdo (R) e fator de cauda (Tr) obtidos com o método
otimizado foram calculados para as solugdes padrao contendo 70 pg/mL de citrato
de SLD e 20 pg/mL de TAD e para as solugdes amostra provenientes da
degradagdo em meio acido, alcalino e oxidativo (Tabela 14). O tempo morto obtido

com injecao de solugao de uracila a 50 pg/mL foi de 0,38 minuto.
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Figura 7 — Cromatogramas obtidos a partir do método otimizado e das amostras submetidas a
testes de degradagao forgcada: em azul cromatograma proveniente da degradagao em meio
alcalino (NaOH 0,01 M mantido a temperatura ambiente durante 24h); em vermelho
cromatograma proveniente da degradagao em meio acido (HCI 1 M mantido a 50 °C durante
24h); em preto cromatograma proveniente da degradagdo em meio oxidativo (H202 3% (v/v)
mantido a temperatura ambiente durante 24h).
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Legenda: SLD = sildenafila; TAD = tadalafila; TA = temperatura ambiente; PD1, PD2 e PDs= produtos
de degradacdo formados em meio acido, provenientes da degradagcdo da TAD; PDs= produto de
degradacgao proveniente da degradagdo da TAD em meio oxidativo; PDs= produto de degradagao
formado em meio oxidativo, proveniente da degradacdo do SLD; PDe= produto de degradacéao
formado em meio acido e alcalino, proveniente da degradacéo da TAD.

Tabela 14 — Parametros de adequabilidade do sistema obtidos com a solugao padrao e
amostras degradadas durante 24 horas e utilizando-se o método desenvolvido e otimizado
apresentado nas Tabelas 6 e 7 (paginas 45 e 46).

Tempo de Fator de Resolugo Fator de Numero de
Condicao Analito retencgao (tr) retengao (R) cauda (Ty) pratos
(min) (k) tedricos (N)
Solugao SLD 3,47 8,13 - 1,85 13229
padréo TAD 5,53 13,55 18,69 0,85 35987
SLD 3,43 8,02 - 1,90 12048
NaOH 001 TAD 5,43 13,29 16,59 0,86 37363
’ ’ PDe 5,61 13,76 1,53 - 34331
PD-+ 1,99 4,24 - 14550
PD2 2,15 4,66 1,61 - 4242
HCI 1 M, PDs 2,32 5,10 1,36 - 40343
24h, 50 °C SLD 3,43 8,03 14,00 1,95 13030
TAD 5,44 13,32 16,87 0,86 36759
PDe 5,62 13,79 1,52 - 33895
PDa4 3,04 7,00 - - 47869
H202 3%, SLD 3,44 8,05 6,98 1,85 14989
24h, TA PDs 3,76 8,89 3,66 72872

TAD 5,43 13,29 19,31 0,88 36473
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Os parametros cromatograficos estdo de acordo com as recomendagdes, ou seja, 0s
fatores de retencgao (k) encontrados foram superiores a 2,0 e a resolugao entre o par
critico (TAD-PDe) foi maior que 1,5 (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997). O
numero de pratos tedricos encontrado foi superior a 12000 para os picos do SLD e
da TAD e os fatores de cauda foram inferiores a 2,0 (DOLAN, 2003).

6.6 Resultados da otimizacdao do preparo da amostra para os testes de

determinacao de teor de SLD e TAD em comprimidos

Com o objetivo de se determinar as etapas que proporcionariam maiores valores de
recuperacao tanto de SLD quanto de TAD nas amostras de comprimidos, durante os
testes de doseamento e uniformidade de conteudo, realizou-se um planejamento

fatorial 24, conforme descrito no item 5.6 (pagina 46).

Apoés a realizagdo dos 16 experimentos, nos quais foram avaliadas as variaveis
independentes composigdo do diluente (X1), tempo de extracdo no ultrassom (min)
(X2), procedimento para remocao de particulas (filtragdo/centrifugacao) (Xs) e
estabilidade das solugcdes (X4), os resultados de recuperagdo obtidos sao

apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 — Matriz experimental e respostas obtidas com o planejamento fatorial 2*.

Recuperagdo Recuperacao

Ensaio Xi Xz Xs Xe de SLD (%)  de TAD (%)
1 Diluentt-es 1e2 10 ;nin FiItrr;l(;éo Temp;) zero 102,87 101,89
2 Diluent-;s 3e4 10 -min FiItrr;l(;éo Temp;) Zero 99,66 101,30
3 Diluentt-es 1e2 20 Tnin FiItrr;l(;éo Temp;) zero 105,16 101,78
4 Diluentzs 3e4 20 T’nin FiItrr;l(;éo Temp;) Zero 99,69 100,63
5 Diluentés 1e2 10 -min Centrif:gagéo Temp-o zero 104,72 101,77
6 Diluentzs 3e4 10 -min Centrif:gagéo Temp-o zero 98,99 99,46
7 Diluentés 1e2 20 4r-nin Centrif:gagéo Temp-o zero 103,31 101,42
8 Diluent;s 3e4 20 :nin Centrif:gagéo Temp-o zero 99,58 100,26
9 Diluentés 1e2 10 -min Filtre-agéo 2: h 103,62 101,89

+ - - +

10 Diluentes 3 e 4 10 min Filtracdo 24 h 100,14 101,30
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Tabela 15 — Matriz experimental e respostas obtidas com o planejamento fatorial 2* (continuagéo).

Ensaio

X1

X2

X3

Xa

Recuperagdo Recuperagao

de SLD (%) de TAD (%)
11 Diluent;s 1e2 20 :nin FiItr;géo 24-1+h 105,40 101,78
12 Diluent:,-s 3e4d 20 :nin FiItrz;géo 2; h 99,93 100,63
13 Diluent;s 1e2 10 -min Centrif:gagéo 22h 106,09 101,77
14 Diluent;s 3e4 10 -min Centrif:gagéo 2; h 99,96 99,46
15 Diluentc-es 1e2 20 :nin Centrif:gagéo 24J:h 104,04 101,42
16 Diluent;s 3e4 20 Tnin Centrif:gagéo 22 h 100,28 100,26

Os efeitos principais e de segunda ordem foram calculados e o erro foi estimado
(0,4830 para SLD e 0,1923 para TAD). A significancia dos efeitos principais foi
obtida, com 95% de confianga, utilizando-se o software Microsoft Excel® e o software

STATISTICA® e os valores obtidos encontram-se na Tabela 16.

Tabela 16 — Efeitos principais, valores inferiores e superiores do intervalo de confianca de
cada efeito e interpretacao da significancia de cada efeito para na recuperacao de SLD e TAD.

SLD TAD
Variavel Intervalo de Intervalo de
Efeito confianga Interpretagao Efeito confianga Interpretacao
() (+) D)
-4,62 -5,86 -3,38 Significativo -1,30 -1,80 -0,81 Significativo
017 1,08 1,41 _ Nao 0,08 058 041 _ Nao
significativo significativo
0,06 -1,18 1,31 _ Nao -0,67 1,17 -0,18  Significativo
significativo
068  -0,56 1,93 _ Nao 0,00 049 049 _ Nao
significativo significativo

Na Figura 8 sao apresentados os diagramas de Pareto referentes a recuperacao de
SLD e TAD. Os efeitos de segunda ordem ndo se mostraram significativos na
recuperacao de ambos os analitos e, por isso, os resultados referentes as interacoes

dos fatores nao foram apresentados.

Ao analisar a Tabela 16 e a Figura 8, conclui-se que, tanto para a recuperagao do
SLD quanto para a TAD, a composi¢cao do diluente (variavel 1) é significativa, de
forma que, a recuperacao é reduzida em 4,62% para o SLD e em 1,20% para a
TAD, quando altera-se os Diluentes 1 e 2 (nivel inferior) para os Diluentes 3 e 4
(nivel superior). Portanto, para maximizar a recuperagao, no preparo de amostra

devem ser utilizados os Diluentes 1 e 2, constituidos por acetonitrila e agua. Em
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relacdo a variavel 2, tempo de ultrassom, a mesma nao se apresentou significativa
para a recuperacgao dos analitos. Com o objetivo de reduzir o tempo do preparo da
amostra, optou-se por padronizar a utilizagdo do nivel inferior dessa variavel, ou
seja, as amostras devem permanecer durante 10 minutos em banho de ultrassom.
Os resultados obtidos para a variavel 3 (procedimento para remogéao de particulas),
mostraram que a recuperagdo do SLD independe de utilizar a filtragdo ou
centrifugagcéo, mas para a TAD, a recuperagao reduz em 0,67% quando utiliza-se a
centrifugagcédo. Sendo assim, optou-se por padronizar a filtragdo utilizando-se filtros
de seringa de 0,45 um de tamanho de poro, para remog¢ao das particulas da solugao
amostra. Por fim, a estabilidade das solugbes amostra para ambos analitos foi
considerada adequada durante 24 horas, uma vez que o efeito (variavel 4) n&o foi

estatisticamente significativo.

Figura 8 — Diagramas de Pareto referente as recuperagoes de SLD (A) e de TAD (B) obtidas no
planejamento fatorial 2°.

(A) (B)
(X4 -10,8] (1%, 6,195
Composigao do diluente ’ Composigao do diluente -
(4%, 1,614619 (3)X%3
. - . -3,199
Estabilidade das solugdes Filtragio/centrifugagdo
(2)X, (2)X
- /3948156 2 - -
Tempo de extragao Tempo de extragéo sez443
. (3)Xs . 1473193 ()X, 0
Filtragao/centrifugagao Estabilidade das solugées

p=05 p=,05

Como os resultados da otimizacdo do preparo de amostra mostraram que deve ser
utilizada a filtragdo para remocgao das particulas, testou-se a influéncia da filtracao
na recuperacao do SLD e da TAD, comparando-se estatisticamente, por ANOVA, a
meédia da area sob o pico dos analitos obtidas a partir de trés solugcdes amostra dos
IFA que passaram pelo processo de filtracdo, com trés solucbes amostra dos IFA
que nao foram filtradas. Com os resultados obtidos, pdde-se confirmar que a
filtracdo nao influencia a recuperagéo dos analitos (Fcaiculado € inferior ao Ftabelado) €,

portanto, a filtracdo pode ser utilizada durante o preparo de amostra.
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6.7 Validagao do método analitico

6.7.1 Adequabilidade do sistema

Os resultados de adequabilidade do sistema foram satisfatérios. O DPR das areas
sob os picos de SLD e TAD e dos tempos de retencao foram inferiores a 1%, o fator
de cauda médio foi de 1,85 para o SLD e 0,85 para a TAD e o fator de retencéo (k)
foi maior que 2 tanto para o SLD quanto para a TAD (DOLAN, 2003; SNYDER;
KIRKLAND; GLAJCH, 1997; UNITED STATES, 1994).

6.7.2 Seletividade

Na Figura 9 observam-se os cromatogramas obtidos a partir do estudo de
degradagdao com os IFA isolados e juntos. Como pode ser verificado, a TAD foi
susceptivel a degradacdo em meios acido, alcalino e oxidativo. O SLD, por sua vez,

sofreu degradagao apenas na presencga de peroxido de hidrogénio.

Figura 9 — Cromatogramas provenientes da degradagao de mistura dos IFA SLD e TAD
(vermelho) e da degradagao dos IFA isolados SLD (azul) e TAD (preto) com: HCI 1 M mantido a
50°C durante 24 horas (A), NaOH 0,01 M mantido a temperatura ambiente durante 24 horas (B)

e H;0; 3% (v/v) mantido a temperatura ambiente durante 24 horas (C).
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Uma vez que o detector ultravioleta utilizado para o desenvolvimento e validagao do
método por UHPLC é do tipo variavel, ndo foi possivel realizar o teste de pureza de
pico, o qual é exigido na RDC n° 166 de 2017 (ANVISA) (BRASIL, 2017). Dessa
forma, na tentativa de evidenciar a presenca de coeluigdes, solugdes padrao e
amostras degradadas foram injetadas e analisadas em diferentes comprimentos de
onda de detecgao ao longo da faixa ultravioleta e os cromatogramas obtidos foram

comparados.

Entretanto, independente do comprimento de onda de detecgao utilizado, os picos
apresentaram sempre o mesmo formato, sendo observado apenas alteracdo na
intensidade. Além disso, durante as analises para a identificagdo dos produtos de
degradagao, usando o modo de varredura (MS1 full-scan), nenhum pico adicional foi
observado. Ademais, ndo foram visualizados picos provenientes dos excipientes e

do diluente eluindo no mesmo tempo de retengao do analitos de interesse.

Para comprovar a auséncia de interferéncia do placebo no comprimento de onda de
285 nm, procedeu-se a analise estatistica da seletividade pelo teste F da ANOVA e,
os resultados de recuperagcdo obtidos para as solugdes contendo apenas os
farmacos e solugbes contendo farmacos + placebo (Tabela 17) mostram que o
placebo néo interfere na quantificagdo de SLD e TAD em 285 nm, ou seja, o método
€ seletivo frente aos excipientes das formulagdes, uma vez que nado ha diferencga
estatistica entre as médias dos dois grupos comparados (solugdes contendo apenas

os farmacos e solugdes contendo farmacos + placebo).

Tabela 17 - Resultados obtidos no teste de seletividade com as solugées contendo apenas os
farmacos e solugdes contendo farmacos + placebo.

SLD TAD
Recuperacgao (%) Recuperagao (%)
Amostra ?9|U§698 fésr?‘:l;(écoess+ Fcalculado | Ftabelado Sc’>lu96es fésr?:;%ooess_'_ Fcalculado Ftabelado
armaco farmaco
placebo placebo

1 100,42 102,23 100,75 99,32

2 101,66 101,30 100,69 99,20
3 100,89 102,26 3,8542  7,7086 99,52 100,79 0,7249 7,7086

Média 100,99 101,93 100,32 99,77

DPR (%) 0,6193 0,5360 0,6925 0,8912
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6.7.3 Linearidade

Avaliou-se a linearidade do método construindo-se curva analitica para o SLD e a
TAD em nove niveis de concentracido, na faixa de 20% a 180% das concentracdes
de trabalho. Optou-se por validar o método em uma faixa ampla de concentracao,
uma vez que sera utilizado para a analise de controle de qualidade de
medicamentos suspeitos de falsificacdo e/ou contrabando e, dessa forma, as

amostras podem apresentar diferentes niveis de concentragcdo do analito.

Apos a aplicacdo dos testes estatisticos, detectaram-se quatro outliers para o
conjunto de dados do SLD e cinco para a TAD, os quais foram excluidos. Os
residuos provenientes das curvas analiticas atenderam a todas as premissas

necessarias para utilizagado do MMQO, conforme mostrado na Tabela 18.

Tabela 18 — Avaliagao das premissas necessarias a utilizagao do MMQO para o conjunto de
dados do SLD e da TAD.

. e Resultados obtidos ~
Premissas (testes) Especificagoes SLD TAD Conclusodes

Quatro pontos  Cinco pontos

Teste de outliers | Jei | >Jeritico apresentaram  apresentaram Exclus&o dos pontos
(Jacknife) para a=0,05 P . . P A A considerados outlier
Jei>Jcritico Jei>Jeritico
Normalidade Req=Reritico Req=0,9829 Req=0,9743 Os residuos seguem
(Ryan-Jones) para a=0,05 Reriico=0,9554  Raritico=0,9538  a distribuicdo normal
Independéncia dos du=1,4375 du=1,4288 N&o ha correlagao

du<dcalculado<4-du entre os residuos

residuos dca=1,5429 dca=1,5851

(Durbin-Watson) para a=0,05 4-du=2,5625 4-dy=2,5712 (i?wilgzselr?ggﬁt:;)
Homocedasticidade Ha
<t . = =
(Brown-Forsythe ou U Steritco 1L=0,4245 1L=0,9725 homocedasticidade

Levene modificado) para G=0,05 teritico =2,0796 tcn’tico=2,0860 entre os residuos

Fonte: tabela construida com base nas informag¢des disponiveis em SOUZA, 2007 e SOUZA;
JUNQUEIRA, 2005.

Diante dos resultados satisfatorios em relacdo as premissas, aplicou-se o MMQO e,
assim, foi possivel obter as curvas analiticas, as equacgdes das retas e os
coeficientes de determinagéo (R?) para SLD e TAD, os quais sdo apresentados na
Figura 10.
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Figura 10 — Curvas analiticas para avaliagao da linearidade do método para o citrato de SLD (A)
e para a TAD (B).

(A) (B)
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Os graficos de distribuicdo de residuos sao apresentados na Figura 11. Ao analisa-
los, € possivel verificar uma distribuicdo aleatéria dos pontos e, portanto, auséncia

de qualquer tendéncia.

Figura 11 — Graficos de distribui¢cao de residuos para o conjunto de dados do SLD (A) e da

TAD (B).
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A avaliagéo da significancia do coeficiente angular das equagdes das retas obtidas,
para o SLD e para a TAD, demonstrou que o p-valor do teste F da ANOVA é menor
que 0,05. Portanto, rejeitou-se a hipétese nula (coeficiente angular igual a zero) ao
nivel de significancia de 5% e conclui-se que o coeficiente angular é
significativamente diferente de zero, conforme preconizado na RDC n° 166/2017
(ANVISA) (BRASIL, 2017).

Em relacdo a avaliagado estatistica do coeficiente linear da equacao da reta obtida
para o SLD, utilizando-se o teste t de Student, foi obtido um p-valor de 0,0317, que é

menor que 0,05. Dessa forma, rejeitou-se a hipétese nula (intercepto igual a zero) ao
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nivel de significancia de 5%. Ja ao avaliar os dados obtidos para a TAD foi
encontrado um p-valor de 0,7509, ou seja, o coeficiente linear nao ¢é
significativamente diferente de zero e, nesse caso, a curva analitica passa pela

origem.

Quando é encontrado intercepto (coeficiente linear) estatisticamente diferente de
zero e com magnitude significativa frente as respostas analiticas, como foi o caso do
SLD, é recomendado a utilizacdo de uma curva de calibragao, ao invés de um ponto
unico, para a quantificagdo das amostras na rotina de analise (PORTAL ACTION,
2020b). Dessa forma, uma vez que, a reta obtida para o SLD nao passa pela origem,
seguiu-se a recomendacgao, e entdo a quantificacdo dos analitos nas amostras foram
realizadas utilizando-se sempre uma curva de calibragdo construida a partir de
solugdes padrao a 20%, 100% e 180% das concentragbes de trabalho (70 ug/mL
para citrato de SLD e 20 ug/mL para TAD).

Os coeficientes de correlagédo (R) obtidos para ambas as curvas foi de 0,9999 e esta
de acordo com o preconizado na Resolugao RDC n° 166/2017 (ANVISA), na qual é
descrito que o critério minimo aceitavel para um método ser considerado linear, €
que a curva analitica apresente um R maior ou igual a 0,990 (BRASIL, 2017).
Entretanto, de acordo com Thompson, Ellison e Wood (2002), o R é inadequado
para indicar a falta de ajuste ao modelo linear, ndo devendo ser utilizado como teste
de linearidade (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). R e R? indicam o grau de
ajuste dos dados a curva, independente do modelo. Contudo, valores de R proximos
a 1, ndo pertencem necessariamente a uma relacido linear, podendo resultar de
pontos bem ajustados a um modelo nao linear (RSC, 2005; SOUZA, 2007).

Diante disso, realizou-se a anadlise da variancia (ANOVA) para determinar a
significancia da regressao e do desvio de linearidade. Com os resultados obtidos,
conclui-se que a regressao é estatisticamente significativa (p < 0,05) e que ndo ha
desvio de linearidade (p > 0,05) tanto para o conjunto de dados referentes ao SLD
quanto a TAD, ou seja, o método demonstrou ser linear na faixa de 14-126 ug/mL
para o citrato de SLD e 4-36 ug/mL para a TAD.
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6.7.4 Precisao e exatidao

Os resultados das porcentagens de recuperacédo de SLD e TAD obtidos para os
niveis avaliados (20%, 100% e 180% das concentracdes de trabalho) em dois dias
de analise, e os respectivos valores de DPR obtidos, estdo apresentados na Tabela
19.

Tabela 19 - Porcentagens de recuperagao de SLD e TAD e DPR obtidos para a avaliagao da
exatidao e precisao do método analitico.

SLD TAD

Nivel* Recuperacgao o Recuperagao o
média (%) DPR (%) média (%) DPR (%)

Dia 1 20% 101,34 0,0725 99,99 0,4544
(intrI:dia) 100% 99,59 1,8490 100,05 0,2439
180% 100,65 0,3716 100,21 0,4014

Dia 2 20% 99,60 1,6344 101,82 0,1088
(intrI:dia) 100% 101,72 0,5306 101,62 0,4227
180% 98,89 1,8102 101,17 0,1532

20% 100,47 1,3955 100,90 1,1279

Interdias 100% 100,66 1,6733 100,83 0,9070
180% 99,77 1,5098 100,69 0,5894

*Em relagdo as concentragdes de trabalho.

Os valores de recuperagao média, nos dois dias de analise, encontraram-se entre
98% e 102%, indicando que o método apresentou exatiddo adequada (INMETRO,
2018). Os DPR encontrados para cada nivel, em cada dia de analise (repetibilidade)
e, considerando-se os dois dias de analise (precisao intermediaria), estao de acordo
com Green (1996), visto que tais valores sao inferiores a 2,0%. Deste modo, conclui-

se que o método apresenta precisao satisfatoria.
6.7.5 Robustez
Apés a realizagéo dos testes de robustez, obtiveram-se os valores de teor para SLD

e TAD em cada um dos experimentos realizados e o efeito de cada variavel foi
calculado (Tabela 20).
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Tabela 20 — Avaliagao do efeito das variaveis na determinacdo de SLD e TAD por UHPLC.

Temperatura Vazo \_Iqlurpe Fornecedor elupeFrI|te A ) Compos'igéo Teor Teor

(Ala) (Blb) injecao ACN aquoso deteccao fase mével SLD TAD

(Clc) (DId) (Ele) (FIf) (Glg) (%) (%)

A B C D E F G 99,88 100,40

A B c D e f g 100,51 100,96

A b C d E f g 100,22 100,49

A b c d e F G 100,02 100,57

a B C d e F g 99,86 100,25

a B c d E f G 100,21 100,50

a b C D e f G 100,16 100,64

a b c D E F g 100,23 100,55
E;el_'lt; 0,04 004 -021 0,12 000  -028 -0,14 ; ;
E;ﬁ"f; 0,12 0,03 -0,20 0,19 0,12  -0,20 -0,03 - -

Os graficos de Daniel e Lenth sdo apresentados nas Figuras 12 e 13 para o SLD e
a TAD, respectivamente. A andlise desses graficos € uma maneira objetiva para

definir quais efeitos sao significativos na analise de experimentos sem réplicas.

O gréfico de Daniel trata-se de um grafico de probabilidade half-normal dos efeitos,
no qual, os efeitos cujos pontos estiverem claramente afastados de uma linha de
ajuste de distribuicdo, formada pela nuvem de pontos, serao julgados ativos, ou seja,
efeitos estatisticamente significativos (DANIEL, 1959; PORTAL ACTION, 2020a).

No grafico de Lenth é expressa uma margem de erro (ME). Variaveis que excedem o
valor de ME sao consideradas significativas. No entanto, quando ha muitas
variaveis, pode ocorrer de uma ou duas, mesmo que nao significativas, exceder o
valor de ME, conduzindo a uma falsa conclusdo. Por isso, é definida uma margem
de erro simultdnea (SME). Constrdi-se entdo um grafico de barras mostrando os
valores absolutos dos efeitos estimados e adiciona-se as linhas de referéncias com
os valores de ME e SME. As variaveis cujas barras ultrapassam a linha SME séao
consideradas significativas, enquanto aqueles cujas barras ndo extrapolam a linha
de referéncia ME s&o consideradas nao significativas. A regido entre as linhas ME e
SME é dita regido de incerteza e, para variaveis cujas barras estdo nesse intervalo,
€ necessario analisar minunciosamente e fundamentar a decisdao da variavel ser
significativa ou ndo (LENTH, 1989; PORTAL ACTION, 2020a).
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Ao observar as Figuras 12 e 13, verifica-se que nos graficos de Daniel ndo é
possivel perceber deslocamento significativo de nenhum dos fatores em relagéo a
reta e, ao analisar o grafico de Lenth, ndo sdo observados fatores que ultrapassam a
ME. Dessa forma, conclui-se que ndo foram detectados efeitos ativos, ou seja, o
método foi robusto para todas as variagdes testadas, tanto para a quantificagdo do

SLD quanto da TAD.

Figura 12 — Graficos de Daniel (A) e de Lenth (B) obtidos para o teste de robustez para SLD.
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Legenda: ME = margem de erro dos contrastes; SME = margem de erro simultanea.

Figura 13 — Graficos de Daniel (A) e de Lenth (B) obtidos para o teste de robustez para TAD.
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Legenda: ME = margem de erro dos contrastes; SME = margem de erro simultanea.

6.7.6 Limites de deteccdo e de quantificacao

Os limites de detecgao e quantificagao teodricos, estimados pelas curvas analiticas,

proporcionaram uma relagcdo sinal/ruido muito superiores a dois e dez,



78

respectivamente. Entdo diluicbes foram realizadas para determinar os limites reais
do método analitico. Os limites de detecgéo e quantificagdo obtidos foram de 0,0014
e 0,0042 pg/mL, respectivamente, para citrato de SLD e 0,0022 e 0,0068 ug/mL,

respectivamente, para TAD.

6.7.7 Testes de seletividade e recuperacao para diferentes diluentes

Os cromatogramas obtidos a partir da inje¢do de mistura de acetonitrila e agua
(Diluente 1), acido cloridrico 0,01 M e laurilsulfato de sédio 0,5% (p/v) apresentaram
o mesmo perfil e ndo apareceram picos provenientes desses diluentes eluindo nos
tempos de retencdo do SLD e da TAD. Assim o método também é seletivo quando

se utiliza acido cloridrico e laurilsulfato de s6dio como diluentes das amostras.

Foram obtidas as areas sob os picos de SLD e TAD em cada um dos niveis, para
solucdes amostra preparadas com diluentes constituidos por mistura de acetonitrila
e agua; acido cloridrico 0,1 M e laurilsulfato de so6dio 0,5% (p/v), bem como a

comparacgao estatistica pelo teste F de ANOVA, apresentada na Tabela 21.

Tabela 21— Areas sob os picos do SLD e da TAD e comparagio estatistica quando sdo
utilizados diferentes diluentes.

Area sob o pico do SLD (mAu.s) Area sob o pico da TAD (mAu.s)
Nivel* Mistura de Acido Mistura de | Laurilsulfato
acetonitrila | cloridrico | Fcaiculado | Ftabelado | acetonitril de sédio Fcalculado Ftabelado
e agua 0,01 M a e agua 0,5% (p/v)
243904 244280 114905 117532
20% 241763 246198 121177 115177
248586 238910 0,2983 7,7086 115253 112417 0,6771 7,7086
Média 244751 243129 117112 115042
DPR (%) 1,4257 1,5538 3,0099 2,2254
1343636 1277288 617179 627348
100% 1313008 1209227 624517 624234
1292984 1307521 2,5333 7,7086 634843 615316 0,2631 7,7086
Média 1316543 1264679 625513 622299
DPR (%) 1,9377 3,9809 1,4187 1,0035
2298337 2367138 1125618 1109381
180% 2387607 2269926 1176820 1136965
2376562 2382483 0,1009 7,7086 1151060 1127539 2,4798 7,7086
Média 2354169 2339849 1151166 1124628
DPR (%) 2,0672 2,6087 2,2239 1,2467

*Em relagéo as concentragdes de trabalho.

Ao analisar a Tabela 21, percebe-se que, para todos os niveis avaliados, ndo houve

diferenca estatistica entre solugdes amostra de SLD preparadas com diluente
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constituido por acetonitrila e agua e preparadas com acido cloridrico 0,01 M. E
também nao foi observada diferenca estatistica entre as solucbes amostra de TAD
preparadas com diluente constituido por acetonitrila e agua e preparadas com
laurilsulfato de sodio 0,5% (p/v), uma vez que Fcalculado fOi inferior ao Ftabelado €M
ambos os casos. Entdo, ndo ha diferenga estatistica entre as médias dos grupos

comparados.

Sendo assim, conclui-se que o0 método analitico desenvolvido e validado conforme
descrito anteriormente, pode ser aplicado nos testes de identificacdo, doseamento,
uniformidade de conteudo e também, para a determinacdo da cedéncia de
comprimidos contendo SLD e TAD quando sao utilizados como meios de dissolugao
acido cloridrico 0,01 M para comprimidos contendo SLD e laurilsulfato de sddio 0,5%

(p/v) para comprimidos contendo TAD.

6.8 Propostas de elucidagao estrutural dos principais produtos de degradacao

Os espectros de absor¢cdo no ultravioleta e de massas das solugbes padrao
contendo citrato de SLD e TAD a 100 upg/mL e amostras provenientes da
degradagdo em meio acido, alcalino e oxidativo foram obtidas utilizando-se um
sistema UHPLC-Q-TOF-MS. Os espectros de massas de fragmentagdo e aqueles
fornecidos pelo detector ultravioleta, para as amostras analisadas sao apresentados

nas Figuras 14 e 15.

SLD apresentou ion precursor ([M + H]") com razdo m/z de 475,21 e ion produto
com m/z de 100,10 (Figura 14A e 14B). Para a TAD o ion precursor apresentou
razao m/z de 390,15 e principal fragmento com m/z de 268,11, como mostrado na
Figura 15B. Os ions precursores e os principais ions produto obtidos para os
produtos de degradagéo majoritarios, PDs e PDs, foram m/z 491,21 — m/z 99,09
(Figura 14D) e m/z 390,14 — m/z 268,11, respectivamente (Figura 15D).
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Figura 14 — Espectro no UV do SLD (A); espectro de fragmentagao (MS2 full-scan) do SLD (B);
espectro no UV do PD5 (C) e espectro de fragmentagdo (MS2 full-scan) do PDs.
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Figura 15 — Espectros no UV da TAD e do PDg sobrepostos (A); espectro de fragmentagao
(MS2 full-scan) da TAD (B); espectro de varredura (MS1 full-scan) da TAD (C) e espectro de
varredura (MS1 full-scan) do PDe.
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Em meio oxidativo, SLD formou PDs (m/z 491,20 — m/z 99,09), que provavelmente

corresponde ao N-Oxido de sildenafila, de formula molecular C22H30NsOsS, derivado
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do mecanismo de oxidagdo de aminas terciarias a 6xidos de amina (HOVORKA;
SCHONEICH, 2001). A proposta de mecanismo de formagéo do PDs encontra-se na
Figura 16.

Figura 16 — Proposta de mecanismo de formagao e estrutura do PDs.
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Na Figura 14C é apresentado o espectro no UV do PDs e na Figura 14D é mostrado

o0 espectro de massas de fragmentagcdo (MS2 full-scan) e a provavel estrutura
quimica do PDs (ACENA et al., 2014).

O principal produto de degradagao proveniente da TAD, formado em meios acido e
alcalino (PDes), além de possuir os mesmos tempos de retengéo, apresentaram o
mesmo espectro UV e de massas na analise por UHPLC-Q-TOF-MS. O
comprimento de onda maximo da TAD e do PDs diferiu em 2 nm (Figura 15A) e o
espectro de varredura (MS1 full-scan) mostraram uma diferenga de ionizagédo entre
esses compostos, com PDs apresentando um sinal significativamente mais intenso
referente a [2M+H]* do que o sinal observado no espectro da TAD (Figura 15C e

15D). No entanto, PDs e TAD n&o podem ser diferenciados pelo espectro de



82

fragmentacao (MS2 full-scan). Dessa forma, provavelmente, PDe trata-se de um

diastereoisbmero da TAD.

Como pode ser observado na Figura 1B, a TAD é um composto opticamente ativo.
Ela contém dois centros quirais de configuracdo 6R,12aR e, pode haver dois
estereoisbmeros cis (6R,12aR / 6S,12aS) e dois trans (6R,12aS / 6S,12aR) para
essa molécula (KEE et al., 2019).

Venhuis et al. (2010) descreveram um método por HPLC-DAD-MS capaz de separar
a TAD do diastereoisbmero trans-tadalafila encontrados em medicamentos
falsificados. Para identificar de qual dos diastereorisdmeros se tratava (a TAD € o
6R,12aR e o0s possiveis diastereocisdbmeros sao 6R,12aS ou 6S,12aR), os
pesquisadores realizaram um teste de rotacio 6ptica e concluiram que correspondia
ao (-)-trans-tadaladila, ou seja, 6R,12aS. Venhuis e colaboradores (2010)
determinaram também, o espectro de varredura no UV da TAD e do
diastereoisbmeto 6R,12aS, mostrando uma diferengca de 2 nm entre os maximos de
absorcao desses analitos. Adicionalmente, o espectro de massas de varredura (MS1
full-scan) mostrou uma diferenga de ionizagdo entre os compostos, de forma que o
diastereoisbmero 6R,12aS apresentou um sinal muito mais intenso do ion de m/z
[2M+H]" do que o sinal referente a esse ion no espectro da TAD, apesar dos dois
nao poderem ser distinguidos pelo espectro de fragmentagdo (MS2 full-scan). Os
resultados referentes aos espectros UV e de massas foram os mesmos obtidos no
presente trabalho para TAD e PDs. Portanto, € provavel que PDes corresponda ao
diastereoisbmero 6R,12aS, formado via tautomerismo ceto-endlico de acordo com

0s mecanismos mostrados na Figura 17.
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Figura 17 — Proposta de mecanismo de formacao e estrutura do PDs via tautomerismo ceto-
enodlico em meios acido (A) e alcalino (B).
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Outro fato que corrobora com essa hipdtese € que Jida, Tourwé e Ballet (2014)
descreveram que para ser formado o diasterecisémero 6S,12aR a partir da TAD faz-
se necessaria a acado de irradiacdo de micro-ondas, aquecimento extremo e
presenca de acido, uma vez que, para que ocorra a conversao via epimerizagao, é

necessario abertura de anel e adigdo intramolecular. Essa reagdo € muito mais
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complicada e dificil de ocorrer, se comparada ao tautomerismo ceto-endlico, que
ocorre em condi¢cdes de reagao mais moderadas, o qual é proposto para a formagéao
do PDe.

Para comprovar com total seguranga de qual diastereoisbmero se trata, seria
necessario utilizar a cromatografia quiral, uma vez que o0s possiveis
diastereoisbmeros da TAD sdo enantibmeros entre si (6R,12aS ou 6S,12aR).
Entretanto, diante das evidéncias apresentadas, acredita-se que PDs trata-se do

diastereoisobmero 6R,12aS.

6.9 Analise dos medicamentos originais e apreendidos

6.9.1 Caracterizacao fisica dos comprimidos originais e apreendidos

A primeira etapa a ser realizada no momento de verificagdo da autenticidade dos
medicamentos é a avaliacdo detalhada dos elementos existentes nas embalagens,
como os padroes de impressao (fontes, figuras e hologramas). O passo seguinte
consiste na avaliagao do perfil fisico dos comprimidos (aspectos visuais, medidas de

dimensodes e massa) (ORTIZ et al., 2012a).

Sendo assim, as amostras apreendidas foram fotografadas (Figura 18) e uma

avaliacao detalhada dos elementos presentes nas embalagens foi realizada.

As embalagens, apesar de ndo possuirem homogeneidade na fonte, cor da letra,
nas impressdes na folha de aluminio laminado e na coloragdo do filme de material
plastico, todas, exceto a amostra 3, apresentavam-se rotuladas como “Pramil® -
Sildenafil 50 mg”. A amostra 3 era identificada como “Erectalis® 20 mg — Tadalafil”.
As informacgdes presentes em todas as embalagens primarias continham os dizeres

em espanhol.

Apenas pela analise das embalagens, é possivel concluir que as amostras
apreendidas sao medicamentos ilegais, uma vez que as mesmas nao possuem
registro na ANVISA e, portanto, ndo podem ser comercializadas em territorio

brasileiro. Entretanto, devido as nitidas diferencas entre elas, € muito provavel que
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algumas ou todas as amostras possam ser falsificagdes dos medicamentos Pramil®

e Erectalis®, os quais possuem registro no Paraguai.

Figura 18 — Imagens das amostras de medicamentos apreendidos disponibilizadas pela PF e
PCMG.

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5

Amostra 6 Amostra 7 Amostra 8 Amostra 9 Amostra 10

A parte de aluminio do blister das embalagens das amostras 1, 2, 6 e 8 apresentam-
se muito semelhantes, possuindo a mesma fonte e cor de letra tanto nas
informagdes contidas no verso, quanto na frente da embalagem, na qual encontram-
se varias vezes a repeticao da palavra “PRAMIL”. Nessas embalagens, encontra-se
a mesma sequéncia de informag¢des no verso: nome do medicamento, IFA, dose,
forma farmacéutica e fabricante. A parte do revestimento plastico tem coloragao

azulada nas amostras 2, 6 e 8, mas na amostra 1 o plastico é transparente.
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As embalagens das amostras 5, 7 e 10 sao diferentes das demais e ndo apresentam
a palavra “PRAMIL” na parte da frente do aluminio do blister. A amostra 5 possui
desenho da logomarca da fabricante impresso na cor azul no verso do blister e o
revestimento plastico do blister possui coloragdo amarelada. Na embalagem da
amostra 7 chama atengao a fonte da letra no verso do blister, a qual € muito
diferente das demais e o filme plastico é transparente. A amostra 10 possui no verso
do blister a logomarca (colorida) impressa varias vezes e o filme de revestimento do

blister & azul.

Os medicamentos auténticos, possuem em suas embalagens as informagdes que
sdo obrigatdrias, de acordo com a RDC n° 71/2009 (ANVISA), que estabelece as
regras para a rotulagem de medicamentos (BRASIL, 2009). Ademais, as suas
embalagens apresentam itens de seguranca, tais como: tinta reativa (tinta que reage
quimicamente quando raspada com objeto de metal, possibilitando visualizar a
palavra “Qualidade” e a logomarca da empresa titular do registro), lacre ou selo de

seguranga e marcagoes holograficas.

Em relacdo as caracteristicas fisicas dos comprimidos apreendidos (Tabela 22),
todas as amostras rotuladas como Pramil, apresentam-se na forma de comprimidos
de cor azul e redondos. Com excecdo da amostra 7, todas mostram-se nao
seccionadas e tém de um lado gravado a logomarca da empresa e do outro o codigo
"PR". A amostra 7 € a unica que possui ranhura central em um dos lados e a
gravacao “50” do outro lado. Os comprimidos da amostra 1 possuem coloragao azul
nitidamente mais escura e um formato menos abaulado que as demais amostras

apreendidas.
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Tabela 22 — Descricao e caracteristicas fisicas dos medicamentos apreendidos e originais.

Peso

Comprimento ou

e ia Espessura
Amostra Descrigcao r(nn?;l)lc; d'ang;t;o(‘(,/:;m) / (mm)/
o,
DPR (%) Maior Menor DPR (%)
reenaga CoTTIOGS B coT L dndos S 2/ Ty, 307
1 iy 6,7171 0,9731 8,5376
outro gravado "PR".
Apreendida  omPrimides de corazul, fedondos, de um 45530, 706/ 3,30/
2 9 ;oM alogo da empresa € do 10595  0,9419 2,8020
outro gravado "PR".
Apreendida Comprimidos de cor amarela, redondos, 189,89 / 817/ 371/
3 com ranhura central em um dos lados e 08635 24138 NA 16616
liso no outro lado, ndo possui gravagdes ’ ’ ’
preenga COTPTISS G CoT e edondon S umaa Tl oy, 904
4 Do 0,5279 3,8814 7,4432
outro gravado "PR".
poreenaia TGS G T onon St me0  Ta 3
5 9 som alod P 0,5795  1,6360 2,9304
outro gravado "PR".
poreencisa  CTOTOCS o coT e lonosae g2l raa a3
6 9 omaiog P 11275  1,1096 1,6817
outro gravado "PR".
Apreendida Comprimidos de cor azul, redondos., com 124,93/ 7111 3,06/
7 ranhura central em um dos lados e liso do 1.0285 07733 NA 13972
outro lado, n&o possui gravagoes. ’ ’ ’
poreenaia TGS o coral dondos e dmet Ty, 941
8 g som alod P 0,5066  0,3298 0,9646
outro gravado "PR".
reenaga  COTPITIOS B cora edondos S umsesl  TOAI 344
9 D" 2,5719 1,7087 0,6176
outro gravado "PR".
pereenaca S O o e o A0 Ti 3
10 9 -om a 1og P 1,9216 0,5047 3,0800
outro gravado "PR".
Comprimidos de cor azul, losangulares, 316.76 / 1143/ 899/ 4.42
Viagra 1 com marcagbes (um lado “Pfizer” e do p ) ’ ;
outro lado “VGR50"). 0,9654 1,2581 1,0546 1,1903
Vagaz oo amecs. O cor sl AU aazal 1l ezl 4l
outro lado “VGR50"). 1,1411 0,4384 0,8717 0,8190
Genérico Comprimidos de cor azul, pentagonais, 313,78/ 9,86/ NA 4,27 /
SLD 1 lisos em ambos os lados, sem marcagdes. 0,7844 1,1184 1,3776
Genérico Comprimidos de cor azul, oblongos, lisos 304,36/ 13,25/ 6,23/ 4,32/
SLD 2 em ambos os lados, sem marcagoes. 0,9276 0,5721 1,2973 0,8840
Comprimidos de cor amarela, em forma de
Cialis améndoa, identificados em um dos lados 306362600/ 12,\’13R2/ NA 5;\]2/
pelo cadigo “C20” e o outro lado liso. ’
Genérico ~ Comprimidos brancos, em forma de  q745,, 4579 5,05 /
TAD 1 améndoa, lisos em ambos os lados, sem 0.3891 03393 NA 07922
marcacoes. ’ ’ ’
Genérico Comprimidos de cor amarela, redondo, 372,30/ 10,26 / NA 4,91/
TAD 2 lisos em ambos os lados, sem marcagdes. 0,7842 0,1009 0,6199
Genérico Comprimidos de cor amarela, redondo, 360,88 / 10,22/ NA 461/
TAD 3 lisos em ambos os lados, sem marcagdes. 0,9939 0,3004 0,7462

Legenda: NA = nao se aplica; NR = n&o realizado.
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Ao verificar os valores de peso médio (Tabela 22), conclui-se que os comprimidos
rotulados como Pramil apresentam peso médio muito inferior aos comprimidos
contendo SLD auténticos. Da mesma forma, os comprimidos da amostra 3
apresentam massa muito inferior se comparada a massa dos comprimidos contendo
TAD originais. As demais dimensdes (comprimento e espessura) dos comprimidos
apreendidos também s&o inferiores as dos comprimidos auténticos. A amostra
apreendida 1 foi a que apresentou um DPR mais elevado em relagdo as massas e a
espessura dos comprimidos. Do mesmo modo, os valores de DPR obtidos para o
comprimento e espessura da amostra apreendida 4 foram muito altos. Essa maior
variabilidade pode ser um indicio de falta de padronizagao e auséncia de controle de

qualidade rigoroso durante o processo de fabricagdo destes comprimidos.

Os comprimidos auténticos contendo SLD ou TAD apresentam formatos diferentes
entre si, mas possuem uma padronizacdo adequada entre as unidades de um
mesmo lote, apresentando baixos valores de DPR (inferior a 1,40%) entre as
medi¢cdes de massa, comprimento e espessura analisadas (Tabela 22). Isto se deve
a utilizagao de tecnologias avangadas na fabricacdo dos comprimidos, aplicagao das
BPF e de um rigoroso controle de qualidade durante o processo produtivo e antes da

aprovagao do lote para comercializagao.

Dessa forma, por meio do perfil fisico dos comprimidos, foi possivel diferenciar e
identificar a ilegalidade dos medicamentos apreendidos, uma vez que todas as
amostras obtidas foram contrabandeadas, ou seja, ndo possuem registo na ANVISA,
nao sendo portando, permitida a sua comercializagdo no Brasil. A investigagdo das
embalagens e a determinacdo das caracteristicas fisicas dos medicamentos é uma
maneira rapida, ndo destrutiva e reprodutivel que pode contribuir para a conclusao
de inautenticidade das amostras apreendidas antes das analises quimicas, além de
ser uma perspectiva util para investigar possivel origem da falsificagao (ORTIZ et al.,
2012a).
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6.9.2 Aplicacao do método: avaliacido da qualidade dos medicamentos

originais e apreendidos

Para verificar as caracteristicas dos medicamentos, os quais estao disponiveis ao
usuario no mercado, sejam eles ilegais ou genuinos, aplicou-se o método

desenvolvido e validado na avaliagado da qualidade desses produtos.

Ao realizar o teste de doseamento, além de determinar o teor nas amostras, foi
possivel proceder a identificacdo do IFA em cada uma das amostras, por meio da
comparagao do tempo de retencdo do pico principal obtido no cromatograma das
amostras com o tempo de retengédo dos picos obtidos no cromatograma da solugéo
padrao a 100% das concentracdes de trabalho dos farmacos, que foram de 3,44 min
para o SLD e 5,43 min para a TAD. Na Tabela 23 encontram-se os valores de tempo
de retencdo e de teor obtidos a partir da analise dos comprimidos originais e

apreendidos.

Tabela 23 — Resultados obtidos no teste de identificagao e doseamento das amostras
apreendidas e auténticas contendo SLD e TAD.

Amostra Tr (min) IFA identificado Teor (%)
Apreendida 1 3,35 SLD 27,61
Apreendida 2 3,36 SLD 98,09
Apreendida 3 5,51 TAD 101,35
Apreendida 4 3,33 SLD 92,74
Apreendida 5 3,32 SLD 92,78
Apreendida 6 3,32 SLD 97,64
Apreendida 7 3,31 SLD 98,92
Apreendida 8 3,33 SLD 94,82
Apreendida 9 3,30 SLD 93,33
Apreendida 10 3,33 SLD 100,98

Viagra 1 3,31 SLD 99,64

Viagra 2 3,25 SLD 101,21

Genérico SLD 1 3,30 SLD 99,29
Genérico SLD 2 3,31 SLD 98,80
Genérico TAD 1 5,46 TAD 100,80
Genérico TAD 2 5,46 TAD 102,34
Genérico TAD 3 5,44 TAD 100,00

Nos cromatogramas das amostras analisadas, foram observados apenas um pico
referente ao IFA, ndo estando presente picos secundarios relacionados a impurezas
e produtos de degradacdo. Entretanto, ressalta-se que, o fato de serem

desconhecidos o0s procedimentos de fabricagdo, embalagem, transporte e
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armazenamento desses produtos, os mesmos podem conter contaminantes
inorganicos e/ou microbiolégicos, por exemplo, os quais ndo foram avaliados no

presente estudo, e que podem ser prejudiciais a saude do paciente.

Como pode ser observado ao analisar a Tabela 23, por meio do teste de
identificacdo pelo tempo de retengao do pico principal, foi possivel comprovar que
todas as amostras que continham a descricdo do IFA em sua embalagem, realmente
continham esse IFA. Para as amostras que n&o apresentavam embalagem (4 e 9),

foi possivel identificar a presenga de SLD nas mesmas.

Em relacdo ao teste de doseamento, todas as amostras analisadas apresentaram
teor em conformidade com a especificacdo farmacopeica (minimo de 90,0% e
maximo de 110,0% do valor rotulado), com exce¢ao da amostra apreendida 1, que
apresentou teor de 27,61% do valor rotulado de SLD, ou seja, correspondente a
13,81 mg de SLD, valor muito inferior a especificagcdo (THE UNITED, 2019).
Algumas amostras apreendidas (4, 5 e 9), apesar de possuirem teor de acordo com
a especificacado, apresentaram valores de teor proximo ao limite inferior, o que néo
acontece com os medicamentos auténticos, os quais apresentam teores muito

proximos a 100%.

A presenca do IFA na formulacdo em teor adequado a especificacdo farmacopeica,
durante todo o seu prazo de validade, é fundamental para a qualidade do
medicamento, uma vez que a administracdo de doses incorretas pelos pacientes
pode provocar inefetividade terapéutica (teor inferior) ou efeitos toxicoldgicos (teor

superior a especificagdo), podendo até mesmo ser letal ao paciente.

Quanto ao teste de uniformidade de conteudo, os resultados estao apresentados na
Tabela 24. Com excecdao da amostra apreendida 1, todas as unidades de
comprimidos analisadas apresentaram conteudo do IFA adequado e VA inferior a
15,0. Os comprimidos da amostra apreendida 1, além de conteudo de SLD inferior a
especificagao, apresentaram grande variacao (DPR de 9,21%) entre as unidades
testadas, comprovando mais uma vez a falta de padrdées de qualidade durante a

fabricacdo dessa amostra.
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O resultado advindo do teste de uniformidade de doses unitarias € um parametro
importante para avaliar se os padrées de qualidade estdo sendo seguidos durante a
fabricacdo do medicamento, uma vez que, uma mistura inadequada ou nao
criteriosa do p6 dos comprimidos, por exemplo, pode resultar em elevadas variagoes

de teor entre as unidades de um mesmo lote.

Tabela 24 — Resultados obtidos no teste de uniformidade de conteiido das amostras
apreendidas e auténticas contendo SLD e TAD.

Valor de
DPR (%) Aceitacao
(VA)

Teor médio

Amostra Comprimido Teor (%) (%)

25,78
25,54
29,50
23,77

Apreendida 1 26,14 9,21 78,13

98,11

Apreendida 2 96.01

97,06 1,53 5,01

100,96
101,14 101,75 1,06 2,84
101,56

Apreendida 3

96,17

100,44 98,31 3,07 7,45

Apreendida 6

99,01

101,12
99,45
100,06

Apreendida 10 99,91 0,92 2,20

98,83
99,20
100,77
99,42

Viagra 1 99,55 0,85 2,03

98,69
102,01 100,08 1,72 4,41
99,55

Viagra 2

100,01
99,20
100,11
101,25

Genérico SLD 1 100,15 0,84 2,02

93,36
95,85
97,98
94,91

Genérico SLD 1 95,53 2,02 7,61

100,56
99,89 100,65 0,80 1,94
101,50

Genérico TAD 1

102,25
101,94 101,90 0,36 1,27
101,52

Genérico TAD 2

101,31
101,94 102,12 0,89 2,79
103,10

Genérico TAD 3
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Referente ao teste de dissolucdo, os resultados de cedéncia apds 15 minutos do

inicio do teste de dissolugdo das amostras de comprimidos contendo SLD (Tabela
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25) mostram que todas as unidades, com exceg¢ao da amostra apreendida 1, estéo
de acordo com a especificagdo da Farmacopeia Americana, uma vez que todas
apresentaram cedéncia superior a 85% (THE UNITED, 2019).

Tabela 25 - Resultados obtidos no teste de dissolugao para os comprimidos contendo SLD.

— . 7o
Amostra Unidade Cedéncia (%) Cedéncia média (%) DPR (%)

em 15 min em 15 min

27,26
30,51 28,01 7,92
26,27

Apreendida 1

98,99
100,25 100,01 0,92
100,79

Apreendida 2

98,48
97,66
96,18
94,23

Apreendida 5 98,07 0,59

99,48

100,74 100,11 0,89

Apreendida 6

97,57

99,21 98,39 1,18

Apreendida 7

98,93
98,87 99,42 0,90
100,45

Apreendida 8

99,77
98,36 98,31 1,51
96,81

Apreendida 10

98,82
99,60
99,23
101,59
100,98
100,04

Viagra 1 100,04 1,06

102,61
104,92
100,69
103,97
102,10
104,12

Viagra 2 103,07 1,51

102,66
100,35
102,43
99,65
102,16
98,16

Genérico SLD 1 100,90 1,80

93,24
96,18
94,23
96,04
96,09
93,34

Genérico SLD 2 94,85 1,49
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As unidades da amostra apreendida 1, apresentaram cedéncia inferior a
especificacdo, o que ja era esperado, uma vez que, de acordo com os resultados
obtidos nos testes de doseamento e uniformidade de conteudo apresentados
anteriormente, essa amostra possui teor de SLD muito abaixo da especificagao.
Além de uma cedéncia abaixo da especificacdo, o DPR entre a cedéncia das
unidades da amostra apreendida 1, também foi elevado (7,92%), indicando uma falta
de padronizagao entre as unidades, confirmando a auséncia de qualidade desses

comprimidos.

A partir dos dados de porcentagens de cedéncia e dos tempos de coleta (2, 5, 10,
15, 30, 45 e 60 minutos), os perfis de dissolugdo para os medicamentos originais e
apreendidos contendo SLD foram construidos e sdo apresentados na Figura 19.
Observa-se que a amostra apreendida 1 libera todo o conteudo de SLD que possui,
de maneira imediata e o mesmo dissolve no meio de dissolugéo instantaneamente.
Entretanto, como o conteudo de SLD nessa amostra é muito baixo, a curva do perfil
de dissolugdo apresenta-se muito distante das curvas de perfil de dissolugao das

demais amostras.

Figura 19 — Perfil de dissolugao das amostras contendo SLD.
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Em relacdo as amostras originais, percebe-se que os dois lotes de Viagra e o
genérico SLD 1, apresentam perfis de dissolugdo muito semelhantes. As amostras

de genérico SLD 1 liberam todo o conteudo de SLD, que se dissolve no meio
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prontamente, uma vez que, no primeiro tempo de coleta (2 minutos) a cedéncia
média foi de 93,03%.

As amostras apreendidas podem ser divididas em alguns grupos, de maneira que as
amostras 5, 6, 8 e 10 apresentam perfis sobrepostos, a amostra 2 possui perfil
bastante semelhante a esse grupo, entretanto, com liberagao e dissolugao do SLD
um pouco mais rapida. A amostra 7 apresenta um perfil de liberagdo um pouco mais
lento que as demais. Mas todas elas liberaram praticamente todo o seu conteudo de

SLD ao final de 30 minutos.

Os comprimidos s&o obtidos a partir da compressao de uma mistura contendo o(s)
IFA(s) e excipientes, que apresentam variadas fun¢des. Eles podem ser formulados
de forma a apresentar liberagcédo imediata ou liberagdo modificada, de acordo com os
excipientes utilizados e os processos de fabricacdo empregados. Todos os
comprimidos contendo SLD analisados apresentaram liberacdo imediata e, com
excecao da amostra apreendida 1, todos os lotes mostraram cedéncia superior a

85% apo6s 15 minutos do inicio do teste de dissolugao.

Para as amostras contendo TAD, os resultados de cedéncia apds 10 e 30 minutos

do inicio do teste de dissolugao sao apresentados na Tabela 26.

Tabela 26 - Resultados obtidos no teste de dissolugao para os comprimidos contendo TAD.

A i 70 Cedéncia média A i 7o Cedéncia média
Amostra Unidade Codoncta () (o) /DPR (%)~ ©o9encia (%) (o) ' DPR (%)

em 10 min em 30 min
7 50,79 80,76

Apreendida 03 2 52,33 51,79/ 1,68 82,82 81,38 /1,53
3 52,25 80,57
1 87.60 96,00

Genérico TAD 1 2 91,04 85,40 / 8,21 100,99 97,61 /3,00
3 77,55 95,85
1 80,08 93,37

Genérico TAD 2 2 87.33 84,15 / 4,41 98,73 96,32 /2,82
3 85,05 96,85
1 76,11 84,47

Genérico TAD 3 2 78,79 74,69 /6,65 90,99 86,03 /5,10
3 69,17 82.64

Os valores de cedéncia das unidades testadas deve ser de, no minimo, 45% apds
10 minutos do inicio do teste de dissolugcao e de, no minimo, 85% apds 30 minutos
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(THE UNITED, 2019). Ao avaliar a Tabela 26, pode-se concluir que todas as
unidades apresentaram cedéncia superior a 45% apo6s 10 minutos de inicio do teste
de dissolucdo. Entretanto, todos os comprimidos analisados da amostra apreendida
3 e dois comprimidos do medicamento genérico TAD 3, apresentaram cedéncia
inferior a 85% apds 30 minutos do inicio do teste. Dessa forma, essas amostras nao
atendem ao critério de aceitacdo do primeiro estagio (E1) do teste de dissolugéo
(THE UNITED, 2019).

As curvas de perfil de dissolugéo obtidas a partir das cedéncias médias nos tempos
de coleta sdo mostradas na Figura 20. Observa-se que os lotes dos genéricos TAD
1 e TAD 2 possuem perfis de dissolugdo muito semelhantes. Os comprimidos do
medicamento genérico TAD 3 apresentaram uma dissolugdo um pouco mais lenta
que os anteriores e a amostra apreendida 3 apresentou dissolugdo ainda mais lenta
e, esses dois ultimos ndo atenderam ao critério do teste de dissolugado, uma vez que
a cedéncias das unidades testadas foi inferior a 85% em 30 minutos apds o inicio do

teste de dissolucéo.

Figura 20 — Perfil de dissolugao das amostras contendo TAD.
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A principal fungdo do teste de perfil de dissolugdo no controle de qualidade na
industria farmacéutica é a verificacdo da manutencdo das caracteristicas e
parametros de qualidade entre diferentes lotes de um medicamento, uma vez que
alteragcdes no perfil de dissolugdo s&o indicativos de alguma alteragdo nos

constituintes ou procedimentos de fabricagdo da formulacdo (ABDOU, 1989;
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STORPIRTIS et al., 1999), o que pode representar falta de padronizagao e afetar a

qualidade da formulagéo.

E imprescindivel que um medicamento apresente a agdo farmacoldgica desejada e
perfil toxicolégico seguro. A qualidade dos medicamentos € uma exigéncia nao
apenas regulatéria, mas também de carater ético e moral e o seu ndo cumprimento
pode provocar graves consequéncias a saude publica. O acesso a medicamentos
com desvio de qualidade pode colocar em risco a vida do paciente e onerar ainda
mais o sistema de saude (GIL, 2010; LOMBARDO; ESERIAN, 2017; LUIZA;
CASTRO; NUNES, 1999).

Um dos controles estabelecidos pelas agéncias regulatérias em relacdo aos
produtos farmacéuticos, refere-se a concessao do registro sanitario, de maneira que,
apenas medicamentos registrados podem ser produzidos e comercializados no pais
(BRASIL, 1976). A finalidade primordial do registro € garantir que sejam
comercializados apenas medicamentos com seguranga e eficacia cientificamente
comprovadas (LYRA; DELDUQUE, 2010). Dessa forma, ao adentrar ilegalmente no
pais, os medicamentos nao registrados, assumem a natureza de contrabando
(ANVISA, 2006) e podem promover sérias consequéncias a saude publica, uma vez
que nao se tem conhecimento e controle da sua produgdo, transporte e

armazenamento.

Quanto a etapa de fabricagdo, para atingir os pilares que garantem o sucesso
terapéutico, deve-se assegurar a produgdo consistente e controlada dos
medicamentos por meio do cumprimento das BPF e, compete ao setor de controle
de qualidade realizar analises capazes de verificar a conformidade do produto com
as especificagdes oficialmente reconhecidas (BRASIL, 2019).

Nao apenas durante a sua fabricacdo, mas uma vez disponivel no mercado, é
necessario garantir a qualidade dos medicamentos. Nesse contexto, ressalta-se a
importancia das agéncias regulatérias e dos laboratérios oficiais, na avaliagao da
qualidade de produtos envolvidos em queixas e denuncias, bem como na
participagdo em programas periédicos para o monitoramento de produtos
comercializados ou distribuidos a populagdo (LOMBARDO; ESERIAN, 2017).
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7 CONCLUSOES

Foi realizado estudo de degradagéo forgcada completo, no qual SLD e TAD IFA foram
submetidos as diversas condigcbes de degradagdo forgada, que viabilizou o
desenvolvimento de um método simples, rapido e seletivo para SLD e TAD na
presenga de seus produtos de degradacao utilizando UHPLC-UV. Nesse método

oito analitos foram adequadamente separados em menos de 6 minutos.

O método indicativo de estabilidade desenvolvido foi validado mostrando-se seletivo,
linear, preciso, exato e robusto e pode ser usado tanto para estudos de estabilidade
quanto para analises de controle de qualidade de rotina na industria farmacéutica e

por laboratorios oficiais de saude publica.

O SLD apresentou-se susceptivel a degradagdo em meio oxidativo com perodxido de
hidrogénio, enquanto a TAD degradou em meio acido, alcalino e oxidativo. Nesse
sentido, o uso de adjuvantes e materiais de embalagem adequados deve ser
considerados durante o desenvolvimento dos medicamentos. Foram propostas as
estruturas quimicas e mecanismos de formacdo dos produtos de degradacéo
maijoritarios utilizando-se UHPLC-Q-TOF-MS.

Aplicou-se o método por UHPLC-UV para a avaliagdo da qualidade de
medicamentos auténticos e apreendidos pelas PF e PCMG. Algumas amostras nao
atenderam aos parametros farmacopeicos de qualidade. Embora nao tenham sido
encontrados produtos de degradagdo nas amostras ilegais, os principais problemas
observados nos medicamentos foram falta de padronizagdo, teor abaixo da
especificacao, alta variacdo no conteudo entre as unidades do mesmo lote e nao
atendimento a especificagao do teste de dissolucdo, resultados que comprometem o

efeito farmacoldgico desejado.

O uso de medicamentos ilegais pode representar uma séria ameaga a saude e, a
averiguacdo da qualidade dos medicamentos aos quais a populacdo esta tendo
acesso € de extrema importdncia, e é recomendada que seja realizada
periodicamente pelas agéncias regulatdrias em prol da seguranga dos pacientes e

efetividade do tratamento.
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CAPITULO Il: QUANTIFICAGAO DE SILDENAFILA, N-DESMETIL SILDENAFILA,
TADALAFILA E OUTROS SEIS FARMACOS UTILIZADOS NO TRATAMENTO DA
HIPERTENSAO ARTERIAL PULMONAR EM PLASMA HUMANO

1 INTRODUGAO

A Hipertensao arterial pulmonar (HAP) é uma sindrome clinica e hemodindmica que
resulta no aumento da resisténcia vascular na pequena circulagdo, elevando os
niveis pressoricos na circulagdo pulmonar. Apesar da HAP ser uma doenca rara, é
grave e progressiva. Os protocolos clinicos para o seu tratamento incluem medidas
nao farmacologicas, tratamento medicamentoso especifico (antagonistas de canal
de calcio, inibidores da PDE-5, analogos de prostaciclinas e antagonistas dos
receptores de endotelina) e tratamento adjuvante (anticoagulantes, diuréticos e
digitalicos) (BRASIL, 2014; CALLOU, 2009; ESC, 2016).

Em razdo da gravidade da HAP, da complexidade da terapéutica e da diferente
evolugdo dos pacientes, faz-se necessaria a individualizagcdo posolégica e a
otimizacao do tratamento farmacolégico, com o objetivo de alcangar a maxima
eficacia terapéutica com a minima incidéncia de efeitos adversos. Portanto, justifica-
se a monitorizacdo terapéutica e, entdo, a necessidade de métodos bioanaliticos
que contemplem a analise dos farmacos incluidos na terapia da HAP. Esses
métodos apresentam, também, aplicabilidade nos estudos farmacocinéticos, de

biodisponibilidade e bioequivaléncia.

Os métodos bioanaliticos constituem-se por uma etapa de preparo de amostra,
seguida pela aplicacdo de uma técnica analitica de separacdo e detecgcdo que
possibilite a quantificagdo dos farmacos e metabdlitos na matriz bioldgica
(CASSIANO et al., 2006; QUEIROZ et al., 2001).

Técnicas de preparo de amostra baseadas em microextragdo, capazes de remover
interferentes da matriz e concentrar os analitos de interesse de maneira rapida,
simples, com a utilizagao de pequenos volumes de amostra e solventes, vém sendo
desenvolvidas como alternativas aos métodos classicos de extracdo. Uma dessas

técnicas é a microextragéo liquido-liquido dispersiva (DLLME, em inglés Dispersive
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liquid-liquid microextraction). A extragao utilizando a DLLME se deve ao processo de
particdo, ou seja, ao equilibrio de distribuicdo do analito entre as fases doadora
(amostra aquosa) e aceptora (solvente organico). E utilizado um sistema ternario de
solventes, constituido pela amostra aquosa, solvente dispersante e solvente extrator,
0 que faz com que o estado de equilibrio seja alcangado rapidamente. Essa técnica
apresenta como principais vantagens o gasto de pequenos volumes de solventes,
baixo custo, rapidez, alta eficiéncia de extragdo e pré-concentracdo, bem como
potencial para aplicagdo em diferentes matrizes aquosas, incluindo o plasma
(MARTINS et al., 2012; SARAJI; BOROUJENI, 2014).

Quanto a etapa de separagao e detecgcao, a cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas sequencial (HPLC-MS/MS) proporciona
detectabilidade e seletividade adequadas para a determinagcdo de farmacos e
metabdlitos em matrizes bioldgicas e, por isso, € considerada a técnica de escolha
no desenvolvimento de métodos bioanaliticos (PATEL et al., 2012, SHEN et al.,
2012).

Estdo disponiveis na literatura, estudos que contemplam métodos bioanaliticos para
a quantificacdo de SLD e/ou TAD em plasma humano. No entanto, ndo sao
encontrados métodos para a quantificacdo simultdnea de SLD, TAD e outros

farmacos presentes no protocolo terapéutico da HAP.

Ressalta-se ainda, a importancia e aplicabilidade de métodos multifarmacos, uma
vez que um unico método pode ser aplicado para quantificar diferentes farmacos
administrados por um mesmo paciente, além de um unico método poder ser utilizado
na quantificagdo de farmacos em plasma de pacientes submetidos a diferentes

tratamentos.

Diante do exposto, € apresentado neste Capitulo, o desenvolvimento, validacéo e
aplicacao de método bioanalitico para quantificacdo simultanea de TAD, SLD, seu
metabdlito N-desmetil sildenafila (N-DMS) e outros farmacos empregados no
tratamento da HAP: besilato de anlodipino (ANLO), bumetanida (BUM), digoxina
(DGX), cloridrato de diltiazem (DTZ), nifedipino (NIF) e varfarina (VAR), em plasma
humano por HPLC-MS/MS, utilizando a DLLME na etapa de preparo de amostra.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar método bioanalitico para quantificacdo simultanea de TAD,
SLD, seu metabdlito N-DMS e outros seis farmacos (ANLO, BUM, DGX, DTZ, NIF e
VAR) utilizados no tratamento farmacolégico especifico e adjuvante da HAP, em
plasma humano por HPLC-MS/MS, utilizando a DLLME na etapa de preparo de

amostra.

2.2 Objetivos especificos

Desenvolver método por HPLC-MS/MS para a determinagao simultanea de

oito farmacos (SLD, TAD, ANLO, BUM, DGX, DTZ, NIF e VAR) e um

metabdlito (N-DMS).

e Otimizar a etapa de preparo de amostra, para extracdo dos nove analitos de
interesse do plasma humano utilizando a técnica DLLME.

e Validar o método bioanalitico desenvolvido e otimizado seguindo as
preconizagdes descritas nos guias nacional e internacionais.

e Aplicar o método bioanalitico desenvolvido e validado na analise de amostras

de voluntarios que fazem uso de algum dos farmacos abordados no presente

estudo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Métodos bioanaliticos

Os métodos bioanaliticos sao aqueles utilizados para a determinagao quantitativa de
farmacos e de seus metabdlitos em amostras biolégicas. Apresentam fundamental
importancia para o diagndstico clinico, monitorizagdo terapéutica, analises
toxicoldgicas, em estudos farmacocinéticos, de biodisponibilidade e bioequivaléncia
(FDA, 2018; SHAH, 2007).

A HPLC-MS/MS ¢é a técnica de escolha para o desenvolvimento de métodos
bioanaliticos, uma vez que garante detectabilidade e seletividade adequadas para a
andlise de farmacos e metabdlitos em matrizes biolégicas (PATEL et al., 2012;
SHEN et al., 2012).

Em relacdo a detec¢cao do método bioanalitico, a espectrometria de massas é capaz
de fornecer informagdes moleculares altamente especificas e, assim, representa
uma poderosa ferramenta para analises de substancias presentes em amostras
complexas (SHEN et al.,, 2012). O principio da espectrometria de massas € a
producao de ions a partir dos analitos, os quais sao filtrados e detectados em funcéao
de sua razdo massal/carga (m/z). Na espectrometria de massas sequencial (MS/MS)
dois analisadores de massas sado acoplados. Dessa forma, € possivel selecionar
determinado(s) ion(s) no primeiro analisador, fragmenta-lo(s) e avalia-lo(s) no
segundo analisador favorecendo, assim, a seletividade do método (SINGH et al.,
2012).

No entanto, quando essa técnica é aplicada em amostras complexas, como sangue,
plasma e soro, ocorrem algumas dificuldades, tendo em vista a complexidade destas
matrizes. Uma grande diversidade de interferentes enddgenos esta presente nesses
fluidos, tais como, proteinas, sais, lipideos e anticoagulantes (CASSIANO et al.,
2006). Esses componentes podem levar a redugédo da estabilidade do farmaco na
solucdo final da extragdo e sado, muitas vezes, incompativeis com as colunas
cromatograficas e com os espectrobmetros de massas, provocando degradacéo,
entupimento da coluna e/ou efeito matriz (BRETAS, 2014; CHANG et al., 2007).
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Desse modo, € necessario realizar uma etapa prévia que possibilite a extragdo e/ou
pré-concentragdo dos analitos, conhecida como preparo de amostra, a qual deve
resultar em recuperagao maxima do analito e minimizar a extracdo de interferentes
da matriz biologica (QUEIROZ et al., 2001).

3.1.1 Preparo de amostra

Os objetivos da etapa de preparo de amostra s&o: remover o0s potenciais
interferentes, ajustar o solvente da amostra para garantir compatibilidade com a
analise subsequente, permitir concentracdo dos analitos dentro da faixa de trabalho
e aumentar a seletividade e detectabilidade do método bioanalitico (CHANG et al.,
2007).

Dentre as técnicas convencionalmente utilizadas para o preparo de amostras
biolégicas encontram-se a precipitagdo de proteinas (PPT, em inglés Protein
precipitation), extracdo em fase solida (SPE, em inglés Solid phase extraction) e

extracao liquido-liquido (LLE, em inglés Liquid-liquid extraction).

As proteinas geralmente ndo sdo compativeis com sistemas cromatograficos, nao
sao volateis e promovem interferéncias na maioria dos detectores. Dessa forma, o
emprego da PPT visa eliminar as ligagdes entre as proteinas e os farmacos, para
que seja possivel a quantificacdo deste. A PPT é uma técnica de preparo de
amostra antiga, mas ainda frequentemente empregada, inclusive como precursora
de outras técnicas, devido a sua rapidez e simplicidade (CHANG et al., 2007;
POLSON, 2003).

Os mecanismos envolvidos na PPT sao diversos e ocorrem na presenca de
solventes organicos, sais, acidos ou bases fortes e metais. Os solventes orgéanicos
interferem tanto nas interagdes hidrofdbicas intramoleculares quanto reduzem a
hidratacdo da proteina, facilitando as interagbes eletrostaticas entre elas e
resultando na agregacdo. A presenca de sais afeta o estado de hidratagcdo das
proteinas, uma vez que ocorre o deslocamento das moléculas de agua para
solvatacao do sal e entdo, uma menor hidratagao da proteina promove a reducao da

sua solubilidade. Os acidos e bases alteram o estado de ionizacdo das proteinas,
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provocando a sua desnaturacdo. Os ions metalicos, por sua vez, levam a
precipitacdo por alterarem o ponto isoelétrico da proteina e deslocarem os protons
dos sitios de ligagdo coordenada nos aminoacidos expostos, resultando na redugéo
do pH da solucdo. Apos a adigao do agente precipitante, as proteinas sdo removidas
por centrifugacado e o sobrenadante é utilizado para prosseguir a analise (CHANG et
al., 2007; POLSON, 2003).

A SPE, por sua vez, consiste na utilizacido de sorventes empacotados em cartuchos
com formato de seringa ou discos, e 0os mecanismos de retencdo sao idénticos
aqueles envolvidos em cromatografia, permitindo assim, a extragao de analitos com
variadas caracteristicas (hidrofilicos, lipofilicos, basicos, neutros ou acidos). Apesar
de fornecer extratos mais limpos, altas recuperacdes dos analitos e da facilidade de
automacao, a SPE possui como desvantagens o fato de necessitar de grandes
volumes de amostra e solvente(s), a possibilidade de entupimento do cartucho e os
gastos com a constante aquisicdo dos mesmos (CHANG et al., 2007; QUEIROZ et
al., 2001; RANI et al., 2012).

Na LLE, a extragao do analito da matriz ocorre por meio da solubilidade diferencial e
do equilibrio de particio de moléculas do analito entre duas fases imisciveis
(orgénica e aquosa). Conforme relatado por Queiroz e colaboradores (2001), a
eficiéncia da extracdo depende da afinidade do soluto pelo solvente extrator, da
razao das fases e do numero de extracbes. Para alguns sistemas, o valor do
coeficiente de particdo ou distribuicdo (Kp), entre as fases, pode ser aumentado pelo
ajuste do pH, para prevenir a ionizagado de acidos ou bases, pela formacéo de par
ibnico com solutos ionizaveis, pela geracdo de complexos lipofilicos com ions
metalicos ou pela adi¢do de sais neutros, para diminuir a solubilidade de compostos
organicos na fase aquosa. A constante Kp é determinada conforme equacao a

segquir:

Concentracidoe de equilibrio na fase organica

K
D - T
Concentracio de equilibrio na fase aguosa

Ao final da extracdo, as fases podem ser separadas por gravidade, centrifugacgao,

membrana semipermeavel, adsorcdo de uma das fases a um suporte ou separacao
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fisica (pipetagem, congelamento, decantagdo ou sucgéo). Essa técnica se mostra
vantajosa por ser simples, de facil reprodugédo, permitir a utilizacdo de diferentes
solventes disponiveis comercialmente para que seja possivel conseguir solubilidade
e seletividade adequadas. Entretanto, apresenta desvantagens, tais como baixa
extracao pelo solvente organico de analitos com alta afinidade pela agua, resultando
em perda do analito, possibilidade de formacdo de emulsées, o que resulta em
grande consumo de tempo e necessidade de volumes relativamente grandes de
amostras e de solventes (CHANG et al., 2007; QUEIROZ et al., 2001).

A etapa de preparo de amostra geralmente € a que demanda mais tempo, envolve
mais esforcos e consumo de solventes orgéanicos. Por isso, o desenvolvimento de
novas técnicas de extragdo em matrizes complexas, que sejam eficientes, rapidas e
econdmicas, tém o objetivo de aumentar a velocidade de analise, precisédo, exatidao,
sensibilidade e reduzir o gasto de amostras e solventes a fim de se evitar, ao
maximo, a produgao de residuos téxicos que podem ser prejudiciais tanto ao meio
ambiente, quanto a saude do analista (SARAJI; BOROUJENI, 2014; WILLE;
LAMBERT, 2007). Dentre as abordagens que objetivam miniaturizar a LLE,
encontra-se a microextracgao liquido-liquido dispersiva (DLLME, em inglés dispersive

liquid-liquid microextraction).

3.1.1.1 DLLME

A DLLME foi descrita em 2006 por Rezaee e colaboradores. Devido a sua
simplicidade de operacao, curto tempo de extragao, baixo custo, alta recuperagao e
baixo consumo de solventes organicos e reagentes, a DLLME vem sendo aplicada
para a determinacdo de uma grande variedade de analitos organicos e inorganicos
em diferentes matrizes, tais como amostras clinicas, forenses, alimenticias e
ambientais (SARAJI; BOROUJENI, 2014).

A extracdo com essa técnica se deve ao processo de particdo, ou seja, equilibrio de
distribuigcdo do analito entre as fases doadora (amostra aquosa) e aceptora (solvente
organico) e é ideal para a extragdo de analitos com propriedades lipofilicas

moderadas a altas ou que possam ter seu coeficiente de distribuicdo (Kp) alterado
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pelo controle do pH, ou seja, analitos ionizaveis (MOREIRA et al., 2014; ZANG et al.,
2009).

Na DLLME é utilizado um sistema ternario de solventes, constituido pela amostra
aquosa, solvente dispersante (miscivel tanto com a amostra aquosa quanto com o
solvente extrator) e extrator, o que faz com que o estado de equilibrio seja
alcangado rapidamente. O procedimento convencional para a realizagdo da técnica
¢ ilustrado na Figura 21 e consiste em injetar rapidamente na amostra aquosa, com
o auxilio de uma seringa, uma mistura contendo o solvente extrator e dispersante,
resultando em uma preparagdo turva, devido a goticulas do solvente extrator
dispersas na amostra. Dessa forma, uma area de contato infinitamente grande é
gerada entre a fase aquosa e o solvente de extragdo e, entdo, os analitos s&o
extraidos para a fase extratora rapidamente. Apds a centrifugagao, as goticulas do
solvente extrator se depositam no fundo do tubo e esse sedimento é coletado com
uma microseringa para posterior analise (MARTINS et al., 2012; SARAJI;
BOROUJENI, 2014).

Figura 21 — Esquema ilustrativo das etapas envolvidas na DLLME.

)

Injegdo rapida dos solventes
dispersante e extrator

Goticulas do solvente
extrator dispersas na
amostra

F W
. |

- — —— B
Analise —

|

Fase aquosa Preparagdo turva Coleta do
(amostra) sedimento
(fase extratora)

Fonte: adaptado de Saraji; Boroujeni, 2014.

Para otimizar a extragcdo, é necessario estudar o efeito dos parametros
experimentais que podem influenciar no desempenho da DLLME, dentre eles, o tipo

e volume dos solventes extrator e dispersante, a presenga de sais na fase aquosa e
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a alteracao do pH da fase aquosa (REZAEE et al., 2006; SARAJI; BOROUJENI,
2014).

Ha diversos estudos na literatura que aplicam a DLLME no preparo de amostra para
determinacdo de farmacos e metabdlitos em matrizes biolégicas. Dentre os
trabalhos encontrados que utilizam a técnica DLLME para extragao e concentragao
de analitos do plasma, pode-se citar o estudo de Jouyban e colaboradores (2015)
que desenvolverem e validaram um método para quantificacdo simultanea de
metoprolol, propranolol, carvedilol, diltiazem e verapamil por HPLC-UV utilizando
DLLME na etapa de preparo de amostra. Nesse trabalho foram utilizados 660 uL de
plasma, realizou-se etapa prévia de PPT, com adi¢cao de acetonitrila, a qual atuou
como solvente dispersante na DLLME. Diclorometano foi o solvente extrator
escolhido e a fase aquosa teve adigao de cloreto de sddio a 1% (p/v) e pH ajustado
para 11,5. Alcantara e colaboradores (2020) também descreveram um método para
quantificacédo de risperidona e seu metabdlito 9-hidroxirisperidona, utilizando DLLME
e HPLC-MS/MS. Os autores utilizaram clorobenzeno e acetona como solventes
extratores e dispersante, respectivamente, o pH da amostra foi ajustado para 12,0 e

foi adicionado cloreto de sddio a 10% (p/v).

Encontram-se também descritos na literatura, trabalhos que utilizam mais de um
meio de promover a dispersao do solvente extrator na fase aquosa, como a DLLME
assistida por vortex e DLLME assistida por ultrassom, como justificativa para a
formacdo de mais goticulas e aumento da taxa de transferéncia de massa e
eficiéncia de extracao (RUTKOWSKA et al., 2017; SEIDI; YAMINI, 2012). Para
exemplificar essa utilizagado, cita-se o trabalho de Feriduni e colaboradoes (2018)
que desenvolveram DLLME em pequena escala para quantificacdo de acido
valproico e seu metabdlito (3-heptanone) em plasma humano. Para isso, realizaram
uma etapa prévia de PPT adicionando acido trifluoroacético (50 pyL) a 500 pyL da
amostra. Em seguida, uma mistura de cloroférmio (20 pL, solvente extrator) e
acetonitrila (60 pL, solvente dispersante) foi rapidamente injetada por uma seringa
ao sobrenadante da PPT. Para produzir mais turbidez, ou seja, aumentar a
superficie de contato entre o solvente extrator e a amostra, agitaram a amostra em
vortex por trés minutos. A mistura foi entdo centrifugada para quebrar a emulséo e a

fase organica foi coletada.
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Apods a remogao dos interferentes e a concentragdo dos analitos, a amostra deve ser

analisada utilizando-se técnicas de separacao e deteccio.

3.1.2 Métodos bioanaliticos para gquantificacido de SLD e TAD em plasma

humano

Apoés a administragdo de uma dose oral em jejum, o SLD é prontamente absorvido e
metabolizado, predominantemente por via hepatica (citocromo P450), com formagao
do metabdlito ativo N-DMS (SIMIELE et al., 2015).

O metabdlito apresenta um perfil de seletividade para as fosfodiesterases
semelhante ao do SLD e uma poténcia de inibicdo in vitro para a PDE-5 de,
aproximadamente, 50% daquela verificada para o farmaco inalterado. A
concentragéo plasmatica do N-DMS é de, aproximadamente, 40% daquela verificada
para o SLD. O N-DMS é amplamente metabolizado, apresentando uma meia-vida de
eliminacgéo (t12) de, aproximadamente, quatro horas, enquanto o SLD apresenta ti2
de trés a cinco horas. O SLD e o N-DMS apresentam ligacao as proteinas
plasmaticas de, aproximadamente, 96%. Apds administragdo oral, o SLD é
excretado sob a forma de metabdlitos, predominantemente nas fezes e em menor
quantidade na urina (ANVISA, 2020a).

Nichols, Muirhead e Harness (2002) realizaram um estudo farmacocinético para SLD
e N-DMS e, ap6s a administracdo oral de uma dose de 50 mg de SLD, obtiveram
concentragédo plasmatica maxima (Cmax) para o SLD de 271 ng/mL e de 126 ng/mL

para o N-DMS apos 47,4 e 46,8 minutos, respectivamente.

A TAD também é rapidamente absorvida apds administragao oral e a Cmax € atingida
em um tempo médio de duas horas apdés a administracdo. Apresenta ligagao a
proteinas plasmaticas de 94%. E predominantemente metabolizada pelo citocromo
P450 e o maior metabdlito circulante é a glucuronida metilcatecol. A TAD também é
excretada predominantemente como metabdlitos, principalmente nas fezes e, em

menor extensao, na urina (ANVISA, 2020a).
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No estudo relatado por Forgue e colaboradores (2005), apds duas horas da
administragao de comprimidos contendo 20 mg de TAD, a Cmax observada foi de 378
ng/mL e ti2 de 17,5 horas (11,5 a 29,6 horas). A farmacocinética da TAD

apresentou-se linear em relacédo a dose e ao tempo, e néo é afetada por alimentos.

Encontram-se na literatura, muitos estudos nos quais sdo apresentados métodos
bioanaliticos para a determinacdo de SLD e/ou TAD em plasma humano. Alguns
desses, sao descritos na Tabela 27. Como pode ser observado, ha varios métodos
para a quantificacdo de SLD e TAD de forma isolada, além de existir um numero
significativo de métodos para a quantificacdo simultdnea de SLD e seu metabdlito N-
DMS. Os métodos descritos por Rust et al. (2012) e Xiao et al. (2013) sao
destinados a quantificacdo de SLD e TAD, além de outros farmacos da classe dos
inibidores da PDE-5. Apenas o método descrito por Yokoyama e colaboradores
(2014) contempla a quantificagdo simultdnea de SLD, TAD, bosentana e
ambrisentana, farmacos para tratamento especifico da HAP, no qual foi utilizado
SPE e HPLC-MS/MS.

Nos meétodos encontrados, sao gastos volumes de plasma que variam de 200 a
1500 uL e a técnica de preparo de amostra predominantemente empregada é a LLE.
Entretanto, Xiao e colaboradores (2013) utilizaram a DLLME baseada em liquido
ibnico para extrair SLD, vardenafila e aildenafila do plasma. Os liquidos iGnicos séo
compostos por cations e anions organicos ou inorganicos e podem ser utilizados na
DLLME como solvente extrator, substituindo os solventes clorados, comumente

empregados.

Dentre as técnicas de separagdo, € predominante o uso da HPLC e, para a
detecgdo, ha métodos nos quais sao utilizados o detector ultravioleta e em outros, o
espectrometro de massas, com a justificativa de obter método mais seletivos e com

menor limite de quantificagao.



Tabela 27 — Métodos bioanaliticos para a determinagdo de SLD e TAD em plasma humano.

109

Volume .
= Preparo Faixa
Referéncia Analito(s) Aplicagao !’adrao(oes) de de Solvente/ Cromatografia Detecgéao validada R? cu,,p era-
interno(s) amostra sorvente cao (%)
) amostra (ng/mL)

AL-HROUB etal., SLD Monitorizagao Etoricoxibe 750 LLE Eter etilico HPLC uv 2-200 Maior que

2016 terapéutica e C18(150,0 x 4,6 mm, 230 nm 78,4
estudos 5,0 um)
farmacocinéticos Acetonitrila: agua

(37:63 viv) com
trietilamina 0,1%
(viv)pH 7,7

GOFFREDO et SLD e N-DMS  Monitorizagédo Butilparabeno 500 LLE Acetato de etila HPLC uv 1-250 102,5

al., 2016 terapéutica e C18(150,0 x 4,6 mm, 230 nm (SLD)
estudos 5,0 um) 101,8
farmacocinéticos Acetonitrila: tampéao (N-DMS)

fosfato 30 mM pH
6,0 (47:53 viv)

SIMIELE et al., SLD e N-DMS  Monitorizagéo Quinoxalina 200 PPT Acetonitrila UHPLC MS/MS 3,9-1000,0 83,2

2015 terapéutica e C1(150,0 x 2,1 mm, 475—283 (SLD)
estudos 1,8 um) (SLD) 84,5
farmacocinéticos Acetonitrila com 461—85 (N-DMS)

acido formico 0,05%  (N-DMS)
(v/v): solugéo

aquosa com acido

férmico 0,1% (v/v)

(gradiente)

LIEW et al., 2014 SLD e N-DMS  Estudos de Loperamida 500 LLE Eter etilico HPLC MS/MS 10-800 65,54-72,12
farmacocinética e C18(100,0 x 2,1 mm, 475—-58 (SLD) (SLD)
bioequivaléncia 2,6 um) (SLD) 10-600 48,66-56,14

Metanol:solugéo 461—-85 (N-DMS) (N-DMS)
aquosa com acido (N-DMS)

férmico 0,1% (v/v)

(80:20 v/iv)

TANG et al., 2014 SLD e N-DMS  Monitorizagéo N&o informado 1500 Extracéo Metilcelulose HPLC uv 5-400 Nao

terapéutica em fase revestido- C1(150,0 x 2,1 mm, 290 nm (SLD) informado
solida Fe304-SiO2— 2,2 ym) 2,5-400
magnética  fenil Metanol:solugéo (N-DMS)
(MSPE) aquosa de acido

acético 1% (v/v)
(62:38 viv)
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Padrao(oes) de Preparo Solvente/ Faixa Recupera-

Referéncia Analito(s) Aplicagao . de Cromatografia Detecgéao validada = 70

interno(s) amostra sorvente L cao (%)
(uL) amostra (ng/mL)

YOKOYAMA et SLD, TAD, Estudo SLD d-3 50 SPE Copolimero HPLC MS/MS 2-1000 83,4-88,1

al., 2014 bosentana e farmacocinéticoem TAD d-3 C18(75,0 x 2,0 mm, 475—58 (SLD),
ambrisentana, pacientes bosentana d-3 3,0 um) (SLD) 78,9-88,5

pediatricos com ambrisentana d-3 Acetonitrila:acetato 478—61 (TAD)
HAP de aménio 5 mM (SLD d-3)
(45:55 v/v, pH 5,0) 390—268
(TAD)
393271
(TAD d-3)

XIAO et al., 2013 SLD, Estudos clinicos e N&o utilizado 960 Microextra  Metanol HPLC uv 1-500 100,4
vardenafila e forenses Géo (solvente C18(250,0 x 4,6 mm, 254 nm (SLD)
aildenafila liquido- dispersante) 5,0 um)

liquido e 1-hexafluo- Metanol:solugao
dispersiva  rofosfato de aquosa de acido
(DLLME) octil-3- acético 1% (v/v)
baseada metilimidazolio  (40:60 v/v)
em liquido  como liquido
idnico (IL)  ibnico
YAROSHENKO et SLD Estudos clinicos Trazodona 500 SPE Cis HPLC uv 20-1000 95,044,0
al., 2013 C1(100,0 x 2,1 mm, 290 nm
3,5 um)
Acetonitrila:tampao MS 5-1000
acetato de amoénio 475 (SLD)
40 mM (40:60 v/v)

RUST et al., 2012  SLD, TAD, Analise forense e Trimipramin d-3 500 LLE Eter etilico- HPLC MS/MS 5-1000 Maior que
norsildenafila, monitorizagao SLD d-8 acetato de etila  C15(125,0 x 2,0 mm  475—100 (SLD) 57,0
vardenafila e terapéutica (1:1 viv) 3,0 um) (SLD) 5-1000 para todos
norvardenafila Acetonitrila com 483—108 (TAD) analitos

acido formico 0,1% (SLD d-8)
(v/v):formiato de 390—268
amdnio 50 mM pH (TAD)
3,5 (gradiente)
CHALLA et al., SLD e N-DMS  Estudos de SLD d-8 250 LLE Eter metil-terc-  HPLC MS/MS 1-1000 73,45
2010 bioequivaléncia N-DMS d-8 butilico C18(75,0 x 4,6 mm, 475283 (SLD) (SLD)
3,5 um) (SLD) 0,5-500,0 63,97
Acetonitrila:acetato 483—283 (N-DMS) (N-DMS)
de aménio 10 mM (SLD d-8)
(95:5 viv) 461—283
(N-DMS)
469283

(N-DMS d-8)
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Padrio(6 Zolume Preparo Solvente/ Faixa R
Referéncia Analito(s) Aplicagao v rao(Ges) e de olvente Cromatografia Detecgéao validada © cu,,p era-
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(uL) amostra (ng/mL)
QUINTERO etal.,, SLD Estudos clinicos Diazepam 460 LLE Eter etilico- HPLC uv 20-1000 92,66-96,94
2009 diclorometano C1(150,0 x 3,9 mm, 240 nm
(60:40 v/v) 5,0 um)
Acetonitrila:tampéao
acetato de aménio
300 mM pH 6,8 (1:1
v/v)
SHAKYA et al., TAD Estudos clinicos Loratadina 500 LLE Eter etilico- HPLC uv 5-600 66,1+2,8
2007 diclorometano C1(250,0 x 4,6 mm, 225 nm
(7:3 viv) 5,0 um)
Acetonitrila:solugédo
aquosa contendo
trietilamina 0,012 M
e acido fosféfico
0,020 M (50:50 v/v)
RAMAKRISHNA TAD Estudos de SLD 250 LLE Eter etilico- HPLC MS/MS 10-1000 65,16
et al., 2004 farmacocinética, diclorometano C1(100,0 x 3,0 mm, 390—268 1,81
biodisponibilidade (70:30 viv) 3,5 um) (TAD)
e bioequivaléncia Acetonitrila:formiato ~ 475—58
de aménio 10 mM (SLD)
(10:90 v/v, pH 3,0)
SHEU et al., 2003 SLD Estudo de Butilparabeno 1000 LLE Solugdo HPLC uv 10-1000 Maior que
farmacocinética alcalina C18(150,0 x 4,6 mm, 230 nm 75,0

5,0 um)
Acetonitrila:tampéao
fosfato de potassio
30 mM pH 6 (55:45
v/v)

Legenda: DMSPE: dispersive magnetic solid phase extraction, HIV: virus da imunodeficiéncia humana; HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia, LLE:
extragao liquido-liquido, MS/MS: espectrometria de massas sequencial, PPT: precipitagdo de proteinas, SLD: sildenafila, SPE: extragdo em fase sélida, TAD:

tadalafila, UV: ultravioleta.
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Nao foi encontrado na literatura método que contemple a determinacédo simultanea
de SLD, TAD, N-DMS e outros farmacos empregados tanto no tratamento
especifico, quanto adjuvante da HAP. Sendo assim, considerou-se relevante o
desenvolvimento e validagdo de método bioanalitico que possibilite a quantificagao
simultdnea desses farmacos em plasma humano, para que 0 mesmo possa ser

empregado para monitorizagao terapéutica.

3.2 Hipertensao arterial pulmonar (HAP)

A HAP é definida como uma anormalidade circulatéria caracterizada por aumento da
resisténcia vascular na pequena circulagdo, em geral por meio de mecanismos
mistos, envolvendo vasoconstricdo, remodelamento da parede arterial e trombose in
situ (BRASIL, 2014; CALLOU, 2009; ESC, 2016).

Pode ocorrer associada tanto a uma variedade de condigdes médicas subjacentes,
quanto a uma doenca que afeta exclusivamente a circulagdo pulmonar, sendo
classificada em quatro subgrupos, entre eles a idiopatica (ndo tem etiologia
definida), hereditaria, induzida por drogas e toxinas e associada a outras doencgas
(doencas do tecido conjuntivo, infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana,
hipertensao portal, insuficiéncia cardiaca congénita e esquistossomose pulmonar)
(ESC, 2016).

Apesar da HAP ser uma doenca rara, ela se caracteriza por ser uma doenga grave e
progressiva, uma vez que o aumento gradual da resisténcia vascular pulmonar leva
a insuficiéncia ventricular direita e morte precoce (BRASIL, 2014; ESC, 2016). A taxa
de mortalidade de pacientes tratados € de, aproximadamente, 15% em 1 ano, 33%
em 3 anos e 42% em 5 anos, com sobrevida média de 3,6 anos (THENAPPAN et al.,
2007).

A evolugdo da HAP depende de uma série de fatores, conhecidos como
complicadores, agravantes ou de progressao. Grande parte desses esta relacionada
a extensdo e gravidade da disfungao endotelial, a qual se expressa por trés eventos
de alta relevancia fisiopatoldgica: vasoconstricdo, inflamacéo e trombose. Dessa

forma, a quase totalidade dos recursos terapéuticos que tém sido desenvolvidos
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para o tratamento da HAP tem como alvo um ou mais desses trés mecanismos
(SBC, 2005).

3.2.2 Farmacoterapia da HAP

A hipertensao arterial pulmonar é uma sindrome complexa para a qual ndo existem
esquemas simples de avaliagdo diagnostica e orientacdo terapéutica. A conduta
terapéutica baseia-se nos resultados dos exames clinicos, falha/sucesso terapéutico

e reagOes adversas apresentadas pelo paciente (SAS/MS, 2014; SBC, 2005).

Na HAP, ha um aumento dos mediadores vasoconstritores endotelina-1, tromboxano
A2 e serotonina, e uma diminuicdo dos mediadores vasodilatadores prostaciclina,
oxido nitrico e peptideo vasoativo intestinal (VIP, em inglés vasoactive intestinal
peptide). As terapias medicamentosas visam antagonizar os mediadores

vasoconstritores e aumentar a vasodilatagdo (BARNES, 2012).

Sendo assim, os protocolos clinicos e diretrizes terapéuticas nacional e
internacionais para a HAP incluem medidas/cuidados ndo medicamentoso (restricao
de sodio na dieta, exercicio fisico controlado e supervisionado e oxigenoterapia),
tratamento especifico e tratamento adjuvante dos fendmenos associados (trombose
in situ, hipoxemia, insuficiéncia cardiaca direita) (BRASIL, 2014; ESC, 2016;
SAS/MS, 2014).

3.2.2.1 Farmacos especificos para tratamento da HAP

As classes de farmacos utilizados no tratamento especifico da HAP incluem
antagonistas de canal de calcio, inibidores da PDE-5, analogos de prostaciclinas e

antagonistas dos receptores de endotelina.

O uso de farmacos bloqueadores do canal de calcio, para promover vasodilatacao, é
iniciado quando os pacientes apresentam resposta positiva no teste agudo de
vasorreatividade pulmonar, que consiste em um teste hemodinamico invasivo de
resposta aguda a vasodilatador (adenosina, prostaciclina intravenosa ou 6xido

nitrico inalatério). Os bloqueadores de canal de calcio que tém sido relatados nos
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estudos sdo nifedipino (NIF), diltiazem (DTZ) e anlodipino (ANLO). O tratamento
deve ser iniciado com doses baixas, de modo que as doses iniciais sdo de 30 mg de
NIF de liberagao prolongada duas vezes ao dia ou 60 mg de DTZ trés vezes ao dia
ou 2,5 mg de ANLO uma vez ao dia, e deve ser realizado o aumento progressivo da
dose conforme a tolerancia do paciente (HOETTE et al., 2010). As doses diarias
desses medicamentos que apresentam eficacia demonstrada na HAP idiopatica séo
relativamente altas: 120 — 240 mg para NIF, 240 — 720 mg para DTZ e até 20 mg
para ANLO (ESC, 2016).

Uma vez que a vasculatura pulmonar possui quantidades substanciais de PDE-5, o
beneficio clinico dos inibidores da PDE-5 na HAP justifica-se pela vasodilatacéo
pulmonar significativa que provocam pelo aumento na concentragéo intracelular de
GMPc, um potente vasodilatador e inibidor de proliferagédo celular (ESC, 2016;
REFFELMANN; KLONER, 2009; WILKINS et al., 2008). Dentre os inibidores da
PDE-5 utilizados, encontram-se o SLD e a TAD.

Segundo estabelecido na Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais
(RENAME), o SLD esta disponivel em forma de comprimidos, contendo 20, 25 ou 50
mg. A dose recomendada para o tratamento da HAP é de 60 mg/dia (em trés
administragcdes de 20 mg). Muitos estudos utilizaram doses maiores, sendo a
maxima, em alguns estudos clinicos, de 240 mg/dia (trés administracées de 80 mg).
Todos os esquemas demonstraram melhora da capacidade de exercicio. As doses
mais altas produziram maior impacto nos parametros hemodinamicos, entretanto

carecem de estudos de seguranca de longo prazo (GALIE et al., 2005).

A TAD tem indicagdo proposta para tratamento de primeira linha para a hipertensao
pulmonar aguda. As apresentagcdes disponiveis no mercado sao comprimidos
revestidos com 20 mg de TAD e a dose diaria recomendada é de 40 mg (dois
comprimidos), uma vez ao dia (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

A prostaciclina é produzida predominantemente por ceélulas endoteliais e induz
vasodilatacdo potente de todos os leitos vasculares. Além disso, esses compostos
atuam como potentes inibidores da agregagao plaquetaria e também apresentam

atividades citoptotetoras e antiproliferativas (JONES et al., 1995). Uma vez que
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pacientes com HAP possuem desregulacdo das vias metabdlicas da prostaciclina
(GALIE; MANES; BRANZI, 2003), os analogos da prostaciclina foram a primeira
classe a ser aprovada para tratamento especifico da HAP. Dentre esses, encontra-

se o iloprosta de administrac&o inalatoria (HOETTE et al., 2010).

A endotelina-1 (ET-1) é encontrada em maiores quantidades no tecido pulmonar e
no plasma de pacientes com HAP e esclerodermia. Promove vasoconstricao e
proliferacdo de células musculares lisas da parede vascular pulmonar por meio da
ligacdo em receptores de endotelina, presentes nas células do musculo liso vascular
pulmonar (RUBIN et al., 2002). HAP esta associada a niveis elevados de ET-1 e,
quanto mais elevados esses niveis, maior € a gravidade da doenga e menor a
sobrevida dos pacientes (GALIE; MANES; BRANZI, 2004). Dessa forma, os
antagonistas do receptor de endotelina, como ambrisentana e bosentana, bloqueiam
os receptores da endotelina localizado, predominantemente, nas células musculares
lisas vasculares e nos miocitos cardiacos, prevenindo a ativacdo mediada por
endotelina de sistemas mensageiros secundarios, impedindo assim, a
vasoconstricdo e proliferacdo de células musculares lisas (BRASIL, 2014; ESC,
2016).

3.2.2.2 Tratamento medicamentoso adjuvante

Fazem parte do tratamento adjuvante da HAP, farmacos das classes dos

anticoagulantes, diuréticos e digitalicos.

A justificativa da utilizacdo de anticoagulantes orais no tratamento da HAP baseia-se
na elevada prevaléncia de lesdes trombdticas vasculares no exame post-mortem em
pacientes com HAP idiopatica. Além disso, a presenga de anormalidades nas vias
de coagulacao e fibrinoliticas também foram relatadas. Adicionalmente, os pacientes
com HAP apresentam fatores de risco aumentados nao especificos para
tromboembolismo venoso, incluindo insuficiéncia cardiaca e imobilidade (FUSTER et
al., 1984; HOEPER et al., 1998). Anticoagulagdo oral, com o uso de derivados
cumarinicos (varfarina - VAR), é indicada para HAP com o objetivo de manter o
tempo de protrombina (razdo normalizada internacional - RNI) entre 2 e 3 (SAS/MS,
2014).
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O uso de diuréticos €& recomendado, pois a insuficiéncia cardiaca direita
descompensada leva a retencao de fluidos, aumento da pressao venosa central,
congestao hepatica, ascite e edema periférico (COHN, 2001). Os diuréticos de alga
sdo 0s mais potentes, capazes de causar a eliminacdo de 15% a 25% do sodio
filtrado. Os principais exemplos dessa classe de farmacos séo furosemida e
bumetanida (BUM) (RANG et al., 2012).

Foi demonstrado que o uso de digitalicos melhora o débito cardiaco agudamente na
HAP, embora sua eficacia, até o momento, seja desconhecida quando administrado
cronicamente (RICH et al., 1998). A DGX é um glicosideo cardioténico, que aumenta
a contratiidade do miocardio por atividade direta e exerce o mesmo efeito de
inibigdo do mecanismo de troca de sodio e potassio nas células do sistema nervoso
autbnomo, estimulando-as a exercer, por sua vez, atividade cardiaca indireta
(MEDICINANET, 2020).

3.3 Caracteristicas fisico-quimicas e farmacocinéticas dos farmacos utilizados

no tratamento da HAP abordados no presente estudo

O presente estudo contempla o desenvolvimento e validagdo de um método
bioanalitico para quantificacdo de farmacos especificos para tratamento da HAP,
dentre eles, trés bloqueadores de canal de calcio (ANLO, DTZ e NIF) e dois
inibidores da PDE-5 (SLD e TAD); e farmacos utilizados no tratamento adjuvante,
sendo eles, a VAR, BUM e DGX; além do N-DMS (metabdlito do SLD).

Para favorecer e embasar as escolhas e discussdes durante o desenvolvimento e
validacdo do método bioanalitico, realizou-se levantamento das propriedades fisico-
quimicas e farmacocinéticas dos analitos, as quais sao apresentadas nas Tabelas
28 e 29, respectivamente. Além disso, como o método de preparo de amostra
utilizado foi a DLLME, foram obtidos os graficos de log D (coeficiente de distribuigéo)
em funcado do pH dos analitos e possiveis padroes internos (Pl), para auxiliar na
selecdo e otimizagdo dos parametros envolvidos na extragcdo, os quais sao

apresentados na Figura 22.



Tabela 28 — Caracteristicas fisico-quimicas dos analitos selecionados para desenvolvimento do método bioanalitico.
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Classe Massa Log
Analito o . Formula quimica Estrutura quimica exata pKa Solubilidade
farmacolégica P
(g/mol)
Pouco soluvel em
agua, facilmente
Besilalto_ de Bloqueador de C20H25CIN205.CeHs03S HyCO. 566,1489 spleeI em meta’nol,
anlodipino canal de calcio 9,40 3,00 ligeiramente soluvel
(ANLO) C20H25CIN20s 408,1452 em etanol, pouco
soluvel em 2-
propanol
Bumetanida Diurético de i Pouco soluvel em
C17H20N205S o 364,1093 2,70 2,60 agua, soluvel em
(BUM) alca 2 .
solugdes alcalinas
CHj
0 (0]
Praticamente
e V7 insoluvel em agua,
Digoxina Glicosideo : facilm_eqte soluvel
(DGX) cardioténico C41He4014 HaC HaC HoC CHy 780,4296 7,15 1,26  em piridina, pouco
0 o) 0 soluvel em alcool
Ho- o- o- o on diluido e em
" » 3 H cloroférmio
Citrato de ibidor da C22H30N604S.CsHsO7 666,2319 éPS:c(;):;IL%/:tlaenrgl
sildenafila PDE Figura 1A (pagina 25) 599 275 g , ’
(SLD) -5 . prahcamente
C22H30N604S 474,2049 insollvel em hexano
Facilmente soluvel
em agua,
. cloroférmio, acido
CIorujrato de Bloqueador de C22H26N204S.HCI s N, 450,1380 férmico e metanol,
diltiazem canal de calcio \\/’/\ \ . 8,06 270 ligeiramente soluvel
(DTZ) C22H26N204S q e 414,1613 9

HyCO'

! o
O\H/CH3
o

em alcool
desidratado,
insoluvel em éter
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Tabela 28 — Caracteristicas fisico-quimicas dos analitos selecionados para desenvolvimento do método bioanalitico (continuagéo).

Massa

Analito Class'e . Formula quimica Estrutura quimica exata pKa Log Solubilidade
farmacolégica P
(g/mol)
H
HsC N CH,
Nifedior N dor d HyCO ‘ | ocH, . Plrgticlamerlte
ifedipino oqueador de ) insoltivel em agua,
(NIF) canal de caélcio Cr7H18N20e o ) 346,165 2,20 facilmente soluvel
NO, em acetona
N-desmetil " o} 0
\
sildenafila _etabolo CarHzsNs04S -4 460,1893 - - .
(N-DMS) h N
HN\)
CHs
Praticamente
insoluvel em agua,
Tadalafila Inibidor da . L facilmente solavel
(TAD) PDE-5 C22H19N304 Figura 1B (pagina 25) 389,1376 0,85 1,70 em dimetilsulféxido,
pouco soluvel em
cloreto de metileno
Muito soluvel em
agua, facilmente
Varfarina . soluvel em etanol,
(VAR) Anticoagulante C19H1504 308,1049 5,87 2,70 pouco solvel em

cloroféormio e em
éter

Fonte: PUBCHEM, 2020; THE UNITED, 2019.



Tabela 29 — Caracteristicas farmacocinéticas dos analitos selecionados para desenvolvimento do método bioanalitico.
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Concentragio plasmatica maxima - Cmax Ligagao a Meia-vida tq2 Formas farmacéuticas
Analito (ng/mL) proteinas (h) Dose diaria e dosagens presentes
g plasmaticas (%) no mercado
Besilato de -
anlodipino _ (1810£7,10) 1 (93,0 £ 1,0)" (39,0 + 8,0)' 2,5-20 mg? comprimidos
(ANLO) (ap6s uma dose oral de 10 mg) 2,5;5e 10 mg
Bumetanida (106,00 = 22,00) ] y ) 5 Comprimidos
(BUM) (apdés uma dose oral de 3 mg)’ (99.0£0.3) (08+0.2) 0.5-1mg 0,5;1e2mg’
0,75-1,50 mg -
(dose de ataque rapido) Co(r)ngglmldos
Digoxina (1,40 £ 0,70) (25,0 £ 5,0)' (39,0 + 13,0)" 0,25-0,75 mg ,25 mg
(DGX) (apds uma dose oral de 0,31 £ 0,19 mg)’ T S (dose de ataque lento) Elixir
0,125-0,250 mg 0.05 ma/mL8
(dose de manutengao)® ’ 9
Cloridrato de .
- (151,00 * 46,00) 1 y _ 4 Comprimidos
dl(lga_rz;)m (apds uma Unica dose oral de 120 mg)’ (78,0£3,0) (44£13) 60-720 mg 30, 60, 90, 12 e 180 mg®
N-desmetil
sildenafila (83,42 £ 45,99)? e 126,008 - - - -
(N-DMS)
Céapsula mole
Liberagao imediata: (79,00 + 44,00) _10mg
Nifedipino (apds uma Unica dose oral de 10 mg)’ ] y 4 Comprimidos revestidos
(NIF) Liberagado prolongada: (35,00 - 49,00)" (96,0 £1,0) (18+04) 30-240 mg 10 € 20 mg
. g ) ’ ’ Comprimidos revestidos
(ap6s uma unica dose oral de 60 mg) de li ~
e liberacéo prolongada
20, 30 e 60 mg®
Citrato de 60 mg/dia - .
sildenafila i 2000900 96,0" (24£1,0)  (emtrés administragbes de oy s ovoStid0s
(SLD) (ap6s uma unica dose oral de 50 mg) 20 mg)* ;25;50 e mg
Tadalafila 378,00 1 y 5 Comprimidos revestidos
(TAD) (apds uma Unica dose oral de 20 mg)’ 94,0 7.5 40mg 5 e 20 mg®
2,5 mg a 5 mg ao dia, com
Enantiémero R: (900,00 + 400,00) ba:é‘;f;sz 222‘;':3&2308
Varfarina EnantiémerQIS:_ (SO.O’AOO.i 200,’0.0) 1 1 de RNI. Na maioria dos Comprimidos
(VAR) (estado de equilibrio dindmico médio, 12 (99,0 £ 1,0) (37,0 £ 15,0) pacientes, a resposta & 1.2:25:5.7,5¢ 10 mg®

horas apos a dose oral diaria de 6,1 £ 2,3
mg da forma racémica)’

satisfatoriamente mantida
com uma dose de 2,5a 10
mg ao dia®

'BRUNTON; LAZO; PARKER, 2006. 2AL-GHAZAWIA; TUTUNJI; ABURUZ, 2007, SNICHOLS; MUIRHEAD; HARNESS, 2002. “ECS, 2016.°ANVISA, 2020a.
SANVISA, 2020b. 'BUMEX, 2020 (n&o registrado no Brasil). 8MINISTERIO DA SAUDE, 2020.



Figura 22 — Graficos de log D (coeficiente de distribuigdo) dos analitos em fungao do pH.

120

loglD ws pH - .
lagD vs pH H i . gD vs lagD ilti -
" Anlodipino e Bumetanida logD vs ph Digoxina = vepH Diltiazem 1 N-desmetil sildenafila
b 1 . /\
2
08 i 15
1
g o Ey EX G
08 ; 4 ]
2| 4 075
18 : i
o “ 4 § ® w 2 w7y 3 ] 6 8 10 12 A 2 10 12 w5 2 4 5 8 10 12 4 3:- 2 4 6 f] 19 12 1
pH oH oH aHl aH
Iogl vs pH . L logD vs ph . . bl we pH ¢ ToaD vs pH .
, Nifedipino Sildenafila Tadalafila a0 v Varfarina
25 7 24
164
2 ’ o
s Bar e P
1 14 6
162
05 21 N
R 2 a [ 8 0 12 i ? N 12 [ 10 2 w " 2 1o 12 T 2 N & 8 10 12 1
pH o aH o
logDvs pH i i - Tugry v pH i logD vs pH : logD vs pH .
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Fonte: CHEMAXON, 2020.
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4 MATERIAIS

41SQRelFA

e As seguintes SQR foram utilizadas: bumetanida (Farmacopeia Americana -
USP, lote I0OC111, pureza de 100,00%), carvedilol (Farmacopeia Americana -
USP, lote FOG379, pureza de 99,80%), citrato de sildenafila (Farmacopeia
Europeia, lote 1.1, pureza de 98,80%), cloridrato de diltiazem (Farmacopeia
Brasileira, lote 1024, pureza de 100,00%), cloridrato de propranolol
(Farmacopeia Americana - USP, lote 10C170, pureza de 100,00%), diazepam
(Farmacopeia Brasileira, lote 1024, pureza de 100,00%), digoxina
(Farmacopeia Americana - USP, lote N-1, pureza de 100,00%),
hidroclorotiazida (Farmacopeia Americana - USP, lote H, pureza de 100,00%),
nifedipino (Farmacopeia Brasileira, lote 2025, pureza de 99,60%), N-desmetil
sildenafila (Toronto Research Chemicals, lote 2-NOT-111-4, pureza de
98,00%), sildenafila d-8 (Toronto Research Chemicals, lote 2-OMK-8-1,
pureza de 98,00%), tadalafila (Farmacopeia Europeia, lote 2.0, pureza de
99,90%), varfarina (Sigma-Aldrich, lote BCBV7416, pureza de 99,50%),

e Os IFA descritos a seguir também foram usados: besilato de anlodipino
(Purifarma, lote AMB/030/04/17, pureza de 99,75%) e cloridrato de verapamil
(Fagron, lote 16C04-B011-003142, pureza de 100,00%).

4.2 Amostras de plasma humano

Para a obtencao do plasma branco (plasma de voluntarios que nao estavam fazendo
uso de qualquer medicagdo), amostras de sangue de voluntarios sadios foram
coletadas no Laboratério de Hematologia Clinica da Faculdade de Farmacia da
UFMG. As amostras reais foram obtidas de pacientes voluntarios atendidos no
Servigo de Anticoagulagdao, Hematologia e Oncologia do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais. Em ambos os casos, o sangue foi coletado
utilizando-se tubos para coleta contendo heparina sddica como anticoagulante.
Imediatamente apds a coleta, os tubos, adequadamente identificados com o cédigo
do voluntario, foram centrifugados a 480 x g durante 10 minutos a 4 °C e, em
seguida, o plasma (sobrenadante) foi separado e transferido para tubos tipo Falcon,

que foram mantidos em freezer a temperatura de 70 °C negativos. O estudo foi
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aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG, protocolos CAAE
65767617.9.0000.5149 e 01455418.4.0000.5149.

4.3 Reagentes

e Agua ultrapura.

Reagentes grau analitico: acetato de aménio e acido acético glacial Neon
(Sdo Paulo, Brasil), acetona e cloroférmio Dinamica (Indaiatuba, Brasil),
acetato de amoénio e etanol Merck (Darmstadt, Alemanha), acido citrico
anidro, diclorometano, hidroxido de amoénio e hidroxido de sodio Synth,
(Diadema, Brasil), acido férmico, bicarbonato de sédio, citrato de sddio
tribasico di-hidratado, cloreto de sodio, clorobenzeno e 1,2-dicloroetano
Sigma Aldrich (Saint Louis, EUA), acido trifluoroacético Tedia Company
(Fairfield, USA), etanolamina Carlo Erba (Barcelona, Espanha), formiato de
aménio Spectrum (New Jersey, EUA) e 2-propanol J.T. Baker (Xalostoc,
México).

Solventes grau HPLC: acetonitrila Merck (Darmstadt, Alemanha), acetonitrila
Tedia Company (Fairfield, USA) e metanol Sigma Aldrich (Saint Louis, EUA).

4.4 Materiais, vidrarias e instrumentos

Coluna cromatografica Phenomenex Synergi 44 Fusion Cis - 80A (50 x 2,0
mm, 4 um).

Coluna cromatografica Phenomenex Synergi 4y Hydro C+s - 80A (50 x 2,0
mm, 4 uym).

Coluna cromatografica Phenomenex Onyx Monolithic C1s (100 x 4,6 mm).
Frasco tipo vial total recovery com tampa de rosca e septos de silicone.

Filtros de seringa de PVDF com 0,45 uym de tamanho de poro.

Kit para filtragdo a vacuo.

Membrana de celulose regenerada para filtragdo com 47 mm de didmetro e
poros de 0,45 ym Sartorius Stedim Biotech.

Microtubos de 1,5 mL e 2,0 mL.

Pipetas automaticas.

Ponteiras para uso em pipetas automaticas.

Seringas de insulina de 1 mL.
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Tubos criogénicos de 2,0 mL e 5,0 mL.
Tubos de fundo cénico tipo Falcon de 15 mL e 50 mL.

Tubos para coleta de plasma de 9 mL contendo heparina sddica.

4.5 Equipamentos

Agitador tipo vértex VELP SCIENTIFICA F202A0175.

Aparelho de ultrassom BRANSON 3210R-MT.

Aparelho de ultrassom UNIQUE USC750.

Balanga analitica SARTORIUS BP211D.

Balanga semi-analitica Ohaus TP2KS

Bomba de vacuo Weg B480794.

Centrifuga Eppendorf 5424 R

Centrifuga JOUAN MR 23i.

Concentrador de amostras TECNAL TecVap TE-0194

Sistema HPLC-MS/MS composto por cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia
Agilent 1200 Series (equipado com desgaseificador, bomba binaria, forno de
colunas, injetor automatico e amostrador com refrigeracdo) acoplado a
espectrometro de massas SCIEX QTRAP 5500 (equipado com bomba de
infusdo, fonte de ionizacdo electrospray e analisador do tipo hibrido -
quadrupolo e ion trap) e software Analyst.

Potenciometro METROHM 827 pH Lab.

Sistema de purificagdo de agua MILLIPORE DIRECT Q3.

Softwares Design Expert®, Microsoft Excel® e MultiQuant®.
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5 METODOS

5.1 Desenvolvimento do método bioanalitico

Com o objetivo de desenvolver método para quantificagdo simultdnea de SLD, N-
DMS, TAD e outros farmacos empregados no tratamento da HAP (ANLO, BUM,
DGX, DTZ, NIF e VAR) em plasma humano, empregou-se a DLLME na etapa de
preparo de amostra, seguida pela analise por HPLC-MS/MS, com ionizagdo por

electrospray e analisador do tipo triplo quadrupolo.

As etapas envolvidas no desenvolvimento do meétodo bioanalitico consistiram,
sequencialmente, na determinacdo dos parédmetros espectrométricos,
cromatograficos e de preparo de amostra. Para a quantificagdo dos analitos foram
utilizados dois padrées internos (Pl), os quais foram escolhidos conforme descrito no
item 6.1.4 (pagina 171). Para o SLD, o PI utilizado foi o isétopo deuterado do
sildenafila (SLD d-8, C22H22DsNeO4S), que possui massa exata de 482,2551 g/mol.
Os demais analitos foram quantificados utilizando-se o verapamil (VERA,
C27H38N204), que possui massa exata de 454,2831 g/mol como PIl. As estruturas

quimicas dos Pl sao apresentadas na Figura 23.

Figura 23 — Estruturas quimicas dos Pl utilizados para quantificagdao: SLD d-8 (A) e VERA (B).
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Fonte: adaptado de PUBCHEM, 2020.

5.1.1 Determinacao dos parametros espectrométricos

Iniciou-se o desenvolvimento do método bioanalitico otimizando-se os parametros

espectrométricos necessarios para a detecgdo dos analitos. Para isso,
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primeiramente, prepararam-se solugdes padrao estoque individuais dos analitos e Pl
a 0,1 mg/mL em metanol. Essas solu¢des padrao estoque foram diluidas, utilizando-
se mistura de metanol e agua ultrapura 50:50 (v/v), acidificada com acido formico a
0,1% (v/v) como solvente, resultando em uma solugdo mistura contendo 50 ng/mL
de cada um dos analitos. O preparo foi feito conforme preconizado no manual do
operador do espectrometro de massas SCIEX Triple Quad e QTRAP® (SCIEX,
MN.ST.004 rev.02).

Em seguida, foi realizado o procedimento de infusdo direta da solugdo mistura no
espectrometro de massas, utilizando-se vazdo de infusdo de 10 uL/min, posi¢coes
dos sprays vertical e horizontal ajustadas em 10 e 5, respectivamente. Nessa etapa,
foram definidos 0 modo de ionizacao (positivo ou negativo), os valores de potencial
de desagregacao, em inglés declustering potential (DP), a energia de colisdo, em
inglés collision energy (CE), o potencial de saida da célula, em inglés collision cell
exit potencial (CXP) e as transicbes de massas de quantificagdo e de confirmagao a
serem monitoradas (ion precursor — ion produto), para cada analito. O potencial de

entrada, em inglés entrance potential (EP) foi mantido em 10 V.

O préximo passo consistiu na otimizagdo dos parametros da fonte de ionizagao,
sendo eles: voltagem do capilar, nivel do gas de colisdo, gas de contra-corrente, em
inglés curtain gas, temperatura e, por fim, pressdo dos gases de nebulizagdo (GS1)
e de secagem (GS2). Essa etapa da otimizagao foi realizada no modo de analise por
injecdo de fluxo (FIA, em inglés flow injection analysis), no qual utilizou-se o
cromatografo (sem coluna) para injetar no espectrémetro de massas 20 yL de uma
solucdo do analito que apresentou menor intensidade de ionizagao, a DGX. Para
isso, preparou-se uma solucédo de DGX a 10 ng/mL em metanol e agua 50:50 (v/v).
A fase movel foi constituida por solugdo aquosa de acido formico 0,1% (v/v) e
metanol com acido féormico 0,1% (v/v) a uma vazao de 0,5 mL/min. O tempo de cada
corrida foi de 0,7 minutos, o gas de colisdo utilizado foi o nitrogénio e as posigdes
dos sprays vertical e horizontal foram ajustadas em 5 e 2, respectivamente. Os
valores testados durante a otimizagcdo dos parametros da fonte encontram-se na
Tabela 30.
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Tabela 30 — Valores testados para os respectivos parametros durante a otimizagao da fonte de

ionizagao.
Parametro Valores
Voltagem do capilar (V) 4000, 4500, 5000 e 5500
Gas de colisdo (nivel) Baixo, médio e alto
Curtain gas (psi) 10,12,15e 20

Temperatura da fonte (°C) 450, 500, 550, 600, 650

GS1/nebulizagao (psi) 40,45 e 50

GS2/secagem (psi) 40,45 e 50

5.1.2 Otimizacao das condicoes cromatograficas

Para os testes de otimizagdo das condi¢cbes cromatograficas foi utilizada uma
solugdo mistura dos analitos a 100 ng/mL preparada em acetonitrila e agua 10:90
(VIv).

Iniciou-se o desenvolvimento do método cromatografico otimizando-se a composigao
da fase movel. Como o método envolve a analise simultdnea de 11 analitos que
apresentam caracteristicas fisico-quimicas distintas, utilizou-se o método de eluicéo
em gradiente. Para a definicdo do eluente aquoso foram testados, como aditivos,
acido férmico, acetato de aménio e formiato de amonio, em varias concentracdes e
diferentes ajustes de pH. Quanto ao eluente organico, testaram-se acetonitrila e
metanol. Os testes foram realizados empregando-se coluna Phenomenex Synergi
Fusion C1s (50 x 2,0 mm, 4 ym), vazao de 0,5 mL/min, volume de injecédo de 5 pL e

um gradiente inicial amplo, apresentado na Tabela 31.

Tabela 31 — Gradiente utilizado durante etapa inicial de desenvolvimento do método.

Tempo A% (viv) B% (viv) Eluics
. A . uicao
(min) (eluente aquoso) (eluente organico)
0-10 80%— 0% 20% — 100% Gradiente linear
10-11 0%— 80% 100% — 20% Gradiente linear
11-15 80% 20% Re-equilibrio

A fase movel escolhida foi aquela que proporcionou maiores valores de razao
sinal/ruido para os analitos e foi constituida por solugdo aquosa de acido férmico

0,1% (v/v) e acetonitrila.

Em seguida foram testadas colunas cromatograficas que se diferenciavam pela
composicao (particuladas e monolitica) e dimensdes. Optou-se por utilizar a coluna
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que provocou menor efeito residual e melhor aspecto dos picos cromatograficos

(formato gaussiano e precisédo de injegao).

O proximo passo consistiu em otimizar o gradiente e, para isso, foram propostas
diversas alteragdes no tempo e proporgédo do solvente organico, com a finalidade de
obter um fator de retengdo superior a 1,5 (tentativa de reduzir a possibilidade de
efeito matriz) e menor tempo de corrida. O tempo para re-equilibrio da coluna foi
estabelecido com base na avaliagdo dos DPR dos tempos de retencdo dos analitos

apos cinco injegdes consecutivas da solugdo mistura dos analitos a 100 ng/mL.

As condi¢cbes cromatograficas e o gradiente do método otimizados, utilizando-se
HPLC-MS/MS para analise simultdnea dos nove analitos (ANLO, BUM, DGX, DTZ,
N-DMS, NIF, SLD, TAD e VAR) e dos dois Pl (SLD d-8 e VERA), encontram-se

descritas nas Tabelas 32 e 33, respectivamente.

Tabela 32 — Resumo das condi¢gées cromatograficas definitivas do método bioanalitico por

HPLC-MS/MS.
Parametros Condigdes
Coluna Phenomenex®, Onyx Monolithic C1s (100 x 4,6 mm)
Eluente aquoso Solugéo aquosa de acido férmico 0,1% (v/v)
Eluente organico Acetonitrila
Vazéao da fase movel 0,5 mL/min
Gradiente Descrito na Tabela 31
Temperatura do forno 30 °C
Volume de injecao 5L
Tempo de corrida 7 min seguidos de 5 min para re-equilibrio da coluna

Tabela 33 — Gradiente definitivo do método bioanalitico por HPLC-MS/MS.
A% (viv)

Tempo = L B% (viv) L
(min) (solft:’)cf.?ncz:gt;;so/ao ?velva)t):ldo (acetonitrila) Eluigao
0-2,0 70%— 5% 30% — 95% Gradiente linear
2,0-6,5 5% 95% Isocratica
6,5-7,0 5% — 70% 95% — 30% Gradiente linear
7,0-12,0 70% 30% Re-equilibrio

A Ultima etapa da otimizagdo do método cromatografico consistiu na definicao dos
valores de Dwell Time para cada transicdo de massas monitorada, utilizando-se a
equacdo disponivel no manual do operador do espectrometro de massas SCIEX
Triple Quad e QTRAP® (SCIEX, MN.ST.004 rev.02), apresentada a seguir:
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Largura do pico (min)
Dwell Time = - x 60.000
n? ideal de pontas

n? de transicbes do metodo

Como o SLD, o N-DMS e o SLD d-8 apresentam ions produtos em comum, realizou-
se teste para avaliar a ocorréncia do fenbmeno de crosstalk. Para isso, foram
utilizadas uma solugao branco (contendo apenas o diluente) e uma contendo SLD a
100 ng/mL em diluente. Essas solugdes foram analisadas por um método que
monitorava todas as transicdes de quantificacdo e confirmacao correspondentes aos
analitos N-DMS, SLD e SLD d-8. Para confirmar a auséncia de crosstalk, espera-se
que os sinais referentes as transicbes dos analitos ausentes na solugdao (N-DMS e

SLD d-8) sejam iguais ao ruido de fundo obtido com a solugao branco.

5.1.3 Otimizacao da etapa de preparo de amostra

Os testes para otimizacado da etapa de preparo de amostra foram realizados a partir
de amostras de plasma branco fortificadas com os analitos a 50 ng/mL. Inicialmente,

o Pl utilizado foi SLD d-8 em solu¢do metandlica a 250 ng/mL.

Com o objetivo de aumentar a eficiéncia da extragdo e a recuperagcado dos analitos,
optou-se pela realizacdo de uma etapa prévia de limpeza da amostra por PPT. O

sobrenadante obtido nessa etapa agiu como dispersante para a técnica DLLME.

Para a definicdo do solvente precipitante, realizou-se um experimento univariado, no
qual foram testados nove diferentes agentes precipitantes, sendo eles: acetona,
acetonitrila e metanol puros, com adi¢do de acido férmico 0,1% (v/v) ou hidroxido de

amoénio 0,1% (v/v).

O teste foi feito em triplicata e, para o preparo de cada amostra partiu-se de 50 pL
de plasma (contendo 50 ng/mL de cada um dos analitos) em microtubo de plastico
de 1,5 mL. Em seguida, adicionaram-se 20 uL da solugdo contendo o Pl e agitou-se
em vortex por 15 segundos. Acrescentaram-se 100 yL do solvente precipitante e
homogeneizou-se em agitador do tipo vortex por 60 segundos. Centrifugou-se a

amostra durante 5 minutos a 9400 x g e 4 °C, retirou-se o sobrenadante e transferiu-
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se para outro microtubo de 1,5 mL. Evaporou-se o solvente em concentrador de
amostras, ressuspenderam-se os analitos em 50 yL de fase movel (mistura de
acetonitrila e solugdo aquosa de acido formico 0,1% v/v na proporgao de 30:70 v/v),
agitou-se em vortex por 30 segundos e transferiu-se para vial. Apds analise das
amostras pelo método por HPLC-MS/MS otimizado, investigaram-se os resultados
por ANOVA (testes F e Tukey). A escolha do agente precipitante foi baseada nos

valores de area média sob o pico dos analitos.

A otimizacao das variaveis quantitativas referentes a etapa de PPT, foi realizada por
um planejamento composto central (CCD, em inglés central composite design). As
variaveis independentes escolhidas para compor o planejamento foram: volume da
amostra (X1), proporgéao entre volume do solvente precipitante e volume da amostra

(X2) e tempo de agitagao (Xs). Os niveis avaliados sdo apresentados na Tabela 34.

Tabela 34 — Variaveis e seus niveis empregadas para a otimizacédo da etapa de PPT.

L . Niveis
Variavel (Xi) 1 0 e
Volume da amostra (uL) (X1) 50 75 100
Vsp | Vamostra (X2) 2 3 4
Tempo de agitacao (s) (Xa) 30 45 60

Legenda: SP = Solug&o precipitante - acetonitrila com hidroxido de amonio 0,1% (v/v); V = volume.

As amostras foram preparadas de maneira a reproduzir a matriz experimental do
CCD, com trés pontos centrais, totalizando 11 experimentos, os quais foram
realizados de maneira aleatéria. As variaveis dependentes (respostas) avaliadas
foram as recuperagdes dos analitos obtidas em cada experimento, utilizando-se a

seguinte equacao:

Recuperacgéao (%) = (concentragao experimental / concentracao tedrica) x 100

A concentracao tedrica foi determinada por meio do preparo de amostra partindo de
diferentes volumes de plasma branco (50, 75 e 100 uL), utilizagdo do dobro de
solvente precipitante e 30 segundos de agitacdo. A ressuspensao foi feita com

solugdes nas concentracoes tedricas finais dos analitos.
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Os resultados de recuperagdo obtidos foram analisados utilizando-se software
Design Expert®. Entdo, os modelos matematicos gerados para cada analito foram
avaliados por ANOVA e, aqueles analitos cujos modelos apresentaram regresséo
significativa (p<0,05) e ndo apresentaram falta de ajuste (p>0,05), foram os
selecionados para determinacdo da desejabilidade. Dessa forma, foi possivel

estabelecer as condigdes 6timas para a etapa de precipitagao de proteinas.

Posteriormente, otimizou-se, de forma sequencial e univariada, os parametros que
influenciam na DLLME, sendo eles: pH, concentragao, forga ibnica e volume da fase
aquosa, tipo e volume de solvente extrator, tipo e volume de solvente dispersante e

tempo de agitacao.

Durante esses testes, as amostras foram preparadas em triplicata da seguinte
maneira: pipetaram-se 100 uL da amostra de plasma (fortificado com 50 ng/mL dos
analitos), que foram transferidos para microtubo de plastico de 1,5 mL. Adicionaram-
se 40 uL de solugéo de PI e agitou-se em vortex por 15 segundos. Acrescentou-se 0
volume do solvente dispersante correspondente e homogeneizou-se em agitador do
tipo vortex por 30 segundos. Centrifugou-se a amostra durante 5 minutos a 9400 x g
e 4 °C e transferiu-se o sobrenadante para outro microtubo de 1,5 mL. Adicionou-se
volume correspondente do solvente extrator ao microtubo contendo o sobrenadante
da etapa de PPT. Aspirou-se o conteudo desse microtubo com uma seringa de 1 mL
e o mesmo foi adicionado rapidamente em um microtubo de 2 mL contendo o
tampao correspondente. Agitou-se em vortex por tempo correspondente,
centrifugou-se por 5 minutos a 9400 x g e 4 °C e aspirou-se o sedimento (fase
extratora, situada na parte inferior do microtubo) com a mesma seringa de 1 mL.
Transferiu-se para um microtubo de plastico de 1,5 mL e evaporou-se o solvente em
concentrador de amostras. Ressuspendeu-se os analitos com 50 yL de fase movel,
agitou-se em voértex durante 30 segundos, transferiu-se para vial e injetou-se no
sistema HPLC-MS/MS.

Os resultados de area média sob os picos obtida para cada analito foi plotada em
graficos em fungéo da condigcéo avaliada. A escolha da melhor condigéo foi realizada
por meio da analise desses graficos, priorizando-se a condi¢do que proporcionou

maior area sob o pico dos analitos.
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Por fim, os Pl a serem utilizados no método bioanalitico foram escolhidos por meio
da realizagdo do preparo de amostra em quintuplicata, utilizando-se uma mistura
contendo cinco potenciais Pl (SLD d-8, VERA, propranolol, carvedilol e diazepam). O
teste foi realizado em quintuplicata e os Pl definidos foram aqueles que

proporcionaram menores valores de DPR entre as areas dos analitos.

5.2 Validagao do método bioanalitico

O método bioanalitico desenvolvido foi validado de acordo com as recomendagdes
presentes na Resolugdo RDC n° 27 de 17 de maio de 2012 (ANVISA) (BRASIL,
2012), no Guia de Validagdo de Métodos Bioanaliticos da European Medicines
Agency (EMA) — Guideline on bioanalytical method validation (EMA, 2011) e no Guia
proveniente do FDA - Bioanalytical Method Validation Guidance for Industry (FDA,
2018). Foram avaliados os parametros seletividade, efeito residual, efeito matriz,
linearidade da faixa de trabalho, precisdo, exatidao, recuperacio e estabilidade dos
analitos. Os calculos foram procedidos com auxilio dos softwares Microsoft Excel® e
MultiQuant®.

Antes de iniciar a validagcdo, prepararam-se solu¢des estoque dos analitos em
metanol e, a partir dessas, foram produzidas solucbes de concentragdes
intermediarias, utilizando-se também metanol como solvente, para serem
adicionadas ao plasma branco, de modo a obter as concentragcdes necessarias para
a construcdo da curva de calibragdo em plasma e dos controles de qualidade.
Separadamente, foi preparada uma solucdo metandlica contendo os padroes
internos (VERA a 52,5 ng/mL e SLD d-8 a 250 ng/mL). O volume de solugao
metandlica adicionado foi de, no maximo, 5% do volume de plasma utilizado, com o

objetivo de minimizar alteragbes da matriz bioldgica.

5.2.1 Seletividade

A seletividade do método bioanalitico foi verificada analisando-se seis amostras
provenientes de fontes distintas, sendo quatro amostras de plasma normal, uma
amostra de plasma hemolisado e uma amostra de plasma lipémico (proveniente de

coleta pos prandial), todas sem adigao de analito e PI.
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Os cromatogramas obtidos com essas amostras de plasma branco foram
comparados com aqueles provenientes das amostras extraidas na concentragéo do
limite inferior de quantificagdo (LIQ). A presenga de picos interferentes préximo ao
tempo de retencéo dos analitos foi aceita apenas quando apresentavam area inferior
a 20% da resposta do analito nas amostras do LIQ. Quanto aos PI, as respostas dos
picos interferentes deveriam ser inferiores a 5% da resposta dos Pl nas respectivas

concentracdes de trabalho.

5.2.2 Efeito residual

Para a avaliagdo do efeito residual foram preparadas uma amostra de plasma
branco, uma amostra de plasma contendo os farmacos na concentragado do limite
superior de quantificagcdo (LSQ) e uma amostra contendo os farmacos na

concentracao do LIQ.

Posteriormente, foi injetado no cromatégrafo a amostra branco, seguida pela injegao
da amostra de LSQ e, em sequéncia injetou-se duas vezes a amostra branco
novamente. Por fim, a amostra de LIQ foi injetada. As areas sob os picos dos
cromatogramas das amostras de plasma branco foram comparadas com aquelas

obtidas a partir de amostras extraidas de LIQ.

Para que o efeito residual ndo comprometa a precisdo e exatiddo do método, a
presenca de interferentes nos tempos de retencdo dos analitos de interesse so é
aceita quando a area sob os picos interferentes é inferior a 20% das areas dos

analitos no LIQ e a 5% das areas dos PI.

5.2.3 Efeito matriz

A avaliacdo do efeito matriz foi realizada para o procedimento de preparo de
amostra otimizado por DLLME e também para a etapa que compreende apenas o
preparo de amostra por PPT. Em ambas as analises foram utilizadas oito amostras
de plasma branco de voluntarios diferentes, sendo quatro de plasma normal, duas

de plasma hemolisado e duas de plasma lipémico.
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Foi necessario primeiramente preparar solugbes contendo os analitos e Pl em
diluente constituido por mistura de acetonitrila e agua (30:70 v/v) nas concentragdes
referentes ao controle de qualidade de baixa concentragdo (CQB) e controle de
qualidade de alta concentragdo (CQA). Parte dessas solug¢des foi transferida para
vial e outra parte foi utilizada para a ressuspensao das amostras de plasma branco,

conforme descrito a seguir.

O efeito matriz do procedimento de preparo de amostra por DLLME, foi avaliado
utilizando-se 100 yL de cada amostra de plasma branco e adicionando-se, em
seguida, 40 pyL de metanol. A extragao de cada amostra prosseguiu-se conforme o
método otimizado (item 6.1.4, pagina 171). Apds evaporagdo em concentrador de
amostras, ressuspenderam-se o residuo com as solugdes contendo os analitos e PI

nas concentragdes do CQB e do CQA, separadamente, e transferiu-se para vials.

Na avaliagcao do efeito matriz do procedimento de preparo de amostra por PPT, a
100 uL de cada amostra de plasma branco, adicionaram-se 40 yL de metanol e
agitou-se em vortex por 15 segundos. Em seguida adicionaram-se 200 pL de
acetonitrila com hidréxido de aménio 0,1% (v/v) e homogeneizou-se em vortex por
30 segundos. As amostras foram entdo centrifugadas durante 5 minutos a 9400 x g
e 4 °C. O sobrenadante foi transferido para um microtubo de 1,5 mL e evaporado em
concentrador de amostras. Apds evaporacdo em concentrador de amostras,
adicionaram-se 50 pL das solugdes contendo os analitos e Pl nas concentragcdes do
CQB e do CQA, separadamente. Agitou-se em vortex durante 30 segundos e

transferiu-se para vials.

As solugdes de CQB e CQA, assim como as amostras provenientes das extracoes
dos plasmas brancos (por DLLME e por PPT), foram injetadas no sistema HPLC-
MS/MS. Para cada uma das amostras foi obtido o fator de matriz normalizado por PI

(FMN), conforme a seguinte equacéao:

Resposta do analito em matriz /Resposta do Pl em matriz

FMN =
Resposta do analito em solucdo/Resposta do PI em solucio
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Em seguida, determinou-se o DPR ou coeficiente de variagdo (CV) dos FMNs
referentes a todas as oito amostras. O valor obtido para os DPR deve ser inferior a

15% para todos os analitos nos dois niveis de concentragao avaliados.

5.2.4 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada por meio da construcdo de trés curvas de
calibracdo contendo oito concentracdes distintas dos analitos em trés dias diferentes
de analise. Em cada um dos dias, foram realizadas extragdes de duas amostras
branco (plasma branco sem adi¢cao dos Pl), duas amostras zero (plasma branco com
a adigao dos Pl na concentragéo de trabalho) e duas amostras de cada um dos oito
niveis de concentragcdo dos analitos. Adicionalmente, para verificagdo da precisado e
exatiddo do método, foram extraidas amostras, em quintuplicata, referentes aos
controles de qualidade: controle de qualidade do limite inferior de quantificacédo
(CQLIQ), CQB (correspondente a trés vezes a concentragado do LIQ), controle de
qualidade de meédia concentragcdo (CQM, correspondente a concentragdo meédia
entre o LIQ e LSQ), CQA (correspondente a 80% do LSQ) e controle de qualidade
de diluicao (CQD, correspondendo a concentragcdo acima do LSQ). No presente

estudo, o CQD foi diluido na proporgao de 1:4 por meio da adigao de plasma branco.

Os niveis de concentragao para a construcido da curva de calibracdo, bem como dos

controles de qualidade enriquecidos, sao apresentados na Tabela 35.

Tabela 35 — Concentragdes dos analitos nas amostras de plasma enriquecidas para avaliagao
da linearidade, precisao e exatidao do método.

Concentracdo em plasma (ng/mL)

Amostra ANLO BUM  DGX DTZ N-DMS NIF SLD TAD VAR
Nivel 1/LIQ 1,0 5,0 0,7 5,0 1,0 5.0 5.0 5,0 25,0
Nivel 2 25 10,0 1,0 10,0 5,0 10,0 10,0 10,0 50,0
Nivel 3 5,0 25,0 2,5 50,0 10,0 25,0 50,0 50,0 75,0
Nivel 4 10,0 50,0 5,0 100,0 25,0 50,0  100,0  100,0  100,0
Nivel 5 25,0 75,0 7,5 250,0 50,0 750  250,0  250,0  250,0
Nivel 6 50,0 100,0 10,0  500,0  100,0 100,0  500,0  500,0  500,0
Nivel 7 75.0 250,0 250  750,0  250,0 250,0 750,0  750,0  750,0
Nivel 8/LSQ  100,0  500,0 30,0 1000,0 500,0 500,0 1000,0 1000,0  1000,0
cQB 3,0 15,0 2.1 15,0 3,0 15,0 15,0 15,0 75,0
cam 50,0 250,0 150  500,0  250,0 250,0 500,0  500,0  500,0
CQA 80,0 400,0 24,0  800,0  400,0 4000 8000  800,0  800,0
caD - - - 1500,0 ] - - : 3000,0

Legenda: LIQ: limite inferior de quantificagdo; LSQ: limite superior de quantificagdo; CQB: controle de
qualidade de baixa concentragao; CQM: controle de qualidade de média concentragdo; CQA: controle de
qualidade de alta concentracao; CQD: controle de qualidade de diluicao.
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A concentragao de cada ponto da curva foi calculada considerando a razao entre a
area dos analitos e a area dos respectivos Pl, ou seja, as areas sob os picos de
ANLO, BUM, DGX, DTZ, N-DMS, NIF, TAD e VAR foram normalizadas pela area de
VERA e as areas sob o pico de SLD foi normalizada pela area de SLD d-8.
Construiram-se, entdo, as trés curvas de calibragdo, priorizando-se o modelo
matematico mais simples e o fator de ponderagdo com o menor valor para a soma
dos erros relativos das concentragdes nominais versus os valores calculados pela
equacéao da curva, quando a variancia do erro nao foi constante em toda a faixa de

trabalho.

Para a avaliagcdo da curva de calibracdo, foram considerados os desvios das
concentracdes calculadas em relagdo as concentragdes nominais para cada ponto.
O desvio maximo permitido para os padroes do LIQ foi de 20% e, para os demais
niveis de concentragao foi de 15%. A curva de calibragdo deve possuir, no minimo,
75% dos pontos com desvios inferiores aos descritos e seis padrbes de
concentracdes diferentes, incluindo o LIQ e o LSQ em conformidade com os desvios

permitidos.

5.2.5 Precisao e exatidao

A precisao e exatidao intracorrida (em uma mesma corrida) e intercorridas (em trés
dias de analise) foram avaliadas simultaneamente a determinacao da linearidade da
faixa de trabalho, por meio da analise de amostras de plasma em cinco
concentragdes referentes ao LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD, em quintuplicata, apés a

injecdo das amostras da curva de calibragao.

A precisao foi determinada por meio do célculo do DPR, com base em todos os
valores obtidos. Os valores de DPR devem ser menores que 15%, exceto para o

CQLIQ, para o qual sdo admitidos valores menores ou iguais a 20%.

A exatidao foi expressa pelo erro padrao relativo (EPR), com base em todos os

valores obtidos, conforme a seguinte equacéo:



136

(Concentracdo média experimental — Valor nominal) x 100

EPR (%) =
(%) Valor nominal

S&o aceitaveis valores de EPR na faixa de + 20% do valor nominal para o CQLIQ e

15% para as demais amostras de controle de qualidade (CQ).

5.2.6 Recuperacao

Para a verificagcdo da recuperagdo, a qual é recomendada apenas no Guia
proveniente do FDA - Bioanalytical Method Validation Guidance for Industry (FDA,
2018), primeiramente prepararam-se solu¢des contendo os analitos e Pl em diluente
constituido por mistura de acetonitrila e agua (30:70 v/v) nas concentragdes de CQB,
CQM e CQA.

Em seguida, extrairam-se amostras de plasma branco e, ao final ressuspendeu-se o
residuo com as solugdes contendo os analitos e Pl nas concentragdes referentes a
CQB, CQM e CQA separadamente, de maneira a obter quintuplicata de cada
concentragao. Esse preparo representa 100% de recuperagdo. Entdo comparou-se

com as areas das amostras dos CQs extraidas e analisadas no mesmo dia.

Nao € exigido que a recuperacao seja de 100%, mas a extensao da recuperagao de

um analito e dos Pl deve ser constante e precisa (FDA, 2018).

5.2.7 Estabilidade dos analitos em plasma humano

Avaliou-se a estabilidade dos analitos por meio dos estudos de estabilidade apds
ciclos de congelamento e descongelamento (ECC), estabilidade de curta duragao
(ECD), estabilidade de longa duragdo (ELD) e estabilidade pds-processamento
(EPP), levando-se em consideragdo o tempo necessario para o armazenamento,
preparo e analise das amostras em estudo, assim como as temperaturas de

armazenamento utilizadas.

Determinaram-se o EPR e o DPR para as amostras de estabilidade. Os desvios

entre as concentragdes obtidas nas amostras de estabilidade devem ser inferiores a
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15%, quando essas amostras forem comparadas com o valor de concentragédo

nominal.

Para o estudo da ECC, as amostras de plasma branco fortificado com os analitos
nas concentragdes de CQB e CQA foram inicialmente congeladas em ultrafreezer a

-70 °C (mesma temperatura utilizada no armazenamento das amostras reais). Apos
24 h essas amostras foram mantidas a temperatura ambiente até que se
encontrassem completamente descongeladas. Em seguida, foram novamente
transferidas para ultrafreezer a 70 °C negativos, onde permaneceram por 24 h. Os
ciclos de descongelamento e congelamento sucederam-se até que foram

completados trés ciclos, quando entido, as amostras foram extraidas e analisadas.

As amostras do estudo de ECD foram mantidas em temperatura ambiente durante
quatro horas antes de serem extraidas e analisadas, periodo de tempo superior ao
que as amostras poderiam ser mantidas nas mesmas condi¢cdes antes do inicio do

preparo de amostra.

Para verificar a ELD, as amostras foram processadas e analisadas apds serem

armazenadas em ultrafreezer a 70 °C negativos por 30 dias.

A EPP foi demonstrada por meio da re-analise de amostras previamente analisadas,
armazenadas no amostrador automatico do cromatégrafo a 6 °C durante 30 horas,
para simular o intervalo de tempo compreendido entre o término de preparo das

amostras e o final da corrida analitica mais longa.

5.3 Analise de amostras reais

O método foi aplicado para a determinacdo da concentragcdo plasmatica dos
farmacos presentes nas amostras de 10 pacientes voluntarios, pertencentes a um
grupo que recebia atendimento no Servico de Anticoagulacdo, Hematologia e
Oncologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais. A
analise das amostras provenientes de cada voluntario foi feita em triplicata, seguindo

o método bioanalitico desenvolvido, otimizado e validado.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Desenvolvimento do método bioanalitico

6.1.1 Determinacao dos parametros espectrométricos

A primeira etapa da otimizagdo consistiu em obter os espectros de varredura dos
ions precursores e comparar as intensidades dos sinais desses ions obtidos nos
modos positivo e negativo de ionizagdo. O modo positivo de ionizagdo normalmente
€ utilizado para analise de substancias que possuem grupos funcionais basicos
(aminas, amidas e ésteres), devido a facilidade de protonacdo, enquanto que
substancias contendo fung¢des acidas (acidos carboxilicos e fendis), sdo analisadas
geralmente no modo negativo, por serem mais facilmente desprotonadas. Dessa
forma, conforme o esperado, uma vez que os analitos de interesse possuem
grupamentos basicos em suas estruturas, as intensidades dos sinais dos ions
precursores, no modo positivo de ionizagdo, foram superiores as intensidades dos
ions precursores no modo negativo. Assim, para garantir maior detectabilidade ao

método, optou-se por utilizar o modo positivo de ionizagao (ESI(+)).

Os ions precursores provenientes da ionizacdo no modo positivo foram
fragmentados, gerando assim os ions produto. A partir dos resultados obtidos, foram
escolhidas as transicdes de massas de quantificacdo e de confirmagao para cada

analito, que estdo apresentadas na Tabela 36.

Encontram-se também na Tabela 36, os valores otimizados de DP, CE e CXP, os
quais foram determinados de forma automatizada pelo espectrémetro de massas e
seu software Analyst, a partir da infusdo direta de uma solugdo mistura contendo

todos os analitos na concentragcéo de 50 ng/mL.
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Tabela 36 — Transi¢coes de massas monitoradas e valores de Dwell Time, DP, CE e CXP

otimizados.
Massa Transigoes de massas de

Analito exata quantificagao (Q) e _DweII DP (V) CE (V) CXP

- = Time (ms) (V)
(g/mol) confirmagao (C)

409 — 238 (Q) 15 10
ANLO 408,1452 409 —> 294 (C) 63 66 13 10
365 — 240 (Q) 23 14
BUM 364,1093 365 > 284 (C) 86 65 19 12
781 —» 651 (Q) 15 24
DGX 780,4296 781 - 391 (C) 63 67 23 16
415 — 310 (Q) 29 18
DTz 414,1613 415 > 370 (C) 58 64 35 18
) 461 — 283 (Q) 49 12
N-DMS 460,1893 461 > 85 (C) 76 80 47 10
347 —» 315 (Q) 11 16
NIF 346,1165 347 > 254 (C) 82 56 o5 14
475 — 283 (Q) 51 16
SLD 474,2049 475 - 100 (C) 71 71 37 16
390 — 268 (Q) 19 12
TAD 389,1376 390 —> 169 (C) 80 66 75 12
309 —» 163 (Q) 21 10
VAR 308,1049 309 _» 251 (C) 86 77 57 8
) 483 — 62 (Q) 99 10
SLD d-8 482,2551 483 > 108 (C) 71 45 37 16
455 —» 165 (Q) 37 14
VERA 454,2831 455 —» 150 (C) 76 141 45 16

As transicbes de massas de quantificacdo e confirmacgao escolhidas foram aquelas
que proporcionaram sinais analiticos de maior intensidade. Entretanto, no caso do
DTZ, foi necessario escolher transicbes de massas menos intensas, para que se
conseguisse alcangar o limite superior de quantificagdo (LSQ) adequado, sem que
ocorresse saturacao do detector. Os espectros de massas de fragmentagao obtidos
para todos os analitos sdo apresentados nas Figuras 24 a 34. Foram mostradas as
estruturas quimicas ou fragmentagdes para formacgéo dos ions produto monitorados
(ACENA et al., 2014; EICHHORN et al., 2012; GRATZ; GAMBLE; FLURER, 2006;
NIESSEN, 2011; HANDA; SINGH; SINGH, 2014; JAHN et al., 2011; LI et al., 2010;
RAVI et al., 2020; REGALADO et al., 2013; SANZ-NEBOT et al., 2001).
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Figura 24 - Espectro obtido apés fragmentagdo do ion precursor m/z 409, proveniente da
ionizagao no modo positivo do anlodipino (ANLO).
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Figura 25 - Espectro obtido apés fragmentagio do ion precursor m/z 365, proveniente da
ionizagao no modo positivo da bumetanida (BUM).
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Figura 26 - Espectro obtido apés fragmentagao do ion precursor m/z 781, proveniente da

ionizagao no modo positivo da digoxina (DGX).
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Figura 27 - Espectro obtido apés fragmentagao do ion precursor m/z 415, proveniente da
ionizagdo no modo positivo do diltiazem (DTZ).
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Figura 28 - Espectro obtido apés fragmentagao do ion precursor m/z 461, proveniente da

ionizagao no modo positivo do N-desmetil sildenafila (N-DMS).
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Figura 29 - Espectro obtido apés fragmentacao do ion precursor m/z 347, proveniente da

ionizagdao no modo positivo do nifedipino (NIF).
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Figura 30 - Espectro obtido apés fragmentagao do ion precursor m/z 475, proveniente da
ionizagdo no modo positivo do sildenafila (SLD).
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Figura 31 - Espectro obtido apés fragmentagio do ion precursor m/z 390, proveniente da
ionizagao no modo positivo da tadalafila (TAD).
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Figura 32 - Espectro obtido apés fragmentagao do ion precursor m/z 309, proveniente da
ionizagao no modo positivo da varfarina (VAR).
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Figura 33 - Espectro obtido apés fragmentacio do ion precursor m/z 483, proveniente da
ionizagao no modo positivo do sildenafila d-8 (SLD d-8).
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Figura 34 - Espectro obtido apés fragmentagao do ion precursor m/z 455, proveniente da
ionizagao no modo positivo do verapamil (VERA).
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Para a otimizacado dos parametros da fonte por FIA, utilizou-se uma solugao de DGX
a 10 ng/mL em mistura de metanol e agua 50:50 (v/v). A escolha da DGX nessa
etapa se deu pelo fato de ela ter sido o analito que apresentou menor intensidade de
sinal durante as etapas de otimizacdo anteriores. Além disso, dentre os farmacos
analisados, ela é o que possui menor Cmax €, portanto, € necessario obter um LIQ
menor para ela. Os parametros de ionizacdo da fonte otimizados séo apresentados
na Tabela 37.

Tabela 37 — Pardmetros de ionizagao da fonte otimizados por FIA.

Voltagem do Counter gas Sc?lissgi Temperatura da GS1 GS2
capilar (V) (psi) (nivel) fonte (°C) (psi) (psi)
5000 20 médio 550 45 45

6.1.2 Otimizacao das condicoes cromatograficas

A primeira etapa do desenvolvimento do método cromatografico consistiu na
definicdo da fase mével. Para isso, foram testados diferentes eluentes aquosos,
como solugao aquosa de acido formico 0,01%, 0,05% e 0,1% (v/v); solugdo aquosa

de acido férmico 0,1% (v/v) com formiato de aménio 5 mM; solugdo aquosa de
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acetato de aménio 5 mM e 10 mM pH 5,5 e solugao aquosa de formiato de aménio 5

mM e 10 mM pH 4,0. Como eluente orgéanico testaram-se acetonitrila e metanol.

Uma vez que o método deve apresentar detectabilidade suficiente para quantificar
os analitos em plasma humano, optou-se por utilizar fase moével constituida por
solugado aquosa de acido formico 0,1% (v/v) e acetonitrila, uma vez que foi a que

proporcionou maiores valores de razao sinal/ruido para todos os analitos.

Quanto a escolha da coluna cromatografica a ser utilizada, observou-se que colunas
particuladas como as colunas cromatograficas Phenomenex Synergi Fusion C1s (50
x 2,0 mm, 4 ym) e Phenomenex Synergi Hydro C1s (50 x 2,0 mm, 4 ym) levaram a
formacao de significativo efeito residual (carry over) para alguns analitos, como DTZ,
SLD e TAD. O efeito residual, também conhecido como carry over, refere-se ao
aparecimento ou aumento do sinal do analito devido a contaminacéo proveniente de
amostras analisadas anteriormente. E frequentemente observado com compostos
basicos, uma vez que os mesmos podem ser adsorvidos aos silandis residuais
presentes na fase estacionaria, ficando mais fortemente retidos e ndao sendo eluidos
durante aquela corrida cromatografica. O efeito residual pode ser fonte de
imprecisao e inexatiddo do método cromatografico e, por isso, precisa ser eliminado
(SAKAMAKI et al., 2015).

Dessa forma, para tentar solucionar esse problema, além de testar diferentes
gradientes com forga eluente maior, optou-se por testar uma coluna monolitica, a
Phenomenex Onyx Monolithic C1s (100 x 4,6 mm), a qual eliminou o efeito residual e
proporcionou picos com formato guaussiano. Ademais, ao injetar cinco vezes
consecutivas a mesma solugao, demonstrou reprodutibilidade dos tempos de

retencao e das area sob os picos dos analitos.

A fase monolitica € um meio continuo de separagao (fase ou suporte contendo uma
"particula unica"), comumente em formato cilindrico. Possui uma estrutura sélida e
altamente porosa, de pequenos dominios e canais relativamente grandes, que
fornecem altas permeabilidade e eficiéncia cromatografica (FARIA et al., 2006). A
utilizacao dessa fase foi benéfica para solucionar o problema de carry over, que

ocorre comumente em métodos cromatograficos.
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Outro problema que deve ser contornado durante o desenvolvimento de um método
bioanalitico por HPLC-MS/MS, é a eliminagdo do efeito matriz, o qual acontece
devido a coeluicdo de componentes da matriz com os analitos de interesse,
interferindo dessa forma, na eficiéncia de ionizacdo da fonte ESI, podendo provocar
efeitos de supressao ou indugéo iénica. Muitos mecanismos ja foram propostos, mas
acredita-se que ocorre pela presenca de substancias nao volateis ou solutos menos
volateis que mudam a eficiéncia da formagao de goticulas ou a evaporacédo, o que
por sua vez, afeta a quantidade de ions carregados na fase gasosa que finalmente
atinge o detector. Dentre as hipoteses descritas, uma delas € que o composto
enddégeno pode competir com os analitos pela carga ou pelo acesso a superficie das
goticulas para a transferéncia para a fase gasosa. Outra hipdétese considera os
efeitos de um aumento na viscosidade e tensdo superficial das goticulas provocada
pelos compostos interferentes, reduzindo a evaporagado do solvente e a habilidade
do analito em atingir a fase gasosa (EECKHAUT et al., 2009; KING et al., 2000;
TAYLOR, 2005).

Grande parte das impurezas do plasma apresentam caracteristicas polares e, dessa
forma, possuem menor retencdo quando se utiliza coluna cromatografica de fase
reversa, sendo entdo eluidos em menor tempo. Por isso, testaram-se diversos
gradientes, alterando-se as proporg¢des dos eluentes aquoso e orgéanico ao longo do
tempo, com o objetivo de se obter um fator de retencdo superior a 1,5 (para que
ocorresse uma separacao adequada entre os interferentes endégenos e os analitos

de interesse) e, ao mesmo tempo, garantir um tempo de corrida mais curto.

O gradiente definitivo (Tabela 33, pagina 127) proporcionou tempo de retencdo do
primeiro analito (N-DMS) de 4,97 minutos e fator de retencédo de 1,99. Para o re-
equilibrio da coluna, testaram-se os tempos de dois a oito minutos e, concluiu-se
que cinco minutos eram suficientes para garantir tempos de retengao reprodutiveis
para todos os analitos. Os tempos de retencao e respectivos DPR para todos os

analitos sao apresentados na Tabela 38.

Observa-se que os analitos eluem com tempos de retencdo que variam entre 4,97 e
6,32 minutos. Ao utilizar a deteccido por espectrometria de massas, cada analito é

monitorado por uma transicdo de massa distinta, ndo sendo necessario, portanto,
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obter separacado a nivel de linha de base entre os picos cromatograficos, o que

proporcionou um método de analise rapido.

Tabela 38 — Tempos de retengdao médios obtidos para os 11 analitos utilizando-se as condicdes
cromatograficas otimizadas.
Tempo de retencgao (tr)

Analito (média + DPR)
ANLO 5,33+ 0,11
BUM 6,11+ 0,09
DGX 5,18 + 0,11
DTZ 5,24 + 0,11
N-DMS 4.97 + 0,20
NIF 6.19 + 0,09
SLD 5,04 +0.11
TAD 5,85+ 0.17
VAR 6.32 + 0,09
SLD d-8 5,02 +0.12
VERA 5,36 + 0,00

Outro importante parametro a ser otimizado em métodos por HPLC-MS/MS ¢é o
Dwell Time. Um valor ideal de Dwell Time produz um pico cromatografico com 15 a
20 pontos (SCIEX, MN.ST.004 rev.02). Para definir o Dwell Time para cada transicéao
monitorada, utilizou-se a equacao apresentada no item 5.1.2, (pagina 126) e um
valor ideal de pontos igual a 15. Os valores de Dwell Time definitivos sao

apresentados na Tabela 36 (pagina 139).

Por fim, avaliou-se a ocorréncia de crosstalk, o qual pode ser observado quando se
utiliza o método de monitoramento de reag¢des multiplas (MRM) e os ions do
fragmento de uma transicdo monitorada sao verificados durante a detec¢gdo de uma
outra transicdo. Esse fenOmeno geralmente ocorre, pois 0s ions nao sao
completamente eliminados da regido da célula de colisdo quando a proxima
transicdo comeca a ser monitorada. Esses ions sdo, consequentemente, associados
a transicao errada. Dessa forma, métodos por HPLC-MS/MS rapidos, com limites de
quantificagdo muito baixos, ampla faixa de quantificagdo, principalmente, quando
sao usados Pl de isétopos deuterados e ocorre co-eluicdo de analitos que tém o
mesmo ion produto, podem ser afetados pela ocorréncia de crosstalk. Esse efeito
pode ser eliminado definindo-se um atraso apropriado (tempo de pausa) entre as
transicdes monitoradas, longo o suficiente para limpar todos os ions do sistema
(MORIN et al., 2011).
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Considerando-se que os analitos N-DMS, SLD e SLD d-8 apresentam tempos de
retengdo, estruturas quimicas muito parecidas e, que, a partir de todos os ions
precursores analisados, foram formados os ions produto de razdo m/z 283; 311 e
299, como pode ser observado nos espectros de fragmentacao (Figuras 28, 30 e
33, paginas 142-144), realizou-se o teste para averiguar a existéncia de crosstalk,
que poderia interferir na precisdo dos resultados, conforme descrito no item 5.1.2
(pagina 128). Foi utilizado um tempo de pausa (intervalo de tempo entre transigbes
monitoradas) de 5 milissegundos. Ao analisar o cromatograma da solugdo contendo
apenas SLD, observou-se que os sinais referentes as transigdes monitoradas para
N-DMS e SLD d-8 apresentaram o mesmo aspecto daqueles observados quando se
injetou a solugao branco. Sendo assim, pode-se concluir que ndo ocorre crosstalk na
determinacdo desses analitos, ou seja, ndo ha interferéncias no monitoramento de

transicbes de massas que apresentam o mesmo ion produto.

Na Figura 35 encontra-se o cromatograma obtido com a utilizagdo das condigbes
cromatograficas e do gradiente do método otimizados, os quais estdo descritos nas

Tabelas 32 e 33 (pagina 127), respectivamente.

Figura 35 — Cromatograma obtido a partir das condigcdes cromatograficas otimizadas para a
determinacgao simultanea de ANLO, BUM, DGX, DTZ, N-DMS, NIF, SLD, TAD, VAR utilizando
SLD d-8 e VERA como PI.
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O cromatograma foi obtido apds extragdo de uma amostra de plasma branco fortificada com os
analitos na concentragéo correspondente ao nivel 5 da curva de calibragédo (Tabela 35, pagina 134).
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6.1.3 Otimizacao da etapa de preparo de amostra

A ultima etapa do desenvolvimento do método bioanalitico consistiu em determinar
0s parametros para extracido dos analitos do plasma, de modo a obter um método
eficaz, reprodutivel e que fornega solugdes finais mais limpas quanto for possivel.
Além disso, foi priorizada a utilizagdo de uma técnica miniaturizada, a DLLME, na

qual sdo empregados pequenos volumes de amostra e de solvente.

Duas ou mais técnicas de preparo de amostra associadas sado frequentemente
utilizadas quando se deseja aumentar a eficacia da extracdo. Conforme descrito na
revisdo publicada por Saraji e Boroujeni (2014), dentre as estratégias para melhorar
a seletividade e a capacidade de limpeza da DLLME, muitos estudos descrevem a
realizacdo de uma etapa prévia de PPT com um solvente adequado que,

posteriormente atuara como dispersante na DLLME.

Dessa forma, optou-se por realizar uma etapa de limpeza prévia da amostra por
meio do emprego da PPT, e o sobrenadante resultante foi usado como dispersante
na etapa subsequente da DLLME. Essa mesma sequéncia de procedimentos de
preparo de amostra foi realizada no estudo descrito por Jouyban e colaboradores
(2015), os quais desenvolveram um método por HPLC-UV para quantificagdo de

cinco farmacos antiarritmicos em plasma humano.

A analise estatistica do experimento univariado realizado para definir o melhor
agente precipitante levou a escolha de acetonitrila com hidroxido de aménio 0,1%
(v/v), uma vez que esse solvente promoveu maiores valores de area sob o pico, ou

seja, maior recuperagao, para a maioria dos analitos.

Ap0ds a realizagao do CCD para a otimizacao das variaveis quantitativas referentes a
PPT, as recuperacgdes obtidas os analito em cada um dos experimentos foram
inseridos no software Design Expert® e procedeu-se a interpretagédo dos resultados.
Nao houve falta de ajuste ao modelo linear para nenhum dos analitos. Para os
analitos ANLO, BUM, DTZ e TAD a regresséao do modelo matematico proposto foi
significativa e entdo foram obtidas as suas superficies de resposta. Nas superficies

de resposta apresentadas na Figura 26, foram plotadas as interagdes das variaveis
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que apresentaram efeito secundario mais significativo, enquanto a terceira variavel

foi fixada em seu nivel central.

Figura 36 — Superficies de resposta obtidas para recuperag¢ao de ANLO (A), BUM (B), TAD (C) e
DTZ (D) durante a otimizacado da etapa de PPT usando planejamento CCD.
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Ao analisar a Figura 36A, verifica-se que uma maior recuperagcdo do ANLO é
alcangcada quando € utilizado um menor volume de amostra e maior volume de
solvente precipitante. Ja para a BUM (Figura 36B), a recuperagédo aumenta com a
utilizacdo de uma menor propor¢cao de volume do solvente extrator e menores
tempos de agitagdo. A recuperagdo de TAD (Figura 36C) € maximizada com a
utilizacdo de menores volumes de solvente extrator e menor tempo de agitagdo. Por
fim, para o DTZ (Figura 36D), recuperagbes superiores sao obtidas com uso de um
menor volume de amostra e maiores volumes de solvente extrator. Uma vez que,
para cada farmaco analisado ocorreu o direcionamento para condicbes o6timas
distintas, optou-se por utilizar a fungao desejabilidade, visando uma condi¢ao 6tima

que proporcionasse a maximizagao das recuperagdes de todos simultaneamente.
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Os resultados obtidos para uma desejabilidade de 0,802, ou seja, os valores
considerados oOtimos para maximizar a recuperagdo dos analitos, consistiram na
utilizacdo de 100 pL de amostra (plasma), 200 pL do solvente precipitante
(acetonitrila com hidréxido de aménio 0,1% v/v) e tempo de agitacdo de 30

segundos.
Prosseguiu-se a otimizagdo da etapa de preparo de amostra por meio sequencial e
univariado, determinando-se os parametros que influenciam na DLLME, conforme

apresentado nas seg¢bes a seguir.

6.1.3.1 Determinacao do pH da fase aquosa (tampao)

Para se obter resultados de recuperagao mais elevados, é recomendado ajustar o
pH da fase aquosa, de maneira a manter os analitos predominantemente na sua
forma nao ionizada e, assim, aumentar sua afinidade pelo solvente extrator. Além
disso, considerou-se interessante utilizar uma solucdo tampdo como fase aquosa,

objetivando-se resultados reprodutiveis.

Dessa forma, para a escolha do pH da fase aquosa, foram testados tampdes na
faixa de pH de 2 a 10, sendo utilizados para isso, tampdes fosfato pH 2, 7 e 8,
acetato pH 4, citrato pH 6 e etanolamina pH 9 e 10. As solugbes tampdo foram
preparadas a 100 mM e o ajuste de pH foi realizado com solu¢des de hidroxido de
sodio ou acido cloridrico. Para que a forga idnica (concentragcdo de ions) nao
interferisse na escolha do pH do tampéao, a mesma foi padronizada, adicionando-se
quantidades adequadas de cloreto de sodio. Para a determinacédo da forca ibnica

utilizou-se a equacao apresentada a seguir:

n

1 -~
XS

=1

em que: | = forga ibnica; ci = concentragdo molar do ion (mol/L); zi = carga do ion.

Os resultados obtidos para a otimizagao do pH da fase aquosa a ser utilizada na

DLLME séao apresentados na Figura 37.
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Figura 37 — Avaliagado do pH do tampao a ser utilizado na DLLME.
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Verificou-se, experimentalmente (Figura 37), que para a BUM, os tampdes pH 2 e
pH 4 proporcionaram maiores recuperagdes e, a partir do pH 6, ha uma queda
drastica da sua recuperagdo, o que pode ser explicado observando-se o seu
diagrama de ionizagao ao longo da faixa de pH (Figura 38), no qual verifica-se que,
em valores de pH superior a 6, a BUM encontra-se, predominantemente, nas suas
formas ionizadas, nao apresentando, portanto, muita afinidade pelo solvente
extrator, que possui caracteristica apolar, sendo assim, menos extraida da fase
aquosa. Ao analisar o grafico de log D predito em fungdo do pH, apresentado na
Figura 22 (pagina 120), observa-se também que, valores maximos de log D para
BUM sao obtidos em meios com pH entre 2 e 5,5. Em valores de pH maiores que 5,5

o log D comeca a reduzir drasticamente.

Figura 38 — Diagrama de distribuicao das formas ao longo da faixa de pH para a BUM.
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Fonte: CHEMAXON, 2018.

Entretanto, a utilizagdo de fases aquosas com valores de pH muito baixos,
promoveram reduzidas recuperacoes para SLD e N-DMS, uma vez que, como pode
ser observado na Figura 22 (pagina 120), os graficos de log D predito em fungao do
pH desses analitos mostram que, em pH 2 e 4, ambos possuem log D negativo e,
portanto, encontram-se majoritariamente na forma ionizada, ndo tendo portanto,

afinidade pelo solvente organico, sendo por isso, pouco extraidos nessa condigao.
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Ja para o ANLO, valores de pH superiores a 8 proporcionam log D maior que 1,0
(Figura 22, pagina 120). Sendo assim, como observado experimentalmente (Figura
37), a utilizagdo dos tampdes pH 8, 9 e 10, proporcionaram os maiores valores de

recuperacao para esse analito.

Como o método a ser desenvolvido deve permitir a extracdo de analitos que
apresentam diferentes caracteristicas fisico-quimicas (principalmente log D e pKa),
optou-se por escolher o tampao citrato pH 6 como fase aquosa para a DLLME, uma
vez que a utilizacdo do mesmo possibilitou recuperagcbes nao tdo altas, mas
consideradas aceitaveis para ANLO e BUM, recuperacgdes intermediarias para N-
DMS, SLD, DGX e DTZ, além de ter sido a melhor condi¢céo para NIF, TAD e VAR.

6.1.3.2 Determinacao da concentracdo do tampao

O tampao escolhido na etapa anterior foi preparado e testado nas concentracbes de
30, 50, 100, 150 e 200 mM. Assim como no teste anterior, para o preparo das

diferentes concentracdes dos tampdes, a forga ibnica também foi padronizada.

Os resultados obtidos para a otimizagdo da concentracdo do tampao citrato pH 6 a

ser utilizado como fase aquosa na DLLME sao apresentados na Figura 39.

Ao observar a Figura 39, é possivel perceber que o tampao pH 6 na concentragao
de 100 mM promoveu maior meédia da area sob o pico para a maioria dos analitos
(ANLO, BUM, DGX, DTZ, SLD e TAD). Inclusive, para o ANLO, que é um dos
analitos que apresenta menor Cmax. Por isso, definiu-se a utilizagcdo de tampéao pH 6

100 mM na etapa de preparo de amostra por DLLME.
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Figura 39 — Avaliagado da concentragao do tampao a ser utilizada na DLLME.
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6.1.3.3 Determinacao da forca iénica do tampao

Para avaliar a influéncia da forca ibnica do tamp&o na extracdo dos analitos, testou-
se a utilizacido de solugcao tampao pH 6 100 mM preparado sem a adi¢ao de cloreto
de sédio e contendo 1%, 2%, 4%, 6%, 8% e 10% (p/v) desse sal.

A presenca de sal na solugdo aquosa pode favorecer a extracdo dos analitos, uma
vez que, para analitos que sao relativamente soluveis em agua, o efeito salting-out

pode reduzir a solubilidade do mesmo em agua.

O efeito salting-out pode ser definido como um fenbmeno que ocorre quando a
concentracdo de sal em uma solugao aquosa torna-se muito alta e, entdo, provoca
reducao na solubilidade de moléculas organicas. Dessa forma, se essas moléculas
organicas sao analitos parcialmente soluveis em agua, ocorrera uma redugao
drastica da solubilidade dos mesmos na fase aquosa, fazendo com que aumente a
particdo no solvente organico (TANG; WENG, 2013).

Ao verificar os resultados mostrados na Figura 40, percebe-se que a concentragao
de cloreto de sodio nao interferiu de forma muito significativa na extragcdo dos
analitos de interesse. As concentracdes 1% (p/v) e 10% (p/v) de cloreto de sodio
foram as que promoveram maiores valores de areas sob o pico para a maioria dos
analitos. Entretanto, dentre essas duas concentragbes, 1% (p/v) foi melhor para
ANLO e DGX, que sao farmacos com baixos valores de Cmax € também para N-
DMS, para o qual sera necessario baixo limite de quantificagdo por se tratar de um
metabdlito. Dessa forma, definiu-se a utilizacdo de tampao pH 6 100 mM com cloreto
de sddio 1% (p/v) na DLLME.

O preparo do tampao pH 6 100 mM com cloreto de sédio 1% (p/v), escolhido como
fase aquosa do método de extragao por DLLME, foi preparado pesando-se 1,1764 g
de citrato de sodio tribasico di-hidratado, 1,1526 g de acido citrico e 1 g de cloreto de
sodio em béquer de 100 mL. Adicionaram-se, em seguida, 90 mL de agua e ajustou-
se 0 pH para 5,99 pela adigdo de solugdo de hidroxido de sodio 10% (p/v).
Transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 mL, completou-se o volume com

agua e homogeneizou-se.
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Figura 40 — Avaliagao da forga ionica do tampao a ser utilizado na DLLME.
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6.1.3.4 Determinacao do solvente extrator

Avaliou-se a extracdo utilizando-se diclorometano, cloroférmio, clorobenzeno e 1,2-

dicloroetano como solvente extrator.

A escolha de um solvente extrator apropriado € muito importante para a eficiéncia da
extragcdo por DLLME. O solvente extrator deve apresentar os seguintes requisitos:
capacidade e seletividade de extracdo dos analitos de interesse em relacido aos
componentes da matriz, baixa solubilidade em agua, formacdo de pequenas
goticulas na presenca do solvente dispersante, comportamento cromatografico
adequado e uma densidade diferente da fase aquosa para tornar possivel a
separacao de fases (JOUYBAN et al., 2015; SARAJI; BOROUJENI, 2014).

Os quatro hidrocarbonetos halogenados testados nessa etapa apresentam as
caracteristicas fisico-quimicas necessarias para atuarem como extrator na DLLME,
tais como baixa solubilidade e maior densidade que a agua, conforme apresentado
na Tabela 39

Tabela 39 — Propriedades fisico-quimicas dos solventes extratores avaliados durante
otimizagao da DLLME.

Solvente Férmula quimica Massa molar ] Solubilidade em Densidade
extrator (g/mol) agua (g/L, 20-25°C) (g/cm?®, 20°C)
Diclorometano CH2Cl2 84,93 20 1,33
Cloroférmio CHCl, 119,38 8,7 1,48
Clorobenzeno CeHsCl 112,56 0,2 1,11
1,2-dicloroetano C,H.Cl, 98,96 7,9 1,25

Fonte: MERCK, 2020.

Como pode ser observado na Figura 41, a utilizagao do diclorometano proporcionou
valores de area sob o pico significativamente maiores para todos os analitos, com
excecao da DGX. Apesar de nao ter sido o solvente que proporcionou maior area
sob o pico da DGX, o diclorometano proporcionou valores elevados de extragao

deste analito e, portanto, foi o solvente extrator escolhido para a DLLME.
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Figura 41 —Avaliagao do tipo do solvente extrator a ser utilizado na DLLME.
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6.1.3.5 Determinacao do volume do solvente extrator

Para definir o volume de solvente extrator a ser utilizado, adicionaram-se diferentes
volumes (50, 75, 100, 125 e 150 pL) de diclorometano ao sobrenadante resultante

da etapa de PPT e ent&do prosseguiu-se as etapas necessarias a DLLME.

O volume do solvente extrator tem efeito importante na eficiéncia da extracdo, uma
vez que volumes menores de extrator promovem aumento do fator de
enriquecimento (definido como a razdo entre a concentragdo do analito na fase
extraida e concentragao inicial do analito na amostra), devido a redugcéao do volume
do sedimento e, além disso, devido a toxicidade da maioria dos solventes extratores,
o volume utilizado deve ser o mais baixo possivel (SARAJI; BOROUJENI, 2014).

Na Figura 42 encontram-se os resultados obtidos. Para a maioria dos analitos, a
recuperacao foi maior com a utilizacdo de 100 yL ou 125 uL de solvente extrator.
Portanto, para que haja um menor consumo de solvente organico, optou-se por

utilizar 100 pL de diclorometano como solvente extrator.
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Figura 42 —Avaliagao do volume do solvente extrator a ser utilizado na DLLME.
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6.1.3.6 Determinacao do volume do tampao

Os resultados de areas sob o pico obtidas para os analitos com o uso de diferentes
volumes de tampéo (640, 760, 880, 1000 e 1100 pL) sdo apresentados na Figura
43. Optou-se por utilizar 880 uL de tampao pois, apesar de nao ter sido a condigao
que promoveu maior valor de area para todos os analitos, proporcionou menor DPR
entre as réplicas para todos os analitos, favorecendo assim, a reprodutibilidade do

método.



Figura 43 —Avaliagdo do volume do tampao a ser utilizado na DLLME.
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6.1.3.7 Determinacao do solvente dispersante

A selecdo do solvente dispersante € baseada na sua miscibilidade em ambas as
fases aquosa (amostra) e organica (solvente extrator). Os solventes mais usados
como dispersantes sao acetona, metanol e acetonitrila (SARAJI; BOROUJENI,
2014).

Até este momento do trabalho, a acetonitrila com hidréxido de amoénio 0,1% (v/v),
utilizada como agente precipitante de proteinas, estava sendo empregada como
dispersante na etapa subsequente de extragcéo por DLLME. Entretanto, optou-se por
testar se outros solventes usualmente aplicados como dispersantes em DLLME
seriam mais eficazes para recuperar os analitos da matriz biolégica. Dentre esses,
testaram-se, além da acetonitrila com hidréxido de aménio 0,1% (v/v), metanol,

etanol e isopropanol.

A utilizagdo de acetonitrila com hidréxido de aménio 0,1% (v/v) produziu uma boa
dispersado, por meio da formacao de intensa turbidez no momento da adi¢cdo da
mistura contendo amostra, dispersante e extrator na fase aquosa. Além disso, como
pode ser observado nos resultados apresentados na Figura 44, acetonitrila com
hidroxido de amoénio 0,1% (v/v) resultou em maiores valores de area sob o pico e
valores de DPR adequados para a maior parte dos analitos e, portanto, optou-se por

manter a utilizagcdo desse solvente como dispersante.
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Figura 44 —Avaliacao do solvente dispersante a ser utilizado na DLLME.
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6.1.3.8 Determinacao do volume do solvente dispersante

O volume de solvente dispersante influencia diretamente a formagao do sistema de
microgotas de agua-solvente dispersante-solvente extrator, o grau de dispersdo do
solvente na fase aquosa e, consequentemente, a eficiéncia da extracéo
(ANTHEMIDIS; IOANNOU, 2009; MARTINS et al., 2012).

O volume adequado de solvente dispersante para maximizar a formacdo das
microgoticulas depende tanto do volume da fase aquosa quanto do volume do
solvente extrator (MARTINS, 2012). Por isso, apesar do volume de dispersante ja ter
sido avaliado durante a otimizacdo da etapa de PPT, apés a otimizagdo e
padronizagcdo dos volumes de fase aquosa e organica, optou-se por verificar se a
utilizacao de 150 uL e 300 pL, além dos 200 pL de solvente dispersante favoreceria

a recuperacgao dos analitos.

Como pode ser observado nos resultados apresentados na Figura 45, a utilizagéo
de 200 pL de acetonitrila com hidroxido de amonio 0,1% (v/v) (solvente precipitante
e dispersante) foi a condicdo que promoveu a melhor recuperacao para a maior
parte dos analitos. E, portanto, foi mantido esse volume de solvente

precipitante/dispersante.



Figura 45 —Avaliagdo do volume do solvente dispersante a ser utilizado na DLLME.
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6.1.3.9 Determinacao do tempo de agitacdo

Com o objetivo de favorecer a formagao de goticulas do solvente extrator dispersas
na amostra e, consequentemente aumentar a eficiéncia de extracao, apds a etapa
de adigao da mistura contendo os solventes dispersantes e extrator na fase aquosa,
testou-se agitar o microtubo de 2 mL em voértex durante 30, 60, 120, 180 e 300

segundos a uma velocidade de 3000 rpm.

Ao analisar os resultados obtidos, apresentados na Figura 46, verifica-se que o
aumento do tempo de agitacdo em voértex ndo proporcionou alteragao representativa
na recuperag¢ao para a maioria dos analitos. Entretanto, para o ANLO, foi obtido um
maior valor de area média sob o pico quando utilizada agitagdo por 120 segundos.
Além disso, para BUM, TAD e N-DMS, o uso de 120 segundos de agitagao
proporcionou aumento significativo da recuperagcdo quando comparado com os
tempos de 30 e 60 segundos. Apesar de 300 segundos de agitacdo em vortex ter
favorecido a extracdo de TAD e N-DMS, considerou-se que, se esse tempo fosse
escolhido, o preparo de amostra seria demorado e, portanto, optou-se por

padronizar a agitacdo em vortex durante 120 segundos.



Figura 46 — Avaliagao do tempo de agitagdo em vértex a ser utilizado na DLLME.
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6.1.4 Definicao dos padroes internos (Pl) e método DLLME otimizado

Em métodos bioanaliticos por HPLC-MS/MS deve-se utilizar um Pl com o objetivo de
conseguir resultados com precisdo e exatidao satisfatérios, uma vez que o Pl se
destina a corrigir possiveis variabilidades e perdas que podem ocorrer devido aos
procedimentos envolvidos na etapa de preparo de amostra (diluicdo, evaporacgao,

degradagao, recuperacéo, adsorgao) e corrigir erros referentes a etapa de detecgéo.

O PI pode ser um isétopo ou um analogo estrutural do analito, com propriedades
fisico-quimicas semelhantes as do analito de interesse (STOKVIS; ROSING;
BEIJNEN, 2005). PI isotopicamente marcados sédo os preferidos para detecgéo por
espectrometria de massas, uma vez que sao quimicamente idénticos ao analito,
apresentando apenas massas diferentes. Portanto, para a quantificacdo de SLD
optou-se por utilizar um is6topo deuterado do sildenafila, o sildenafila d-8 (SLD d-8),

como PI.

Para os demais analitos, foram testados propranolol, carvedilol, VERA e diazepam
como Pl. Uma vez que a extracdo na DLLME se deve ao processo de particdo do
analito entre a fase organica e aquosa, selecionaram-se substancias que possuem
diferentes valores de log D predito em pH 6 (pH do meio onde ocorrera a extragao)
para serem testadas como Pl. Como pode ser observado na Figura 22 (pagina 120),
em pH 6, os valores de log D para esses analitos sdo de, aproximadamente, -0,5
para propranolol, 0,8 para carvedilol, 1,6 para VERA e 3,0 para diazepam. Entao
verificou-se qual dessas substancias proporcionaria melhor reprodutibilidade dos

resultados. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 40.

Tabela 40 — Resultados de DPR da area sob o pico normalizada com a utilizagao de diferentes
substancias como PlI.
DPR da area sob o pico normalizada (%)

Analito Propranolol Carvedilol VERA Diazepam
ANLO 22,87 10,10 7,24 16,18
BUM 18,30 12,48 6,31 17,99
DGX 15,18 8,89 2,94 19,16
DTz 16,65 9,47 3,10 18,96
N-DMS 29,87 18,74 13,94 22,55

NIF 24,78 14,48 11,52 10,93
TAD 21,27 10,73 6,65 14,27

VAR 23,62 14,47 11,07 14,68
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O PI escolhido para os analitos (com excegao do SLD) foi o VERA, uma vez que o
DPR entre a razdo da area dos analitos pela area do VERA em todas as cinco

réplicas proporcionou valores de DPR inferiores a 15% para todos analitos.

As etapas do método DLLME otimizado s&o apresentadas na Figura 47.

Figura 47 — Etapas do método DLLME otimizado.
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Portanto, a etapa de preparo de amostra por DLLME otimizada consistiu em
transferir 100 puL de plasma para microtubo de plastico de 1,5 mL. Em seguida,
adicionar 40 pL de solugao metandlica de Pl (contendo VERA a 52,5 ng/mL e SLD d-
8 a 250 ng/mL) e agitar em voértex por 15 segundos. Acrescentar 200 pyL de
acetonitrila com hidréxido de aménio 0,1% (v/v) (solvente precipitante e dispersante)
e homogeneizar em agitador do tipo vortex por 30 segundos. Centrifugar durante 5
minutos a 9400 x g e 4 °C e transferir o sobrenadante para outro microtubo de 1,5
mL. Adicionar 100 pyL de diclorometano (solvente extrator) e aspirar o conteudo
desse microtubo com uma seringa de 1 mL e adiciona-lo rapidamente em um
microtubo de 2 mL contendo 880 pL de tampao pH 6 100 mM com cloreto de sodio
1% (p/v). Agitar em vértex por 120 segundos, centrifugar por 5 minutos a 9400 x g e
4 °C e, em seguida aspirar com a mesma seringa, 120 pL do sedimento (fase
extratora, situada na parte inferior do microtubo). Transferir para um microtubo de
plastico e evaporar o solvente em concentrador de amostras. Ressuspender os
analitos com 50 L de fase movel, agitar em vortex durante 30 segundos e transferir

para vial.

6.2 Validagao do método bioanalitico

6.2.1 Seletividade

A seletividade do método bioanalitico foi demostrada extraindo-se quatro amostras
de plasma normal, uma amostra de plasma hemolisado e uma amostra de plasma

lipémico.

Na Figura 48 sao apresentados, como exemplos, os cromatogramas obtidos para
uma das amostras de plasma branco normal e para uma amostra de LIQ (destaca-
se que as escalas do eixo y sao diferentes). Um dos objetivos da etapa de preparo
de amostra é eliminar os possiveis interferentes provenientes da matriz bioldgica.
Dessa forma, o método de preparo de amostra otimizado mostrou-se adequado.
Ademais, com a utilizagdo da espectrometria de massas sequencial, a qual promove
maior seletividade ao método analitico, foi possivel obter um método seletivo para

todos os analitos e PI.
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Figura 48 — Cromatogramas obtidos para uma amostra de LIQ (A) e uma amostra plasma
branco normal (plasma normal 1) (B) para avaliagdo da seletividade do método bioanalitico.
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Como pode ser observado na Tabela 41, em nenhuma das amostras de plasma
branco normal, hemolisado e lipémico houve interferentes com tempo de retengao
proximo dos analitos de interesse com area superior a 20% da area do respectivo
analito no LIQ. Além disso, picos eluindo préximo ao tempo de retencdo dos Pl
apresentaram valor de area inferior a 5% das areas dos PI, estando de acordo com
0 preconizado nos guias de validagcdo de métodos bioanaliticos nacional e

internacionais.

Tabela 41 — Porcentagem da area de picos interferentes em relagao a area do analito de
interesse no LIQ.

Porcentagem da area de picos interferentes em relagao ao LIQ (%)

Analito Plasma Plasma Plasma Plasma Plasma Plasma

normal 1 normal 2 normal 3 normal 4 hemolisado lipémico
ANLO 0,19 10,25 7,37 8,31 3,17 3,68
BUM 8,02 9,69 8,55 8,02 8,84 8,93
DGX 1,12 5,99 8,94 0,87 4,08 5,27
DTz 0,02 1,39 1,52 0,41 0,02 0,81
N-DMS 2,30 6,52 1,16 1,22 0,78 1,65
NIF 0,72 0,42 0,48 11,67 1,11 0,61
SLD 0,89 10,83 4,93 0,28 0,55 0,37
TAD 0,00 2,33 3,03 0,00 3,78 2,87
VAR 1,79 3,89 2,54 2,22 10,70 2,97
SLD d-8 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00
VERA 0,11 0,12 0,12 0,11 0,19 0,09

6.2.2 Efeito residual

Com o objetivo de evitar a ocorréncia de efeito residual, a lavagem da agulha do
injetor foi programada para ser realizada entre as injegdes das amostras, com uma
solugdo de lavagem constituida por mistura de agua, metanol e acetona (40:40:20

v/v) acidificada com acido formico a 0,1% (v/v).

A auséncia de efeito residual no método foi confirmada (Tabela 42), uma vez que
nao foram observados, nas injecbes de amostra branco subsequentes a injecdo da
amostra de LSQ, picos interferentes com areas superiores a 20% da area dos
analitos nas amostras de LIQ e maiores que 5% das areas dos PI.
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Tabela 42 — Porcentagem da area de picos interferentes na amostra de plasma branco apés
injecdo da amostra de LSQ em relagao a area do analito de interesse no LIQ para determinagao
do efeito residual.

Area do pico interferente
na amostra de plasma

Area do analito na

Analito branco apés injecido da amostra de LIQ Efeito residual (%)
amostra de LSQ
ANLO 2,91x103 2,68x104 10,86
BUM 7,98x103 8,31x104 9,61
DGX 4,15x10? 3,56x103 11,64
DTZ 1,16x104 1,79x10° 6,47
N-DMS 6,87x10" 4,56x103 1,51
NIF 2,19x108 1,96x10° 1,12
SLD 3,39x102 1,53x104 2,21
TAD 1,78x104 2,34x10° 7,58
VAR 3,21x104 7,57x10° 4,24
SLD d-8 9,93x102 2,93x108 0,03
VERA 7,96x104 4,82x108 1,65

6.2.3 Efeito matriz

Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 43.

Tabela 43 - Avaliacdo do efeito matriz utilizando o FMN para as amostras provenientes do

preparo de amostra por DLLME e por PPT.

Analito Concentracao DLLME PPT
¢ Média FMN DPR (%) Média FMN DPR (%)

ANLO CQ@B (3 ng/mL) 1,32 13,65 1,29 16,47
CQA (80 ng/mL) 1,03 10,85 0,54 5,30
BUM CQB (15 ng/mL) 1,30 8,15 0,34 71,39
CQA (400 ng/mL) 0,87 7,01 0,16 8,06
DGX CQB (2,1 ng/mL) 1,49 14,43 0,63 32,02
CQA (24 ng/mL) 0,91 12,49 0,36 8,14
DTZ CQB (15 ng/mL) 4,64 0,70 14,28
CQA (800 ng/mL) 5,98 0,63 8,13
N-DMS CQB (3 ng/mL) , 14,46 1,55 9,07
CQA (400 ng/mL) , 10,42 1,06 20,42
NIF CQB (15 ng/mL) 1,88 8,15 1,24 16,97
CQA (400 ng/mL) 1,00 8,11 0,63 8,00
SLD CQB (15 ng/mL) 0,91 11,44 21,70
CQA (800 ng/mL) 1,03 3,13 443
TAD CQB (15 ng/mL) 1,33 6,27 0,33 79,66
CQA (800 ng/mL) 1,00 11,08 0,17 6,37
VAR CQB (75 ng/mL) 1,35 6,95 0,79 13,64
CQA (800 ng/mL) 0,83 6,19 0,56 10,36
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Percebe-se que os valores de DPR obtidos para todos os analitos, quando se utiliza
o preparo de amostra por DLLME, sao inferiores a 15%, ou seja, abaixo do limite
preconizado nos guias vigentes e, por isso, o método analitico pode ser utilizado
para todas as amostras. Por outro lado, ao verificar os valores de DPR encontrados
para os analitos quando apenas a etapa de precipitagdo de proteinas é realizada, é
possivel concluir que existe efeito matriz para todos os analitos, com excec¢ao do
DTZ e VAR.

Ao observar a Figura 49, a qual apresenta os microtubos apdés a etapa de
evaporagao do solvente extrator em concentrador de amostra, € visualmente
perceptivel a diferenca em relacdo a seletividade de extragcdo quando se utiliza
apenas a PPT e quando € realizada, adicionalmente, a DLLME em uma mesma
amostra. Verifica-se que o microtubo proveniente da extragdo por PPT encontra-se
com muito mais sujidades provenientes do plasma do que o microtubo resultante da
DLLME. Além disso, é possivel verificar também que, apds ressuspensao, a amostra
oriunda da PPT encontra-se amarelada, enquanto aquela proveniente da DLLME é

translucida.

Figura 49 — Microtubo apés etapa de evaporagao do solvente extrator proveniente da DLLME
(A) e PPT (B) e vial contendo amostra ressuspendida apés procedimento da DLLME (A) e PPT
(B).

(A) (8) (A) (B)

Sabendo-se que o efeito matriz € causado pela supressédo ou indugcao de ionizacao
do analito por componentes da matriz biolégica quando a espectrometria de massas
€ empregada, é possivel afirmar que o preparo de amostra utilizando DLLME foi
capaz de eliminar os interferentes que estavam causando efeito matriz, quando
apenas a etapa de PPT foi utilizada. Ressalta-se, portanto, a importancia da
utilizacdo de técnicas de preparo de amostra que sejam capazes de promover

seletividade ao método analitico.



178

6.2.4 Linearidade

A definicdo da faixa de trabalho para cada um dos analitos foi realizada com base
nos dados disponiveis na literatura referentes a Cwmax, t1/2, dose diaria recomendada
para o tratamento e dosagem das formulag¢des disponiveis no mercado (Tabela 29,
pagina 119). Os LIQ e LSQ foram escolhidos de modo a garantir aplicabilidade do
método desenvolvido na monitorizacdo terapéutica de farmacos utilizados no
tratamento da HAP, o que ndo exclui sua aplicagcdo em amostras de pacientes que
apresentam outras doencgas, cujos tratamentos incluem os mesmos tipos de

farmacos.

Ao analisar as amostras branco, ndo foram verificados picos de interferentes nos
tempos de retengdo com areas superiores a 20% das areas dos analitos no LIQ e a
5% das areas dos Pl. As areas dos Pl nas amostras zero foram semelhantes

aquelas obtidas para as demais amostras das curvas de calibracio.

Para as trés curvas de calibragdo, os modelos matematicos linear e quadratico foram
avaliados utilizando-se o software MultiQuant® e, nos casos em que a variancia do
erro nao foi constante em toda a faixa de quantificagdo do método analitico,

testaram-se diferentes fatores de ponderagao (1/x; 1/x%; In(x); 1/y; 1/y? e In(y)).

A escolha do modelo matematico mais simples foi realizada por meio do menor valor
obtido para a soma dos erros relativos dos valores nominais dos padrboes de

calibracao versus seus valores obtidos pela equacao da curva.

Durante a avaliacdo dos resultados, aqueles pontos que apresentaram desvios em
relagdo a concentragcdo nominal, acima do valor preconizado, foram excluidos,

sendo entdo desconsiderados na determinacédo da equacao da reta.

As equacdes das retas e os respectivos coeficientes de determinagdo (R?) obtidos
sao apresentados na Tabela 44. O modelo matematico mais simples, que promoveu
melhor ajuste e menor valor da soma dos erros relativos foi a regressao linear, com
fator de ponderacgdo 1/x? para todos os analitos, com excecdo da DGX e N-DMS,

para os quais o fator de ponderacgao utilizado foi 1/x.
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Tabela 44 - Equagdes da reta e coeficientes de determinagao obtidos para os analitos durante
avaliagdo da linearidade da faixa de trabalho.

Analito Curva de calibragao Equacéao da reta R?
1 y = 2,87x10-3x - 7,50x10 0,9933
ANLO 2 y = 3,23x103x + 1,13x10 0,9926
3 y = 4,49x103x + 4,11x104 0,9975
1 y =1,21x10-3x - 4,05x10 0,9910
BUM 2 y = 2,41x103x + 2,40x103 0,9906
3 y =2,77x103x + 3,57x103 0,9914
1 y = 3,91x10x - 1,39x10-° 0,9913
DGX 2 y = 6,92x10*x - 3,55x104 0,9905
3 y =7,22x10x + 1,93x10 0,9955
1 y = 3,72x103x + 7,69x10-3 0,9948
DTZ 2 y = 3,30x10-3x + 3,70x10-3 0,9941
3 y = 3,58x103x + 1,18x102 0,9959
1 y =1,27x10-3x - 5,06x10 0,9941
N-DMS 2 y =1,13x10-3x - 8,47x10 0,9968
3 y = 1,18x103x - 3,46x104 0,9959
1 y = 4,56x103x - 7,55x104 0,9935
NIF 2 y = 3,59x10-3x - 8,59x10-3 0,9910
3 y = 4,47x103x - 8,00x10-3 0,9848
1 y = 9,34x10x + 5,32x10-3 0,9983
SLD 2 y =7,22x10x + 2,83x103 0,9926
3 y = 8,06x10*x + 3,39x103 0,9931
1 y =2,57x103x + 1,76x103 0,9962
TAD 2 y = 4,81x103x + 2,26x103 0,9917
3 y = 6,44x103x - 1,06x10 0,9967
1 y = 5,25x10-3x + 3,69x10-2 0,9907
VAR 2 y = 4,75x10-3x - 5,86x10-3 0,9887
3 y = 5,46x10-3x + 4,00x10-3 0,9895

As trés curvas de calibragdo foram consideradas aprovadas, uma vez que,

apresentaram, no minimo, 75% dos pontos (12 pontos) com desvios inferiores a

20% para o LIQ e 15% para os demais pontos, além de, no minimo, seis niveis de

concentragéo, incluindo o LIQ e o LSQ, aprovados conforme os critérios de

aceitacao descritos nos guias de validagéo.

Como exemplo, as curvas de calibracdo obtidas para todos os analitos no terceiro

dia de avaliagao sao apresentadas na Figura 50.
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Figura 50 — Curvas de calibragido obtidas durante a avaliagao da linearidade no terceiro dia de
andlise.
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Os resultados obtidos para a avaliacdo da precisdo e exatidao intracorrida e

intercorridas, assim como os resultados obtidos de recuperagdo do método

bioanalitico sdo apresentados na Tabela 45.

Tabela 45 — Valores de DPR e EPR obtidos durante a avaliagao da precisao e exatidao
intracorrida e intercorridas e recuperagdo do método bioanalitico.

Precisao (DPR%) Exatidao (EPR%) Recuperagao
Analito  Nivel Intracorrida Intercorridas Intracorrida Intercorridas média (%)
1°dia 2°dia 3°dia 1°dia 2°dia 3°dia (DPR %)

caLQ 441 476 887 7.20 1418 710 324 8.17 -
CQB 676 10,80 2,82 8,24 327 504 591 138 42,25 (5,10)
ANLO com 1041 859 4,69 7,80 058 272 -146 21,20 36,97 (12,92)
CQA 422 856 797 7,67 549 319 2,21 0,03 43,64 (13,35)

caLiq 11,08 7,72 749 8,96 548 251 236 184 -
CQB 849 416 6,99 6,69 320 180 -3.13 1,51 22,53 (5,74)
BUM" cam 540 59 326 7.41 502 266 -7,65 0,01 23,04 (8,16)
CQA 956 410 246 6,67 060 905 242 4,02 26,40 (11,56)

caLQ 811 9,78 588 7,55 415 313 2,00 3,09 -
CQB 921 817 970 8,86 407 -051 -2,65 0,30 51,73 (13,68)
DEX cam 323 1071 879 8,27 835 -035 249 3,50 53,01 (13,28)
CQA 606 493 474 6,64 119 931 7,74 5,29 58,11 (10,45)

caLiQ 484 1020 945 8,22 527 463 -034 3,19 -
CQB 586 676 874 6,97 064 397 0,99 1.44 99,77 (6,54)
DTZ CQM 815 550 3,66 6,01 220 316 -1,50 1,29 89,98 (12,75)
CQA 629 635 7,34 6,28 304 554 338 3,98 99,63 (3,12)

cap 470 377 675 5,09 394 795 531 5,73 :

caLQ 912 597  7.77 8,06 676 210 -2,01 2,28 -
CQB 675 797 853 7.94 481 157 271 0,18 43,12 (10,38)
N-DMS  com 428 11,88 6,99 7,80 295 -0,75 042 0,87 55,50 (10,04)
CQA 781 593 505 6,54 302 149 482 2,41 44,25 (12,60)

CaLiQ 824 606 233 9,27 503 0,96 12,98 2,20 5
CQB 741 320 552 7.19 486 -829 243 3,57 50,96 (14,14)
NIF cam 730 611 548 7,56 217 629 -7.63 3,92 54,43 (5,03)
CQA 660 422 277 4,55 155 092 335 1,94 62,72 (13,76)

caLiQ 134 1225 203 6,84 235 0,3 0,36 20,61 -
CQB 384 411 6,04 4,91 668 159 545 4,57 86,47 (8,57)
SLD cam 558 1018 2,54 7,65 654 086 2,89 0,93 85,82 (10,31)
CQA 421 966 941 7,70 467 333 056 2,85 93,74 (10,05)

caLiq 7.1 7,32 1027 8,06 063 456 -1,03 139 5
CQB 777 479 765 6,49 543 2.83 2,89 3,72 63,38 (8,16)
TAD  com 454 3838 890 6,69 6,81 269 -2,04 2,49 73,51 (8.72)
CQA 635 335 527 7.03 271 1001 201 3,11 71,95 (11,39)

caLiQ 11,05 884 828 9,03 023 415 520 3,04 -
CQB 254 521 747 8,59 302 1066 -4.71 0,98 66,12 (8,79)
VAR CaM 805 481 494 6,25 253 046 -335 0,12 74,20 (9,36)
CQA 592 503 415 8,71 781 630 -854 3,35 61,34 (11,56)

cCaD 895 376 7,07 7.01 251 809 1,15 3,92 )
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Ao analisar a Tabela 45, verifica-se que os valores de DPR foram inferiores a 20%
para o CQLIQ e a 15% para os demais CQ, e que os valores de EPR encontram-se
na faixa de £ 20% do valor nominal para o CQLIQ e £ 15% do valor nominal para os
demais CQ. Dessa forma, o método bioanalitico pode ser considerado preciso e

exato.

Durante a etapa de otimizacdo do método de preparo de amostra, diferentes niveis
das variaveis que influenciam na extracdo por DLLME foram avaliados visando-se
uma maior extragcdo dos analitos. Os resultados de recuperagdo obtidos mostram
que, apesar das recuperagdes médias nao serem proximas a 100% para a maior
parte dos analitos, a reprodutibilidade do método € adequada, uma vez que o DPR
entre os valores de recuperacao obtidos entre as cinco réplicas, em cada um dos

niveis de concentragao avaliados, foi inferior a 15%.

6.2.6 Estabilidade dos analitos em plasma

Os resultados obtidos para as amostras de estabilidade referente aos estudos de
ECC, ECD, ELD e EPP sao apresentadas na Tabela 46. Conforme pode ser
observado, os valores de EPR para todas as amostras encontraram-se na faixa de
+15% do valor nominal e, além disso, os valores de DPR obtidos foram inferiores a
15%. Esses resultados evidenciam que as amostras de estabilidade apresentam
exatidao e precisdo adequadas e que os resultados das analises das amostras de
validacdo e de voluntarios ndo sofrem alteracbes provenientes de uma possivel

degradagao dos analitos.

Tabela 46 — Resultados de exatidao (EPR) e precisao (DPR) obtidos para as amostras
provenientes dos estudos de estabilidade.

ECC ECD ELD EPP

Analito Nivel Exatiddo Precisdo Exatiddo Precisdao Exatiddo Precisao Exatiddao Precisao
(EPR%) (DPR%) (EPR%) (DPR%) (EPR%) (DPR%) (EPR%) (DPR%)

ANLO CQB 5,86 1,17 10,11 4,79 0,04 4,73 3,79 3,61
CQA 3,06 1,67 -0,61 4,51 7,19 4,59 -3,44 3,34
BUM CQB -2,91 5,86 -0,13 -1,29 -1,18 6,29 9,58 10,30
CQA 14,95 3,45 4,50 6,80 2,49 4,78 -3,21 3,49
DGX CQB 6,41 7,70 -3,30 7,26 5,63 11,14 10,73 7,43

CQA -9,17 11,60 6,99 2,69 2,33 5,72 -1,50 3,63
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Tabela 46 — Resultados de exatiddo (EPR) e precisao (DPR) obtidos para as amostras
provenientes dos estudos de estabilidade (continuagéo).

ECC ECD ELD EPP

Analito Nivel Exatiddo Precisio Exatidio Precisdao Exatidido Precisao Exatiddo Precisao
(EPR%) (DPR%) (EPR%) (DPR%) (EPR%) (DPR%) (EPR%) (DPR%)

DTZ CQB 7,98 3,62 -1,31 10,40 2,07 7,69 1,00 8,20
CQA 5,65 2,33 4,20 1,95 -1,24 5,64 -2,58 4,20

N-DMS CQB 5,40 3,64 12,11 7,07 3,53 5,69 -1,31 11,84
i CQA 0,63 1,86 7,01 2,78 4,87 2,73 -2,41 10,41
NIE CcQB 0,42 8,21 4,36 6,59 -4,27 9,12 -9,63 6,49
CQA 12,00 3,38 2,52 4,59 -1,53 4,51 -1,48 5,98

SLD CcQB 8,62 4,96 5,24 2,48 5,51 6,24 -5,98 10,15
CQA -0,40 4,38 4,15 8,67 5,47 5,67 1,93 10,72

TAD CcQB 4,58 6,93 2,76 6,83 -3,82 5,08 -2,67 6,59
CQA -2,36 3,94 -1,57 1,91 0,95 3,56 5,33 3,54

VAR CcQB 1,16 8,31 2,17 5,34 -5,91 7,21 4,64 14,74
CQA 0,33 4,04 2,29 5,78 9,67 4,26 1,85 2,38

6.3 Analise de amostras reais

As concentragdes dos farmacos encontrados no plasma de pacientes voluntarios
atendidos no Servico de Anticoagulacdo, Hematologia e Oncologia do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais sao apresentadas na Tabela 47 e
os cromatogramas obtidos para as amostras de plasma dos voluntarios 2 e 7, a titulo

de exemplificacao, sao apresentados na Figura 51.

Infelizmente ndo se tem informagdes a respeito da posologia do tratamento dos
pacientes voluntarios e ndo se sabe o horario no qual os medicamentos foram
administrados antes da coleta de sangue. Dessa forma, torna-se inviavel discutir a
respeito das concentragdes plasmaticas encontradas. No entanto, é possivel
verificar que foram encontrados nas amostras reais os farmacos ANLO, DTZ e VAR.
Para todas amostras analisadas, o DPR das concentracdes plasmaticas obtidas
entre as trés réplicas analisadas foi inferior a 15%, o que evidencia a adequabilidade

do método bioanalitico desenvolvido e validado.

Estava previsto no projeto submetido e aprovado pelo COEP (protocolo CAAE
65767617.9.0000.5149) a administracdo de SLD a voluntarios, para que, o método
desenvolvido e validado pudesse ser aplicado na determinacdo de SLD e N-DMS
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em amostras reais. Entretanto, essa etapa ndo pdde ser realizada até o momento,
devido as restricdes decorrentes do isolamento social necessario ao controle da
pandemia de COVID-19.

Tabela 47 — Concentragdes plasmaticas obtidas em plasma de pacientes voluntarios atendidos
no Servigo de Anticoagulagido, Hematologia e Oncologia do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais.

Concentracio plasmatica

. . o
Voluntario Farmaco média (ng/mL) DPR (%)
1 DTz 382,21 9,18
5 ANLO 11,77 9,24
VAR 782,32 14,93
3 VAR 619,13 14,45
4 ANLO 2,75 13,43
VAR 965,57 1,06
5 VAR 789,65 2,96
6 DTz 544,44 7,95
7 DTz 356,07 7,49
VAR 548,83 5,55
8 VAR 784,71 3,37
9 ANLO 13,04 9,25
VAR 729,18 13,59
10 VAR 452,68 12,63

Figura 51 — Cromatogramas obtidos na analise da amostra de plasma dos pacientes 2 (A) e 7

[ 0C of <MRM (22 pairs): 409.124/238.200 Da ID: Anledipina_... Max. 4.2e4 cps) [ XIC of <MRM (23 pairs), 209.087/163.000 Da ID. Varfarina_Q ... Max. 4.1e8 cps.
ANLO VAR
654

40e4 4.0e8
L;_ Oed b 0eo A
= = (A)
e Oes '  2.0e6
2 8
S 1.0es E  1.0ee

0.0% T y T y g =T T y T g 0.0% T r v T v v T v - T
00 10 20 30 40 50 60 70 820 90 100 110 0.0 20 20 40 50 60 70 80 90 100 110
Time, min Time, min
[ W XIC of <MRM (23 pairs): 415.121/310.100 Da ID. Diltiazem_Q.. Max 115 cps] [ W XIC of +MRM (23 pairs): 209.087/162.000 Da ID; Varfarina_Q Max. 3.1e6 cps.
= DTz i VAR

1.14e5 035 3.0e8

1.00e5
o e

= . 2.0e8
= = (B)
2 500 §
= £ 10es
0.00% v g y - y . T . T T y 0.0 v y - g v T + < r
00 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 0.0 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Time, min Time, min




185

7 CONCLUSOES

Um método bioanalitico multifarmacos, moderno, eficaz e que emprega HPLC-
MS/MS e preparo de amostra miniaturizado por DLLME foi desenvolvido e validado
para a quantificacdo simultanea de SLD, TAD e mais seis farmacos presentes nos
protocolos terapéuticos para HAP (ANLO, BUM, DGX, DTZ, NIF e VAR), além do

metabdlito N-DMS, em plasma humano.

As etapas de desenvolvimento do método analitico consistiram na otimizagao dos
parametros do espectrdbmetro de massas, da fonte de ionizacdo, definicdo das

transicdes de massas a serem monitoradas e das condi¢gdes cromatograficas.

Na etapa de preparo de amostra, diferentes fatores que afetam o procedimento
DLLME, como pH, concentracdo, forca ibnica e volume da fase aquosa, tipo e
volume dos solventes dispersante e extrator, além do tempo de agitacdo foram
investigados e otimizados. O método de preparo de amostra miniaturizado,
apresentou-se seletivo e reprodutivel. Além disso, sdo necessarios pequenos

volumes de plasma (100 uL) e de solventes organicos.

A validacdo do método foi realizada de acordo com os guias nacional e
internacionais vigentes e os resultados foram satisfatorios para seletividade, efeito
residual, efeito matriz, linearidade, precisao, exatidao, recuperacédo e estabilidade
dos analitos em plasma. A faixa de trabalho contemplou concentracbes de 0,7 a 30
ng/mL para DGX ,1 a 100 ng/mL para ANLO, 1 a 500 ng/mL para N-DMS, 5 a 500
ng/mL para BUM e NIF, 5 a 1000 ng/mL para SLD e TAD, 5 a 1500 ng/mL para de
DTZ, e 25 a 3000 ng/mL para VAR.

O método desenvolvido e validado se mostrou adequado e reprodutivel na
determinacdo de farmacos em amostras de voluntarios, podendo assim, ser
empregado na rotina de laboratérios de analises de farmacos e metabdlitos em

plasma humano para monitorizagao terapéutica.
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CONSIDERAGOES FINAIS

No Capitulo |, a fim de determinar SLD, TAD e seus potenciais produtos de
degradagao simultaneamente em medicamentos originais e ilegais, foi apresentado
um detalhado estudo de degradagao for¢cada, no qual os IFA foram submetidos a
condi¢des acida, neutra, alcalina, oxidativa, calor, luz e presenga de ions metalicos.
A seguir, um método simples e rapido utilizando UHPLC-UV e coluna com particulas
superficialmente porosas foi desenvolvido e validado para quantificacdo de SLD e
TAD na presengca de seus produtos de degradacdo. As estruturas quimicas e
mecanismos de formagdo para os principais produtos de degradacao foram

propostas com base nos espectros obtidos por UHPLC-MS/MS.

O método por UHPLC-UV foi entdo aplicado na avaliagcdo da qualidade de
medicamentos originais e apreendidos pelas autoridades policiais brasileiras para a
verificacdo das caracteristicas farmacéuticas dos medicamentos aos quais a

populacao esta tendo acesso.

No Capitulo Il foi descrito o desenvolvimento de um método bioanalitico a ser
aplicado na monitorizacdo farmacéutica de pacientes com HAP. O método
contemplou a quantificagdo simultanea de TAD, SLD, N-DMS e mais seis farmacos
presentes no protocolo da HAP (ANLO, BUM, DGX, DTZ, NIF e VAR) em plasma
humano, utilizando uma técnica de preparo de amostra miniaturizada e
ambientalmente correta, a DLLME, e HPLC-MS/MS para separacao e deteccao dos

analitos.

Portanto, conclui-se que os objetivos pretendidos foram alcangados, uma vez que
foram desenvolvidos, validados e aplicados métodos modernos, simples, rapidos,
ambientalmente corretos e eficientes na determinacdo de SLD e TAD em

medicamentos e em plasma humano.
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Abstract

One of the highest incidences of illegal drug products is related to phosphodiesterase-5 inhibitors,
used in trestment of erectile dysfunction, including those conteining sildenafil citrete and tadalafil.
In this context, comprehensive evalustion of the quality of genuine and illegal madicines was
performed. A simple and rapid ulire-high performance liquid chromatography (UHPLC-UY] method
to quantify sildensafil and tadalsfil in the presence of six degradetion products wes developed
and valideted. Sildensfil and tadalafil wers submitted to forced degradation. The separation was
carried out on & Kinetex Cg (50 x 2.1 mm; 1.7 pm) column with mobile phase composed of
scetonitrile end squeous trethylamine solution. The calibration curves were linear in the range
of 14-126 pg mL~" for sildenafil citrate and 4-36 pg mL-" for tadelafil and the method proved
to be selective, precise, accurate and robust. Sildenafil degreded in oxidative media, whereas
tedalsfil degraded in acidic, slkaling and cxidative environment. The chemical structures and the
mechanisms for the formation of the main degradation products were proposad by UHPLC coupled
to tandem mass spectrometry. The UHPLC-UN method wes applied in the pharmaceutical analysis
of genuine and seized medicines. Some of them did not mest guality standards, mainly due to
contents below specifications and the large variation on contents betwesn units within 2 batch.
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ENOLUTION OF LEGISLATION AND ANALYTICAL TECHRIQUES APPLIED TO STARILITY STUINES FOR ACTIVE
INGREINENTS AND PHARMACEUTICAL PRODUCTS. Stability & an important parsmeter (o evabaate the quality, safety snd
efficacy of drug substances and phemmaceutical prodects. The stebility sindics aim &0 determine the ability of & formulstion o
muinisin s sperifications, in order fo exinhlish shelf fe snd rrcommended somge conditions. Despiie the exieesive relevanoe, until
the 1980's the siahility hods complisd with tzchnical and sciestific principles without the inftervention of regalstory
acts by bealth msthorities. The Iniematiceal Councl for Hemonisation of Technical Regeirements for Phanmaceuticals for Hsman
Use (ICH) establishment in the 1990's boosted the regulaticn oo this issue, sot only in the ssended comntries, bul workdwide. In the
Brazilisn comtext, the fre regulatory norm for stability stadies was published in 2002 and it implied the requirement of the sshmission
of s stehility report: for the sanilsry mgisiration of medicines. The development of the Brarilion egislstion msulted, among other
Fctiors, from the progress of the anabytical methods that have become increasingly efficient, sensitive and sslective, which allows

the achirverments of mmulis with grester soourecy end speed; and the wse of modem ischnigees of solid form chemoerimtion, which

provide imporiant informetion shoet the stebility of sctive ing

and pharmeaceutical prodacis.

Keywonls: legixlation; dneg stshility: analyticsl methods; phemaceutical prodects; sishility smdies.

INTRODUCAD

A Farmacopeia Brasileira 6° edigio’ define medicamento como
“produte fammacéutico, tecmicamente obtide ou claborado, que
coniém um on mais fimacos @ cutras substincins, com fnalidede
profilitica, curativa. palistiva ocu para fins de disgndstico™. Ji a
estabilidade de produtos farmacéuticos € definida pela Organizagio
Mundial da Saide (OMS) como & capacidede destes manierem os
suas cancieristicas quimicas, fisicas, microbioldgicas e biofarma-
céuticas especificadas duranie todo o prazo de validade.” Portanto,
o avalisghin da estabilidade constitui um importante parémetro pars
assegurar o qualidade o, consequentemente, o seguranga e cficicia
dos insumos farmecéuticos ativos (IFAs) @ dos produins farmecés-
ticos. Meste seatido. os estudos de estabilidade consistem em um
conjunio de iestes sistematizados que visam ndéo apenas determinar
acapacidade de uma formuelsgio manber as suns caracieristicas, mas
tamb<ém estabelecer o pmzo de validade, as condigtes adequadas
de armarenamento e tmsporne do medicamento e prever o dota de
reteste dos IFAs ™ A data de reteste & uma data estsbelecida pelo
fabricantes do [FA com base nos cstndos de estabilidade © que, oo
ser atimgida, deve ser realizsds o retestagem do IFA pars assegurar
que o mesmo se mantém adequado parn wiilizagio.”

Diverscs falores estio relacionados & estabilidade dos medica-
mentos, como aqueles relstivos & fi lagao, os f merimsecns e
extrinsecos, o processo de fabricagio, bem como o material de emba-
Iagem e o transporte. Os fatores intrinsscos consistem em meragdes
entre firmacos, interagio entre firmaco e excipientes. ou solvenbes,
tamanho das particalas, pH do meio, qualidade da embalagem e
condigbes nas quais o firmece pode sofrer oxidagio, hiddlise ow
fotilize* Por outro lado, os extrinsecos shrangem as condigbes de
esincagem & tmnsporie, mes quais o firmace pode sofrer alieragies
devido i temperabura, lue, ar & umidade *

*p-mail" cfemandes @ farmecio ufmg br

Ainda que os excipienies sejam camcterizados como substincias
ineries, cles 530 capares de inlemgir oom oumas substincias, @i
no estado silido como em solugio.! Além disio, o degradacio em
produins farmacéwticos frequeniemenie ooomme em decorréncia da
rea o dos principics afivos com os excipientes utilizados na forms-
Ingio** Assim, muitas das reagies de incompatibilidade reportadas
emvolvem hidrilise, oxidag@o ou interagiio especifica dos principios
ativos com imf reativas oS EXCIpH *# Portanio,
a presenga de agos de impurezas nos excipientes pode afetar o qua-
lidade, seguranca e eficicia dos medicamentos, devido & formagio de
produins de degradacio afives ou thxicos, ow & redecio da poééncia
do imsumo ativo.® Por conseguinte, os estudos de estabilidade sio
fundameninis pam o gomnetis da spide dos pacienies, uma ver goe
a penda de estabilidade dos medicamentos relacions-se i perda do
efeito tempéutios ou i formagioe de produtos de degradagio tixicos.”

A despeiio de ha relevincia, até o década do 1980 os mélo-
dos de avaliagio da estabilidade seguinm principios cientificos o béc-
nicos sem interferéncin de aios regulatdrios de amoridedes sanitdrios.
Dhamite disto, iomou-se evidente o necessidade da regulsmentacio dos
parimetros e méindos pana o avalingio da estabilidade. Com a criagio,
na década de 1990, do comitd denominade The Intermational Council
Jor Harmonisation of Technical Reguii ntx for P
Jfor Human Lse (ICH), por meio da reunifio das agncins regulabSrins
do Japiio, Estndos Unidos & Unife Europeia, buscow-se negulamentar
© harmonizar os aios mormatives relacionados i prodegiio e controle
de qualidnde de medicamentos, incliindo os estudos de estabilidade.

De acordo com a Agéncia Nacional de Yigilincia Sanitiria
(ANVISA), os estudos de estabilidade sio clssificados em acelerndo,
longa duragin, scompank degradacso forgada e, mais recen-
uso.' O estudo acelerado requer o utilizagio de condigoes forgadas
de armarenamento, de modo a scelerr o degradagiio do produto far-
macEutios para avaliar o impacto de exposigies nipidas o condigtes
fora do estabelecidn, o que pode acontecer durante o transpaorte, por
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Angiotensin Il receptor antagonists are one of the mest widely used clxses of antibypertensive drugs.
Im this study, an HPLC fucnescence method after protein precipitation [PPT) extraction was developed
and validated for determination of clmesartan, losartan, irbesartan, and valsartan in homan plasma. The
separation was carmied cat on 2 luna opamo (250 = 46 mmid.; 5 pm particle size} column znd the mohils
phase was compossd of acetonitrile and 0.1 ¥ phosphoric acid in gradient elotion, at a flow rate of 1.2 ml
min-1. A& PFT method was optimized by a two-level Factorial desigm with triplicate at the central point

priin The parameters that could affect the extraction (sample volume and acetonitrile/plasma valume ratio)
Liomid ; ' mmhl.tnduhdﬂn:rrl:thﬂdm n:mpun:dbnrmcmud:w.:tln'n hy'pﬂ:'h:dmt!:ent!:HEFSerlhqmd,-
liquid extraction (LLE] The developed method allowed the simultansous guantification of the analytes
Frofein precipitation employing a simple and cheap sample preparation methed and a short chromatographic run (13 minl
Micoextraction by padked sorbent This methed was fully validated showing selectivity, precision, accuracy, and linearity over the range of
Ligid-liquid extraction 25.0- 150000 ng mL " for olmesartan and valsartan, 25.0- 25000 ngml " for irbesartan, and 35.0- 250000
ng mL-! for losartan. Finally, the method was sucoessfully applied in the analysis of human plasma from

wolunteers.
& 2020 Ebsevier BV, All rights reserved.
1. Introduction doses for ARA-I (10 mg for olmesartan medoxomil up to 320 mg

Cardiovascular diseases ({CvWDs ) are the major causes of mortality
in the world, accounting for approximately 17 million deaths each
year, nearly 31 % of the total, with hypertension as one of the main
risk factors for development of CWDs. Hypertension is characterized
by a systolic blood pressure equal to or above 140 mmHg andor
diastolic blood pressure values equal to or abowve 30 mmHg [1].

Angiotensin-converting enzyme inhibitors and angiotensin 11
receptor antagomists [ ARA-1) are the most widely used drogs forthe
treatment of hypertension. Several ARA- are commercially avail-
able, including irbesartan (1R8], losartan (LOS ). olmesartan (OLM],
and valsartan (VAL) (Fig. 1) For OLM, a prodrug is administered,
olmesartan medoxomil, which is rapidly and completely metabo-
lized to OLM by esterases. Due to the wide range of therapeutic

* Coresponding author.
E-mafl ek chermandes@farmacia ufmg br (. Femandes)

hitps ldolorg MO 1015} jpba 202001 13403
7317 DESHE B0 Beavier BV, All right= reserved.

fior VAL) commanly used ml:lhannamlnginlﬂm?yfurhypem!u—
sion, plasma concentrations can vary from ng mL—' [LOS and OLM)
to ug mL-1 (IRE and VAL) 2]
when evaluating characteristics of patients with hypertension
and coronary artery disease. among patients receiving antihyper-
tensive drugs (80 %), less than 25 & had controlled biood pressure
[3] One significant cause is non-adherence to treatment. Therefore,
therapeutic drug monitoring may be important to avoid com plica-
tions related to hypertensson.
ical methods for the simultaneous determination of some
ARA-II in human plasma are available in the literature employing
different detection technagques, most of which used UV [ 4], fluores-
cence [5-7], and mass spectrometry [5-15] Howewver, to the best
of our , mone investigated the simultaneous quantifi-
cation of OLM, 1RB, LO5, and VAL in human plasma. Moreaver, a
comprehensive comparison of different approaches [protein pre-
cipitatson, liquid-liguid extraction, and microextraction by packed
sorbent) for the extraction of these dregs from human plasma has
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An Easy and Rapld Spectrophotometric Method for Determination of

Chloroquine Diphosphate in Tablets
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Abstract: imtrodudion: Malaria, an infectious disease cansed by protozm of the genus Plasmodium, is
highly prevalent in the Braxilian Amawon. Chlomquine is the firs- choice drug fior the freatment of ma-
laria camsed by P. vivax and P maloroe. The humid and hot climate characterisiic of the Brasilian
endemic regiom favors dmg degradation and modifiction of it bioph ceulical properties, which
may resull in subtheapeutic dosage, fhrmation of degradation products that can be foxic to humans and

ARTICLE HISTORY

appearance of parasitic resistance. Thus, il & necesary to manitar the quality of chloroguine tablets.

Magerialy and M ethods: An analytical method was developed and validsied to determine chloroquine

content in thlets by nhravinled spectropholometny. The dilueni
phate uffer pH 6.8 and delection was perfommed at 343 mm.

Bacaivat remry 3, 01K
Bavmat Juy 05, 01K
Accapredt: kol T3, 01K

d of D06 M dinm phes-

Resulrs and Condusion: The method pmved to be linear in the rangs of 7.2 #0192 pgml’, precise,

- PP acourate, seleclive, robust, and siatistically equivalent fo a liquid chromaiographic medhod by the United

@ Cromsbfad,

haiches of the dmg. The eval

Sisles Plhamacopeia. The developed method was applied to d e chiomog in six
wem idered adequate fior identification, assay, dissolution,

disintegration and unifhrmity of dmsage mils, and wers found o be madequate in terms of frshility.

Keywords: Malaria, chloroquine diphosphate, tablets, ultraviolet specirophotometry, analytical method development, quality

control.

L INTRODUCTION

Malaria is the most common and important infectious
disease in humans. It is estimated that around 3 billion poeo-
ple worldwide are st risk of contracting malaria, mainly in
Asia, Africa and Central and South America. In Brazil, up to
200% of the population is &t risk of infection [ 1],

The Mational Program for Malaria Control (PNCM), es-
tablished by Brazilian govennment, asims to reduce fatality,
severity and disesse incidence, eliminaie wransmission in
urban aress and maintain shsence of disease in the regions
where the transmizsion has already been interrupiad.
Through the FPNCM, the Ministry of Health distributes drugs
to control malaria in the Unified Healih System, and chlono-
quing is the drug of first choice for the reatment of uncom-
plicated malaria [2].

Chloroquine  di chemically known a N4-
{7-chloro- 4-quinoliny] N 1,N1-diethyl- 1 4- pentanedianmine

*Addmes comespondemce o fis anhor at e (mlity Control Labomiory
for Maficees sd Cosmetics, Deparmest of Phamnacestical Prodects,
Pacalkty of Pharmacy, Fedearal University of Mizas Gerais, Belo Horizoate,
Brazil; E-mail: oot caza iya boo com br

187567620 56800 0

diphosphate (Fig. 1), molecular mas of 515,86 g.mol”, is a
A-aminoquinoline commonly prescribed for the treatment of
malaria [3, 4].

R

Fig. {1} Chemical afchl

The high temperature {(average of 28 °C) and humidity
(BR% in the rainy sexon and T7% in the dry season), charac-
teristic of the Brazilian malaria endemic region [5], favors
the degradstion and alteration of the biopharmaceutical
properties of the drogs. This may result in sub-iherapeutic
dosage and formation of degradation product toxic to hu-
mans, Thus, the parasites are more likely i develop resis-
tance to antimalarial and, therefore, the trestment goalk may
not be achieved [6, 7). To ensure the efficacy and safety of

© 2020 Beniham Selence Publishers
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Certificamos que Naialy Fernandes Aradjo Reis apresentou o trabalho intitulado AVAI.IAGEU DA QUALIDADE DE
MEDICAMENTOS ORIGINAIS E APREENDIDOS CONTENDO CITRATO DE SILDENAFILA E TADALAFILA UTILIZANDO UHPLC-UV
dofs) autor(es) REIS, N. F. A SILVA, L. F. G; GLORIA, M. B. A; FERNANDES, C.; PIANETTI, G. A. nz modalidade de péster
durante o Il Simpésio em Ciéncias Farmacéuticas — SINCIFAR.

Belo Horizonte, 09 de novembro de 2018.

Xum An. ﬂwﬂ'e

Lucas Antdnio Miranda Ferreira (Aaulo FehelbergPinto Braga
Coordenador do Programa de Pés-Grodvagdo em Cigncios Formacduticas Membro da Comissdo Organizadera
Faculdade de Farmdcia — UFMG 111 SINCIFAR

UFmMG G-
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ANEXO D - Certificado de apresentagcao na sessao de posteres do IV
Congresso of the Brazilian Association of Pharmaceutical Sciences (ABCF
Congress - 2018).

CERTIFICATE

We certify that the work DEVELOPMENT OF UHPLC METHOD USING FUSED CORE
COLUMN FOR QUALITY CONTROL OF COUNTERFEIT AND GENUINE DRUGS
CONTAING SILDENAFIL CITRATE AND/OR TADALAFIL, authorship of NAIALY
FERNANDES ARAUJO REIS NAIALY REIS, LUIZ FELIPE GOMES DA SILVA LUIZ
SILVA, MARIA BEATRIZ ABREU GLORIA MARIA GLORIA, GERSON ANTONIO
PIANETTI GERSON PIANETTI, CHRISTIAN FERNANDES CHRISTIAN
FERNANADES, was presented as POSTER PRESENTION at the IV Congress of the
Brazilian Association of Pharmaceutical Sciences - Biological Drugs: From Technology
to Pharmaceutical Care, held in Sdo Paulo (SP), Brazil, from September 6 to 8, 2018.

LW T

Maria José Soares Mendes Giannini Teresa Dalla Costa
President Congress. President ABCF

P
ABCF-2018
o T BRAZILIAN ASSOCIATION OF PHARMACEUTICAL SCIENCES
CO N G R E S S Biological Drugs: from Technologies to Pharmaceutical Care
September 06 to 08, 2018

CENTRO FECOMERCIO DE EVENTOS, SAO PAULO, SP

ANEXO E - Certificado de apresentacao na XXIX Semana de Iniciagao
Cientifica / PRPQ (Semana do Conhecimento UFMG 2020).

Semana do

CONHECIMENTO

UFMG 2020

CERTIFICADO
Certificamos que o trabalho intitulado DESENVOLVIMENTO DE METODO BIOANALITICO PARA
QUANTIFICACAO SIMULTANEA DE FARMACOS UTILIZADOS NO TRATAMENTO DA HIPERTENSAO
ARTERIAL PULMONAR EM PLASMA HUMANO UTILIZANDO CLAE-EM/EM, foi apresentado na XXIX Semana
de Iniciagdo Cientifica , promovida pela Pro-Reitoria de Pesquisa, no periodo de 10/08/2020 a 23/10/2020.

De autoria de: ISABELA RIZZARDI DOS SANTOS, NAIALY FERNANDES ARAUJO REIS
Orientador{a): CHRISTIAN FERNANDES

Ana Maria Hermeto
Dirctora de Fomento & Pesquisa

SEMANA NACIONAL DE
CIENCIA E TECNOLOGIA 2020




