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RESUMO

O tratamento da hipertensdo com apenas um farmaco € eficiente, somente, para um
terco dos pacientes. Para maximizar a eficacia do tratamento, associam-se farmacos
gue atuam em diferentes mecanismos fisiopatoldgicos. A associacdo de olmesartana
medoxomila e besilato de anlodipino, um antagonista do receptor AT; de
angiotensina Il e um bloqueador dos canais de calcio, respectivamente, em
comprimidos de dose fixa combinada é efetiva, segura e bem tolerada. Por ser uma
associacdo nova e que ainda esta protegida por patente, ha na literatura cientifica
poucos artigos que descreveram métodos analiticos e bioanaliticos para
guantificacdo simultdnea desses farmacos. Um método analitico por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) com deteccdo por ultravioleta foi desenvolvido e
validado para quantificacdo simultanea de anlodipino e olmesartana medoxomila em
dose fixa combinada. A andlise cromatografica foi realizada em coluna Ci3, a fase
movel foi composta de acetonitrila:metanol:trietilamina 0,3% (30:30:40) pH 2,75 com
fluxo de 1,0 mL/min. O volume de injecdo foi de 10 pL, a detecgéo foi em A 238 nm e
o tempo de corrida foi 5,5 minutos. Na sequéncia, o método foi transferido para
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) com deteccdo por ultravioleta com
auxilio de formulas matematicas para calcular o novo volume de injecédo e novo fluxo
da fase movel, que foram 0,7 pyL e 0,613 mL/min., respectivamente. Ajustes na
proporcao dos solventes da fase movel foram realizados para melhorar a eficiéncia
do método por CLUE. A fase moOvel otimizada foi composta por
acetonitrila:metanol:trietilamina 0,3% (26:26:48) pH 2,75. Nessa condicdo o tempo
de corrida foi 1,25 minutos, o que proporcionou uma redugédo de aproximadamente
77% no tempo de analise e de 86% no consumo de solvente. Apés a otimizacéo do
método por CLUE, o meétodo foi validado. Os métodos por CLAE e CLUE
demonstraram ser estatisticamente equivalentes apdés a andlise de trés lotes do
medicamento BenicarAnlo®. Assim, ambos os métodos podem ser utilizados para
proceder ao controle de qualidade de anlodipino e olmesartana medoxomila em
comprimidos de dose fixa combinada. Um método bioanalitico também foi
desenvolvido e validado por CLAE com deteccdo por espectrometria de massas
sequencial e ionizacdo por electrospray no modo positivo para quantificar anlodipino
e olmesartana em plasma humano. Felodipino e valsartana foram empregados como
padrées internos de anlodipino e olmesartana, respectivamente. O preparo das
amostras foi feito por meio da técnica de extracdo liquido-liquido. A analise
cromatografica foi realizada em coluna C;3, com fase mével composta de
metanol:4cido férmico 0,05% (75:25) a 1,0 mL/min. As transices empregadas para
anlodipino, olmesartana, felodipino e valsartana foram m/z 409,4 — 237,7, m/z 447,6
— 206,8, m/z 384,7 — 338,2, m/z 436,5 — 291,0, respectivamente. O método
bioanalitico foi seletivo, preciso, exato e linear na faixa de 1 a 100 ng/mL para
anlodipino e de 3 a 1800 ng/mL para olmesartana. Por isso, podera ser aplicado em
estudos futuros de monitorizacéo terapéutica e de bioequivaléncia.

Palavras-chave: hipertensédo, anlodipino, olmesartana medoxomila, olmesartana,
cromatografia liquida de alta eficiéncia, cromatografia liquida de ultra eficiéncia,
espectrometria de massas sequencial.



ABSTRACT

The treatment of hypertension with a single drug is efficient for only one-third of the
patients. In order to maximize the efficacy of the treatment, drugs that act in different
pathophysiological mechanisms are associated. The combination of olmesartan
medoxomil and amlodipine besylate, an angiotensin Il type 1 receptor antagonist and
calcium channel blocker, respectively, in fixed dose combination tablets is effective,
safe and well tolerated. Because it is a new association that is still protected by a
patent, there are few articles in the scientific literature that described analytical and
bioanalytical methods for the simultaneous quantification of these drugs. An
analytical method by high performance liquid chromatography (HPLC) with ultraviolet
detection was developed and validated for simultaneous quantification of amlodipine
and olmesartan medoxomil in fixed dose combination. The chromatographic analysis
was performed in a Ci;g column, mobile phase composed of
acetonitrile:methanol:0.3% triethylamine (30:30:40) pH 2.75 and a flow rate of 1.0
mL/min. Injection volume was 10 uL, detection was at A 238 nm and run time was 5.5
minutes. Then, the analytical method was transferred to ultra performance liquid
chromatography (UPLC) with ultraviolet detection using mathematical formulas to
calculate the new injection volume and new flow rate of mobile phase, which were
0.7 pL and 0.613 mL/min., respectively. Adjustments in the solvent composition of
mobile phase were performed to improve the efficiency of the UPLC method. The
optimized mobile phase was composed of acetonitrile:methanol:0.3% triethylamine
(26:26:52) pH 2.75. At this condition, the run time was 1.25 minutes, which provided
a reduction of approximately 77% in the analysis time and 86% in solvent
consumption. After the method optimization by UPLC, the method was validated. The
HPLC method showed to be statistically equivalent to the UPLC method after
analysis of three batches of the product BenicarAnlo®. Thus, both methods may be
used to perform quality control of olmesartan medoxomil and amlodipine in fixed
dose combination tablets. A bioanalytical method was also developed and validated
by HPLC with tandem mass spectrometry detection and electrospray ionization in the
positive mode for quantifying amlodipine and olmesartan in human plasma.
Felodipine and valsartan were used as internal standards of amlodipine and
olmesartan, respectively. The sample preparation was carried out using the
technique of liquid-liquid extraction. The chromatographic analysis was performed in
a Cjg column, mobile phase composed of methanol:0.05% formic acid (75:25) and a
flow rate of 1.0 mL/min. The transitions employed for the quantification of amlodipine,
olmesartan, felodipine and valsartan were m/z 409.4 — 237.7, m/z 447.6 — 206.8,
m/z 384.7 — 338.2, m/z 436.5 — 291.0, respectively. The bioanalytical method
showed to be selective, precise, accurate and linear over the range of 1 to 100 ng/mL
for amlodipine and 3 to 1800 ng/mL for olmesartan. Therefore, it may be applied in
future studies of therapeutic drug monitoring and bioequivalence.

Key words: hypertension, amlodipine, olmesartan medoxomil, olmesartan, high
performance liquid chromatography, ultra performance liquid chromatography,
tandem mass spectrometry.
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1 INTRODUCAO

A hipertenséao arterial sistémica (HAS) € considerada a doenca cardiovascular (DCV)
mais comum e desempenha um papel etiolégico importante no desenvolvimento de
acidentes vasculares encefélicos, ataques isquémicos, encefalopatias, infartos
agudos do miocéardio, insuficiéncias cardiacas, aneurismas, insuficiéncias renais e
até mesmo na ocorréncia de mortes subitas. O tratamento correto da HAS foi
associado com a reducédo de 35-40% da incidéncia de acidente vascular encefalico e
de 16% da incidéncia de infarto do miocardio. Embora o tratamento farmacoldgico e
o ndo-farmacoldégico diminuam, significativamente, as taxas de morbidade e de
mortalidade, estima-se que, aproximadamente, 3/4 dos individuos hipertensos nao

controlam de maneira adequada os niveis da pressao arterial (WHO, 2003, 2007).

A mortalidade por DCV aumenta progressivamente com a elevagdo da presséo
arterial de forma linear, continua e independente. Em 2008, ocorreram no mundo,
aproximadamente, 17 milhées de mortes devido as DCV e a projecdo da
Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) € que esse numero suba para 25 milhdes em
2030. No Brasil, as DCV séao as principais causas de morte, somente em 2007
ocorreram 308.466 Obitos por doencas do aparelho circulatério, sendo que 29,4%
destes O6bitos foram ocasionadas por DCV (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2010; WHO, 2012).

A HAS é uma doenca crénica considerada um problema grave de saude publica no
Brasil e no mundo. A OMS estima que 13% de todas as mortes do mundo decorrem
do aumento da presséo arterial. Considerando o critério atual de diagndstico (PA =
140/90 mmHg), a prevaléncia na populacao brasileira com idade superior a 24 anos
em 2008 foi de 39,4% para mulheres e de 26,6% para homens (WHO, 2012).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Hipertenséao arterial sistémica

A HAS pode ser definida como uma condicdo clinica multifatorial caracterizada por
niveis elevados e sustentados de pressio arterial. E possivel estabelecer uma causa
especifica para a hipertensdo em apenas 10-15% dos portadores, aqueles em que
ndo se pode identificar a causa especifica sdo considerados portadores de
hipertensao essencial (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2010).

A pressao arterial é o produto do débito cardiaco pela resisténcia vascular
periférica. Por isso, em individuos normais e hipertensos, a pressdo arterial &
mantida pela regulacdo continua do débito cardiaco e da resisténcia vascular
periférica. Esta regulagdo ocorre nas arteriolas, vénulas pds-capilares, coracdo e
rins (regula o volume do liquido intravascular). Os barorreceptores, mediados por
nervos autbnomos, atuam em combinacdo com mecanismos humorais, incluindo o
sistema renina-angiotensina, para coordenar os quatros locais anatbmicos de
regulacdo da presséo arterial. Na maioria dos casos, a elevacdo da presséo esta
associada a um aumento global da resisténcia ao fluxo sanguineo, enquanto o
débito cardiaco esta habitualmente normal (KATZUNG, 2005).

A classificagcdo da HAS para adultos com mais de 18 anos de acordo com a VI
Diretrizes Brasileiras de Hipertensdao e com o Ministério da Saude é apresentada na
Tabela 1.1. Para avaliar os limites de pressédo arterial normal para criancas e
adolescentes com até 17 anos, é necessario utilizar tabelas especiais que levam em
consideracao a idade e a altura. Vale ressaltar que quando as pressofes sistélica e
diastélica encontram-se em categorias diferentes, a sistolica deve ser utilizada para
a classificacao da presséao arterial (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA,
2010).
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Tabela 1.1 - Classificacédo da pressao arterial em adultos.

Classificacéao . ,P.resséo . I,Dr.essao
Sistalica (mmHg) Diastoélica (mmHg)
Otima <120 <80
Normal <130 <85
Pré-hipertenséo 130-139 85-89
Hipertensao estagio 1 140-159 90-99
Hipertensao estagio 2 160-179 100-109
Hipertensao estagio 3 =180 =110
Hipertensao sistdlica >140 <90

isolada

Fonte: adaptado da SOCIEDADE BRASILEIRA de CARDIOLOGIA, 2010

2.2 Tratamento da hipertenséao arterial sistémica

O principal objetivo do tratamento da HAS é a reducdo da morbidade e da
mortalidade ocasionadas por doencas cardiovasculares. A decisdo do tratamento
adequado e eficiente para a HAS deve ser baseada no nivel da pressao arterial e,
também, no risco cardiovascular, que considera a presenca de fatores de risco,
lesdo em 6rgdos alvo e a presenca de outra doenca cardiovascular. Basicamente,
h& duas abordagens terapéuticas para a HAS: o tratamento ndo-farmacolégico, que
€ baseado em modificacbes do estilo de vida, e o tratamento medicamentoso
(BRASIL, 2006).

A adocdo de habitos de vida saudaveis é parte fundamental da prevencédo e do
tratamento de pacientes com HAS, por isso o tratamento ndo-farmacologico é muito
importante. As principais estratégias para esse tratamento sdo: controle de peso,
adocado de habitos alimentares saudaveis, reducdo do consumo de sal, reducédo do
consumo de bebidas alcodlicas, abandono do tabagismo, pratica de atividade fisica
regular, dentre outras (THE SEVENTH..., 2004).

Os farmacos anti-hipertensivos exercem sua acdo terapéutica por meio de
mecanismos distintos que interferem na fisiopatologia da HAS. As classes de anti-
hipertensivos disponiveis para uso clinico sédo (BRUNTON et al., 2006):

v’ diuréticos;

v inibidores adrenérgicos;
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vasodilatadores;
bloqueadores dos canais de célcio;
inibidores da enzima conversora da angiotensina (ECA);

bloqueadores do receptor AT, da angiotensina ll;

NS NEE N NN

inibidor da renina.

Qualquer farmaco dos grupos de anti-hipertensivos pode ser utilizado para o
tratamento da hipertensao arterial, desde que resguardadas as indica¢cdes e contra-
indicacdes especificas. A monoterapia, geralmente, é a estratégia inicial para
pacientes com HAS estdgio 1 e com risco cardiovascular baixo a moderado.
Dependendo da resposta do paciente a terapéutica, quase sempre € necessaria a
adocéao de terapias combinadas, envolvendo dois ou mais agente anti-hipertensivos
com diferentes mecanismos de acdo. Estudos recentes mostraram que em cerca de
dois tercos dos casos, a monoterapia nao foi suficiente para reduzir a pressao
arterial para valores normais, por isso, a terapia combinada de anti-hipertensivos
como primeira medida medicamentosa estd sendo adotada, principalmente, para
pacientes com hipertensdo estagios 2 e 3 e para aqueles com hipertensdo arterial
estagio 1 que apresentam risco cardiovascular alto. A terapia combinada de anti-
hipertensivos pode ser feita por meio de medicamentos separados ou por
associacfes em dose fixa combinada (WHO, 2007; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2010).

2.3 Besilato de anlodipino

O besilato de anlodipino é um po6 cristalino branco ligeiramente solivel em agua e
em 2-propanol e solivel em metanol e em etanol. Deve ser armazenado protegido
da luz, pois é fotossensivel. E uma base fraca, apresenta pKa 8,6 e coeficiente de
particdo octanol:agua (log P) igual a 3,0. Sua denominacgédo quimica de acordo com
a IUPAC é: 2-[(2-aminoetoxi)metil]-4-(2-clorofenil)-1,4-diidro-6-metil-3,5-piridina-
acido dicarboxilico 3-etil 5-metil ester, (*)-, monobenzenosulfonato. A estrutura
guimica desse farmaco esta representada na Figura 1.1 (MOFFAT et al., 2004; THE
MERCK INDEX, 2006; SHOHIN et al., 2010).
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Figura 1.1 - Estrutura quimica do besilato de anlodipino.

NH
O/\/ 2

Fonte: THE MERCK INDEX, 2006

O anlodipino (ANLO), classificado como um derivado da dihidropiridina de terceira
geracdo, € um bloqueador seletivo dos canais lentos de célcio que age por meio da
inibicdo do fluxo de célcio extracelular para o meio intracelular dos musculos
cardiaco e liso. E indicado para o tratamento da angina de peito, HAS e insuficiéncia
cardiaca congestiva. A dose oral recomendada é de 5 mg a 10 mg, uma vez ao dia.
O ANLO esta incluido da Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais de 2012 do
Ministério da Saude e na lista de medicamentos essenciais da OMS de 2011. Os
principais efeitos adversos relacionados ao uso de ANLO séo devido a vasodilatacao
excessiva que pode ocorrer, 0s sintomas consistem em tonteira, hipotensao,
cefaleia, edema periférico e taquicardia (BRUNTON et al., 2006; WHO, 2011,
BRASIL, 2012).

Apds a administracao por via oral, a absorcdo do ANLO ¢é lenta, apresentando picos
maximos de niveis plasmaticos entre 6-12 horas. Sua biodisponibilidade absoluta
varia de 64 a 80% e sua absorcdo ndo é afetada pela ingestdo de alimentos.
Aproximadamente, 97,5% unem-se as proteinas plasméticas. A meia-vida de
eliminacdo € cerca de 40 a 50 horas, o volume de distribuicdo é de
aproximadamente 20 L/kg e o cleareance é de 7 mL/min./kg. E extensivamente
metabolizado pelo figado e seus metabdlitos sdo excretados pela urina. Ndo ha
evidéncia de interacdo farmacocinética do ANLO com outras drogas (MEREDITH &
ELLIOT, 1992; MOFFAT et al., 2004; SWEETMAN, 2009).
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2.4 Olmesartana medoxomila

A olmesartana medoxomila (OLMD) é um po cristalino branco. E muito pouco soltvel
em agua, ligeiramente solivel em metanol, solivel em solucdes acidas e alcalinas
fracas. E uma base fraca, apresenta pKa 4,3. Sua denominac¢&o quimica de acordo
com a IUPAC é: 4-(1-hidroxi-1-metiletil)-2-propil-1-[[2"(1H-tetrazol-5-il)[1,1 bifenil]-4-
ilfmetil]-1Himidazol-5-4cido carboxilico (5-metil-2-oxo-1,3-dioxol-4-il) metil éster. A
estrutura quimica desse farmaco esta representada na Figura 1.2 (THE MERCK
INDEX, 2006; BAJERSKI et al., 2010).

Figura 1.2 — Representac&o da hidrolise da olmesartana medoxomila.

O 0 CH O Q
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J\<\ | O+ H0 ———» J\<\ [ + H+coz
HsC o—/ enzimatica HaC N
N OH \ OH O CH3
o}
Hae CH3 Hae CH3
Olmesartana medoxomila Olmesartana
pré-farmaco farmaco

Fonte: adaptado de MA et al., 2005

A OLMD, classificada como derivado imidazélico, é um pré-farmaco éster inativo,
gue, durante sua absorcao pelo trato gastrintestinal, é totalmente hidrolisada a forma
ativa, a olmesartana (OLM), pelas enzimas esterases, conforme apresentado na
Figura 1.2. Atua blogqueando seletivamente os receptores AT; de angiotensina Il. E
indicada para o tratamento da HAS, nefropatia diabética, insuficiéncia cardiaca
congestiva e acidente vascular encefalico. A dose oral recomendada é de 20 mg a
40 mg, uma vez ao dia. E o farmaco mais novo de sua classe, foi aprovado pelo
Food and Drug Administration (FDA) em 2002. Em estudos comparativos, mostrou
eficacia anti-hipertensiva superior aos outros de sua classe. Os efeitos adversos
associados ao uso da OLMD séo dor cefaleia, infec¢do do trato respiratério, edema
facial e tonteira (NORWOOD. et al., 2002; BRUNTON et al., 2006; GOMES et al.,
2008).
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ApOs a administracdo por via oral, a OLMD é hidrolisada a OLM que € rapidamente
absorvida, apresentando picos maximos de niveis plasmaticos entre 1-2 horas. A
biodisponibilidade absoluta da OLM é de, aproximadamente, 26% e nao € afetada
pela ingestdo de alimentos. Aproximadamente, 99% unem-se as proteinas
plasméticas. A meia-vida varia de 10 a 15 horas, o volume de distribuicdo & de
aproximadamente 20 L/kg e o cleareance é de 22 mL/min./kg. E excretada na forma
inalterada sendo que de 30 a 50% ¢é excretada pela urina e o restante pela bile. Nao
ha evidéncia de interacdo farmacocinética da OLM com outros farmacos (MOFFAT
et al., 2004; KOROLKOVAS & FRANCA, 2006).

2.5 Associacdo em dose fixa combinada de anlodipino e olmesartana

medoxomila

A monoterapia no tratamento da HAS é eficiente para apenas um terco dos
hipertensos. Por isso, a associacdo de diferentes farmacos é muito importante para
o tratamento correto dessa doenca. Para a efetividade do tratamento, séo
associados farmacos de diferentes classes terapéuticas para que ocorra um
sinergismo de suas acdes farmacoldgicas, 0 que ocasiona uma reducdo maior dos
niveis da pressao arterial. Quando é necessario mais de um farmaco para tratar a
HAS, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e a OMS recomendam o
uso de formulacdes de dose fixa combinada porque diminui os erros de prescri¢ao,
simplifica o tratamento e melhora a adesdo do paciente (WHO, 2007; BRASIL,
2010).

Em estudos realizados, a combinacdo de OLMD e ANLO, um antagonista do
receptor AT, de angiotensina Il e um bloqueador dos canais célcio, respectivamente,
mostrou ser efetiva para o tratamento da hipertensdo em comparacdo com a
monoterapia, bem tolerada pelos pacientes e com baixa incidéncia de efeitos
adversos. Além disso, a meia vida de ambos os farmacos € longa e, por isso, a
posologia € de apenas um comprimido ao dia, o que contribui ainda mais para a
adesdo ao tratamento. A ANVISA considera a associagdo de ANLO e OLMD
sinérgica para o tratamento da HAS, conforme se pode observar na Figura 1.3.
(ROHATAGI et al.,, 2008b; CLEOPHAS & NIEMEIJER, 2009; BASILE, 2010;
BRASIL, 2010).
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Figura 1.3 — Associagdes de farmacos utilizadas no tratamento
da HAS consideradas sinérgicas e ndo sinérgicas.
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Fonte: BRASIL, 2010

O medicamento referéncia para a associacdo em dose fixa combinada de ANLO e
OLMD é o BenicarAnlo®, fabricado pela industria farmacéutica Daiichi Sankyo e que
esta protegido por patente até 2016. E apresentado em embalagens com 15 ou 30
comprimidos revestidos nas seguintes concentracbes de OLMD e ANLO,

respectivamente: 20mg/5mg; 40mg/5mg; 40mg/10mg.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos e bioanalitico para quantificacao

simultanea de anlodipino e olmesartana medoxomila em produto farmacéutico e em

plasma humano.

3.2 Objetivos especificos

Desenvolver e validar um método analitico por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) com detector de arranjo de diodos (DAD) para quantificacao
de anlodipino e olmesartana medoxomila em comprimidos de dose fixa

combinada.

Transferir 0 método de quantificacdo de anlodipino e olmesartana
medoxomila em comprimidos de dose fixa combinada por CLAE para

Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE).

Validar o método analitico de quantificacdo de anlodipino e olmesartana
medoxomila em comprimidos de dose fixa combinada por CLUE-DAD.

Desenvolver e validar um método bioanalitico por CLAE com deteccdo por
espectrometria de massas com fonte de ionizacdo por electrospray para

guantificacdo de anlodipino e olmesartana em plasma humanao.



CAPITULO 2

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO POR CLAE-DAD
PARA QUANTIFICACAO SIMULTANEA DE ANLODIPINO E OLMESARTANA
MEDOXOMILA EM COMPRIMIDOS DE DOSE FIXA COMBINADA.
TRANSFERENCIA DO METODO PARA SISTEMA DE CLUE-DAD E VALIDACAO
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, High Performace Liquid
Chromatography) é principal técnica analitica utilizada para as analises qualitativas e
quantitativas de controle de qualidade na area farmacéutica. A CLAE surgiu no inicio
dos anos 80 com o aprimoramento da cromatografia liquida classica e desde entédo
pesquisas tém sido feitas para desenvolver novas particulas de fase estacionarias.
O que impulsiona esse desenvolvimento € a necessidade de aumentar a eficiéncia
cromatografica e de reduzir o tempo de andlise. Neste contexto, surgiu a
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC, Ultra Performace Liquid
Chromatography) que se baseia nos mesmos principios da CLAE e utiliza particulas
de diametro inferiores a 2 um como fase estacionaria (WREN & TCHELITCHEFF,
2006; MALDANER & JARDIM, 2009).

Para tornar possivel o uso das particulas inferiores a 2 um, o sistema cromatogréafico
deve operar em altas pressdes, 100 MPa (15000 psi), uma vez que a pressao do
sistema € inversamente proporcional ao quadrado do didmetro da particula,
conforme demonstrado pela equacédo 1. Para minimizar o aumento da pressao,

colunas de comprimentos menores podem ser usadas (NGUYEN et al., 2006).

_®-p-L-u

P
d

(1)

Onde P é a pressao do sistema, ® é a resisténcia ao fluxo,  é a viscosidade da

fase movel L € o comprimento da coluna, u € a velocidade linear da fase movel e d,

€ o diametro da particula da fase estacionaria.

Um sistema CLAE convencional ndo consegue operar em altas pressoes,
trabalhando com pressées de no maximo 40 MPa (6000 psi). Por isso, foi preciso
desenvolver um equipamento com bombas, injetor e detector capazes de trabalhar

em altas pressodes. O primeiro equipamento comercial desenvolvido e adaptado para
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operar nas condi¢cbes necessarias a CLUE foi introduzido em 2004 pela Waters e
denominado Acquity UPLC™ (SWARTZ, 2005).

Os equipamentos de CLUE apresentam sistema de bombeamento capaz de
impulsionar a fase movel de forma suave e reprodutivel sob altas pressdes. O ciclo
de injecdo da amostra é rapido para assegurar a rapidez da andlise. O volume de
injecdo dever ser pequeno para evitar o alargamento dos picos. Os detectores
possuem celas sem disperséo, constantes de tempo baixas (€100 ms) devido as
estreitas larguras de base dos picos e altas taxas de aquisigdo (= 20 Hz) para se
obter dados suficientes em curto espago de tempo (MALDANER & JARDIM, 2009).

As colunas utilizadas na CLUE, além de possuirem particulas sub 2 um, devem
apresentar diametro de 1 mm a 2,1 mm para evitar o aquecimento dos solventes da
fase mével por atrito, que pode ocorrer devido a pressdo elevada, e reduzir o
consumo de solvente. Para garantir os beneficios proporcionados por essas colunas,
0 volume extra-coluna do equipamento precisa ser pequeno. O volume extra-coluna
do sistema Acquity UPLC™ é em torno de 10 a 15 pL (NGUYEN et al., 2006;
FEKETE S. & FEKETE J., 2011).

As particulas sub 2 um utilizadas em CLUE proporcionam um aumento da eficiéncia
da coluna e separacfes cromatograficas mais rapidas. Isso ocorre porque 0 nimero
de pratos tedricos e a velocidade linear da fase modvel sdo inversamente
proporcionais ao diametro da particula. Assim, 0 uso dessas particulas juntamente
com as altas velocidades lineares da fase movel permite analises rapidas, consumo
menor de solventes, melhor resolucdo e menor limite de deteccédo para método. O
limite de deteccao pode ser reduzido de 2 a 3 vezes, isso vai depender do detector
utilizado (SWARTZ, 2005; ORTIZ et al., 2010).

Por meio da equacdo de van Deemter (2), é possivel avaliar como a coluna e a
velocidade linear da fase movel afetam os mecanismos de alargamento da banda
cromatografica e, consequentemente, a eficiéncia da coluna, expressa pela altura do

prato tedrico (H).
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B

H=A+—+Cu (2)
u

Onde A, B e C sdo constantes.

O termo A se refere ao alargamento dos picos devido aos caminhos multiplos
seguido pelo analito na coluna, quanto menor o didmetro da particula, menor a
contribuicdo desse termo para o alargamento. O termo B se refere ao alargamento
dos picos devido a difusdo longitudinal do analito, quanto mais rapida a vazéo linear,
menor o tempo de permanéncia do analito na coluna e menor a contribuigdo desse
termo para o alargamento. O termo C se refere ao alargamento dos picos devido a
transferéncia de massa do analito entre a fase mével e a fase estacionaria, quanto
menor a vazao linear e o diametro da particula, menor a contribuicdo desse termo
para o alargamento. A partir da aplicacdo da equacdo de van Deemter é possivel
construir curvas de van Deemter para colunas com diferentes diametros de
particulas, pela qual se avalia a H (um) em funcéo de u (mm/s). As curvas obtidas
para uma coluna de CLAE convencional com diametro de 5 um e para uma coluna
de CLUE com diametro de 2 pm estdo representadas na Figura 2.1 (HARRIS,
2005).

Figura 2.1 — Representagdo da curva de van Deemter
para colunas com particulas de 5 e 2 um.
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I | | | I |
1 2 3 4 5 6

u (mm/s)

Fonte: adaptado de MALDANER & JARDIM, 2009

O minimo da curva demonstra a velocidade 6tima para se alcancar a eficiéncia
maxima da coluna. Conforme se pode observar na Figura 2.1, colunas com
particulas menores reduzem a altura do prato tedrico, assegurando a obtencdo de

colunas com um numero maior de pratos. Além disso, as colunas de CLUE permitem
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que a eficiéncia se mantenha proxima da eficiéncia maxima mesmo quando se
trabalha com elevada velocidade linear da fase madvel, possibilitando uma reducéo
ainda maior do tempo de analise (MALDANER & JARDIM, 2009).

1.2 Transferéncia de métodos no modo de eluicdo isocrética de CLAE para
CLUE

Para realizar a transferéncia de um método de separacdo desenvolvido por CLAE
para um sistema de CLUE é necessario que a fase estacionaria empregada em
ambos os métodos sejam similares e que algumas condi¢cdes analiticas sejam
alteradas. Por meio de equacBes matematicas é possivel calcular as novas
condi¢cBes para CLUE, além disso, pode-se prever o tempo de corrida e a pressao
do sistema do novo método. Na transferéncia de um método de separacdo no modo
de eluicdo isocrética, o volume de injecdo e o fluxo da fase mével precisam ser
modificados (GUILLARME et al., 2007).

O volume de injecdo deve ser adaptado de acordo com as novas dimensdes da
coluna de CLUE para evitar o alargamento do pico. O ideal é que seja de 1 a 5% do
volume da coluna. O volume de injecado depende do diametro interno da coluna e de
seu comprimento e independe do tamanho das particulas. O calculo do novo volume

de injecdo deve ser feito de acordo com a equacéo 3.

Vinj, =Vinj, %ﬁ (3)
cl Ll

Onde V2 € Vipjp s8o os volumes de injecdo dos métodos por CLUE e CLAE,

respectivamente; dc; € L, sdo o diametro interno e o comprimento da coluna de

CLUE, respectivamente; d.1 e L; sdo o diametro interno e o comprimento da coluna

de CLAE, respectivamente.

A velocidade linear da fase moével é diretamente proporcional ao quadrado do
didmetro da coluna e inversamente proporcional ao didametro das particulas da fase
estacionaria. No entanto, independe do comprimento da coluna. Durante a

transferéncia do método, é importante que o resultado obtido ao se multiplicar a

velocidade linear da fase mével pelo diametro da particula seja constante. Para que
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essa condicdo seja obedecida, o fluxo da fase mével por CLUE é determinado pela

equacao 4.
2 d

F,=F-de O (4)
dcl dp2

Onde F;, e F; séo os fluxos dos meétodos por CLUE e CLAE, respectivamente; dy; e
dp1 s@o os diametros das particulas da fase estacionaria das colunas de CLUE e

CLAE, respectivamente.

O tempo de andlise esperado para o método por CLUE é diretamente proporcional a
alteracdo que ocorre no volume morto da coluna durante a transferéncia. Esse pode

ser estimado com o auxilio da equacéo 5.

Tana., = Tana., - —%.—%. 2 ()

Onde Tana2 € Tana1 S80 0s tempos de andlise dos métodos por CLUE e CLAE,

respectivamente.

A pressao do sistema esperada para o método por CLUE pode ser calculada com o

auxilio da equacao 6.

L, d;
P, =P '_2'_21 ()
L, d,,
Onde P, e P; sdo as pressbes dos sistemas de CLUE e CLAE, respectivamente
(GUILLARME et al., 2007).

1.2.1 Efeito da variancia extra-coluna na transferéncia do método

A coluna cromatografica e os efeitos extra-coluna sdo 0s responsaveis pela
eficiéncia total exibida em uma separacdo cromatografica. Os fatores que afetam a
eficiéncia intrinseca da coluna estéo associados aos termos A, B e C da equacgéao de
van Deemter, ja os efeitos extra-coluna estdo relacionados, principalmente, com o

volume extra-coluna. A eficiéncia total pode ser estabelecida pela variancia total do
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pico (0%ota), que representa o alargamento da banda no cromatograma. A 6% pode
ser calculada de acordo com a equagéo 7 (HARRIS, 2005; NETO, 2011).

2 2 2
O-total - Gcoluna + Gextra—coluna (7)

Onde a 0%quna € @ variancia atribuida a contribuicdo intrinseca da coluna e O extra

coluna € @ variancia relativa aos efeitos extra-coluna.

A reducdo do volume da coluna na CLUE provoca uma diminuigdo da 0% colunas

conforme demonstrado pela equacéo 8 (GUILLARME et al., 2007).

b Ve rk)
coluna —
\V Ncoluna

Onde V, é volume morto da coluna; k € o fator de retencdo; Ncouna COrresponde a

(8)

eficiéncia intrinseca da coluna.

Com a reducdo da 0%couna, O efeito da oZexra-coluna S€ torna mais significativo, o que
pode provocar uma perda da eficiéncia durante a transferéncia do método. Para
contornar esse problema, € importante que o sistema cromatografico seja
configurado para que os efeitos extra-coluna sejam os menores possiveis. A relacao
entre a 0%oluna € @ O extra-coluna POde ser melhor visualizada pela equacdo 9 (FEKETE
S. & FEKETE J., 2011).

1

coluna 2 (9)

(o2
extra—coluna
1+

2 2
O-colu na + Gexxtra—co luna

N, =N

obs.

Onde Ngps. € 0 nimero de pratos tedricos observado no cromatograma.

De acordo com a equacgéo 9, ao se reduzir a czcomnae manter constante a czextra-comna,
o N observado diminui. Outra forma de evitar a perda da eficiéncia, durante a
transferéncia de método recomendada pela literatura, é trabalhar com k superior a 3.
Isso garante uma reducdo menor da 0%.una €, CONsequentemente, um efeito menor
da 0%exa-coluna, UMa vez que k é proporcional & 6%ouna, conforme demonstrado pela
equacao 8 (GUILLARME et al., 2007).
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Para se obter uma boa separacéo cromatogréafica é recomendado que a taxa entre a
O extra-coluna © @ O%toral SEjA igual ou inferior a 10% (GUILLARME et al., 2007).

1.3 Métodos analiticos para quantificacdo de anlodipino e olmesartana

medoxomila

O primeiro método para quantificagcdo simultanea de ANLO e OLMD utilizando
CLAE-DAD foi publicado por QUTAB et al. (2009). Posteriormente, outros seis
artigos foram publicados utilizando essa mesma técnica. As condigbes
cromatograficas utilizadas pelos diversos autores estdo reunidas na Tabela 2.1. Foi
observado que, dos sete métodos publicados, seis apresentaram como objetivo o
doseamento de ANLO e OLMD em comprimidos de dose fixa combinada e apenas
um visou estudar as estabilidades dos farmacos frente a condi¢cdes de degradacao
forcada. Todos os métodos empregaram eluicdo isocratica e, como fase
estacionéria, utilizaram colunas empacotadas com silica quimicamente ligada a
grupos octadecilsilanos (Ci;g) e com as seguintes dimensfes: 250 mm de
comprimento, 4,6 mm de didmetro e particulas de 5 ym. A acetonitrila (ACN) foi o
solvente organico de escolha para todas as analises, o método descrito por
CHABUKSWAR et al. (2010) também utilizou metanol (MeOH) como modificador

organico.

Nos artigos publicados por WANKHEDE et al. (2009) e KARDILE et al. (2010), além
dos métodos de quantificacdo simultdnea dos farmacos por CLAE-DAD, foram
desenvolvidos e validados também métodos de quantificacdo simultdnea por
espectrofotometria derivada na regidao do UV (EDU). O método por EDU se mostrou
mais rapido e menos dispendioso em comparacdo ao método por CLAE-DAD, uma
vez que ndo necessita da separacdo prévia dos farmacos, entretanto o método por
CLAE-DAD foi mais sensivel. Foram encontrados na literatura cientifica dois artigos
gue quantificaram ANLO e OLMD em comprimidos de dose fixa combinada
utilizando apenas a EDU como técnica (MEHULKUMAR et al., 2009; PATIL et al.,
2011b).
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Tabela 2.1 — Métodos por CLAE-DAD para quantificacdo simultanea de ANLO e OLMD descritos

na literatura e métodos farmacopeicos de quantificacdo de ANLO e OLMD.
Referéncia Analito Fase movel Coluna (mFLI;jr;l(?n ) Deétr?rcng)ao Aplicacéao
QUTAB ANLO E ) ~ ] C15 (250 x 4,6 mm; 5 um), Doseamento de
etal., 2009 OLMD ACN:acetato de amonio 0,05 M pH 6,80 (60:40) 28 °oC 1,0 239 comprimido
WANKHEDE ANLO E ACN:fosfato de potéssio dihidrogenado 0,05 M , Doseamento de
et al., 2009 OLMD (50:50) Cis (250 x 4,6 mm; 5 um) 1.0 238 comprimido
CHABUKSWAR ANLOE ACN:MeOH:agua (60:28:12); pH 3,20 ajustado com  Ci5 (250 x 4,6 mm; 5 um), 06 254 Doseamento de
et al., 2010 OLMD acido fosférico 30 °C ' comprimido
KAMBLE ANLO E ACN: acetato de aménio 0,03 M pH 3,00 ajustado ) Doseamento de
etal., 2010 OLMD acido acético (55:45) Cis (250 x 4,6 mm; 5 um) 1.0 254 comprimido
KARDILE ANLO E ACN:fosfato de potéassio dihidrogenado 0,05 M pH , Doseamento de
etal., 2010 OLMD 6,80 (50:50) Cie (250 x 4,6 mm; 5 um) 1,0 238 comprimido
PATIL ANLO E ACN: acetato de aménio 0,05 M pH 3,20 ajustado C15 (250 x 4,6 mm; 5 um), 10 240 Estudo de
et al., 2010 OLMD com amoénia e acido acético (40:60) 30°C ' estabilidade
PATIL ANLO E s . ) Doseamento de
etal. 2011a OLMD ACN:agua (60:40) Ci5 (250 x 4,6 mm; 10 um) 1,0 248 comprimido
: . . Doseamento de
. . 0
USP 35 ANLO ~ ACN:MeOH:TEA 0,7% pH 3,00 ajustado com acido ¢ 150 y 3.9 mm; 5 ym) 1,0 237 matéria-prima e
fosforico (15:30:50) comprimido
BP 2013 e , . . Cis (250 x 4 mm; 5 ym), Doseamento de
EP 7.0 ANLO MeOH: acetato de aménio 2,3 g/L (70:30) 30 °C 15 237 matéria-prima
ACN: fosfato de potassio monobasico 0,015 M, pH Cis (150 x 4,6 mm; 5 ym), Doseamento de
USP 35 OLMD 3,40 ajustado com é&cido fosférico (34:66) 40 °C 1.0 250 matéria-prima
ACN:fosfato de potassio dihidrogenado .
BP 2013 e OLMD 2,04 g/L pH 3,40 ajustado com Cis (100 x 4,6 mm; 3,5 um), 1,0 250 Doseamento de
EP 7.0 40°C matéria-prima

acido fosforico (35:65)
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SAMINATHAN et al. (2011) desenvolveram um método por CLAE-DAD para
quantificacdo de ANLO, OLMD e hidroclorotiazida em comprimidos de dose fixa
combinada. O medicamento que associa esses trés farmacos € o Tribenzor® da
industria farmacéutica Daiichi Sankyo, foi aprovado pelo FDA em 2010 e nédo é
comercializado no Brasil. JAIN et al. (2012) também relatou um método para
quantificar esses trés farmacos simultaneamente e o propoésito do artigo foi estudar

os produtos de degradacéo apos submeter o medicamento a condi¢cdes de estresse.

Até o final do presente trabalho, foi encontrado somente um artigo publicado para a
determinacdo simultinea de ANLO e OLMD em comprimidos de dose fixa
combinada por meio da técnica CLUE-DAD. O artigo foi publicado por KUMAR et al.
(2012) e teve por finalidade quantificar ANLO, OLMD e hidroclorotiazida em dose
fixa combinada e estudar os produtos de degradacdo dos farmacos frente a
condicdes de degradacdo forcada. Esse método apresentou certa complexidade
para execucdo, pois envolveu o gradiente de duas fases moveis (A e B), a fase A foi
composta de ACN:perclorato de sédio 0,053 M pH 3,20 ajustado com &cido fosforico
(10:90;v/v) e a fase B foi composta pelos mesmos solventes mas na proporcéo de
(90:10;v/v). Além disso, foi utilizado um comprimento de onda para identificar cada
farmaco, o que também dificulta a andlise. O tempo de corrida foi de 6,0 minutos,

gue é considerado longo quando se refere a analises por CLUE.

N&o foi encontrada monografia oficial em Farmacopeias reconhecidas pela ANVISA
para proceder ao controle de qualidade de ANLO e OLMD em comprimidos de dose
fixa combinada. Os métodos de doseamento descritos para ANLO ou OLMD nas
farmacopeias Americana (USP 35), Britanica (BP 2013) e Europeia (EP 7.0) estéo
relatados na Tabela 2.1. Para a OLMD, ndo ha monografia para o produto acabado,
as monografias da matéria-prima foram publicadas pela primeira vez no 2°
suplemento da USP 35 (2012) e no suplemento 7.4 da EP 7.0 (2012). Isso é
justificado por a OLMD ser um farmaco relativamente novo, pois foi aprovado pelo
FDA em 2002.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

2.1.1 Padrdes analiticos e amostras

Os seguintes padrbes analiticos e amostras foram utilizados para a execucdo desse

trabalho:

besilato de anlodipino proveniente da USP, lote HOI102, teor: 99,8%, valido
por todo o periodo de estudo;

olmesartana medoxomila proveniente da Sequoia Research Products (SRP),
lote 04100112050, teor: 99,3%, valido por todo o periodo de estudo;
olmesartana proveniente da SRP, lote 07060112040, teor: 99,3%, vélido por
todo o periodo de estudo;

besilato de anlodipino matéria-prima proveniente da Arch Pharmalabs Limited,
lote ABAMBO7038, teor: 99,52%, validade 11/2012;

olmesartana medoxomila matéria-prima proveniente da Iffect Chemphar Co.,
lote IF-OL-110502, teor: 99,48%, validade 05/2014;

BenicarAnlo® comprimidos revestidos — 40 mg de olmesartana medoxomila e
10 mg de anlodipino- proveniente da industria farmacéutica Daiichi Sankyo,
lotes 10406, 10907,11073 e 20168, validades 05/2013, 10/2013, 11/2013 e
11/2013, respectivamente;

excipientes: alcool polivinilico, amido pré-gelatinizado, celulose microcristalina
silicificada, croscarmelose sédica, dioxido de titanio, estearato de magnésio,

macrogol, 6xido férrico amarelo, éxido férrico vermelho e talco.

2.1.2 Solventes e vidrarias

Os seguintes solventes e vidrarias foram utilizados para a execucao desse trabalho:

agua destilada e ultra purificada em sistema Milli-Q);
balbes volumétricos, buretas e pipetas volumétricas calibrados;

béqueres, erlenmeyers e kit de filtracéo;
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solventes e reagentes grau analitico: acetato de amoénio, acido acético, acido
cloridrico (HCI), acido formico, acido fosférico, hidréxido de sodio (NaOH),
peréxido de hidrogénio (H20,) 30% v/v e trietilamina (TEA);

solventes grau cromatografico: acetonitrila e metanol.

2.1.3 Equipamentos e materiais

Os seguintes equipamentos e materiais foram utilizados para a execucdo desse

trabalho:

aparelho de banho-maria FANEM,;

aparelho de ultrassom UNIQUE, modelo USC-1400;

balanca analitica SARTORIUS com precisdo de 0,01 mg, modelo BP210D;
balanca analitica SHIMADZU com precisdo de 0,01 mg, modelo AUW-220D;
bomba de vacuo MILLIPORE, modelo WP6111560;

coluna cromatografica SHIMADZU para CLAE Ci5 (150 x 4,6 mm; 5 uym);
coluna cromatografica WATERS para CLUE BEH Cy (50 x 2,1 mm; 1,7 ym);
cromatografo a liquido de alta eficiéncia AGILENT, com forno, injecéo
automatica e DAD, modelo 1200, software ChemStation B.02.01-SR1;
cromatografo a liquido de alta eficiéncia AGILENT, com forno, injecéo
automatica e DAD, modelo HP 1100, software ChemStation B.02.01-SR1,;
cromatografo a liquido de ultra eficiéncia WATERS Acquity, com forno,
injecdo automética e DAD, software Empower 2;

espectrofotdbmetro ultravioleta-visivel (UV-Vis) SHIMADZU, modelo 1800,
software UV probe 2.33;

estufa a seco FANEM;

lampada de ultravioleta (UV) SPECTROLINE, modelo CM-10;

membrana filtrante de celulose SARTORIUS com poros de 0,45 pm;

papel de filtro quantitativo UNIFIL, faixa preta;

pipetas BRAND, volume ajustavel de 10 - 100 pyL e 100 - 1000 pL;
potenciometro METROHM, modelo 827 pH lab;

ponteiras plasticas AXYGEN de 200 uL e 1000 uL;

sistema de purificacdo de 4gua MILLIPORE, modelo DIRECT-Q 3;
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¢ unidade filtrante Millex HV com membrana de durapore PVDF com poros de
0,45 pm, MILLIPORE;

e vials de vidro ambar AGILENT de 2 mL com tampa e septos de teflon.

2.2 Métodos

2.2.1 Desenvolvimento e validacdo do método analitico por CLAE-DAD para

guantificacdo simultdnea de anlodipino e olmesartana medoxomila em

comprimidos de dose fixa combinada

2.2.1.1 Determinacdo das condicdes analiticas

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatégrafo Agilent HP 1100 com
detector DAD. A selecdo das condicbes cromatograficas para a separacdo e
quantificacdo de ANLO e OLMD foi realizada com base em revisdo bibliografica e
nos seguintes parametros de conformidade do sistema: pureza de pico, fator de
retencdo (k), fator de cauda (T), resolucdo entre os picos (Rs) e nimero de pratos
tedricos (N). Para calcular o k, o tempo morto (t,) foi determinado injetando-se no

cromatdgrafo solucao de NaNO3 0,01% (p/v) em fase mével.

Para determinar o comprimento de onda (A) de detecc¢éo, os espectros de absorcao
na regido do ultravioleta de ANLO e OLMD foram obtidos na faixa A 200 nm a 400

nm.
Apds a escolha das condicBes cromatograficas, a estabilidade dos farmacos foi
avaliada em diferentes diluentes por um periodo de 8 horas, com o objetivo de se

determinar a solucao diluente adequada para o método.

2.2.1.2 Preparo das solucdes padrdo e amostra e da solucdo trabalho de

anlodipino e olmesartana medoxomila

Solucéo padréo estoque de anlodipino e olmesartana medoxomila: cerca de 10 mg
de ANLO substancia quimica de referéncia (SQR) e 40 mg de OLMD SQR foram,

exatamente, pesados e transferidos para baldo volumétrico de 100 mL com auxilio
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de 70 mL de ACN. A solugéo foi submetida ao ultrassom por 15 min. e o volume foi
completado com o mesmo solvente, obtendo-se solugédo a 0,1 mg/mL de ANLO e a
0,4 mg/mL de OLMD.

Solucdo amostra de anlodipino e olmesartana medoxomila: 20 comprimidos de
BenicarAnlo® foram pesados e o peso meédio foi determinado. Os comprimidos
foram pulverizados até a obtencédo de po fino e homogéneo. Quantidade do p6 dos
comprimidos equivalente a um peso médio (40 mg de OLMD e 10 mg de ANLO) foi,
exatamente, pesada e transferida para baldo volumétrico de 100 mL com auxilio de
70 mL de ACN. A solugao foi submetida ao ultrassom por 15 min. e o volume foi
completado com o mesmo solvente. A solucédo foi filtrada com papel de filtro

guantitativo, obtendo-se solucédo a 0,1 mg/mL de ANLO e a 0,4 mg/mL de OLMD.

Solucéo trabalho de anlodipino e olmesartana medoxomila: 5 mL da solucdo padréo
ou amostra foram transferidos para baldo volumétrico de 25 mL. O volume foi
completado com ACN:MeOH (50:50;v/v), obtendo-se solucédo a 20 ug/mL de ANLO e
a 80 pg/mL de OLMD. A solucéo foi filtrada para vial.

2.2.1.3 Validacdo do método analitico

O método analitico desenvolvido para quantificacdo simultanea de anlodipino e
olmesartana medoxomila em comprimidos de dose fixa combinada por CLAE foi
validado de acordo com as recomendacdes da Resolucdo RE n° 899 de 29 de maio
de 2003 da ANVISA e procedimento de validac&o intralaboratorial definido por
SOUZA (2007). Os parametros de desempenho avaliados foram: seletividade,
linearidade, efeito matriz, precisdo, exatidao, limites de deteccdo e quantificacao,

estabilidade das solucgdes de trabalho e robustez.

Todos os célculos foram feitos com auxilio do software Microsoft Excel 2007°. As
amostras foram injetadas no cromatografo em ordem aleatdria durante as andlises
de linearidade, efeito matriz, precisao e exatidao para evitar que variagdes temporais

das condi¢cbes cromatograficas interferissem no resultado e garantir a independéncia
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dos resultados. A aleatorizacao foi feita com auxilio do software IBM SPSS Statistic
19°,

2.2.1.3.1 Seletividade

Para a determinacdo da seletividade do método, foram injetadas solucdo diluente,
fase movel e uma solucdo contendo os componentes da formulacdo (preparada
conforme descrito no item 2.2.1.3.3) e foi realizada a analise da pureza dos picos
dos farmacos obtidos em cromatogramas de solu¢cdes padrdo e amostra nas
concentragfes de trabalho, com auxilio do DAD. Essa andlise é feita por meio da
sobreposicao dos espectros na regido do ultravioleta obtidos em diferentes pontos
do pico cromatografico. A finalidade dos testes referidos é verificar se ha possiveis
interferentes no mesmo tempo de retencdo do ANLO e da OLMD. Além disso, a
seletividade foi demonstrada frente aos produtos de degradacdo quando o0s
farmacos foram submetidos a condicGes de estresse por hidrélise acida e basica,

calor seco, exposicao a luz UV e por oxidacéo.

O procedimento para a realizacdo do teste das amostras sob condi¢cbes de estresse
nao € claramente definido pelo guia Q1A(R2) do International Conference on
Harmonisation (ICH), assim como por outros 6rgdos regulatérios. Devido a falta de
informac@es detalhadas para a conducédo desse teste, foi decido seguir as condicbes
empregadas por PATIL et al. (2010). As condi¢cBes utilizadas estdo descritas a

sequir.

Hidrolise acida de ANLO e OLMD: cerca de 10 mg de ANLO e 40 mg de OLMD
foram, exatamente, pesados e transferidos para baldo volumétrico de 100 mL com
auxilio 40 mL de ACN. A solugédo foi submetida ao ultrassom por 15 min. e o volume
foi completado com HCI 1 M. A solucéo foi deixada em banho-maria de 60 °C por 2
horas. Ao final, 5 mL foram transferidos para baldo volumétrico de 25 mL e 3 mL de
NaOH 1 M foram adicionados para neutralizar a solugdo. O volume foi completado
com ACN:MeOH (50:50;v/v).

Hidrélise basica de ANLO: cerca de 10 mg de ANLO foram, exatamente, pesados e

transferidos para baldo volumétrico de 100 mL com auxilio 40 mL de ACN. A solucéo
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foi submetida ao ultrassom por 15 min. e o volume foi completado com NaOH 1 M. A
solucdo foi deixada a temperatura ambiente por 60 min. Ao final, 5 mL foram
transferidos para baldo volumétrico de 25 mL e 3 mL de HCI 1 M foram adicionados

para neutralizar a solu¢do. O volume foi completado com ACN:MeOH (50:50;v/v).

Hidrélise basica de OLMD: cerca de 40 mg de OLMD foram, exatamente, pesados e
transferidos para baldo volumétrico de 100 mL com auxilio 40 mL de ACN. A solucéo
foi submetida ao ultrassom por 15 min. e o volume foi completado com NaOH 0,01
M. A solucéo foi deixada a temperatura ambiente por 5 min. Ao final, 5 mL foram
transferidos para baldo volumétrico de 25 mL e 3 mL de HCI 0,01 M foram
adicionados para neutralizar a solucdo. O volume foi completado com ACN:MeOH
(50:50;v/v).

Oxidacdo de ANLO: cerca de 10 mg de ANLO foram, exatamente, pesados e
transferidos para baldo volumétrico de 100 mL com auxilio 40 mL de ACN. A solucéo
foi submetida ao ultrassom por 15 min. e o volume foi completado com H,O, 3%. A
solucdo foi deixada a temperatura ambiente por 10 min. Ao final, 5 mL foram
transferidos para baldo volumétrico de 25 mL e o volume foi completado com
ACN:MeOH (50:50;v/v).

Oxidacdo de OLMD: cerca de 40 mg de OLMD foram, exatamente, pesados e
transferidos para baldo volumétrico de 100 mL com auxilio 40 mL de ACN. A solucdo
foi submetida ao ultrassom por 15 min. e o volume foi completado com H,0, 30%. A
solucéo foi deixada em banho-maria de 60 °C por 2 horas. Ao final, 5 mL foram
transferidos para baldo volumétrico de 25 mL e o volume foi completado com
ACN:MeOH (50:50;v/v).

Exposicéo ao calor seco de ANLO e OLMD: cerca de 10 mg de ANLO e 40 mg de
OLMD foram, exatamente, transferidos para vidro reldgio. A amostra foi colocada em
estufa a 80 °C por 48 horas. Ao final, a amostra foi transferida quantitativamente
para baldo volumétrico de 100 mL com auxilio 70 mL de ACN. A solugdo foi
submetida ao ultrassom por 15 min. e o volume foi completado com o mesmo
solvente. 5 mL foram transferidos para baldo volumétrico de 25 mL e o volume foi
completado com ACN:MeOH (50:50;v/v).
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Exposicdo a radiacdo UV de ANLO e OLMD: cerca de 10 mg de ANLO e 40 mg de
OLMD foram, exatamente, transferidos para vidro relégio. A amostra foi exposta a
radiacdo de UV em A 254 nm por 48 horas. Ao final, a amostra foi transferida
guantitativamente para baldo volumétrico de 100 mL com auxilio 70 mL de ACN. A
solugéo foi submetida ao ultrassom por 15 min. e o volume foi completado com o
mesmo solvente. 5 mL foram transferidos para baldo volumétrico de 25 mL e o
volume foi completado com ACN:MeOH (50:50;v/v). O mesmo procedimento foi feito

com exposicao da amostra a radiagao de UV em A 365 nm por 48 horas.

Para todas as condi¢cdes de estresse testadas, foram utilizadas matérias-primas
padronizadas dos farmacos. Foi avaliado se o método analitico foi capaz de separar
0s picos de interesse dos possiveis produtos de degradacdo. Além disso, as purezas
dos picos de ANLO e OLMD foram verificadas. Nos dias da execucao do teste,
foram preparadas e injetadas no cromatografo curvas analiticas de ANLO e OLMD

para quantificacdo das amostras submetidas as condicdes de estresse.

2.2.1.3.2 Linearidade

Foi preparada uma solucdo padrdo estoque de ANLO e OLMD. A partir dessa
solucéo, foram preparadas aleatoriamente trés solucdes de cada nivel da curva de
calibracdo, que foi composta por 6 pontos igualmente espacados. As concentracdes
de trabalho (100%) otimizadas para as analises foram 20 ug/mL de ANLO e 80
png/mL de OLMD e o intervalo estabelecido para avaliagéo da linearidade foi de 40 a
140%, conforme apresentado na Tabela 2.2.

A linearidade foi avaliada por meio da estimativa dos parametros coeficiente de
determinacao (R?), coeficiente angular (b), coeficiente linear (a) e residuos da
regressdo pelo Método dos Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO), também
conhecido como regresséao linear simples. Apds os calculos desses parametros foi
construido o grafico dos residuos da regressdo versus a concentracdo do analito

para inspecao visual dos dados.
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Os valores dispersos (outliers) foram identificados pelo teste de residuo padronizado
de Jacknife (0=0,05). A estatistica do teste é o residuo padronizado de Jacknife (Jej)
e segue a distribuicdo t de Student (t). Os valores de Je foram calculados para todos
0s pontos da curva e agueles maiores que o t critico foram excluidos do calculo da
regressao e considerados valores dispersos. O critério de aceitacao utilizado foi que
no maximo 22% dos dados originais da curva de calibragdo podem ser excluidos,
além disso, se o ponto for a terceira e ultima replicata do nivel de concentracdo, nao
pode ser excluido. ApGs a exclusao dos outliers, os parametros da regressao foram
calculados.

Tabela 2.2 - Preparo das solugdes de ANLO e OLMD para avaliagio
dalinearidade do método de quantificacao por CLAE.

Volume da lucso dil x ~

Nivel (%) | solucio estoque Solucgéo diluente | Concentragéo Concentragao

(mL) g.s.p (mL) ANLO (ug/mL) OLMD (ng/mL)
40 2 25 8 32
60 3 25 12 48
80 4 25 16 64
100 5 25 20 80
120 6 25 24 96
140 7 25 28 112

O MMQO parte das premissas que os residuos da regressdo seguem a distribuicéo
normal, possuem variancia constante ao longo do eixo x e sdo independentes. Tais
premissas relacionadas a analise de regressdo foram avaliadas quanto a
normalidade pelo teste de Ryan-Joiner, homoscedasticidade pelo teste de Levene
modificado por Brown e Forsythe e independéncia dos residuos da regressao pelo

teste de Durbin-Watson.

O teste de Ryan-Joiner, aplicado para avaliagdo da normalidade dos residuos de
regressdo, testa a hipétese nula (Ho) de que os residuos seguem a distribuicdo
normal e a hipétese alternativa (Ha) de que os residuos seguem outra distribuicéo
de probabilidade. A estatistica do teste € o coeficiente de correlacdo de Ryan-Joiner
(R). Para a Ho néo ser rejeitada, R calculado deve ser maior que o R critico para
a=0,05.
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O teste de Levene modificado por Brown e Forsythe, aplicado para avaliagdo da
homoscedasticidade dos residuos de regresséao, testa a Ho de que as variancias dos
residuos ndo sao diferentes (ha homoscedasticidade) e a Ha de que as variancias
dos residuos séo diferentes (ha heteroscedasticidade). A estatistica do teste é o t de
levene (t) e segue a distribuicdo t de Student. Para a Ho ndo ser rejeitada, t_

calculado deve ser menor que o t, critico para a=0,05.

O teste de Durbin-Watson, aplicado para avaliacdo da independéncia entre os
residuos de regresséo, testa a Ho de que ndo ha autocorrelacdo entre os residuos
(ha independéncia) e a Ha de que ha autocorrelacdo entre os residuos (ndo ha
independéncia). A estatistica do teste € a estatistica de Durbin-Watson (d). Para a
Ho ndo ser rejeitada, d calculado deve estar compreendido entre o limite critico
superior (dy) e 4-dy para a=0,05. Caso o d calculado esteja entre o limite critico
inferior (d.) e dy ou entre 4-dy e 4-d., o teste é considerado inconclusivo, conforme

mostrado na Figura 2.2.

Figura 2.2 — Regra de decis&o do teste estatistico de Durbin-Watson.
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Fonte: adaptado de SOUZA & JUNQUEIRA, 2005

Apés averiguar as premissas dos residuos da regressao, foi verificada a adequacao
dos dados ao modelo linear. Como néo € possivel testar a linearidade, o que se faz
€ demonstrar que a regressao é significativa e que o desvio da linearidade nao é
significativo utilizando a analise de variancia (ANOVA). A estatistica da ANOVA ¢ a
razdo entre as variancias (F). Para avaliar a significAncia da regresséo, testa a Ho
de que a regressao nao € significativa e a Ha de que a regressao é significativa.
Para a Ho ser rejeitada, F calculado deve ser maior que F critico para a=0,05. Para

avaliar o desvio da linearidade, testa a Ho de que ndo ha desvio da linearidade e a
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Ha de que ha desvio da linearidade. Para a Ho nao ser rejeitada, F calculado deve

ser menor que F critico para a=0,05.

2.2.1.3.3 Efeito matriz

O objetivo do teste de efeito matriz é avaliar se os componentes da matriz, que sdo
0s excipientes utilizados na fabricacdo do medicamento, interferem ou ndo na
quantificacdo dos analitos de interesse pelo método analitico. Para a avaliacdo do
teste, foi preparada uma curva analitica em solucéo diluente, conforme descrito no

teste de linearidade, e uma curva analitica em matriz.

Para a elaboracdo da curva analitica matrizada, primeiramente foi preparado um
placebo a partir da mistura homogénea dos excipientes indicados na bula do
medicamento BenicarAnlo® (Tabela 2.3). As quantidades dos excipientes presentes
no placebo foram definidas com base nas especificacdes percentuais descritas por
KIBBE (2000).

Tabela 2.3 - Excipientes, com suas respectivas proporcdes,
utilizados para a elaboracao do placebo.

Excipiente Concentracéo naformulagéo (%)
Amido pré-gelatinizado 59,80

Celulose microcristalina silicificada 15
Croscarmelose sédica 5
Estearato de magnésio 5
Alcool polivinilico 3
Di6xido de titanico 1
Macrogol 1

Talco 10

Oxido férrico vermelho 0,1

Oxido férrico amarelo 0,1

Apdés a mistura dos excipientes, foi preparada uma solugdo placebo pela
transferéncia de 160,14 mg do placebo para baldo volumétrico de 100 mL com
auxilio de 70 mL de ACN. A solucédo foi submetida ao ultrassom por 15 min. e o

volume completado com o0 mesmo solvente. Ao final, a solugéo foi filtrada com papel
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de filtro quantitativo. A massa de placebo transferida corresponde a massa de um
peso médio dos comprimidos do medicamento BenicarAnlo® subtraida da massa

dos principios ativos.

A curva matrizada foi composta dos mesmos niveis da curva em solugdo diluente.
As trés solugbBes de cada nivel de concentracdo foram preparadas pela adicdo do
volume adequado da solucdo estoque dos farmacos e pela adicdo de 5 mL da
solucéo placebo, conforme estabelecido na Tabela 2.4. O volume de cada solucéo

foi completado com solugéo diluente.

Tabela 2.4 - Preparo das solugbes de ANLO e OLMD para construgéo
da curva analitica matrizada do método de quantificacao por CLAE.

Nivel Vgg‘f&"g%ga V;’g&%ga i fgf'}‘tjegios o | Conc.ANLO | Conc.OLMD
(%) estoque (mL) | placebo (mL) (mL) - (Hg/mL) (Hg/mL)
40 2 5 25 8 32
60 3 5 25 12 48
80 4 5 25 16 64
100 5 5 25 20 80
120 6 5 25 24 96
140 7 5 25 28 112

Foi verificado se os dados experimentais obtidos para a curva em solucao diluente e
para a curva matrizada sao lineares pela aplicagdo do MMQO, ap6s a comprovacgao
das premissas e da adequacao dos dados ao modelo linear, conforme descrito no
teste de linearidade. Uma vez confirmada a linearidade da curva em solucéo e da
curva matrizada, as inclinacfes e intersec¢des das duas curvas foram comparadas.
Entretanto, antes de fazer essa comparacao foi preciso avaliar, pelo teste F bilateral,
se hd homogeneidade das variancias dos residuos da regressao das curvas. Esse
teste confronta a Ho de que as variancias dos residuos néo diferem entre si (ha
homoscedasticidade) com a Ha de que as variancias dos residuos diferem entre si
(ha heteroscedasticidade). Para a Ho néo ser rejeitada, F calculado deve ser menor
gue o F critico para a=0,05.

Se as variancias forem homogéneas, as inclinacdes e intersecfes sdo comparadas
pelo teste t com varidncias combinadas. Esse teste avalia a Ho de que as

inclinagbes e interse¢bes nao diferem entre si e a Ha de que as inclinagbes e
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intersecdes diferem entre si. Para a Ho ndo ser rejeitada, t da inclinagdo da reta para
variancia homogénea () € 0 t da intersecdo da reta para variancia homogénea (t)
devem ser menor que o t critico para a=0,05. Se as variancias forem heterogéneas,
as inclinacdes e interse¢bes sdo comparadas pelo teste t com variancias distintas.
Esse teste avalia a Ho de que as inclinagdes e intersecdes ndo diferem entre si e a
Ha de que as inclinacdes e intersecdes diferem entre si. Para a Ho nao ser rejeitada,
t da inclinagdo da reta para variancia heterogénea (t,’) e 0 t da intersecédo da reta

para variancia heterogénea (t,) devem ser menor que o t critico para a=0,05.

Para comprovar a auséncia do efeito matriz, as intersec¢des e inclinacdes das duas

retas ndo podem apresentar diferencas estatisticamente significativas.

2.2.1.3.4 Exatidao

A exatiddo foi avaliada pelo método do placebo contaminado em trés niveis de
concentragdo dos farmacos (80%, 100% e 120% da concentracdo de trabalho). A

composicao do placebo utilizado esta descrita no item 2.2.1.3.3.

Para cada nivel de concentracao, foram preparadas trés solu¢fes estoque. Em cada
solucéo foi adicionado a massa de ANLO e OLMD correspondente a concentracao
e, aproximadamente, 160,14 mg do placebo, conforme especificado na Tabela 2.5.

A massa de placebo adicionada corresponde a massa de um peso médio dos

comprimidos do medicamento BenicarAnlo® subtraida da massa dos principios

ativos.
Tabela 2.5 — Massas pesadas de ANLO, OLMD e
placebo para avaliacdo da exatiddo por CLAE.

Nivel Massa do Massa do Massa da Concentragdao teodrica
(%) placebo (mg) ANLO (mg) OLMD (mg) (ug/mL)

80 160,14 8 32 16 ANLO + 64 OLMD
100 160,14 10 40 20 ANLO + 80 OLMD
120 160,14 12 48 24 ANLO + 96 OLMD

As massas especificadas na Tabela 2.5 foram exatamente pesadas e transferidas

para baldo volumétrico de 100 mL com o auxilio de 70 mL de ACN. As solucbes
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foram submetidas ao ultrassom por 15 min. e os volumes completados com o
mesmo solvente. Em seguida, foram filtradas e 5 mL dos filtrados foram transferidos

para baldo volumétrico de 25 mL, o volume foi completado com solucao diluente.

As amostras foram quantificadas e a recuperacdo aparente e o desvio padréo
relativo (DPR) foram calculados. O teste t de student foi aplicado para verificar se a
recuperacdo média aparente difere ou ndo estatisticamente do valor tedrico de 100%
para a=0,05%. Esse teste confronta a Ho de que a recuperacdo média aparente nao
difere do valor tedrico com a Ha de que a recuperacdo média aparente difere do
valor tedrico. Para a Ho néo ser rejeitada, t calculado deve ser menor que o t critico
(ROZET et al., 2007).

A RE 899 (2003) da ANVISA ndo apresenta critérios de aceitabilidade para as
porcentagens individuais de recuperagdo aparente, por isso foi utilizado o critério de
gue as porcentagens devem estar compreendidas na faixa de 98-102% (GREEN,
1996).

2.2.1.3.5 Precisao

A repetitividade (preciséo intracorrida) foi avaliada por meio de seis determinacdes
do teor do medicamento BenicarAnlo®. Essa analise foi repetida durante trés dias
consecutivos (n=18) para a determinacdo da reprodutibilidade parcial (precisdo

intermediaria ou precisao intercorrida.

Os teores do medicamento foram calculados e o desvio padrdo (DP) para a
repetitividade e reprodutibilidade parcial foi estimado por ANOVA (a0=0,05). Na
sequéncia o DPR foi determinado. Para a utilizagdo da ANOVA foi verificado as
seguintes premissas relativas aos residuos dos teores do medicamento:
normalidade dos residuos pelo teste de Ryan-Joiner e homoscedasticidade dos

residuos pelo teste de Levene modificado por Brown e Forsythe.

A RE 899 (2003) da ANVISA determina que o valor maximo aceitavel do DPR deve

ser definido de acordo com a metodologia empregada e ndo pode ser superior a 5%.
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Para esse trabalho foi estipulado como critério de aceitacdo o valor de 2% (RIBANI
et al., 2004).

2.2.1.3.6 Limites de deteccédo e quantificacdo

Os limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ) foram inicialmente estimados
baseados na média das inclinacdes e no desvio padrdo do intercepto de trés curvas
analiticas de cada farmaco, de acordo com as equacdes 10 e 11, respectivamente.
Os dados utilizados no célculo foram obtidos das curvas analiticas empregadas nos

ensaios de linearidade, efeito matriz e exatidao.

b
LO = % (11)

Onde DPa é o desvio padrédo do intercepto e b é a média das inclinacdes da curva

analitica.

A partir dos valores calculados pela equacédo, foram preparadas solucdes em
concentracbes decrescentes de ANLO e OLMD até a obtencdo de uma relacao
sinal/ruido préxima de 3 para o LD e proxima de 10 para o LQ. Além disso, para a
determinacao do LQ foi avaliado o DPR das éareas de trés solucdes diferentes. O

DPR deve ser inferior a 2 % para garantir uma precisdo adequada ao LQ.

2.2.1.3.7 Estabilidade das solucdes de trabalho

Foram avaliadas as estabilidades de solu¢cdes amostra e padrao nas concentracoes
de trabalho a cada hora e durante 8 horas. Para a analise da solucao padréo foram
preparadas trés solugdes, a primeira contendo OLMD e ANLO, a segunda contendo
ANLO e a terceira contendo OLMD. O objetivo foi verificar se a presenca de um
farmaco influencia a estabilidade do outro. Em todos os cromatogramas obtidos
durante a verificacdo da estabilidade, foi realizada a analise da pureza dos picos dos
farmacos com auxilio do DAD. Como critério de aceitacdo, foi adotado que as
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variacbes das areas ndo devem ser superiores a 2% em relacdo a area inicial
(GREEN, 1996).

2.2.1.3.8 Robustez

A robustez mede a sensibilidade que um método apresenta face as pequenas
variacfes. Um método é considerado robusto se ele ndo € afetado por uma pequena
e deliberada modificacdo em seus parametros. A robustez foi determinada por meio
do planejamento fatorial de Placket-Burman que avalia 7 fatores em 15
experimentos ordenados de maneira aleatoria. Esse planejamento esta demonstrado
na Tabela 2.6. Cada fator foi estudado em dois niveis, nivel superior e inferior. O
valor nominal, o nivel superior e o nivel inferior de cada fator foram representados

pelos niumeros 0, +1 e -1, respectivamente (BERZAS et al., 2004).

Tabela 2.6 - Planejamento fatorial de Placket-Burman
utilizado na avaliacéo da robustez por CLAE.

Fator Experimento

1 (2|3 |4 |56 |7 |8 |9 |10|11|12 13|14 |15
A 11 1 o 1 o O O -1 -1 -1 o0 -1 o0
B o 1 1 1 o0 1 o0 oO -1 -1 -1 0 -1
C o o 1 1 1 o0 1 o0 -1 -1 -1 0 -1
D 1 0 0 1 1 1 0 0 -1 -1 -1 -1 0
E 0 1 0 0 1 1 1 0 0 -1 e R
F 1 0 1 0 0 1 1 O -1 0 -1 -1 -1
G 11 o 1 O O 1 o0 -1 -1 o0 -1 0o -1

Resultado a b ¢ d e f g h [ ] I m n o p

Os fatores e niveis estudados no teste estdo representados na Tabela 2.7. Os
fatores coluna cromatogréafica e cromatégrafo foram avaliados somente no nivel +1,

foram utilizadas as condi¢cdes nominais para as analises do nivel -1.

Em cada experimento, foram realizadas trés injecbes da solugdo amostra do
medicamento BenicarAnlo® e trés da solugdo padrdo de ANLO e OLMD, nas
concentracdes de trabalho. Os experimentos foram programados para que todos

pudessem ser realizados no mesmo dia. Apés trocar a coluna cromatografica ou
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alterar os solventes da fase movel, foram aguardados 30 minutos para estabilizacéo

do sistema.

Tabela 2.7 — Fatores e niveis avaliados durante a robustez do método analitico por CLAE.

Fator Variacao Nivel -1 Nivel +1 Nominal (0)
A: fluxo (mL/min.) 10,2 0,80 1,20 1,0
B: temperatura da coluna (°C) +3 27 33 30
C: proporcéao fje organico 49 28:32 32:28 30:30
na fase mével (v/v) (MeOH:ACN) (MeOH:ACN) (MeOH:ACN)
D: pH da solugédo de TEA +0,25 2,50 3,00 2,75
E: volume de injecdo (uL) 2 8 12 10
F: coluna - - Shimadzu B* Shimadzu A
G: cromatégrafo - - Agilent 1200 Agilent HP1100

*Coluna Shimadzu B: apresenta lote diferente da coluna utilizada na validagéo.

Foram avaliados os efeitos de cada fator no teor do medicamento e nos seguintes
parametros de conformidade do sistema: fator de retencdo, fator de cauda,
resolucdo entre 0s picos e numero de pratos tedricos. Esses efeitos foram
calculados conforme preconizado pelo teste de Youden. Para determinacéo do efeito
de cada fator, a média de quatro experimentos com valores nominais (0) foi
comparada com a média de quatro experimentos correspondentes ao nivel +1 e com
a média de quatro experimentos correspondentes ao nivel -1. Nas equac¢des 12 e
13, foram exemplificadas as férmulas utilizadas para o célculo do efeito do fator A

(fluxo da fase mével) no método.

dd+f +g+h)_Z(a+b+c+e)

Ea, = ; y (12)
Ea_:Z(h+n:1+o+p)_2(i+1;1+l+n) 13

Onde Ea. é a diferencga obtida entre a média dos resultados dos experimentos com
valores nominais e dos experimentos com valores do nivel +1 e Ea. é a diferenca
obtida entre a média dos resultados dos experimentos com valores nominais e dos

experimentos com valores do nivel -1.
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Para avaliar se os resultados da robustez atenderam ao critério de aceitacdo, foi
calculada, para cada fator, a diferenca entre a soma dos quatro resultados do teor
do medicamento correspondentes aos experimentos em condicdes nominais e a
soma dos quatro resultados correspondentes aos experimentos em condi¢cdes
variadas (nivel +1 e -1). Nas equacdes 14 e 15, foram exemplificadas as férmulas
utilizadas para o calculo da diferenca para o fator A (fluxo da fase movel).

Da, =Y (d+f+g+h)-> (a+b+c+e) (14)
Da_=>h+m+0+p)—> (i+j+1+n) (15)

Onde Da. € a diferenca do teor do medicamento obtida entre os resultados dos
experimentos com valores nominais e dos experimentos com valores do nivel +1 e
Da. € a diferenca do teor do medicamento obtida entre os resultados dos

experimentos com valores nominais e dos experimentos com valores do nivel -1.

O critério de aceitacdo para o teste foi de que todas as diferencas das somas,
obtidas durante a avaliacdo de cada fator para o teor do medicamento, devem ser
inferiores a raiz quadrada de 2 multiplicada pelo desvio padrdo das diferencas,
conforme critério especificado na equacéo 16 para o nivel +1 do fator A. O desvio
padrdo das diferencas foi calculado conforme a equacédo 17 (BERZAS et al., 2004,
EUROPEAN COMMISSION, 2002).

V2.5, >|Da,,, (16)

(17)

. \/2 Y Da? + Da’® + Db? + Db? + Dc? +Dc? +Dd* + Dd” + De? + De? + Df ? + Dg?
D —1/¢°
7

Onde Sp € o desvio padrao das diferencas.

2.2.2 Transferéncia do método analitico de quantificacdo simultanea de

anlodipino e olmesartana medoxomila por CLAE-DAD para um sistema de
CLUE-DAD

As analises cromatograficas por CLUE foram realizadas em cromatégrafo WATERS

Acquity com detector DAD.
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Para realizar a transferéncia de CLAE para CLUE do método analitico de
quantificacdo simultanea de ANLO e OLMD com eluicdo isocréatica, as condi¢cdes
analiticas que devem ser modificadas sdo o volume de injecdo e o fluxo da fase
movel. Com auxilio das equacdes 3 e 4 descritas no item 1.3 desse capitulo, o novo
volume de injecdo e fluxo da fase mdvel foram calculados, respectivamente. Na
sequéncia, a propor¢cdo do componente aquoso da fase movel foi aumentada até
que a taxa entre a OZexra-colna © @ 0% fOSSE igual a 10%. Essa taxa também foi

calculada para o método por CLAE com a finalidade de comparar os dois métodos.

A 0%extra-cona fOi estimada por meio dos picos de ANLO e OLMD obtidos no sistema
cromatografico sem a coluna. No lugar da coluna foi utilizado um conector com
volume morto desprezivel. A taxa de aquisi¢cdo do detector foi ajustada para o maior
valor possivel e a constante de tempo para o menor valor possivel. O desvio padréo
(o) foi calculado pela divisdo da largura dos picos a meia altura fornecida pelo
cromatograma por 2,355. Esse valor de o, calculado em minutos, foi multiplicado
pelo fluxo da fase movel em pL/min., para se obter 0 Oextra-coluna €M ML. O Oextra-coluna
foi elevado ao quadrado e a variancia foi obtida em pL2. Esse mesmo procedimento
foi realizado no sistema cromatografico com a coluna para se estimar a 0%oa
(TECHNICAL...,2012; NETO, 2011).

2.2.3 Validacdo do método analitico por CLUE-DAD para quantificacdo

simultdnea de anlodipino e olmesartana medoxomila em comprimidos de dose

fixa combinada

O método analitico para quantificacdo simultdnea de ANLO e OLMD em
comprimidos de dose fixa combinada por CLUE foi validado de acordo com as

mesmas recomendacdes seguidas durante a validacdo do método por CLAE.

2.2.3.1 Seletividade

Para a determinacdo da seletividade do método, foram injetadas solugéo diluente,
fase movel e uma solucdo contendo os componentes da formulagédo (preparada
conforme descrito no item 2.2.1.3.3). Foi injetada, também, uma solucdo de
olmesartana a 60 ug/mL para avaliar se seu tempo de retencéo se difere dos tempos
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de ANLO e OLMD, uma vez que a olmesartana € o principal produto de degradacéo
da OLMD.

A analise da pureza dos picos dos farmacos obtidos em cromatogramas de solucdes
padrdo e amostra nas concentragfes de trabalho foram realizadas com auxilio do
DAD. Para o pico ser considerado puro, de acordo com as especificacbes do
equipamento, a angulo de pureza deve ser inferior ao angulo limite, ambos
determinados pelo software Empower 2. O angulo de pureza € uma medida da
heterogeneidade espectral baseada na comparacéo de espectros obtidos em varios
pontos do pico.

2.2.3.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada de acordo com o procedimento descrito no item 2.2.1.3.2.

2.2.3.3 Efeito matriz

O efeito matriz foi avaliado de acordo com o procedimento descrito no item 2.2.1.3.3.

2.2.3.4 Exatidao

A exatidao foi determinada de acordo o procedimento descrito no item 2.2.1.3.4.

2.2.3.5 Precisao

A preciséo foi determinada de acordo o procedimento descrito no item 2.2.1.3.5.

2.2.3.6 Limites de deteccdo e quantificacao

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram estimados conforme procedimento
especificado no item 2.2.1.3.6.
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2.2.3.7 Estabilidade das solucdes de trabalho

A estabilidade das solucdes de trabalho foi avaliada de acordo com o procedimento

descrito no item 2.2.1.3.7.

2.2.3.8 Robustez

A robustez foi avaliada por meio de seis determinacdes do teor do medicamento
BenicarAnlo® nas condicfes nominais do método e em condi¢des nas quais foram
variados os seguintes parametros analiticos: fluxo da fase movel, temperatura da
coluna cromatografica, propor¢cdo de solventes organico e aquoso da fase movel e
pH da solucdo de TEA. As variacOes estabelecidas para cada parametro estédo

demonstradas na Tabela 2.8.

Tabela 2.8 — Parametros analiticos e variagdes empregadas para avaliacio
darobustez do método analitico por CLUE.

A o Valor Valor Valor
Parametro Variagao . . X :
nominal inferior superior

Fluxo da fase mével (mL/min.) +0,1 0,613 0,513 0,713
Temperatura da coluna (°C) +3 30 27 33

Proporcédo de solvente,s organico e +9 52:48 50:50 54:46

aquoso na fase movel (v/v)
pH da solucéo de TEA +0,1 2,75 2,85 2,65

Em cada condicdo, foram determinados os seguintes parametros de conformidade
do sistema: fator de retencao, fator de cauda, resolucdo entre os picos e numero de
pratos tedricos. Os teores de ANLO e OLMD obtidos nas condi¢cdes nominais e nas
condi¢Oes variadas foram estatisticamente comparados por ANOVA (a=0,05). Para a
utilizacdo da ANOVA foi verificado as seguintes premissas relativas aos residuos
dos teores do medicamento: normalidade dos residuos pelo teste de Ryan-Joiner e
homoscedasticidade dos residuos pelo teste de Levene modificado por Brown e
Forsythe (SOUZA,; 2007).
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2.2.4 Comparacdo entre os métodos de quantificacdo simultanea de anlodipino

e olmesartana medoxomila: CLAE e CLUE

O método de quantificacdo simultanea de ANLO e OLMD por CLAE foi comparado
ao método de quantificacdo por CLUE. Para isso, trés lotes do medicamento
BenicarAnlo® foram analisados, em sextuplica, por CLAE e por CLUE. Os lotes do
medicamento utilizados nas analises foram 10406, 11073 e 20168, com validades
05/2013, 11/2013 e 11/2013, respectivamente. As médias dos teores de cada lote
estimadas por CLAE e CLUE foram comparadas por meio do teste t de student
bilateral (0=0,05). Para a utilizacdo do teste t de student foi verificado as seguintes
premissas relativas aos residuos dos teores do medicamento: normalidade dos
residuos pelo teste de Ryan-Joiner e homoscedasticidade dos residuos pelo teste F
bilateral.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desenvolvimento e validacdo do método analitico por CLAE-DAD para
guantificacdo simultanea de anlodipino e olmesartana medoxomila em

comprimidos de dose fixa combinada

3.1.1 Determinacao das condicdes analiticas

Inicialmente, testou-se, como componente aquoso da fase movel, acetato de amonio
0,05 M (pH=6,80 ajustado com acido acético), acido fosférico 0,05% e 0,1% e acido
férmico 0,05% e 0,1%. Como componente organico foi testado ACN e MeOH em
diferentes proporgcbes. Para todas as condicbes testadas, o pico do ANLO
apresentou fator de cauda superior a 2,0. Isso aconteceu porque o ANLO, que é
uma base organica, interagiu com o0s grupos de silandis residuais da fase
estacionaria. A coluna Cig (150 x 4,6 mm; 5 ym) utilizada no desenvolvimento do

método analitico ndo passou por processo de capeamento.

Para contornar o problema, foi avaliada uma solu¢cdo de TEA como componente
aguoso. A TEA melhorou significativamente a simetria do pico e diminuiu o tempo de
retencdo do ANLO. O objetivo da TEA na fase mével é diminuir o efeito dos grupos
silandis residuais. Por ser um reagente com carga positiva no pH da fase moével,
interage com a carga negativa dos grupos silanois, reduzindo a retencdo do ANLO
por troca ibnica com os grupos silandis (SNYDER et al., 1997).

Foram verificados os parametros cromatograficos dos picos de OLMD e ANLO em
funcdo da presenca de TEA em diferentes concentragdes no componente aquoso da
fase mével. A composicdo da fase movel foi 10% de ACN, 50% de MeOH e 40% de
solugcéao de TEA. As concentracdes de TEA testadas foram: 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4%
e 0,5%. Em todas as condic¢des, o pH foi ajustado para 3,00 com acido fosférico. A
concentracdo de 0,3% de TEA foi a menor concentracdo que forneceu picos
simétricos para ambos os farmacos e, por isso, foi escolhida para ser o componente

aguoso da fase movel.
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Em seguida, os tempos de retencado (tr) € a resolugao entre os picos de OLMD e
ANLO foram estudados em diferentes valores de pH da solu¢céo de TEA. O pH da
solucdo de TEA foi ajustado com acido fosférico em intervalos de 0,25
compreendendo a faixa de 2,50 a 5,00. ApOs as andlises, foi observado que a
variacdo do tg do ANLO nd&o foi significativa, jA& para OLMD, o aumento da
concentracédo hidrogenidnica resultou na diminuicdo do tr € da Rs entre 0s picos.
Assim, foi definido trabalhar com pH 2,75, o qual proporcionou resolucédo adequada

entre 0s picos e um tempo de corrida menor.

Apés a determinacdo do componente aquoso da fase mével, foram avaliados os
solventes ACN e MeOH como componentes organicos. Ao se utilizar somente ACN,
o tg do ANLO foi proximo ao t, do método, o que ndo é recomendado para andlises
cromatograficas. Ao se utilizar somente MeOH, a Rs entre os picos de ANLO e
OLMD foi inferior ao valor preconizado na literatura, que & de 2,00. Por esses
motivos, foi necessario empregar ACN e MeOH como componentes organicos da
fase movel. Proporcdes diferentes desses solventes foram testadas e os resultados
estdo compilados na Tabela 2.9 (SNYDER et al., 1997).

Tabela 2.9 — Parametros cromatogréaficos para ANLO e OLMD
em diferentes propor¢des da fase mével.

Composicéo da fase movel ANLO OLMD R, Tempo de
ACN:MeOH:TEA 0,3% pH 2,75 k T k T corrida (min.)
10:50:40 0,37 1,27 0,99 1,17 7,47 3,90
20:40:40 0,69 1,15 1,36 1,13 6,32 4,60
30:30:40 1,18 1,01 1,92 1,05 5,29 5,50
40:20:40 1,49 0,92 2,08 1,02 3,66 6,10
50:10:40 199 091 2,38 0,99 2,08 6,50

A fase movel composta por ACN, MeOH e TEA 0,3% pH 2,75, na proporcéo
30:30:40, promoveu adequada separacdo dos picos de anlodipino e olmesartana
medoxomila em um tempo de corrida de 5,5 minutos, que é considerado um tempo
curto. Foi, também, a propor¢cdo na qual os picos apresentaram fatores de cauda
bem proximos a 1,00. Por isso, a proporcao 30:30:40 foi escolhida para ser utilizada
na validacado do método analitico.
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Para determinar o comprimento de onda (A) de detecg¢do, os espectros de absorgao
na regido do ultravioleta de ANLO e OLMD foram obtidos na faixa A 200 nm a 400
nm e estdo demonstrados na Figura 2.3. Os valores dos A maximos encontrados
foram 238 e 360 nm para o ANLO e 254 nm para OLMD. Foi selecionado o A 238 nm
para ser utilizado nas analises, pois apresentou maxima absortividade para o ANLO,
que € o farmaco em menor concentracdo nos comprimidos de dose fixa combinada.

Além disso, esse A apresentou boa absortividade para a OLMD.

Figura 2.3 — Espectro de absorgéo na regido do ultravioleta das solugdes
de ANLO e OLMD em fase moével na concentracdo de 20 pg/mL.
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No inicio do desenvolvimento do método analitico, foi observado que no decorrer
das andlises surgia um pico com eluicdo no tg de 2,10 min. Para investigar se esse
pico correspondia a olmesartana, uma solu¢do padrdo de olmesartana a 60 pg/mL
foi preparada e injetada no cromatdgrafo. O cromatograma obtido esta mostrado na

Figura 2.4.

Figura 2.4 — Cromatograma obtido para a solugéo da olmesartana a 60 pug/mL
em fase movel composta por ACN:MeOH:TEA 0,3% pH 2,75 (30:30:40;v/v/v).
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Pela analise do cromatograma, pode-se observar que o pico realmente corresponde
a olmesartana. Esse resultado era esperado, uma vez que a olmesartana
medoxomila é facilmente hidrolisada a olmesartana na presenca de agua. As
amostras estavam sendo diluidas em fase movel, que contém agua (BAJERSKI et
al., 2008; SHARMA & PANCHOLI, 2009).

Para avaliar a intensidade da degradacdo da OLMD em diferentes diluentes e
escolher uma solucdo diluente adequada para o método, solucdes nas
concentracbes de trabalho de ANLO e OLMD foram preparadas utilizando os
seguintes diluentes: ACN, ACN:MeOH (50:50;v/v), ACN:MeOH:Agua (30:30:40;v/V/v)
e fase movel. As areas dos farmacos foram monitoradas a cada hora e durante 8
horas. Para o ANLO, a degradacdo foi inferior a 0,5% em todas as condicfes. Para a
OLMD, a degradagdo em fase mobvel foi de 1,4%, em ACN:MeOH:Agua
(30:30:40;v/vlv) foi de 5,3% e em ACN e ACN:MeOH (50:50;v/v) foi inferior a 0,5%
apos 8 horas. O pico da OLMD em ACN apresentou uma cauda frontal, por isso a
solucéo diluente ACN:MeOH (50:50;v/v) foi a escolhida para ser utilizada no método

analitico de quantificacdo dos farmacos.

As condi¢Bes analiticas definidas, apds o desenvolvimento do método, estdo
descritas na Tabela 2.10. Um cromatograma obtido nessas condi¢cdes esta
representado na Figura 2.5. O tg foi de 3,60 min. para o ANLO e de 4,82 min. para a
OLMD.

Figura 2.5 — Cromatograma obtido para a solugdo de ANLO e OLMD nas
concentracdes de trabalho e nas condi¢des analiticas definidas apés o
desenvolvimento do método por CLAE.
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Tabela 2.10 - Condicdes analiticas estabelecidas para a determinacdo
de ANLO e OLMD em comprimidos de dose fixa combinada por CLAE.

Parametro Especificagcdo
Coluna C1 (150 x 4,6 mm; 5 ym), SHIMADZU
Fase movel ACN:MeOH:TEA 0,3% pH 2,75 ajustado com &cido
fosférico (30:30:40;v/v/IV)
Solucéo diluente ACN:MeOH (50:50;v/v)
Fluxo 1,0 mL/min.
Temperatura da coluna 30 °C
Deteccéo 238 nm
Volume de injegéo 10 pL
Tempo de corrida 5,5 min.

Concentracgado de trabalho 20 pg/mL para ANLO e 80 pg/mL para OLMD

3.1.2 Validacdo do método analitico

3.1.2.1 Seletividade

Os cromatogramas obtidos nas analises da solucdo diluente, fase moével e da
solugdo contendo os componentes da formulagcdo demonstraram que nenhum
interferente eluiu nos tempos de retencédo dos farmacos. Com o auxilio do DAD, as
purezas dos picos dos farmacos obtidas em cromatogramas de solu¢des padréo e
amostra foram calculadas. Os valores encontrados na solu¢édo padrao foram 99,95%
e 99,96% para o ANLO e OLMD, respectivamente. Na solugdo amostra, as purezas
espectrais foram 99,93% e 99,95% para o ANLO e OLMD, respectivamente. Os
valores elevados de pureza dos picos indicaram que ndo houve interferentes que

eluiram junto com os picos de interesse.

A seletividade também foi demonstrada ao submeter os farmacos a condicbes de
estresse por hidrolise acida e basica, calor seco, exposi¢ao a luz UV e por oxidacao.
O objetivo do estudo das amostras sob condicbes de estresse € promover uma
degradacdo de pequena extensdo dos farmacos, o que evita a formacdo de
compostos secundarios e possibilita conhecer o comportamento quimico dos
farmacos sob diferentes condicbes (BAKSHI & SINGH, 2002; SILVA et al., 2009).
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A porcentagem de degradacdo dos farmacos e a pureza dos picos de ANLO e
OLMD estao relatadas na Tabela 2.11. Todas as purezas dos picos encontradas

foram superiores a 99%, o que confirma a seletividade do método.

Tabela 2.11 - Resultados obtidos ap6s as amostras de ANLO e OLMD
serem submetidas a condi¢cdes de estresse.

ANLO OLMD

Condicao % de pureza do % de pureza do
degradacao pico (%) degradacéo pico (%)

HCI 1 M em banho-maria

2 60 °C por 2 horas 11,77 99,51 58,81 99,98
NaOH 1 M por 60 min. 6,54 99,97 - -
NaOH 0,01 M por 1 min. - - 98,39 -
H,O, 3% por 10 min. 8,14 99,96 - -

O e . e s

Estufa a 80 °C por 48 horas 2,21 99,93 n.s*. 99,99

A 254 por 48 horas n.s. 99,64 n.s. 99,99

A 365 por 48 horas 6,41 99,75 1,86 99,98

*n.s. = ndo significativo.

Os farmacos, ANLO e OLMD, se mostraram estaveis quando expostos ao calor seco
de 80 °C e a radiagédo UV. Apenas o ANLO apresentou uma degradagéo significativa
(6,41%) em A 365. Esses resultados sdo similares aos relatados por PATIL e
colaboradores (2010).

O cromatograma apresentado na Figura 2.6 foi obtido apds a hidrolise acida dos
farmacos. A OLMD foi mais sensivel a hidrélise do que o ANLO. Um produto de
degradacdo foi observado no tg de 2,10 min., pela analise do espectro desse produto
e pelo tempo de retengéo, pode-se inferir que possivelmente esse pico corresponde
a olmesartana, que é obtida apds a hidrolise da OLMD. Entretanto, a pureza desse
pico foi de 98,2%, 0 que sugere a presenca de outro(s) produto(s) co-eluindo com a

olmesartana.
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Figura 2.6 — Cromatograma obtido ap6s a hidrélise acida de ANLO e OLMD
nas condi¢cdes analiticas definidas para o método por CLAE.
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Na hidrolise bésica, foram testadas condi¢des diferentes para ANLO e OLMD, uma
vez que a OLMD é bem mais susceptivel a degradacdo nessa condicdo. O
cromatograma resultante da hidrolise basica do ANLO esté ilustrado na Figura 2.7.
A degradacédo desse farmaco foi de 6,54% e néo foi verificado nenhum pico de
degradacdo no cromatograma, possivelmente o produto formado ndo apresenta
absortividade no A 238 nm. Para a OLMD, inicialmente foi testada hidrélise basica na
condicdo de NaOH 0,01 M por 5 minutos. Nessa condi¢cdo, foi constatada
degradacdo total da OLMD. Por isso, na sequéncia, foi avaliada a condi¢cdo de
NaOH 0,01 M por 1 minuto. Essa condicdo apresentou degradacdao de 98,39%,
como € mostrado na Figura 2.8. A area do pico da OLMD no cromatograma foi
muito baixa, impossibilitando avaliar sua pureza espectral. Foi detectado apenas um
produto de degradacdo com tg de 2,10 min. e pureza espectral de 99,97%. Esse
produto corresponde, provavelmente, a olmesartana. A OLMD é mais sensivel a
hidrélise basica que a acida, esses resultados corroboram com os descritos por
PATIL et al. (2010) e por SHARMA & PANCHOLI (2009).

A OLMD é um pro-farmaco que é hidrolisado a olmesartana (forma ativa) durante a
passagem pelo trato gastrintestinal. Por isso, a facilidade com que a OLMD é
hidrolisada em meio acido e em meio alcalino é muito importante para a eficacia da

terapéutica.
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Figura 2.7 — Cromatograma obtido ap6s a hidrélise basica de ANLO
nas condi¢cdes analiticas definidas para o método por CLAE.
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Figura 2.8 — Cromatograma obtido apds a hidrélise basica de OLMD
nas condi¢6es analiticas definidas para o método por CLAE.
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Na oxidacédo, também, foram testadas condi¢cbes diferentes para os farmacos, pois o
ANLO é mais susceptivel ao processo oxidativo. O cromatograma obtido apds o
ANLO passar pelo processo de oxidacdo esta evidenciado na Figura 2.9. A
degradacdo desse farmaco foi de 8,14% e foi verificado um pico com tempo de
retencdo de 1,66 min., que se refere ao H,O,. Nao foi observado nenhum pico de
degradacdo no cromatograma, possivelmente o produto formado n&o apresenta
absortividade no A 238 nm. Para a OLMD, a degradacéo foi de 61,10% e o pico de
H.O, também foi detectado no cromatograma, conforme Figura 2.10. Para a OLMD,
foi observado um produto de degradacédo com tg de 2,10 min. e pureza espectral de
95,28% e outro produto com baixa absortividade e tg de 2,82 min. Possivelmente, o
primeiro produto de degradacdo corresponde a olmesartana e a outro(s) produto(s)

de degradacao que apresentam o mesmo tempo de retencdo da olmesartana.
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Figura 2.9 — Cromatograma obtido ap6s a oxidagdo de ANLO
nas condi¢cdes analiticas definidas para o método por CLAE.
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Figura 2.10 - Cromatograma obtido ap6s a oxidagdo de OLMD
nas condi¢cdes analiticas definidas para o método por CLAE.
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3.1.2.2 Linearidade

As concentracdes de ANLO e OLMD e suas respectivas areas obtidas durante a
analise da linearidade estdo descritas na Tabela 2.12. O teste de residuo
padronizado de Jacknife permitiu a identificacdo de 02 outliers para o ANLO, o ponto
1 (primeira replicata do nivel de concentracdo a 40%) e o ponto 14 (segunda
replicata do nivel de concentracdo a 120%), os quais correspondem a 11,1% dos
dados. Esses pontos foram excluidos do calculo da regresséo linear. Para a OLMD,
nao foi detectado a presenca de outlier. Os graficos dos residuos da regressao estao
apresentados nas Figuras 2.11 e 2.12, com indicacdo dos outliers detectados em
vermelho. Como se pode observar pela inspecdo visual dos gréaficos, ndo ha

tendéncia na disperséao dos residuos.



Tabela 2.12 - Concentracéo das solu¢des de ANLO e OLMD e respectivas
areas utilizadas para obtencéo da curva analitica do método por CLAE.

PONTO ANLO , OLMD ,
Conc. pg/mL Area Conc. pg/mL Area
1 238,68 747,19
2 8,07 218,92 32,39 712,27
3 225,58 718,54
4 337,98 1076,00
5 12,10 344,75 48,59 1106,50
6 342,14 1084,60
7 447,60 1443,90
8 16,13 447,65 64,78 1439,70
9 453,6 1453,90
10 562,69 1808,30
11 20,16 563,84 80,98 1802,90
12 555,07 1797,20
13 665,71 2150,20
14 24,20 683,67 97,17 2189,20
15 666,73 2152,80
16 785,18 2529,10
17 28,23 782,21 113,37 2527,50
18 787,05 2537,10
Figura 2.11 - Gréfico exploratério dos residuos da regresséo
de ANLO obtidos durante a avaliag8o da linearidade por CLAE.
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Figura 2.12 - Gréfico exploratério dos residuos da regresséo
de OLMD obtidos durante a avaliagcdo da linearidade por CLAE.

25 - . -
@ 13 - . o
o (@) 8
=) 0 [e)
0 .13 - © °
v4 © 3

-25 T T T T T

0 20 40 60 80 100 120

Concentracao de OLMD (ug.mL1)

Para o teste de Ryan-Joiner, os R calculados foram 0,981 e 0,967 com valores
criticos de 0,941 e 0,946 para ANLO e OLMD, respectivamente. Os resultados do
teste denotam que o desvio da normalidade ndo é significativo para a=0,05 (R
calculado > R critico). Para o teste de Levene modificado por Brown e Forsythe, os t.
calculados foram -0,179 e 0,159 com valores criticos de 2,145 e 2,120 para ANLO e
OLMD, respectivamente, o que confirma a homoscedasticidade dos residuos da
regressao para a=0,05 (|t.| < |t critico|). Para o teste de Durbin-Watson, os d
calculados foram de 1,196 e 2,494 para ANLO e OLMD, respectivamente, e estédo
compreendidos entre dy e 4-dy, indicando independéncia dos residuos da regresséao

para a=0,05.

A significancia da regressdo foi avaliada por ANOVA (a=0,05). Os valores de F
calculados, 27124,481 e 43567,337, foram maiores que os F criticos, 4,600 e 4,494,
para ANLO e OLMD respectivamente, o que confirma a significancia da regressao. O
desvio de linearidade também foi avaliado por ANOVA. Os valores de F calculados,
3,024 e 0,181, foram menores que os F criticos, 3,478 e 3,254, para ANLO e OLMD
respectivamente, mostrando que ndo ha desvio de linearidade. Assim, pode-se
concluir que a alta significancia da regresséo (p<0,001) com desvio de linearidade
nao significativo (p>0,05) para ambos os farmacos sugere que o modelo linear é
adequado para quantificar ANLO na faixa de 8 a 32 pg/mL e OLMD na faixa de 32 a
108 pg/mL.
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Os parametros da regresséao linear foram calculados para ANLO e OLMD apés a
ratificacdo das premissas do MMQO e a exclusdo dos outliers e estdo demonstrados
na Tabela 2.13.

Tabela 2.13 - Parametros da regresséo obtidos para a
guantificacdo de ANLO e OLMD por CLAE.

Parametro da regresséao ANLO OLMD
R® 0,9995 0,9996
b 27,6057 22,2430
a 3,7244 5,4229

3.1.2.3 Efeito matriz

O teste de residuo padronizado de Jacknife permitiu a identificacdo de: 02 outliers
para o ANLO na curva analitica em solucéo, o ponto 14 (segunda replicata do nivel
de concentracéo a 120%) e o ponto 18 (terceira replicata do nivel de concentracédo a
140%); 02 outliers para o0 ANLO na curva analitica em matriz, o ponto 15 (terceira
replicata do nivel de concentracdo a 120%) e o ponto 17 (primeira replicata do nivel
de concentracdo a 140%); 01 outlier para a OLMD na curva analitica em solu¢éo, o
ponto 14 (segunda replicata do nivel de concentracdo a 120%); 01 outlier para a
OLMD na curva analitica em matriz, o ponto 15 (segunda replicata do nivel de
concentracdo a 120%). Os graficos dos residuos da regresséo foram construidos e
demonstraram distribuicdo aleatéria, ndo apresentando qualquer tendéncia. As
premissas relacionadas ao MMQO e a adequacdo ao modelo linear foram
confirmadas para as duas curvas. Os resultados estdo descritos nas Tabelas 2.14 e
2.15.

Os parametros da regressao linear foram calculados para as duas curvas apos a
comprovacdo das premissas do MMQO e a exclusdo dos outliers e estéo

demonstrados na Tabela 2.16.
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Tabela 2.14 - Resultados dos testes de premissas e de adequacdo ao modelo linear obtidos
para a curva analitica em solucéo durante a avaliacdo do efeito matriz por CLAE (a = 0,05).

Teste o Curva analitica em solugéo
. Estatistica
Estatistico ANLO CA* OLMD CA
Ryan-Joiner R 0,988 >0,941 0,989 >0,944
Levene t, -1,058 < |2,145| -1,860 <|2,131]
modificado
Durbin-Watson d 1,696 >1,37;<2,63 2,137 >1,38;<2,62
Significancia da F 13554,066 >4,600 23876,016 >4,543
regressao
Desvio de F 1.641 <3,478 0,729 <3,357
linearidade

*CA - critério de aceitacéo

Tabela 2.15 - Resultados dos testes de premissas e de adequacgdo ao modelo linear obtidos
para a curva analitica em matriz durante a avaliagdo do efeito matriz por CLAE (a = 0,05).

Teste o Curva analitica em matriz
. Estatistica
Estatistico ANLO CA* OLMD CA
Ryan-Joiner R 0,976 >0,941 0,984 >0,944
Levene t 0,891 < |2,145| -0,968 <2,131]
modificado
Durbin-Watson d 2,081 >1,37:<2,63 2,457 >1,38:<2,62
Significancia da F 24349409  >4,600 25052190  >4.543
regressao
Desvio de
linearidade F 0,478 <3,478 0,303 <3,357

*CA - critério de aceitacdo

Tabela 2.16 - Parametros da regresséo obtidos para a curva em solucéo
e em matriz durante a avaliacdo do efeito matriz por CLAE.

Parametro Curva em solucao Curva em matriz
daregresséo ANLO OLMD ANLO OLMD
R? 0,9990 0,9994 0,9994 0,9994
b 26,5550 22,2490 26,1486 22,6262
a 2,2731 8,8763 -7,3665 -12,2334

O teste F indicou homogeneidade das variancias dos residuos das curvas em
solucdo e em matriz para os farmacos. Os valores de F calculados, 1,815 e 1,010,
foram menores que os F criticos, 2,484 e 2,403, para ANLO e OLMD,

respectivamente. Por isso, foi utilizado o teste t com variancias combinadas para a
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avaliacao do efeito matriz. Os valores de t, e t, calculados para o ANLO foram 1,944
e 1,438, ambos menores que o t critico de 2,048. Para a OLMD, os valores
calculados de t; e t, foram 1,753 e 1,859, ambos, também, menores que o t critico de
2,042 (0=0,05). Esses resultados indicaram que ndo ha diferencas significativas
entre as inclinacdes e intersecdes das curvas, o que evidencia auséncia de efeito
matriz. A comprovacdo da auséncia de efeito matriz é importante para garantir que
as solucdes padréao preparadas com solucdo diluente possam ser utilizadas para a

quantificacdo das solucbes amostra.

3.1.2.4 Exatidao

A exatidao foi avaliada pelo método do placebo contaminado. As amostras foram
quantificadas por meio de uma curva analitica e as recuperacfes aparentes obtidas
nos niveis 80%, 100% e 120% da concentracdo de trabalho estdo reportadas na
Tabela 2.17.

Tabela 2.17 - Vvalores de recuperacédo aparente obtidos para
avaliacéo da exatiddo de ANLO e OLMD por CLAE.

NIVl (96) | oo arente ANLO (06) | aparente OLMD (96)
80 98,32 100,86
80 99,84 99,25
80 99,23 99,00
100 99,80 99,29
100 101,59 100,94
100 101,50 101,66
120 101,38 101,53
120 100,47 100,47
120 99,81 99,79

Média (%) 100,22 100,31

DPR (%) 1,12 1,01

As médias das recuperacdes aparentes calculadas para ANLO e OLMD foram
comparadas ao valor teérico de 100% pelo teste t (0=0,05). Os valores de t
calculado, 0,580 e 0,920, para ANLO e OLMD, respectivamente, foram inferiores ao
t critico de 2,306. Portanto, ndo houve diferenca significativa entre as médias das
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recuperagdes aparentes e 100%. Os valores individuais das recuperagdes aparentes
permaneceram na faixa de 98-102% e os DPR foram inferiores a 2%, o que também

comprova a exatiddo do método.

3.1.2.5 Precisao

A repetitividade e a reprodutibilidade parcial foram calculadas apods seis
determinacdes do teor do medicamento BenicarAnlo® em trés dias consecutivos. As
médias dos teores, DP e DPR calculados para os farmacos estdo descritos na
Tabela 2.18. O DP foi estimado por ANOVA (a=0,05) e as premissas quanto a sua
utilizacdo foram demonstradas. A normalidade dos residuos foi confirmada pelo
teste de Ryan-Joiner com R calculados de 0,986 e 0,974, respectivamente para
ANLO e OLMD, maiores que o R critico de 0,946 (a=0,05). A homoscedasticidade
dos residuos foi confirmada pelo teste de Levene modificado por Brown e Forsythe,
com F calculados de 0,776 e 0,715, respectivamente para ANLO e OLMD, menores
gue o F critico de 3,682 (a=0,05).

Tabela 2.18 - Vvalores do teor, DP e DPR obtidos para
avaliacdo da precisdo de ANLO e OLMD por CLAE.

Parametro ANLO OLMD
Média do teor (n=18) (%) 98,47 94,47
DP repetitividade (n=6) 0,87 0,70
DPR repetitividade (n=6) (%) 0,88 0,74
DP reprodutibilidade parcial (n=18) 0,87 0,87
DPR reprodutibilidade parcial (h=18) (%) 0,88 0,92

Para o ANLO, o DP da repetitividade e da reprodutibilidade parcial foram
considerados equivalentes pelo calculo por ANOVA, conforme relatado na Tabela
2.18. Todos os valores de DPR calculados foram inferiores a 2%, demonstrando a

precisdo do método.

2.1.2.6 Limites de deteccdo e quantificacao

Os LD e LQ estimados a partir das equacbes que levam em consideracdo os
pardmetros da curva analitica foram 0,63 pg/mL e 2,10 pg/mL para o ANLO e 1,97
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pg/mL e 6,57 pg/mL para a OLMD, respectivamente. Os cromatogramas obtidos
nessas concentracdes apresentaram relagdes sinal/ruido bem superiores a 10.

Para a determinacdo do LD real, as solu¢cbes de OLMD e ANLO foram diluidas
sucessivamente e injetadas no cromatégrafo até a obtencdo da relacdo sinal/ruido
proxima a 3. Os valores de LD encontrados foram 0,095 pg/mL e 0,114 pg/mL para
ANLO e OLMD, respectivamente. Os cromatogramas referentes aos LD estédo

representados nas Figuras 2.13 e 2.14.

Figura 2.13 — Cromatograma obtido para o LD de ANLO (0,095 ug/mL) por CLAE.
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Figura 2.14 — Cromatograma obtido para o LD de OLMD (0,114 pug/mL) por CLAE.
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Para a determinacdo do LQ real, as solucbes de OLMD e ANLO foram diluidas
sucessivamente e injetadas no cromatografo até a obtencédo da relacdo sinal/ruido
proxima a 10, entretanto, quando se obteve essa relacdo, os valores do DPR das
areas de trés solugbes foram superiores a 2%, ndo apresentando precisao

adequada. Por isso, foi avaliada a menor concentracado que proporcionou um DPR
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inferior a 2% e essa concentracao foi definida como LQ. Para o ANLO, o LQ foi de
0,318 pg/mL com DPR de 1,67%, j& para a OLMD, o LQ foi de 0,485 pug/mL com
DPR de 0,33%. Os cromatogramas referentes aos LQ estdo representados nas
Figuras 2.15 e 2.16.

Figura 2.15 — Cromatograma obtido para o LQ de ANLO (0,318 pg/mL) por CLAE.
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Figura 2.16 — Cromatograma obtido para o LQ de OLMD (0,485 pg/mL) por CLAE.
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Como se pode observar, os LD e LQ calculados pelos parametros da curva analitica
sao significativamente maiores do que aqueles determinados pela avaliacdo das
respostas obtidas com solucfes diluidas. Esses resultados eram esperados, uma
vez que para os LD e LQ calculados pelos parametros da curva analitica serem
préximos ao valor real estimado, seria necessario construir curvas analiticas com

faixa de concentracfes proximas aos valores dos limites (RIBANI et al., 2004).
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3.1.2.7 Estabilidade das solucdes de trabalho

A estabilidade de ANLO e OLMD nas concentracdes de trabalho foi verificada
injetando uma solucdo amostra, uma solugéo padrdo contendo ambos os farmacos,
uma solucdo padrdo contendo somente ANLO e uma solucdo padrao contendo
somente OLMD nos tempos O, 1, 2, 4, 5, 6, 7, e 8 horas ap0s o preparo. As
variacbes das areas em porcentagem dos picos referentes aos farmacos estdo
apresentadas graficamente nas Figuras 2.17 e 2.18.

Figura 2.17 - Vvariag@es das areas dos picos de ANLO
obtidas para avaliacdo da estabilidade por CLAE.
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Figura 2.18 — Vvariacdes das areas dos picos de OLMD
obtidas para avaliagdo da estabilidade por CLAE.
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Para todos os cromatogramas obtidos durante a verificacdo da estabilidade, as
purezas dos picos de ANLO e OLMD foram superiores a 99%, indicando que nao

houve possiveis produtos de degradacgéo co-eluindo com os farmacos. As variagdes
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das areas em relagdo ao tempo inicial foram inferiores a 2% para os farmacos em
todas as solucdes analisadas, por isso, pode-se inferir que as solugdes de trabalho

sao estaveis durante um periodo de 8 horas apés o preparo.

3.1.2.8 Robustez

A robustez foi avaliada com o auxilio do planejamento fatorial de Placket-Burman.
Os dados foram analisados por meio do céalculo da diferenca entre as somas dos
resultados do teor do medicamento obtidos nas condi¢des nominais e nas condi¢des
variadas (nivel +1 e -1). Para o método ser considerado robusto, o mddulo das
diferencas calculadas deve ser inferior a raiz quadrada de 2 multiplicada pelo desvio
padrdo das diferencas. As diferencas para cada fator, os desvios padrdo e 0s
critérios de aceitacdo foram calculadoss para ANLO e OLMD conforme as equacdes
demonstradas no item 2.2.1.3.8. Os resultados estéo representados na Tabela 2.19.

Tabela 2.19 - Diferenca entre as somas dos resultados do teor do medicamento obtidos nas
condi¢cBes normais e nas condi¢des variadas (nivel +1 e -1) para cada fator, desvio
padrédo das diferencas e critério de aceitacdo para a robustez por CLAE.

Diferencga entre as somas ANLO OLMD
Da -0,45 0,47

Da, -0,57 0,08

Db 0,62 -0,13

Db, -0,16 0,49

Dc 0,09 0,17

Dc, 0,09 0,05

Dd -0,05 -0,55

Dd, -0,21 -0,70

De -0,61 -0,15

De(, 0,26 0,10

Df -0,13 0,01

Dy 0,41 -0,09

Desvio padréao(Sp) 0,68 0,62
Critério de aceitagdo (V2.Sp) 0,96 0,88

Conforme observado na Tabela 2.19, todos os moédulos das diferengas calculadas

para os farmacos séo inferiores ao valor maximo aceitavel. Dessa forma, pode-se
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concluir que o método para quantificacdo de ANLO e OLMD é robusto para os
parametros testados.

Os efeitos de cada fator no teor, fator de retencao, fator de cauda, resolucdo entre
0S picos e numero de pratos tedricos também foram avaliados. O objetivo dessa
andlise é conhecer a ordem de influéncia de cada uma das variacdes dos efeitos nos
resultados finais. Para calcular o efeito, a média dos resultados obtidos nas
condicbes variadas (nivel +1 e -1) foi subtraida da média dos resultados obtidos nas
condi¢cdes nominais. Os efeitos estimados para cada fator estdo mostrados na
Tabela 2.20 para o ANLO e na Tabela 2.21 para a OLMD.

Tabela 2.20 - Resultados da influéncia dos efeitos no teor, fator de retencéo, fator de cauda
e nimeros de pratos teéricos para o ANLO obtidos durante a avaliagdo da robustez por CLAE.

Fator Teor (%) k T N
Fluxo (+) 98,01-97,90 1,12-1,10 0,89-0,92 5131-4653
A 1,2 mL/min. =0,11 =0,02 =-0,03 =478
Fluxo (-) 97,76-97,61 1,05-1,05 1,07-1,07 5252-5813
0,8 mL/min. =0,15 =0,00 =0,00 =-561
Temperatura da coluna (+) 97,87-98,03 1,13-1,09 0,93-0,88 4722-5062
B 33°C =-0,15 =0,04 =0,05 =-340
Temperatura da coluna (-)  97,71-97,67 1,01-1,09 1,07-1,09 5479-5587
27 °C =0,04 =-0,08 =-0,02 =-108
Fase movel (+) 97,94-97,96 1,06-1,16 0,90-0,91 4882-4901
C (28:32;v/v) ACN/ MeOH =-0,02 =-0,10 =-0,01 =-19
Fase movel (-) 97,67-97,70  1,10-1,01  1,06-1,09 5502-5564
(32:28;v/v) ACN/ MeOH =-0,03 =0,09 =-0,03 =-62
pH da solucdo de TEA (+)  97,96-97,94 1,11-1,12  0,90-0,91 4834-4950
b 3,00 =0,02 =-0,01 =-0,01 =-116
pH da solucéo de TEA (-) 97,71-97,66 1,06-1,05 1,09-1,06 5526-5540
2,50 =0,05 =0,01 =0,03 =-14
volume de injecéo (+) 98,03-97,88 1,12-1,11  0,94-0,87 4980-4803
E 12 uL =0,15 =0,01 =0,07 =177
volume de injecéo (-) 97,65-97,71 1,05-1,05 1,01-1,14 5337-5729
8 puL =-0,06 =0,00 =-0,13 =-392
: 97,97-97,94 1,12-1,10 0,94-0,87 5376-4407
F Coluna Shimadzu B = 0,03 = 0,02 =007 - 969
. . 97,90-98,00 1,07-1,15 0,92-0,89 4346-5437
G Cromatografo Agilent 1200 =010 =008 = 0,03 — 1091




Tabela 2.21 - Resultados da influéncia dos efeitos no teor, fator de retencéo,

fator de cauda, niumeros de pratos tedricos e resolugao entre os picos
para a OLMD durante a avaliacdo da robustez por CLAE.
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Fator Teor (%) k T N Rs

Fluxo (+) 94,99-95,11 1,85-1,82 0,93-0,95 4691-4514 5,06-4,89
1,2 mL/min. =-0,12 = 0,03 =-0,02 =177 =0,17

Fluxo (-) 94,81-94,83 1,64-1,65 1,09-1,09 6469-6828 4,79-5,06
0,8 mL/min. =-0,02 =-0,01 =0,00 =-359 =-0,27

Temperatura da coluna (+)  95,07-95,04 1,84-1,83 0,98-0,90 4615-4591 4,83-5,12
33°C =0,03 =0,01 =0,08 =24 =-0,29

Temperatura da coluna (-) 94,76-94,88 1,61-1,67 1,09-1,09 6583-6714 5,05-4,80
27 °C =-0,12 =-0,06 =0,00 =-131 =0,25

Fase moével (+) 95,03-95,08 1,78-1,89 0,95-0,93 4618-4587 5,08-4,87
(28:32;v/iv) ACN/ MeOH =-0,05 =-0,11 =0,02 =31 =0,21

Fase movel (-) 94,82-94,83 1,69-1,60 1,08-1,10 6522-6775 4,79-5,06
(32:28;viv) ACN/ MeOH =-0,01 =0,09 =-0,02 =-253 =-0,27

pH da solucéo de TEA (+) 95,12-94,98 1,79-1,88 0,95-0,93 4781-4424 4,76-5,20
3,00 =0,14 =-0,09 =0,02 = 357 =-0,44

pH da solugéo de TEA (-) 94,91-94,73 1,74-155 1,08-1,09 6576-6721 5,56-4,29
2,50 =0,18 =0,19 =-0,01 =-145 =1,27

volume de injecao (+) 95,07-95,03 1,85-1,82 0,98-0,90 5142-4063 5,19-4,76
12 uL =0,04 =0,03 =0,08 = 1079 =0,43

volume de injecéao (-) 94,81-94,83 1,64-1,64 1,06-1,11 6019-7278 4,42-5,12
8 puL =-0,02 =0,00 =-0,05 =-1258 =-0,40

Coluna Shimadzu B 95,05-95,05 1,89-1,78 0,92-0,96 4652-4554 5,34-4,61
=0,00 =0,11 =-0,04 =98 =0,73

, . 95,06-95,04 1,76-1,91  1,00-0,89 4709-4497 4,77-5,18
Cromatografo Agilent 1200 - 0,02 = 0,15 =011 - 212 =.041

De acordo com os resultados das Tabelas 2.20 e 2.21, as influéncias dos efeitos no

teor do medicamento foram inferiores a 0,15% e a 0,18% para ANLO e OLMD,

respectivamente, o que comprova a robustez do método.

A modificacdo da proporcdo dos solventes organicos da fase movel influenciou

consideravelmente os fatores de retencéo dos farmacos. O aumento da propor¢ao

de MeOH diminuiu a forgca da fase mével, aumentando o k. J& o aumento da

proporcdo de ACN aumentou a for¢ca da fase movel, diminuindo o k. Os valores

eluotrépicos em silica é de 0,50 para a ACN e de 0,73 para o MeOH. Quanto maior o

valor eluotropico, maior a polaridade do solvente, assim a ACN é menos polar do

que o MEOH, o que justifica a ACN aumentar a forca de eluicdo da fase movel em

relacdo ao MEOH. A coluna de lote diferente ocasionou uma reducao significativa do
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k da OLMD, embora a coluna seja de mesmo fabricante da coluna utilizada no
método, pode ocorrer uma pequena alteracdo da seletividade da coluna de um lote
para outro. A alteracdo do cromatografo provocou um aumento dos k de ambos os
farmacos, provavelmente isso pode ser explicado pela diferenca do comprimento
das tubulagbes que levam a amostra a coluna. Tubulagbes mais compridas tendem
a diminuir o k (LANCAS, 2004).

O fator cauda foi pouco influenciado pelas variagbes dos fatores estudados. A
variacdo maior foi para o0 ANLO quando o volume de injecao foi reduzido para 8 pL,
nessa condigdo ocorreu um aumento do T. Esse resultado pode ser explicado pelo
fato da solucao diluente utilizada no método ser diferente da fase movel. Durante o
desenvolvimento do método foi observado que o pico do ANLO apresentou melhor
simetria com a solucéo diluida em ACN:MeOH (50:50;v/v) do que com a solucéo

diluida em fase moével.

Para o ANLO, foi observado um aumento pronunciado do namero de pratos tedricos
para as andlises realizadas no cromatdgrafo Agilent 1200. Quanto menos retido for o
analito, menor é a 0%una © mais significativo é o efeito da 0%exra-coluna. ESSe efeito é
responsavel por diminuir o N e, consequentemente, alargar o pico. Possivelmente a
0extra-coluna 0O equipamento HP1100 é maior do que a do equipamento 1200. Para se
diminuir a O%exacoluna, € preciso, por exemplo, reduzir o espaco morto, 0
comprimento e diametro das tubulacbes e o volume da cela de deteccéo. Para a
OLMD, foi observada uma elevacéo consideravel do N com o aumento do volume de
injecdo e uma reducdo com a diminuicdo do volume de injecdo. O aumento do
volume de injecdo provoca um aumento da massa do farmaco injetada na coluna
gue € responsavel pela reducdo do N (NETO, 2011; SNYDER et al., 1997).

A resolucéo entre os picos sofreu uma importante reducdo quando o pH da solucéo
de TEA foi alterado para 2,50. Nessa condi¢cdo, houve a maior reducdo do k da
OLMD e o k do ANLO praticamente permaneceu inalterado, justificando a perda da

resolugéo.
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3.2 Transferéncia do método analitico de quantificacdo simultanea de
anlodipino e olmesartana medoxomila por CLAE-DAD para um sistema de
CLUE-DAD

O novo volume de injecdo e fluxo da fase movel para o método por CLUE,
calculados de acordo com as equacbes 3 e 4 descritas no item 1.3 desse capitulo,
foram 0,7 pL e 0,613 mL/min. A temperatura da coluna cromatografica (30 °C) e o
comprimento de onda de detecgdo (A 238 nm) foram os mesmos do método por
CLAE. A taxa de aquisicédo do detector foi de 20 Hz para CLUE e 2,5 Hz para CLAE,
ja a constante de tempo do filtro de ruido do detector foi de 0,1 s para CLUE e 2 s
para CLAE.

Apos a transferéncia do método por CLAE utilizando uma coluna Cig (150 x 4,6 mm;
5 ym) para CLUE utilizando uma coluna Cig (50 x 2,1 mm; 1,7 pm) seria esperado
que a eficiéncia se mantivesse, uma vez que o0 numero de pratos teoricos €
proporcional a razdo entre o comprimento da coluna e o didmetro da particula da
fase estacionaria. Entretanto, como os fatores de retencdo de ANLO e OLMD
obtidos pelo método por CLAE séo inferior a 3 (Tabela 2.23), houve uma reducéo da
eficiéncia apds a transferéncia. Isso ocorreu porque quando o analito fica pouco
retido em colunas mais eficientes e menores, como a de CLUE, 0%.una € menor, o
gue aumenta o efeito da OZexra-coluna. Para melhorar a eficiéncia, a proporcao aquosa
da fase movel foi aumentada até que a razéo entre a OZextra-coluna € @ Ototal fOSSE igual
a 10%, valor no qual a separacdo cromatografica € considerada adequada. Essa
razdo foi alcancada com a fase mével ACN:MeOH:TEA 0,3% pH 2,75 ajustado com
acido fosférico (26:26:48;v/viv), que foi a definida para ser empregada na validacédo
do método. Os parametros do método por CLUE obtidos antes e apds o ajuste da
proporcdo da fase movel estdo compilados na Tabela 2.22. Para efeito de
comparacao, os parametros do método por CLAE estdo representados na Tabela
2.23 (NGUYEN, 2006; NETO, 2011).
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Tabela 2.22 - Parametros cromatograficos para ANLO e OLMD obtidos
para o método por CLUE antes e ap0s a otimizagdo da fase mével.

Parametro Condicéo inicial Condicéo otimizada
ANLO OLMD ANLO OLMD
N 1946 2464 4042 5084
tr 0,38 0,45 0,84 1,04
k 0,90 1,22 3,18 4,17
T 1,37 1,41 1,22 1,16
0% extra-colunal O total 30,3% 29,9% 10,9% 10,6%
Rs 1,7 3,4
Tempo de corrida 0,6 min. 1,25 min.
Presséo 9200 psi 10800 psi
ACN:MeOH:TEA 0,3% pH 2,75 ACN:MeOH:TEA 0,3% pH 2,75
Fase movel ajustado com acido fosférico ajustado com acido fosférico

(30:30:40;v/viv) (26:26:48;v/vIv)

Tabela 2.23 - Parametros cromatograficos para
ANLO e OLMD obtidos para o método por CLAE.

Parametro ANLO OLMD
N 5081 5566
tr 3,60 4,2
k 1,18 1,92
T 1,01 1,05
0 extra-colunal O total 6,4% 4,5%
Rs 53
Tempo de corrida 5,5 min.
Presséo 1450 psi
ACN:MeOH:TEA 0,3% pH 2,75
Fase movel ajustado com acido fosférico
(30:30:40;v/viv)

Apods a andlise dos resultados reportados nas Tabelas 2.22 e 2.23, foi observado
gue mesmo apos o aumento da propor¢cdo do componente aquoso da fase movel, a
eficiéncia alcancada por CLUE foi inferior a obtida por CLAE, o que ¢ justificado pelo
fato da razao entre a czextra-comna ea cztota| ter sido menor para o método por CLAE.
Entretanto, essa reducdo da eficiéncia ndo comprometeu o desempenho
cromatografico e os parametros de conformidade do sistema foram adequados para

quantificacdo ANLO e OLMD por CLUE. O tempo de corrida por CLUE praticamente
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dobrou ap6s o ajuste da fase movel, mas mesmo assim foi 4,4 vezes inferior ao
tempo por CLAE, garantindo uma analise muito mais rpida e um consumo menor
de solvente organico. Dessa forma, pode-se inferir que k inferiores a 3 nao foram um

fator limitante para a transferéncia do método.

Os cromatogramas obtidos nas concentracbes de trabalho antes e apds a
otimizacdo da proporcdo da fase movel para CLUE estdo demonstrados nas

Figuras 2.19 e 2.20, respectivamente.

Figura 2.19 - Cromatograma obtido para a solu¢do de ANLO e OLMD nas
concentracdes de trabalho por CLUE antes da otimizagcdo, com fase
moével composta por ACN:MeOH:TEA 0,3% pH 2,75 (30:30:40;Vv/v/v).
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Figura 2.20 - Cromatograma obtido para a solu¢do de ANLO e OLMD nas
concentracgdes de trabalho por CLUE ap6s a otimizacéo, com fase
mével composta por ACN:MeOH:TEA 0,3% pH 2,75 (26:26:48;v/viv).
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3.3 Validacdo do método analitico por CLUE-DAD para quantificacdo
simultanea de anlodipino e olmesartana medoxomila em comprimidos de dose

fixa combinada

3.3.1 Seletividade

Os cromatogramas adquiridos nas andlises da solucao diluente, fase moével e da
solucdo contendo os componentes da formulacdo demonstraram que nenhum
interferente eluiu nos tempos de retencdo dos farmacos. O cromatograma obtido
apos a andlise da solucdo de olmesartana a 60 pg/mL, indicou que o farmaco eluiu
no tg de 0,31 min., que é bem inferior aos tr de ANLO e OLMD.

Os angulos de pureza e os angulos limite dos picos dos farmacos registrados em
cromatogramas de solugdes padréo e amostra nas concentracdes de trabalho estéo
descritos na Tabela 2.24. Para todos os picos, o angulo de pureza foi inferior ao
angulo limite, indicando que ndo houve interferentes que eluiram junto com 0s picos
de ANLO e OLMD.

Tabela 2.24 - Angulos de pureza e angulos limites obtidos para ANLO e OLMD
durante a avaliac8o da seletividade do método analitico por CLUE.

Farmaco Angulo de pureza Angulo limite
ANLO padrao 0,44 2,04
ANLO amostra 0,41 2,02
OLMD padréao 16,74 90,00
OLMD amostra 9,93 46,39

3.3.2 Linearidade

As concentracdes de ANLO e OLMD e suas respectivas areas obtidas durante a
andlise da linearidade estdo descritas na Tabela 2.25. O teste de residuo
padronizado de Jacknife permitiu a identificacdo de 02 outliers para o ANLO, o ponto
1 (primeira replicata do nivel de concentracdo a 40%) e o ponto 17 (segunda
replicata do nivel de concentracdo a 140%), os quais correspondem a 11,1% dos
dados. Esses pontos foram excluidos do calculo da regresséo linear. Para a OLMD,

ndo foi detectado a presenca de outliers. Os gréficos dos residuos da regressao
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estdo apresentados nas Figuras 2.21 e 2.22, com indicacdo dos outliers detectados
em vermelho. Como se pode observar pela inspecdo visual dos graficos, ndo ha

tendéncia na dispersao dos residuos.

Tabela 2.25 - Concentracéo das solu¢des de ANLO e OLMD e respectivas
areas utilizadas para obtencédo da curva analitica do método por CLUE.

PONTO ANLO , OLMD ,
Conc. pg/mL Area Conc. pg/mL Area
1 24214,78 82407,73
2 8,20 25661,14 32,40 83448,83
3 25068,88 82512,77
4 37670,55 123193,35
5 12,30 38733,29 48,60 125880,21
6 37857,67 124497,66
7 52029,39 170252,08
8 16,40 51080,60 64,80 167184,94
9 51159,39 166535,86
10 64799,81 212844,56
11 20,49 63340,69 81,00 207774,42
12 64164,93 211778,71
13 77367,20 254557,77
14 24,59 76718,36 97,20 249353,25
15 76590,4 250678,48
16 89057,05 292436,14
17 28,69 87971,60 113,40 289277,69
18 89028,52 291030,32
Figura 2.21 - Gréfico exploratério dos residuos da regresséo
de ANLO obtidos durante a avaliagc&o da linearidade por CLUE.
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Figura 2.22 - Gréfico exploratério dos residuos da regresséo
de OLMD obtidos durante a avaliagc&o da linearidade por CLUE.
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Para o teste de Ryan-Joiner, os R calculados foram 0,967 e 0,951 com valores
criticos de 0,941 e 0,946 para ANLO e OLMD, respectivamente. Os resultados do
teste denotam que o desvio da normalidade ndo é significativo para a=0,05 (R
calculado > R critico). Para o teste de Levene modificado por Brown e Forsythe, os t.
calculados foram -0,273 e -1,588 com valores criticos de 2,145 e 2,120 para ANLO e
OLMD, respectivamente, o que confirma a homoscedasticidade dos residuos da
regressao para a=0,05 (|t.| < |t critico|). Para o teste de Durbin-Watson, os d
calculados foram de 2,371 e 1,974 para ANLO e OLMD, respectivamente, e estdo
compreendidos entre dy e 4-dy, indicando independéncia dos residuos da regressao

para a=0,05.

A significancia da regressdo foi avaliada por ANOVA (a=0,05). Os valores de F
calculados, 23402,056 e 20434,426, foram maiores que os F criticos, 4,600 e 4,494,
para ANLO e OLMD respectivamente, o que confirma a significancia da regressao.
O desvio de linearidade também foi avaliado por ANOVA. Os valores de F
calculados, 1,012 e 1,686, foram menores que os F criticos, 3,478 e 3,254, para
ANLO e OLMD respectivamente, mostrando que ndao ha desvio de linearidade.
Assim, pode-se concluir que a alta significancia da regressao (p<0,001) com desvio
de linearidade nao significativo (p>0,05) para ambos os farmacos sugere que o
modelo linear é adequado para quantificar ANLO na faixa de 8 a 32 pg/mL e OLMD
na faixa de 32 a 108 pug/mL.
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Os parametros da regresséao linear foram calculados para ANLO e OLMD apés a
ratificacdo das premissas do MMQO e a exclusdo dos outliers e estdo demonstrados
na Tabela 2.26.

Tabela 2.26 - Parametros da regresséo obtidos para a
guantificagdo de ANLO e OLMD por CLUE.

Parametro da regresséao ANLO OLMD
R® 0,9994 0,9992
b 3122,9614 2582,9143
a -82,7262 -195,2126

3.3.3 Efeito matriz

O teste de residuo padronizado de Jacknife permitiu a identificacdo de: 02 outliers
para o ANLO na curva analitica em solucéo, o ponto 10 (primeira replicata do nivel
de concentracdo a 100%) e o ponto 14 (segunda replicata do nivel de concentracao
a 120%); nenhum outlier para o ANLO na curva analitica em matriz; 03 outliers para
a OLMD na curva analitica em solucdo, o ponto 9 (terceira replicata do nivel de
concentracdo a 80%), o ponto 10 (primeira replicata do nivel de concentracdo a
100%) e o ponto 16 (primeira replicata do nivel de concentracdo a 140%); nenhum
outlier para a OLMD na curva analitica em matriz. Os graficos dos residuos da
regressdao foram construidos e demonstraram distribuicdo aleatéria, nao
apresentando qualquer tendéncia. As premissas relacionadas ao MMQO e a
adequacado ao modelo linear foram confirmadas para as duas curvas. Os resultados

estao descritos nas Tabelas 2.27 e 2.28.

Os parametros da regressao linear foram calculados para as duas curvas apés a
comprovacdo das premissas do MMQO e a exclusdo dos outliers e estédo

demonstrados na Tabela 2.29.
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Tabela 2.27 - Resultados dos testes de premissas e de adequacdo ao modelo linear obtidos
para a curva analitica em solugao durante a avaliagao do efeito matriz por CLUE (a = 0,05).

Teste o Curva analitica em solugéo
Estatistico Estatistica
S ANLO CA* OLMD CA
Ryan-Joiner R 0,990 >0,941 0,986 >0,938
Levene t, -0,646 < |2,145| -0,158 < [2,160]
modificado
Durbin-Watson d 2,552 >1,37;<2,63 1,499 >1,36;<2,64
Significancia da F 78649,929  >4600  297807.610  >4.667
regressao
Desvio de F 0.392 <3,478 1,799 <3,633
linearidade

*CA - critério de aceitacéo

Tabela 2.28 - Resultados dos testes de premissas e de adequag&o ao modelo linear obtidos
para a curva analitica em matriz durante a avaliagao do efeito matriz por CLUE (a = 0,05).

Teste - Curva analitica em matriz
P Estatistica
Estatistico ANLO CA* OLMD CA
Ryan-Joiner R 0,985 >0,946 0,976 >0,946
Levene t -1,032 < 2,120 -0,939 < 2,120
modificado
Durbin-Watson d 1,871 >1,39:<2,61 1,902 >1,39:<2,61
Significancia da F 16532,353  >4.494 23498526 >4,94
regressao
Desvio de F 2918 <3,259 2894 <3,259
linearidade

*CA - critério de aceitacéo

Tabela 2.29 - Parametros da regresséo obtidos para a curva em solugdo
e em matriz durante a avaliagdo do efeito matriz por CLUE.

Parametro Curva em solugao Curva em matriz
daregresséo ANLO OLMD ANLO OLMD
R? 0,9998 0,9999 0,9990 0,9993
b 3272,9827 2654,0188 3277,2334 2636,1754
a 465,0072 -55,4599 852,4940 534,6198

O teste F indicou heteroscedasticidade das variancias dos residuos das curvas em
solucdo e em matriz para os farmacos. Os valores de F calculados, 5,041 e 14,675,
foram maiores que os F criticos, 2,445 e 2,515, para ANLO e OLMD,
respectivamente. Por isso, foi utilizado o teste t com varidncias distintas (a=0,05)

para a avaliacdo do efeito matriz. Os valores de t, e t, calculados para o0 ANLO
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foram 1,474 e 0,152, ambos menores que o t critico de 2,074. Para a OLMD, os
valores calculados de t, e t, foram 1,512 e 0,998, ambos, também, menores que o't
critico de 2,101. Esses resultados indicaram que ndo ha diferencas significativas
entre as inclinacdes e interse¢bes das curvas, 0 que evidencia auséncia de efeito

matriz.

3.3.4 Exatiddo

A exatiddo foi avaliada pelo método do placebo contaminado. As amostras foram
quantificadas por meio de uma curva analitica e as recuperacdes aparentes obtidas
nos niveis 80%, 100% e 120% da concentracdo de trabalho estdo demonstradas na
Tabela 2.30.

Tabela 2.30 - Vvalores de recuperacédo aparente obtidos para
avaliacéo da exatiddo de ANLO e OLMD por CLUE.

Nivel (%) Recuperacéao Recuperacéao
aparente ANLO (%) aparente OLMD (%)
80 99,05 99,19
80 99,42 98,40
80 99,11 98,93
100 100,50 99,90
100 99,45 99,63
100 101,37 99,87
120 98,65 98,19
120 98,74 98,10
120 98,75 101,27
Média (%) 99,45 99,28
DPR (%) 0,92 1,03

As médias das recuperacdes aparentes calculadas para ANLO e OLMD foram
comparadas ao valor teorico de 100% pelo teste t (a=0,05). Os modulos dos valores
de t calculado, -1,806 e -2,133, para ANLO e OLMD, respectivamente, foram
inferiores ao de t critico de 2,306. Portanto, ndo houve diferenca significativa entre

as médias das recuperacbes aparentes e 100%. Os valores individuais das
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recuperacbes aparentes permaneceram na faixa de 98-102% e os DPR foram

inferiores a 2%, o que também comprova a exatiddo do método.

3.3.5 Precisao

A repetitividade e a reprodutibilidade parcial foram calculadas apés seis
determinacdes do teor do medicamento BenicarAnlo® em trés dias consecutivos. As
meédias dos teores, DP e DPR calculados para os farmacos estdo descritos na
Tabela 2.31. O DP foi estimado por ANOVA (a=0,05) e as premissas quanto a sua
utilizacdo foram demonstradas. A normalidade dos residuos foi confirmada pelo
teste de Ryan-Joiner com R calculados de 0,948 e 0,985, respectivamente para
ANLO e OLMD, maiores que o R critico de 0,946 (a=0,05). A homoscedasticidade
dos residuos foi confirmada pelo teste de Levene modificado por Brown e Forsythe,
com F calculados de 0,816 e 1,582, respectivamente para ANLO e OLMD, menores
que o F critico de 3,682 (a=0,05).

Tabela 2.31 - Valores do teor, DP e DPR obtidos para
avaliacdo da precisdo de ANLO e OLMD por CLUE.

Parametro ANLO OLMD
Média do teor (n=18) (%) 98,26 95,19
DP repetitividade (n=6) 0,82 0,57
DPR repetitividade (n=6) (%) 0,83 0,60
DP reprodutibilidade parcial (n=18) 0,88 0,59
DPR reprodutibilidade parcial (n=18) (%) 0,89 0,62

Todos os valores de DPR calculados foram inferiores a 2%, demonstrando a

precisdo do método.

3.3.6 Limites de deteccdo e quantificacao

Os LD e LQ estimados a partir das equacdes que levam em consideragcdo 0s
parametros da curva analitica foram 0,41 pg/mL e 1,38 pg/mL para o ANLO e 1,09
pg/mL e 3,64 pg/mL para a OLMD, respectivamente. Os cromatogramas obtidos

nessas concentracdes apresentaram relacdes sinal/ruido bem superiores a 10.
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Para a determinacdo do LD real, as solugbes de OLMD e ANLO foram diluidas
sucessivamente e injetadas no cromatografo até a obtengéo da relacdo sinal/ruido
proxima a 3. Os valores de LD encontrados foram 0,085 pg/mL e 0,065 pg/mL para
ANLO e OLMD, respectivamente. Os cromatogramas referentes aos LD estédo

representados nas Figuras 2.23 e 2.24.

Figura 2.23 — Cromatograma obtido para o LD de ANLO (0,085 pg/mL) por CLUE.
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Figura 2.24 — Cromatograma obtido para o LD de OLMD (0,065 pg/mL) por CLUE.
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Para a determinacdo do LQ real, as solucbes de OLMD e ANLO foram diluidas
sucessivamente e injetadas no cromatografo até a obtencdo da relacdo sinal/ruido
proxima a 10, entretanto, quando se obteve essa relacdo, os valores do DPR das
areas de trés solugbes foram superiores a 2%, ndo apresentando preciséo
adequada. Por isso, foi avaliada a menor concentragdo que proporcionou um DPR
inferior a 2% e essa concentracao foi definida como LQ. Para o ANLO, o LQ foi de
0,290 pg/mL com DPR de 1,77%, ja para a OLMD, o LQ foi de 0,400 pg/mL com
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DPR de 1,61%. Os cromatogramas referentes aos LQ estdo representados nas

Figuras 2.25 e 2.26.

Figura 2.25 — Cromatograma obtido para o LQ de ANLO (0,290 pg/mL) por CLUE.
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Figura 2.26 — Cromatograma obtido para o LQ de OLMD (0,400 pg/mL) por CLUE.
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Como se pode observar, os LD e LQ calculados pelos parametros da curva analitica

sao significativamente maiores do que aqueles determinados pela avaliagdo das

respostas obtidas com solu¢des diluidas.

3.3.7 Estabilidade das solucdes de trabalho

A estabilidade de ANLO e OLMD nas concentracdes de trabalho foi verificada

injetando uma solugcdo amostra, uma solugéo padrdo contendo ambos os farmacos,

uma solugcdo padréo contendo somente ANLO e uma solucdo padrao contendo

somente OLMD nos tempos O, 1, 2, 4, 5, 6, 7, e 8 horas ap0s o preparo. As
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variacbes das areas em porcentagem dos picos referentes aos farmacos estdo
apresentadas graficamente nas Figuras 2.27 e 2.28.

Figura 2.27 - variag6es das areas dos picos de ANLO
obtidas para avaliacdo da estabilidade por CLUE.
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Figura 2.28 - variacdes das areas dos picos de OLMD
obtidas para avaliacdo da estabilidade por CLUE.
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Para todos os cromatogramas obtidos durante a verificacdo da estabilidade, os
angulos de pureza foram inferiores aos angulos limite para os picos de ANLO e
OLMD, indicando que néo houve possiveis produtos de degradacéo co-eluindo com
os farmacos. As variacdes das areas em relacdo ao tempo inicial foram inferiores a
2% para os farmacos em todas as solu¢fes analisadas, por isso, pode-se inferir que

as solucdes de trabalho séo estaveis durante um periodo de 8 horas apés o preparo.
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3.3.8 Robustez

Os resultados da média dos teores de ANLO e OLMD e os parametros de
conformidade do sistema obtidos nas condi¢cdes nominais e variando-se o fluxo da
fase movel, temperatura da coluna cromatografica, propor¢cdo de organico da fase

movel e pH da solucéo de TEA estédo apresentados nas Tabelas 2.32 e 2.33.

Tabela 2.32 - Resultados da média dos teores, do DPR dos teores e dos parametros de
conformidade do sistema obtidos em condi¢cdes nominais e com variac8es das condi¢fes
analiticas para avaliagcdo da robustez do método por CLUE para quantificagcdo de ANLO.

Condicéao Teor (%) DPR (%) k T N
Nominal 98,79 0,41 3,26 1,24 3927
Fluxo da FM* 0,513 mL/min. 97,94 0,43 3,09 1,23 4461
Fluxo da FM 0,713 mL/min. 97,95 0,73 2,52 1,28 3260
Temperatura da coluna 27 °C 98,24 0,82 2,61 1,25 3635
Temperatura da coluna 33 °C 97,96 0,84 2,47 1,28 3667
aza%g%rﬁzolfiﬂe gg?gg'g/% ) 97,94 0,76 3,34 123 4142
aza%g%rﬁzolfiﬂe gfjg'g/% ) 98,02 0,77 221 128 3240
pH da solucéo de TEA 2,65 97,71 0,69 297 1,24 3750
pH da solugdo de TEA 2,85 97,80 0,81 2,8 1,26 3667

*FM — fase movel

Tabela 2.33 - Resultados da média dos teores, do DPR dos teores e dos parametros de
conformidade do sistema obtidos em condi¢cdes nominais e com varia¢cfes das condi¢des
analiticas para avaliacdo da robustez do método por CLUE para quantificacdo de OLMD.

Condicéao Teor (%) DPR (%) k T N Rs

Nominal 94,89 0,34 4,23 1,16 5307 3,39

Fluxo da FM 0,513 mL/min. 94,17 0,46 398 1,14 5810 3,44

Fluxo da FM 0,713 mL/min. 94,20 0,53 3,32 1,21 4476 3,11

Temperatura da coluna 27 °C 94,52 0,93 3,31 1,18 4813 2,83

Temperatura da coluna 33 °C 94,38 0,66 3,31 1,2 4986 3,14
Proporgéo de orgénico/

aquoso na FM 50:50 (v/v) 94,09 0,77 4,3 1,15 5518 3,38
Propor¢éo de orgéanico/

aquoso na FM 54:46 (v/v) 94,51 0,50 2,92 1,2 4432 3,02

pH da solucdo de TEA 2,65 94,45 0,89 3,72 1,17 5017 2,82

pH da solucdo de TEA 2,85 94,38 0,95 3,74 1,15 5046 3,58
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Os teores de ANLO e OLMD obtidos nas condigbes nominais e nas condi¢cbes
variadas foram estatisticamente comparados por ANOVA e as premissas quanto a
sua utilizacdo foram demonstradas. A normalidade dos residuos foi confirmada pelo
teste de Ryan-Joiner com R calculados de 0,988 e 0,981, respectivamente para
ANLO e OLMD, maiores que o R critico de 0,978 (0=0,05). A homoscedasticidade
dos residuos foi confirmada pelo teste de Levene modificado por Brown e Forsythe,
com F calculados de 0,494 e 0526, respectivamente para ANLO e OLMD, menores
que o F critico de 2,152 (a=0,05).

Apos a comparacdo dos teores por ANOVA, os F calculados, 1,230 e 0,781,
respectivamente para ANLO e OLMD, foram inferiores ao F critico 2,152, indicando
gue ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os resultados dos teores
estimados em cada uma das condicfes testadas (p > 0,05). Dessa forma, o método

por CLUE pode ser considerado robustez para as condi¢bes analisadas.

De acordo com os dados dos parametros de conformidade do sistema registrados
nas Tabelas 2.32 e 2.33, foi observado que a diminuicdo do fluxo da fase maovel
promoveu o maior aumento do numero de pratos tedricos dos farmacos. Isso
ocorreu, provavelmente, porque com um fluxo menor, a altura do prato teérico da
coluna foi menor, se aproximando da altura do prato teérico 6tima da coluna, fato
gue pode ser evidenciado pela curva de van Deemter. O aumento da proporcéo de
organico da fase moével aumentou a forca eluente da fase, ocasionando uma
reducdo significativa dos fatores de retencdo dos farmacos, além disso, foi nessa
condicdo em que a reducdo do numero de pratos tedricos foi maior, 0 que era
esperado, uma vez que quanto menos retido for o analito, menor é a ozcomna, mais
significativo & o efeito da 0Zexya-cona € Menor a eficiéncia da coluna. A variacdo do
pH da solucdo de TEA foi o fator que mais impactou na resolucdo dos picos, ao
diminuir o pH da solugéo, a resolugdo diminui e ao aumentar o pH, a resolucéo
aumentou. Os fatores de cauda dos farmacos foram pouco influenciados pelas
condi¢cbes analisadas (WAINER & LOUGH, 1996; NETO, 2011).
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3.4 Comparacéo entre os métodos de quantificagcdo simultdnea de anlodipino e
olmesartana medoxomila: CLAE e CLUE

Amostras de trés lotes do medicamento BenicarAnlo® (lotes 10406, 11073 e 20168)
foram quantificadas, em sextuplica, por CLAE e por CLUE. Os resultados obtidos
estdo demonstrados nas Tabelas 2.34 e 2.35. Todos os lotes analisados
apresentaram teores de ANLO e OLMD dentro da faixa de 95% a 105% do valor

rotulado.

Tabela 2.34 - Teores de ANLO em comprimidos de dose fixa combinada
determinados por CLAE e por CLUE.

Amostra Teor (%) - lote 10406 Teor (%) - lote 11073 Teor (%) - lote 20168
CLAE CLUE CLAE CLUE CLAE CLUE
1 97,65 97,38 97,99 97,55 98,54 99,64
2 97,67 98,59 97,18 97,31 98,84 99,84
3 97,37 98,36 96,52 97,72 100,14 99,39
4 98,55 99,25 97,87 97,92 98,14 99,79
5 97,50 98,80 98,54 99,16 98,82 98,85
6 98,40 98,54 98,91 98,63 99,16 99,56
Média 97,85 98,49 97,83 98,05 98,94 99,51
DPR(%) 0,51 0,63 0,90 0,72 0,69 0,36

Tabela 2.35 - Teores de OLMD em comprimidos de dose fixa combinada
determinados por CLAE e por CLUE.

Amostra Teor (%) - lote 10406 Teor (%) - lote 11073 Teor (%) - lote 20168

CLAE CLUE CLAE CLUE CLAE CLUE

1 96,89 95,80 96,57 96,37 96,76 97,62

2 96,76 95,70 95,93 96,13 96,95 97,69

3 96,70 97,47 95,29 96,59 98,48 97,62

4 96,65 96,90 96,90 97,14 96,61 97,76

5 95,70 95,55 97,31 98,16 97,15 97,00

6 96,35 96,66 97,52 97,13 97,35 97,44
Média 96,51 96,35 96,59 96,92 97,22 97,52

DPR(%) 0,45 0,81 0,88 0,75 0,69 0,29




105

Antes de realizar as comparac¢des das meédias obtidas por CLAE e CLUE pelo teste
t, as premissas relacionadas a esse teste foram avaliadas quanto a normalidade dos

residuos pelo teste de Ryan-Joiner e homoscedasticidade dos residuos pelo teste F.

Para os residuos dos teores do lote 10406, a normalidade foi ratificada com R
calculados de 0,959 e 0,957, respectivamente para ANLO e OLMD, maiores que o R
critico de 0,928 (a=0,05). A homoscedasticidade foi ratificada com F calculados de
1,012 e 1,003, respectivamente para ANLO e OLMD, menores que o F critico de
6,388 (a=0,05). Para os residuos dos teores do lote 11073, a normalidade foi
ratificada com R calculados de 0,990 e 0,993, respectivamente para ANLO e OLMD,
maiores que o R critico de 0,928 (a=0,05). A homoscedasticidade foi ratificada com
F calculados de 1,004 e 1,007, respectivamente para ANLO e OLMD, menores que
o F critico de 6,388 (a=0,05). Para os residuos dos teores do lote 20168, a
normalidade foi ratificada com R calculados de 0,986 e 0,978, respectivamente para
ANLO e OLMD, maiores que o R critico de 0,928 (a=0,05). A homoscedasticidade foi
ratificada com F calculados de 1,012 e 1,006, respectivamente para ANLO e OLMD,

menores que o F critico de 6,388 (a=0,05).

Apéds a confirmacgdo das premissas, a comparacao entre as meédias dos teores pelo
teste t foi realizada. Os valores de t calculados foram: -1,949 e 0,442 para ANLO e
OLMD, respectivamente, no lote 10406; -0,464 e -0,725 para ANLO e OLMD,
respectivamente, no lote 11073; -1,825 e -1,033 para ANLO e OLMD,
respectivamente, no lote 20168. Os mddulos de todos os valores de t calculados
foram inferiores ao t critico de 2,228 (a=0,05; GL= 10). Dessa forma, ndo houve
diferenca significativa dos teores dos farmacos quantificados por CLAE e por CLUE,
indicando que ambos os métodos estdo aptos para serem utilizados no controle de
qualidade de ANLO e OLMD em comprimidos de dose fixa combinada.

A capacidade de analisar grandes nimeros de amostras em pequenos intervalos de
tempo e com gasto reduzido de solvente impulsiona o emprego da CLUE em relagéo
a CLAE em analises farmacéuticas. Além disso, a facilidade com que um método ja
desenvolvido por CLAE pode ser transferido para CLUE, conforme evidenciado
neste trabalho, e a possibilidade de se conseguir métodos mais eficientes e com

limites de deteccdo menores também favorecem a pratica dessa técnica. Assim, 0
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uso da CLUE assegura que o controle de qualidade de matérias-primas e
medicamentos seja mais rapido e sustentavel e com exceléncia igual ou superior a
obtida pela CLAE (NOVAKOVA et al., 2006).

Apesar das vantagens inerentes a CLUE, seus equipamentos e colunas
cromatograficas sdo mais caros e poucos estudos foram realizados para avaliar o
tempo de vida dessas colunas, que sdo submetidas a pressdes extremamente
elevadas (MALDANER & JARDIM, 2009).
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4 CONCLUSOES

Um meétodo por CLAE-DAD no modo isocratico foi desenvolvido e validado para
quantificacdo simultanea de anlodipino e olmesartana medoxomila em comprimidos
de dose fixa combinada. O método foi preciso, exato, robusto e linear na faixa de 8 a
32 pug/mL para anlodipino e de 32 a 108 pg/mL para olmesartana medoxomila. Além
disso, o0 método foi seletivo a presenca de produtos de degradacdo por hidrdlise

acida e basica, calor seco, exposicdo a luz UV e por oxidacéo.

O método validado por CLAE-DAD foi transferido para um sistema de CLUE-DAD
com o auxilio de formulas matematicas para calcular o novo volume de injecao e
fluxo da fase movel. A transferéncia foi bem sucedida e rapida e demonstrou que

fatores de retencéo inferiores a 3 nao foram um fator limitante.

O método por CLUE-DAD foi validado e se mostrou seletivo, preciso, exato, robusto
e linear na faixa de 8 a 32 pg/mL para anlodipino e de 32 a 108 pg/mL para
olmesartana medoxomila. No método por CLUE, o tempo de analise foi reduzido em
4,4 vezes e houve uma economia de solvente de 7 vezes. Os limites de deteccéo e
quantificacdo determinados foram inferiores quando comparados aos obtidos por
CLAE.

Os métodos por CLAE e CLUE demonstraram ser estatisticamente equivalentes
apos a andlise de trés lotes do medicamento BenicarAnlo®. Assim, ambos 0s
métodos podem ser utilizados para proceder ao controle de qualidade de anlodipino

e olmesartana medoxomila em comprimidos de dose fixa combinada.



CAPITULO 3

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO BIOANALITICO
PARA QUANTIFICACAO SIMULTANEA DE ANLODIPINO E
OLMESARTANA EM PLASMA HUMANO
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Espectrometria de massas

O primeiro espectrébmetro de massas foi construido em 1912 pelo cientista
americano Thomson e a partir da década de 40 o equipamento se tornou
comercialmente disponivel. Desde entdo, a espectrometria de massas (EM) tem
revolucionado diversas areas da ciéncia devido a caracteristicas como alta
seletividade, alta sensibilidade e limites de deteccdo cada vez mais baixos. E uma
técnica analitica empregada na identificacdo e quantificacdo de substancias
organicas ou inorganicas presentes em matrizes solidas, liquidas ou gasosas, e,
também, € utilizada na elucidagcéo da estrutura das moléculas. A esséncia da EM se
baseia na geracdo de ions que depois sédo detectados de acordo com sua razdo
massa-carga (m/z). Um espectrémetro de massas é composto basicamente de um
sistema de introducdo de amostra, uma fonte de ionizacdo, um analisador de
massas e um detector (HOFFMANN & STROOBANT, 2007; GRIFFITHS, 2008).

Para realizar a quantificacdo de farmacos em matrizes biolégicas, a CLAE acoplada
a espectrometria de massas sequencial (EM/EM) com fonte de ionizacdo por
electrospray é a principal técnica utilizada. Essa técnica permite distinguir
substancias diferentes com o0 mesmo tempo de retencdo, garantindo o
desenvolvimento de métodos seletivos e rapidos. Na EM/EM, trés analisadores sao
combinados em série, sendo que o0 mais comumente empregado € o triplo
quadrupolo no modo de monitoramento seletivo de reacdes (Figura 3.1). Nesse
modo de varredura, um ion precursor é selecionado no primeiro quadrupolo e, em
seguida, é acelerado por um potencial elétrico para uma regido de alto vacuo no
interior do segundo quadrupolo (célula de colisdo), onde colide com um gas inerte,
geralmente nitrogénio (N) ou argbnio (Ar), e se fragmenta formando os ions
produto. O terceiro quadrupolo atua como um segundo filtro de massa e permite que
somente o ion produto escolhido passe para o detector. Quando se monitora a
fragmentacao de varios ions precursores simultaneamente, esse modo de varredura
€ denominado monitoramento de rea¢gfes multiplas (MRM). O modo MRM aumenta
a seletividade e a sensibilidade da técnica, o que favorece a sua aplicagédo a analise
de tracos (HOPFGARTNER & BOURGOGNE, 2003; CHIARADIA et al., 2008).
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Figura 3.1 - llustragéo de um analisador triplo quadrupolo
operando no modo de monitoramento seletivo de reagdes.
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Fonte: adaptado de HARRIS, 2005

1.1.1 lonizacao por electrospray

A ionizacdo por electrospray € uma técnica branda de ionizacdo a pressao
atmosférica, na qual os analitos sdo ionizados em solugdo e posteriormente
transferidos para fase gasosa. Pode ocorrer pouca ou nenhuma fragmentacéo do
analito. As principais vantagens relacionadas a esse tipo de ionizacdo sao a
possibilidade de analisar compostos polares (pouco volateis) e termicamente
instiveis e a capacidade de produzir ions multiplamente carregados, reduzindo
assim a razdo m/z, de tal modo que é possivel analisar compostos de elevada
massa molecular (HOFFMANN & STROOBANT, 2007; BANERJEE & MAZUMDAR,
2012).

Um spray eletrostatico € produzido por meio da aplicacdo de uma diferenca de
potencial quando a solucdo contendo o analito € bombeada através de um tubo
capilar estreito (0,1 a 0,2 mm de didmetro) com um fluxo baixo. A diferenca de
potencial varia de 2 a 6 kV e é aplicada entre o capilar e um contra-eletrodo
separados por uma distancia de 1 a 3 cm. Se a diferenca de potencial aplicada na
solucéo for positiva, sdo formados ions positivos que migram em dire¢cdo ao contra-
eletrodo negativo. O contra-eletrodo encontra-se em um cone de amostragem ou em
um capilar com temperaturas elevadas e orificios estreitos, onde o0s ions seguem

para o analisador de massas. Um esquema da ionizacdo por electrospray esta
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demonstrado na Figura 3.2 (KERBALE & VERKERK, 2009; BANERJEE &

MAZUMDAR, 2012).

Figura 3.2 - llustragdo do processo de formagdo de ions numa fonte de electrospray.
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Fonte: adaptado de BANERJEE & MAZUMDAR, 2012

Na ponta do capilar sdo formadas gotas altamente carregadas. Conforme a
densidade de carga aumenta na gota, o campo elétrico formado entre o capilar e o
contra-eletrodo aumenta, provocando a deformacdo da gota. A gota ganha forma de
um cone, denominado cone de Taylor. Apds desprender do capilar, as gotas
caminham em direcdo ao contra-eletrodo e sdo dessolvatadas. A evaporacdo do
solvente é assistida pela energia térmica do ambiente (capilar aquecido) e pelo fluxo
continuo de N. A medida que a gota perde solvente, a densidade de carga aumenta
até um ponto em que a tensdo superficial € rompida e as goticulas séo liberadas
num processo conhecido como explosdo de Coulomb. Na sequéncia, outras
explos6es ocorrem, produzindo ions do analito a partir destas gotas. Este modelo de
formacdo de ions é chamado de carga residual (charged residue model, CRM).
Outro modelo que explica a formagdo de ions baseia na evaporacdo das gotas
carregadas até o ponto em que as cargas presentes comecam a sofrer repulsao
eletrostatica ocasionando a evaporacdo dos ions. Este modelo é chamado de
evaporacdo de ions (ion evaporation model, IEM) (MORAES & LAGO, 2003;

KERBALE &VERKERK, 2009).



112

As principais espécies idnicas formadas ap0s a aplicacdo da diferenca de potencial
no capilar sdo os ions pseudo-moleculares obtidos a partir de reac¢des do tipo acido-
base, sendo [M+H]" no modo positivo ou [M-H]' no modo negativo. Pode ocorrer
também a formacio de adutos entre os ions moleculares e, por exemplo, Na*, K,
NH,*, CI'*, HCOO", CH3COO", que estdo presentes na fase mével quando a CLAE é
acoplada & EM. Alguns fatores que influenciam a extensdo com a qual ocorrem
reacoes acido-base e formacdo de adutos séo estrutura quimica do analito, pH da
fase movel, potencial aplicado ao cone de amostragem, temperatura da fonte de
ionizacdo e temperatura de dessolvatacdo (CROTTI et al., 2006; BANERJEE &
MAZUMDAR, 2012).

A ionizacdo por electrospray é uma excelente interface de acoplamento entre
técnicas de separacdo, como a CLAE, e o analisador de massas. Para tornar
possivel esse acoplamento, € preciso utilizar divisores de fluxo para diminuir a vazédo
da fase movel para o interior da interface. Isso ocorre porque a CLAE, geralmente,
trabalha com fluxo alto (maior que 0,5 mL/min.) e a fonte de ionizacdo por
electrospray opera com fluxo baixo. Os divisores de fluxo ndo afetam, de forma
notavel, a detectabilidade do espectrdbmetro de massas, pois a intensidade da
ionizacdo é dependente da concentracdo do analito no processo por electrospray
(CHIARADIA et al., 2008).

Uma limitacdo associada ao uso do electrospray em métodos bioanaliticos por
CLAE-EM/EM ¢é a ocorréncia de efeito matriz. Esse efeito, que acontece durante a
ionizacdo, € caracterizado pela diminuicdo ou aumento da intensidade do sinal
devido a interferentes da matriz que co-eluem com os analitos de interesse. Para
minimizar ou reduzir o efeito, uma alternativa € modificar o preparo de amostra ou
alterar as condi¢cdes cromatogréficas para separar os analitos dos interferentes

responsaveis pela supressao ou inducao ionica (TAYLOR, 2005).

1.2Preparo de amostra

O preparo de amostra é uma das etapas mais critica do desenvolvimento de

métodos bioanaliticos para quantificacdo de farmacos em plasma. A finalidade
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dessa etapa € conseguir uma amostra enriquecida com os analitos de interesse e
com baixo teor de compostos enddgenos e de proteinas da matriz biolégica. As
proteinas sdo incompativeis com sistemas cromatograficos e, frequentemente, sao
as causadoras do efeito matriz. As técnicas mais tradicionais utilizadas no preparo
de amostra sdo precipitagdo de proteinas, extracdo liquido-liquido e extracdo em
fase sélida (CHANG et al., 2007; XU et al., 2007).

A extracdo por precipitacdo de proteinas pode ser feita por aquecimento, adicdo de
sais, acidos, bases ou solventes organicos misciveis em agua, como por exemplo,
acetona, ACN e MeOH. Essa técnica é a mais rapida e simples, porém apresenta
pouca eficiéncia na retirada dos interferentes, sendo, por isso, mais susceptivel ao
efeito matriz. A extracao liquido-liquido consiste na particdo da amostra entre duas
fases imisciveis, organica e aquosa, e sua eficiéncia depende da afinidade do soluto
pelo solvente de extracdo, da razéo entre os volumes das fases e do ajuste do pH
da amostra. Na extracao liquido-liquido, pode ser utilizada uma grande variedade de
solventes organicos, o que garante ampla faixa de solubilidade e seletividade. A
extragdo em fase solida se baseia na adsor¢cdo seletiva do analito em sorventes
sélidos e posterior dessor¢cao com solventes. Os materiais utilizados como sorventes
sdo semelhantes aqueles utilizados em colunas cromatograficas e empacotados na
forma de cartuchos ou discos. A seletividade dessa técnica depende dos sorventes e
solventes de eluicdo utilizados (QUEIROZ et al., 2001; LANCAS, 2004; TAYLOR,
2005).

Grandes avancos foram alcancados na area de preparo de amostra nos ultimos
anos. Varios procedimentos de precipitacdo de proteinas, extracao liquido-liquido e
extracdo em fase sélida realizados por meio de processos automatizados ou semi-
automatizados tém surgido, garantindo uma diminui¢do significativa no tempo de
preparo e aumento da eficiéncia do processo. Entretanto, os equipamentos
utilizados sao, relativamente, caros e, por isso, o custo/beneficio de se utilizar um
processo desse tipo deve ser avaliado (QUEIROZ et al., 2001; ZHOU et al., 2005;
XU et al., 2007).
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1.3 Métodos bioanaliticos para quantificagcdo de anlodipino e olmesartana

Até o final do presente trabalho, sete publicacdes que descreveram a quantificacédo
de ANLO e OLM em matriz biologica foram encontradas na literatura. Os dois
primeiros artigos foram publicados por ROHATAGI et al. (2008a, 2008b) e utilizaram
a técnica CLAE-EM/EM. Nesses artigos, o enfoque foi nos dados farmacocinéticos
obtidos para ANLO e OLM, sendo que pouco foi relatado sobre o método
bioanalitico. Foi descrito apenas as transicdes dos analitos e dos padrdes internos e
as concentragbes das curvas de calibracdo e dos controles de qualidade. As
informagdes estdo idénticas nos dois trabalhos. Para a OLM, o padréo interno (PI)
foi um andlogo denominado RNH-6272 e para o ANLO, foi utilizado um padréo
deuterado (do-ANLO). A faixa linear foi de 1 a 1000 ng/mL para OLM e de 1,0 a 50
ng/mL para ANLO.

BOLBRINKER et al. (2009) publicou um artigo cuja énfase também foi dada nos
estudos farmacocinéticos, que foram realizados para os farmacos ANLO, OLM e
atenolol. A técnica empregada foi CLAE-EM/EM e em relacdo ao método
bioanalitico, foi descrito somente os limites de quantificagcdo. Os LQ encontrados
foram 0,41 ng/mL para OLM, 0,1 ng/mL para ANLO e 1,01 ng/mL para atenolol.

No trabalho de CAMPBELL et al. (2010), um método bioanalitico foi desenvolvido
por CLAE-EM/EM para quantificar ANLO, OLM e hidroclorotiazida em plasma
humano. A extragéo foi realizada em fase solida com cartuchos de troca catinica e
tomada de amostra de 200 yL. Os PI foram is6topos estaveis dos farmacos e a
ionizacao foi feita por electrospray no modo positivo para ANLO e OLM e no modo
negativo para hidroclorotiazida. A fase moével foi constituida por um gradiente de
acido formico 0,05%, ACN e MeOH. A coluna cromatografica utilizada foi uma fenil
(50 x 2,1 mm; 5 ym) e a faixa linear do método foi de 1 a 1000 ng/mL para OLM e
hidroclorotiazida e de 0,05 a 50 ng/mL para ANLO. As transi¢bes dos analitos, o
tempo de retencdo dos farmacos e o tempo da corrida cromatografica ndo foram

informados.

No método descrito por ROTE e KANDE (2011), a quantificacdo de ANLO e OLM em
plasma humano foi realizada pela técnica Cromatografia em Camada Delgada de
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Alta Eficiéncia com deteccédo por UV. Paracetamol foi escolhido como Pl do método.
A extracao foi realizada por meio de precipitacdo de proteinas com MeOH:ACN
(3:0,1 mL), o sobrenadante foi evaporado e reconstituido com 1,0 mL de metanol. A

deteccgao foi realizada em A 254 nm.

No método relatado por SHAH et al. (2012), foi empregado CLAE-UV para
guantificar ANLO e OLM em plasma de rato. N&o foi utilizado PI nas analises e a
extracao foi feita por precipitacdo de proteinas com ACN, a tomada de amostra foi
de 1000 pL. A fase modvel foi composta por ACN:acetato de amdnia 0,05 M:TEA,
sendo que nao foi mencionado a propor¢édo dos solventes. O fluxo da fase movel foi
1,0 mL/min. e a detecgao foi realizada em A 239 nm. A coluna cromatogréafica foi
uma Cig (250 x 4,6 mm; 5 ym) e o tempo de corrida foi de 7,0 min. A faixa linear foi
de 8 a 10000 ng/mL para OLM e de 2 a 2500 ng/mL para ANLO.

Em novembro de 2012, CHEN et al. publicou um artigo no qual a técnica CLUE-
EM/EM foi utilizada para determinar ANLO e OLM em plasma humano. Para a OLM,
o PI foi o analogo RNH-6272 e para o ANLO, foi utilizado um padrédo deuterado (ds-
ANLO). A extracdo liquido-liquido foi realizada no preparo de amostra e o
procedimento definido foi: 100 puL da solugcéo de PI, 200 uL de acido formico 1% e
1000 pL de acetato de etila foram adicionados a 100 yuL da amostra; em seguida, a
amostra foi centrifugada a 13000 rpm por 5 min. e, ao final, 800 pL foram
transferidos para um tubo limpo; a amostra foi seca com auxilio de um fluxo de N, e
o residuo foi reconstituido com 200 pL de MeOH:agua:acido férmico (50:50:0,1;
viviv). A fase movel foi constituida de ACN e &cido formico 1%, mas a proporcao dos
solventes néo foi informada. Também né&o foi mencionado na publicacdo o tempo de
corrida, os tempos de retencdo dos farmacos, o fluxo da fase movel, as transicdes
dos farmacos e a fonte de ionizagcdo. A coluna cromatografica empregada foi uma
C15(50 x 2,2 mm; 1,7 um). A faixa linear do método foi de 0,2 a 500 ng/mL para OLM
e de 0,1 a 50 ng/mL para ANLO.

Foi observado que os artigos publicados que usaram a técnica de EM-EM néao
deram relevancia a validacdo do método bioanalitico. Parametros de desempenho
avaliados durante a validagéo e informacdes importantes como recuperacéo, efeito

matriz e estabilidade dos analitos ndo foram descritos.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

2.1.1 Padrdes analiticos

Os seguintes padrdes analiticos foram utilizados para a execugdo desse trabalho:

besilato de anlodipino proveniente da USP, lote HOI102, teor: 99,8%, valido
por todo o periodo de estudo;

felodipino proveniente da USP, lote HOI178, teor: 99,8%, valido por todo o
periodo de estudo;

olmesartana proveniente da SRP, lote 07060112040, teor: 99,3%, vélido por
todo o periodo de estudo;

valsartana proveniente da USP, lote K1K224, teor: 99,7%, validade 08/2013.

2.1.2 Solventes e vidrarias

Os seguintes solventes e vidrarias foram utilizados para a execucao desse trabalho:

agua destilada e ultra purificada em sistema Milli-Q);

baldes volumétricos calibrados;

béqueres e provetas;

solventes e reagentes grau analitico: acetato de aménio, acetato de etila,
acido férmico, acido fosforico, cloreto de sddio, diclorometano, éter metil terc-
butilico (MTBE) e hexano;

solventes grau cromatografico: acetonitrila e metanol;

tubos de vidro de 10 e 12,5 cm.

2.1.3 Equipamentos e materiais

Os seguintes equipamentos e materiais foram utilizados para a execucdo desse

trabalho:

agitador tipo vortex IKA;
aparelho de ultrassom BRANSON, modelo 1510;



117

e aparelho para infuséo direta KD Scientific;

e balanca analitica SARTORIUS com precisédo de 0,01 mg, modelo BP211D;

e centrifuga JOUAN, modelo MR23i.

e coluna cromatografica ACE para CLAE Cig (100 x 4,6 mm; 5 um);

e concentrador de amostras TECNAL, modelo TE-0194.

e cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia WATERS, com bomba binaria 1525
W, autor injetor 2777, forno de colunas DCM/CHM, acoplado a espectrémetro
de massas WATERS Quattro LC com fonte de ionizacdo por electrospray,
software Masslynx 4.1;

e eppendorf AXYGEN de 1,5 mL;

e freezer REVCO -70 °C;

e inserts de 200 pL;

e pipeta eletrbnica HandyStep, BRAND;

e pipetas GILSON, volume ajustavel de 10 - 100 uL e 100 - 1000 pL;

e ponteiras plasticas AXYGEN de 200 pL e 1000 pL;

e refrigerador CONSUL 240;

e sistema de purificacdo de agua MILLIPORE, modelo DIRECT-Q 3;

e tubos de plastico TPP do tipo Falcon com volumes de 15 e 50 mL;

e vials de vidro ambar WATERS de 2 mL com tampa e septos de teflon.

2.2 Métodos

2.2.1 Desenvolvimento e validacdo do método bioanalitico por CLAE-EM/EM

para guantificacdo simultdnea de anlodipino e olmesartana em plasma humano

Os plasmas humano utilizados foram fornecidos pelo Laboratério de Bioequivaléncia
do Centro de Estudos e Desenvolvimento Analitico Farmacéutico da Faculdade de
Farmacia da UFMG em parceria com o Instituto de Ciéncias Farmacéuticas, Goiania,

GO. O anticoagulante empregado na coleta dos plasmas foi a heparina.

A guantificacdo de ANLO e OLM foi feita por meio da padronizacdo interna. Os
farmacos felodipino (FELO) e valsartana (VALS) foram escolhidos como padrbes

internos de ANLO e OLM, respectivamente.
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2.2.1.1 Determinacdo das condicfes de deteccdo por espectrometria de

massas sequencial

Para selecionar as melhores condicbes de deteccdo por EM/EM, foram realizadas
separadamente infusdes diretas no espectrometro de massas das solugcbes dos
farmacos a um fluxo de 600 pL.hora™. As solucées foram preparadas em ACN:agua
(80:20;v/v) com &cido férmico 0,1% na concentracdo de 500 ng/mL. Os parametros
de deteccdo foram otimizados para obter fragmentos de alta intensidade nos
espectros, com o objetivo de alcancar baixos limites de quantificacdo para o0s

analitos.

2.2.1.2 Determinacdo das condicdes cromatograficas

Para selecionar as condic6es cromatograficas para a quantificacdo de ANLO e OLM
em plasma, varias composicoes de fase movel foram testadas. A fase movel
escolhida foi aquela que proporcionou a maior area para 0s picos cromatograficos

em um tempo de corrida curto.

As analises cromatogréaficas foram conduzidas em coluna ACE Cy5 (100 x 4,6 mm; 5
pm) a 30 °C. A temperatura do auto-injetor foi mantida a 8 °C, o volume de inje¢éo
foi de 20 uL e o fluxo da fase mavel foi de 1 mL/min. Como a fonte de ioniza¢do néo
suporta esse fluxo, uma divisdo de fluxo (split) foi utilizada, de maneira que 80% da
fase modvel proveniente do cromatografo fosse descartada e apenas 20% fosse

introduzida na fonte de ionizagao.

2.2.1.3 Determinacao do preparo de amostra

Para a extracdo dos farmacos, as técnicas precipitacdo de proteinas e extragédo
liquido-liquido foram avaliadas. Vérios solventes foram testados e ajustes de pH da
amostra foram feitos durante a otimizagdo do método de extragdo. O objetivo foi
desenvolver um método reprodutivel, com boa recuperacédo para os analitos e livre

de efeito matriz.
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Inicialmente, foi testada a técnica de precipitacdo por proteinas por ser a mais
simples e rapida. Os agentes precipitantes avaliados foram MeOH e ACN. 100 pL de
plasma contaminado com concentracfes de CQB, CQM e CQA e 25 pyL de uma
solucédo de padrao interno (500 ng/mL de FELO e de VALS) foram adicionados em
tubo eppendorf, o qual foi submetido & agitacdo em vértex por 5 s. Em seguida, 400
pUL de agente precipitante foram adicionados, o tubo foi submetido & agitagdo em
vortex por 60 s e, posteriormente, foi centrifugado a 18407 « g (14000 rpm) por 5
min. a 4 °C. 200 puL do sobrenadante foram transferidos para vial e 20 pL foram
injetados no cromatografo. As recuperacdes de ANLO e OLM foram baixas (na faixa
de 10 a 40%) para ambos agentes precipitantes. Além disso, para a OLM o DPR das
areas das amostras extraidas de cada nivel de controle foi alto, indicando baixa
reprodutibilidade do método para esse farmaco. Por esses motivos, foi decido avaliar

0 preparo de amostra por meio da extracao liquido-liquido.

Para avaliar diferentes solventes extratores, dois procedimentos de extracao liquido-
liquido foram testados simultaneamente. O procedimento 01 apresenta a vantagem
de ser mais rapido, ja o procedimento 02 apresenta a vantagem de consumir um

volume menor de solvente. Esses procedimentos estéo descritos a seqguir:

Procedimento 01: em tubo de vidro de 10 cm, 25 pL de uma solucdo de padrao
interno foram adicionados a 100 pyL de plasma contendo os farmacos. O tubo de
vidro foi agitado em vértex por 5 s. Em seguida, 2 mL do solvente extrator foram
adicionados ao tubo que foi submetido a agitacdo em vortex por 60 s e,
posteriormente, centrifugado a 1945 . g (3500 rpm) por 5 min. a 4 °C para separagao
das fases aquosa e organica. Uma aliquota de 1,6 mL da camada organica foi
transferida para outro tubo de vidro e evaporada no concentrador de amostras, sob
fluxo de ar comprimido e banho-maria a 40 °C, durante 10 min. O residuo foi
reconstituido em 80 uL de fase mdével, com agitagdo em vortex por 40 s, e

transferido para vial. 20 pL foram injetados no cromatografo.

Procedimento 02: em tubo de eppendorf de 2 mL, 25 pL de uma solucao de padréo
interno foram adicionados a 100 pL de plasma contendo os farmacos. O tubo foi
agitado em vortex por 5 s. Em seguida, 1,5 mL do solvente extrator foram

adicionados ao tubo que foi submetido a agitacdo em voértex por 60 s e,
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posteriormente, centrifugado a 18407 . g (14000 rpm) por 5 min. a 4 °C para
separacao das fases aquosa e organica. O tubo foi colocado em freezer a — 70 °C
por 15 min. para que apenas a fase aquosa fosse congelada. Na sequéncia, a fase
organica foi transferida para tudo de vidro e evaporada no concentrador de
amostras, sob fluxo de ar comprimido e banho-maria a 40 °C, durante 10 min. O
residuo foi reconstituido em 100 pL de fase movel, com agitagdo em vortex por 40 s,

e transferido para vial. 20 pL foram injetados no cromatografo.

2.2.1.4 Determinacdo das concentracdes da curva de calibracdo e dos

controles de qualidade e preparo das amostras plasmaticas

As faixas de concentracdo plasmatica avaliadas foram definidas com base em dados
farmacocinéticos obtidos na literatura para uma dose oral Unica de 40 mg de
olmesartana medoxomila e 10 mg de anlodipino. Na Tabela 3.1, estdo descritos a
concentragcdo plasmatica maxima (Cnax) € 0 tempo para atingir essa concentragao
(Tmax) relatados nos artigos analisados durante a determinacdo das faixas de
concentracdo. O objetivo foi garantir que o limite superior de quantificacdo (LSQ)
fosse superior ao Cna dos farmacos, para que todas as amostras reais estejam

compreendidas nas faixas estabelecidas.

Tabela 3.1 = Cpa € Thmax de estudos farmacocinéticos de dose
oral Unica descritos na literatura para ANLO e OLMD.

Referéncia Farmaco Dosagem (mg) Cua (Ng/mL) Tmax (noras)
CARVALHO etal., 2001~ ANLO S 3.9 6,0
MA et al., 2007 ANLO 10 8,7 5,3
SARKAR et al., 2008 ANLO 10 7.1 6,8
ROHATAGI et al., 2008b  ANLO 10 7,7 8,0
LIU et al., 2009 ANLO 10 5,9 7,7
BOLBRINKER et al., 2009  ANLO 5 4,8 8,0
YU et al., 2006 OLM 40 1049 2,6
VAIDYA et al., 2008 OLM 20 546,8 2,0
ROHATAGI et al., 2008b ~ OLM 40 928,2 2,0
BOLBRINKER etal., 2009  OLM 20 465,7 1,5

Ll etal., 2010 OLM 40 728,6 1,8
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As faixas determinadas foram de 3 a 1800 ng/mL para olmesartana e de 1 a 100
ng/mL para anlodipino. Cada curva de calibracdo foi composta por 6 pontos. Os
pontos da curva de calibracdo da OLM foram: 3, 30, 300, 800, 1300 e 1800 ng/mL.
Os pontos da curva de calibracdo do ANLO foram: 1, 10, 40, 60, 80 e 100 ng/mL.

A concentracéo do controle de qualidade de baixa concentragéo (CQB) dever ser de
até trés vezes a concentracao do limite inferior de quantificacdo do método (LIQ). A
concentracdo do controle de qualidade de média concentracdo (CQM) deve ser
proxima a média entre o LIQ e 0 LSQ. A concentracdo do controle de qualidade de
alta concentragédo (CQA) dever estar entre 75% e 85% do LSQ. A concentragédo do
controle de qualidade de diluicdo (CQD) deve ser superior ao LSQ e este deve ser

analisado por procedimento e proporc¢ao de diluicdo pré-definido (BRASIL, 2012).

O CQB foi definido em 3 e 9 ng/mL para ANLO e OLM, respectivamente. O CQM foi
definido em 50 e 900 ng/mL para ANLO e OLM, respectivamente. O CQA foi definido
em 85 e 1500 ng/mL para ANLO e OLM, respectivamente. O CQD foi definido como
sendo duas vezes a concentragao do CQA e, por isso, foi de 170 e 3000 ng/mL para
ANLO e OLM, respectivamente.

Para preparar as amostras plasmaticas utilizadas durante o desenvolvimento e
validacdo do método bioanalitico, foram feitas adicdes de solucbes de trabalho
contendo concentragdes conhecidas de ANLO e OLM em plasma humano branco,
obtido de voluntarios que ndo estavam fazendo uso de qualquer medicacao. O fator
de diluicéo utilizado foi de 100 de modo que para se obter, por exemplo, 5,0 mL de
amostra, foi adicionado 0,05 mL de solu¢édo contendo os farmacos ANLO e OLM em
4,95 mL de plasma branco. Dessa forma, as solu¢des padrdo dos farmacos foram
diluidas para uma concentracdo 100 vezes maior do que as concentracfes

plasmaticas, conforme mostrado no item 2.2.1.5.

As amostras plasmaticas foram preparadas em tubos do tipo Falcon. Apos a adi¢céao
da solucédo dos farmacos ao plasma, as amostras foram agitadas em vortex por 30 s
e centrifugadas a 1945 . g (3500 rpm) por 5 min. a 4 °C, na sequéncia as amostras

foram armazenadas em freezer a -70 °C.
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2.2.1.5 Preparo das solucdes padréo, intermediaria e de trabalho de anlodipino

e olmesartana

Solucéo padrdo de ANLO (1000 pg/mL): cerca de 10 mg de ANLO SQR foram,
exatamente, pesados e transferidos para baldo volumétrico de 10 mL. 7 mL de
MeOH:agua (50:50;v/v) foram adicionados ao baldo que na sequéncia foi submetido
ao ultrassom por 2 minutos. Ao final, o volume da solucdo foi completado com o

mesmo solvente.

Solucdo intermediaria 01 de ANLO (200 pg/mL): 2 mL da solucdo padrdo de ANLO
foram transferidos para baldo volumétrico de 10 mL. O volume foi completado com
MeOH:agua (50:50;v/v).

Solucéo intermediaria 02 de ANLO (10 pg/mL): 0,5 mL da solucao intermediaria 01
de ANLO foi transferido para bal&o volumétrico de 10 mL. O volume foi completado
com MeOH:agua (50:50;v/v).

Solugcédo padrdo de OLM (1000 wpg/mL): cerca de 10 mg de OLM SQR foram,
exatamente, pesados e transferidos para baldo volumétrico de 10 mL. 7 mL de
MeOH:agua (50:50;v/v) foram adicionados ao baldo que na sequéncia foi submetido
ao ultrassom por 2 minutos. Ao final, o volume da solugédo foi completado com o

mesmo solvente.

Solucéo intermediaria 01 de OLM (30 pyg/mL): 0,3 mL da solucdo padrédo de OLM foi
transferido para baldo volumétrico de 10 mL. O volume foi completado com
MeOH:agua (50:50;v/v).

As solucdes padrdo e intermediarias de ANLO e OLM foram diluidas para as
concentragbes de trabalho, conforme demonstrado na Tabela 3.2. A solugdo
diluente utilizada foi MeOH:agua (50:50;v/v). As solu¢cbes padrdao e intermediaria
foram referidas na Tabela 3.2 como solu¢des estoque. Apds o preparo das solucdes

de trabalho, estas foram utilizadas no preparo das amostras plasmaticas.
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Tabela 3.2 — Preparo das solucdes de trabalho de ANLO e OLM utilizadas durante o
desenvolvimento e validagdo do método bioanalitico por CLAE-EM/EM e

concentrac8es de trabalho obtidas apés a diluicéo.

ANLO OLM Solucdo | Conc.de | Conc. de
Ponto Conc. Volume Conc. Volume diluente | trabalho | trabalho
da solucéo solucéo solucéo solucéo q.5.p. ANLO OLM
curva | estoque estoque estoque estoque (mL) (ug/mL) (ug/mL)
(Hg/mL) (mL) (Hg/mL) (mL)
1 10 0,1 30 0,1 10 0,1 0,3
2 10 1 30 1 10 1 3
3 200 0,2 1000 0,3 10 4 30
4 200 0,3 1000 0,8 10 6 80
5 200 0,4 1000 1,3 10 8 130
6 200 0,5 1000 1,8 10 10 180
CQB 10 0,3 30 0,3 10 0,3 0,9
CQM 200 0,25 1000 0,9 10 5 90
CQA 200 0,425 1000 1,5 10 8,5 150
CQD 200 0,85 1000 3 10 17 300

2.2.1.6 Preparo das solucdes padrao e de trabalho dos padrdes internos

Solugédo padrao de FELO (400 pg/mL): cerca de 4 mg de FELO SQR foram,
exatamente, pesados e transferidos para baldo volumétrico de 10 mL. 7 mL de
MeOH foram adicionados ao baldo que na sequéncia foi submetido ao ultrassom por

2 minutos. Ao final, o volume da solugéo foi completado com o0 mesmo solvente.

Solucéo intermediaria de FELO (40 pyg/mL): 1 mL da solucédo estoque de ANLO foi

transferido para baldo volumétrico de 10 mL. O volume foi completado com MeOH.

Solucédo padrdao de VALS (300 pg/mL): cerca de 3 mg de VALS SQR foram,
exatamente, pesados e transferidos para baldo volumétrico de 10 mL. 7 mL de
MeOH foram adicionados ao baldo que na sequéncia foi submetido ao ultrassom por

2 minutos. Ao final, o volume da solugéo foi completado com o mesmo solvente.

Solucgéo trabalho (0,8 pg/mL de FELO e 12 pg/mL de VALS): 1 mL da solucéo
intermediaria de FELO e 2 mL da solucao estoque de VALS foram transferidos para

baldo volumétrico de 50 mL. O volume foi completado com MeOH.
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2.2.1.7 Validacdo do método bioanalitico

O método bioanalitico desenvolvido para quantificacdo simultanea de anlodipino e
olmesartana em plasma humano por CLAE-EM/EM foi validado de acordo com as
recomendagOes da Resolugdo RDC n° 27 de 17 de maio de 2012 da ANVISA, do
Guia de Validacdo de Meétodos Bioanaliticos do FDA (Guidance for Industry —
Bioanalytical Method Validation, 2001) e do Guia de Validacdo de Métodos
Bioanaliticos da European Medicines Agency (EMA) (Guideline on bioanalytical
method validation, 2011). Todos os célculos foram feitos com auxilio dos softwares
Masslynx 4.1 e Microsoft Excel 2007.

2.2.1.7.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada por meio da analise de oito pools de plasma
provenientes de fontes distintas. Os plasmas foram coletados de voluntarios que nao
estavam fazendo uso de qualquer medicamento e, por isso, foram considerados
plasmas brancos. Das oito amostras analisadas, duas eram compostas por plasmas
hemolisados, duas por plasmas lipémicos e quarto por plasmas normais. O plasma
lipémico é um plasma com alto teor de lipideos e foi coletado apos voluntérios
receberem uma refeicdo rica em gorduras. O plasma hemolisado € um plasma que
contém hemacias lisadas. No processo de coleta de plasma normal, ocorreu
hemdlise de amostras de alguns voluntarios durante o procedimento. Essas
amostras foram utilizadas para fazer os pools hemolisados empregados na

validacao.

Além disso, foram avaliadas também amostras de plasma branco contaminado com
farmacos de uso comum. Os farmacos avaliados e suas respectivas concentracdes
plasmaticas analisadas foram: cafeina (1 pg/mL), paracetamol (20 ug/mL), dipirona
(5 ug/mL) e dexclorfeniramina (76 ng/mL). As concentragfes desses farmacos foram
estimadas com base nas concentracfes plasmaticas maximas obtidas em estudos
farmacocinéticos.

O objetivo deste teste de seletividade € garantir que ndo ha interferentes

plasmaticos nos mesmos tempos de retencdo dos analitos. Assim, para ratificar a
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seletividade os cromatogramas obtidos dos plasmas analisados foram comparados
com um cromatograma obtido de LIQ extraido. Caso seja detectada a presenca de
picos interferentes no mesmo tempo de retencédo de algum dos farmacos, a area do
pico interferente deve ser inferior a 20% da area do pico de ANLO e OLM no LIQ e

inferior a 5% da &rea do pico do padrédo interno (FELO e VALS).

Qualguer amostra de plasma branco que apresentar interferéncia significativa no
tempo de retencéo dos farmacos deve ser rejeitada. Se isso ocorrer, novas amostras
de, no minimo, outras seis fontes devem ser testadas. Se amostras deste novo
grupo apresentar interferéncias significativas no tempo de retencao dos farmacos, o

método deve ser alterado visando elimina-la.

2.2.1.7.2 Deteccéo cruzada

O teste de deteccao cruzada (cross talk), que verifica se algum farmaco apresenta
possiveis interferentes na transicdo de outro farmaco, também foi realizado para
auxiliar na avaliagdo da seletividade do método. Nesse teste, amostras contendo
cada farmaco isoladamente nas concentracdes do LSQ para ANLO e OLM e nas
concentracdes de trabalho para os padrdes internos foram extraidas e analisadas.
Para efeito de comparacdo, uma amostra de LIQ extraido foi injetada ao final do
teste. Se for detectada alguma interferéncia de um farmaco no tempo de retencéo
dos outros farmacos, essa interferéncia deve ser inferior a 20% da area do pico de
ANLO e OLM no LIQ e inferior a 5% da area do pico do padréo interno (FELO e
VALS).

2.2.1.7.3 Efeito residual

O efeito residual (carry over) € o efeito gerado pelo aparecimento ou aumento da
area dos farmacos causado por contaminagdo proveniente de amostras analisadas

anteriormente.

Para avaliar esse efeito, primeiramente uma amostra de plasma branco extraido foi
injetada. Na sequéncia uma amostra do LSQ extraido foi analisada e,

posteriormente, a mesma amostra de plasma branco foi injetada duas vezes. Para
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efeito de comparagéo, uma amostra de LIQ extraido foi injetada ao final do teste. O
ideal é que nenhuma contaminagéo ocasionada pelo LSQ seja detectada na amostra
branca injetada imediatamente apos o LSQ. Entretanto, caso algum pico interferente
seja visualizado nos tempos de retencao dos farmacos, a area do pico interferente
deve ser inferior a 20% da &rea do pico de ANLO e OLM no LIQ e inferior a 5% da
area do pico do padréo interno (FELO e VALS).

Vale ressaltar que o teste de efeito residual ndo é mencionado no Guia de Validagéo
de Métodos Bioanaliticos do FDA (2001).

2.2.1.7.4 Linearidade

A linearidade foi avaliada por meio de curvas de calibracdo que foram extraidas e
analisadas em trés dias consecutivos e em trés corridas analiticas diferentes. Cada
corrida analitica consistiu de 2 amostras brancas (plasma branco no qual néo foi
adicionado nenhum farmaco), 2 amostras zero (plasma branco no qual foi
adicionado solucéo trabalho de PI) , 6 pontos da curva de calibragcdo em duplicata, 5
pontos do LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD. A faixa linear, os pontos da curva de
calibracdo e os niveis de controle de qualidade determinados para ANLO e OLM
estdo relatados no item 2.2.1.4. As analises do LIQ e dos controles de qualidade

foram empregadas para o calculo da exatidao e precisdo do método.

Os critérios de aceitacdo para avaliar cada curva de calibracdo foram: desvio menor
ou igual a 20% em relacdo a concentracdo nominal para o LIQ e desvio menor ou
igual 15% em relacdo a concentracdo nominal para as outras concentracdes da
curva. No minimo nove dos doze pontos da curva de calibragdo devem cumprir com
os critérios anteriores, sendo que nao pode ser excluido dois pontos do mesmo nivel
de concentracdo. Vale destacar que o critério de aceitacdo empregado esta de
acordo com o preconizado na RDC 27 (2012) e no guia do EMA (2011), diferindo,

portanto, do critério especificado no guia do FDA (2001).
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2.2.1.7.5 Precisao e exatidao

A precisado de um método bioanalitico € a medida dos erros aleatoérios e representa a
proximidade dos resultados obtidos a partir de medidas independentes de uma
mesma amostra de plasma. E expressa como uma estimativa do DPR. A exatid&o
representa a concordancia entre os resultados obtidos pelo método e os valores
nominais e é uma medida dos erros sistematicos. E expressa como uma estimativa
do erro padrao relativo (EPR), que é o desvio em % da concentracdo calculada em
relacdo a concentracao nominal (CASSIANO et al., 2009; BRASIL, 2012).

Para determinar a precisdo e a exatidao intra e intercorrida, 5 replicatas do LIQ,
CQB, CQM, CQA e CQD foram analisadas durante trés dias consecutivos nas trés

corridas analiticas mencionadas no item 2.2.1.7.4.

O critério de aceitacdo utilizado para precisao intra e intercorrida foi que o DPR deve
ser igual ou inferior a 15%, exceto para o LIQ, para o qual se admite valor menor ou
igual a 20%. J& para a exatiddo intra e intercorrida foi que o EPR deve estar dentro
da faixa de £15% do valor nominal, exceto para o LIQ, para o qual se admite valor
dentro da faixa de £+20% do valor nominal. Todos os valores obtidos nas analises

devem ser incluidos no céalculo do DPR e do EPR.

O processo de andlise do CQD (170 e 3000 ng/mL de ANLO e OLM,
respectivamente) foi executado diluindo esse controle 2 vezes. Como a tomada de
amostra do método foi de 100 uL, no inicio do processo de extracao foi adicionado
ao tubo eppendorf, 50 uL de CQD e 50 uL de plasma branco, obtendo, dessa forma,
concentracdes de 85 e 1500 ng/mL para ANLO e OLM, respectivamente. Os valores
de concentracdo quantificados pela curva de calibragdo foram multiplicados pelo

fator de diluicdo 2 e os célculos de preciséo e exatiddo foram executados.

2.2.1.7.6 Recuperacao

A recuperacdo avalia a eficiéncia do método de extracdo das amostras biologicas.

Embora altos valores de recuperacdo sejam desejaveis para maximizar a



128

sensibilidade do método, ndo é necessario que este valor seja de 100% e, sim, que
a recuperacgao seja consistente, precisa e reprodutivel.

A recuperacdo do método foi avaliada por meio da analise em quintuplicata de
amostras de plasma extraidas contendo ANLO e OLM nos niveis de concentragao
do CQB, COM e CQA. A recuperacdo dos padrdes internos foi avaliada nas
concentracfes obtidas ao final do processo de extracdo (200 ng/mL de FELO e 3000
ng/mL de VALS). Esse parametro foi calculado comparando a média das areas
obtidas para as amostras extraidas com a média das areas obtidas para as
amostras preparadas em fase movel, as quais representam 100%.

Vale destacar que a recuperacdo nao é um parametro requerido pela RDC 27 (2012)
e pelo guia do EMA (2011), sendo citado apenas pelo guia do FDA (2001). Tal fato
pode ser devido a recuperagdo nao ser um parametro importante para garantir a
confiabilidade dos resultados. E um pardmetro que avalia exclusivamente a
eficiéncia do processo de extracdo e seu principal impacto € nos limites de deteccéo

e quantificacdo do método.

2.2.1.7.7 Efeito matriz

O efeito matriz € um importante parametro a ser avaliado no desenvolvimento e
validacdo de um método bioanalitico, pois pode comprometer a confiabilidade dos
resultados. O efeito matriz ocorre quando substancias inerentes a matriz bioldgica
co-eluem com o0s compostos de interesse. O mecanismo exato do efeito é
desconhecido, mas, provavelmente, é originado da competicdo entre o analito e um
componente da matriz ndo monitorado. Dependendo do ambiente no qual a
ionizacdo e o processo de evaporacdo estejam ocorrendo, esta competicdo deve
diminuir (supressdo da ionizacdo) ou aumentar (inducdo da ionizacdo) a eficiéncia
de formacao dos ions do analito. Sendo assim, a eficiéncia de formacgéo dos ions do
analito e fortemente dependente da natureza da matriz na fonte de ionizagéo. Além
disso, o efeito matriz € dependente da estrutura quimica do analito (MATUSZEWSKI
et al., 2003; TAYLOR, 2005).



129

Para a execuc¢ao do teste, amostras brancas provenientes dos oito pools (4 normais,
2 lipémicos e 2 hemolisados) utilizados na determinacdo da seletividade foram
extraidas em duplicata. Ao final do processo de extracdo, os residuos de uma
simplicata das amostras foram reconstituidos com uma solucdo em fase moével
contendo ANLO e OLM nas concentragcbes de CQB e FELO e VALS nas
concentracbes obtidas ao final do processo de extracdo. Os residuos da outra
simplicata das amostras foram reconstituidos com uma solu¢cdo em fase movel
contendo ANLO e OLM nas concentragcbes de CQA e FELO e VALS nas
concentracbes obtidas ao final do processo de extragdo. As amostras foram
injetadas juntamente com as solu¢des utilizadas para a reconstituicdo. Cada solucao
foi injetada cinco vezes. A avaliacdo do efeito matriz foi realizada por dois

procedimentos.

No primeiro procedimento, o efeito matriz foi calculado comparando as areas obtidas
para as amostras reconstituidas com a média das areas obtidas para as amostras
preparadas em fase movel, as quais representam 100%. O critério de aceitacéo
utilizado foi de que a variagédo entre as areas deve estar compreendida na faixa de +
15% (MATUSZEWSKI et al., 2003; TAYLOR, 2005; CHAMBERS et al., 2007).

No segundo procedimento, o efeito matriz foi avaliado por meio do fator de matriz
normalizado pelo Pl (FMN), que foi calculado conforme equacédo 18. O critério de
aceitacao utilizado foi de que o DPR dos FMN relativos a todas as amostras de cada

nivel de controle deve ser inferior a 15%.

EMN = area do analito em matriz / &rea do Pl em matriz (18)
média das areas do analito em solucdo / média das areas do Pl em solucéo

A RDC 27 (2012) preconiza que o efeito matriz seja calculado por meio do FMN. O
guia do EMA (2011) relata que o efeito matriz pode ser calculado por qualquer um
dos dois procedimentos. O guia do FDA (2001) reporta que o efeito matriz deve ser

avaliado, mas ndo menciona de qual maneira.
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2.2.1.7.8 Estabilidade

A estabilidade de farmacos em fluidos biolégicos € uma funcdo do tempo, da
temperatura de estocagem, das propriedades quimicas do farmaco, da matriz
biolégica e do recipiente no qual as amostras estdo armazenadas. A avaliacdo da
estabilidade € um importante parametro que deve ser avaliado durante a validagéo
de métodos bioanaliticos, uma vez que degradacdo nao é rara, mesmo quando
todas as precaucfes sdo tomadas para evitar especificamente problemas de
estabilidade dos farmacos (BRASIL, 2002).

Para a avaliacao da estabilidade dos analitos em plasma, foram analisados o0s niveis
de controle CQB e CQA em quintuplicata. A corrida analitica dos testes de
estabilidade em matriz biolégica foi constituida por curva de calibracdo recém-
preparada em duplicata, CQB e CQA recém-preparados em quintuplicata e CQB e
CQA testes em quintuplicata. Se algum controle de qualidade recém-preparado
apresentar desvio fora da faixa de +15%, deve ser excluido do calculo. Todas as
amostras testes devem ser incluidas no célculo da média independente do valor do
desvio. A estabilidade é confirmada quando se observar desvios entre a média das
amostras testes e a média das amostras recém-preparadas compreendidos na faixa
de +15%. Além disso, a precisdo e exatiddo das analises também devem ser
confirmadas por meio de valores de DPR inferiores a 15% e valores de EPR dentro
da faixa de +15%.

Para a avaliacdo da estabilidade das solu¢cbes estoque e de trabalho dos analitos e
padrbes internos, as solu¢bes dos analitos foram diluidas para niveis de controle
CQB e CQA em plasma e as solucdes dos padrdes internos foram diluidas para as
concentracfes de 200 ng/mL de FELO e de 3000 ng/mL de VALS. A corrida analitica
do teste de estabilidade em solucdo foi constituida de solucdes de CQB e CQA
recém-preparadas contendo os Pl e solucdes teste de CQB e CQA contendo os PI.
Cada solucao foi injetada cinco vezes e todas as areas obtidas devem ser incluidas
no calculo da média. A estabilidade é confirmada quando se observar desvios entre
a média das areas das solucdes testes e a média das areas das solugcdes recém-
preparadas compreendidos na faixa de +10%. Além disso, a precisdo das analises

também deve ser confirmada por meio de valores de DPR inferiores a 15%.
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2.2.1.7.8.1 Estabilidade de curta duragéo (ECD)

O objetivo da ECD ¢ avaliar a estabilidade das amostras plasmaticas a temperatura
ambiente por um periodo superior ao que as amostras em estudo serdo mantidas

nessa condigéo.

Para a avaliacdo da ECD, amostras plasmaticas de CQB e CQA foram
descongeladas e mantidas a temperatura ambiente por um periodo de 6 horas. Ao
final do periodo, amostras da curva de calibracdo e de CQB e CQA foram
descongeladas e extraidas juntamente com as amostras testes. As médias das
concentracfes obtidas das amostras testes foram comparadas com as médias das

concentracfes das amostras de controle réecem-preparadas.

2.2.1.7.8.2 Estabilidade ap0s ciclos de congelamento e descongelamento (ECCD)

O objetivo da ECCD ¢ avaliar a estabilidade das amostras plasmaticas apds serem
submetidas a ciclos de congelamento e descongelamento. A cada ciclo, as amostras

devem ser mantidas congeladas por um periodo de no minimo 12 horas.

Para a avaliacdo da ECCD, as amostras plasmaticas de CQB e CQA foram
congeladas a -70 °C por 24 horas. Ao final desse periodo, as amostras foram
descongeladas a temperatura ambiente. Apds completamente descongeladas, as
amostras foram novamente congeladas a -70 °C por 24 horas e assim
sucessivamente, até completar trés ciclos. Ao final do terceiro ciclo, amostras da
curva de calibracdo e de CQB e CQA foram descongeladas e extraidas juntamente
com as amostras testes. As médias das concentracdes obtidas das amostras testes
foram comparadas com as médias das concentracdes das amostras de controle

récem-preparadas.

2.2.1.7.8.3 Estabilidade de pos-processamento (EPP)

Problemas de instabilidade podem ocorrer ndo somente na matriz biolégica, mas

7

também nas amostras processadas. Por isso, o objetivo da EPP é avaliar a

estabilidade dos farmacos ap0s a extracdo na temperatura do auto-injetor do
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equipamento, local em que as amostras processadas sao armazenadas. Em relacéo
ao tempo, o mesmo deve ser superior ao intervalo de tempo compreendido entre o

término do preparo das amostras e o final da corrida analitica mais longa.

Para avaliacdo da EPP, as amostras plasméticas de CQB e CQA foram submetidas
ao processo de extragcao e mantidas no injetor auto-injetor a 8 °C por 27 horas e 50
minutos antes da injecdo. As concentracdes obtidas foram comparadas com aquelas
de amostras injetadas imediatamente apdés a extracdo. As médias das
concentragfes obtidas das amostras testes foram comparadas com as médias das

concentragbes das amostras de controle récem-preparadas.

2.2.1.7.8.4 Estabilidade das solucdes estoque e das solugbes de trabalho dos

analitos e dos padrdes internos

A estabilidade das solucbes dos farmacos foi avaliada em temperatura ambiente e
sob refrigeracdo a 8 °C. Foram avaliadas as estabilidades das solucdes estoque dos
analitos e dos padrfes internos e as estabilidades das solu¢cdes de CQB e CQA e da

solucéao trabalho de padrao interno.

Primeiramente, foram preparadas solugdes estoque de OLM, VALS, FELO e ANLO.
A partir da diluicdo dessas solucdes, foram preparadas solu¢cdes de CQB, CQA e
solucéo trabalho de padrdo interno. Todas as solucdes foram armazenadas em

geladeira a 8 °C durante 11 dias.

Apos 10 dias, foram preparadas novamente solu¢des estoque de OLM, VALS, FELO
e ANLO. A partir da diluicdo dessas solucdes, foram preparadas solu¢des de CQB,
CQA e solucéo trabalho de padrao interno. Todas as solugbes foram mantidas a

temperatura ambiente até o dia seguinte, totalizando 22 horas.

No 11° dia, as solugbes estoque dos farmacos, as solucbes de CQB e CQA e a
solucdo trabalho de padrdo interno mantidas em geladeira e em temperatura
ambiente foram diluidas para os niveis de concentracdes plasmaticas. De forma que
as solucoes de CQB e CQA foram diluidas por um fator de 100 vezes e as solugéo

trabalho de PI por um fator de 4 vezes. A solucdo de PI foi diluida para o0 mesmo
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baldo volumétrico de CQB e CQA e fase moével foi utilizada como diluente. Na
sequéncia, foram preparadas amostras recentes e injetadas juntamente com as
amostras testes. As médias das areas obtidas das solucbes testes foram
comparadas com as médias das areas obtidas das solucbes de controle récem-

preparadas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desenvolvimento e validacdo do método bioanalitico por CLAE-EM/EM para

guantificacdo simultanea de anlodipino e olmesartana em plasma humano

A primeira etapa do desenvolvimento do método bioanalitico foi a escolha do PI. O
ideal € que o Pl apresente comportamento quimico similar a substancia a ser
guantificada, tenha tempo de retencdo proximo a esta substancia, ndo reaja com a
substancia ou com outro componente da matriz e ndo faga parte da amostra. Pelo
fato de OLM e ANLO apresentarem estruturas e propriedades fisico-quimicas muito
diferentes, foi decido trabalhar com um PI para cada analito. O farmaco felodipino foi
escolhido como Pl do ANLO e o farmaco valsartana foi escolhido como Pl da OLM.
As estruturas dos analitos e de seus padrdes internos estdo representadas nas
Figuras 3.3 e 3.4 (RIBANI et al., 2004).

Figura 3.3 — Estruturas quimicas de ANLO e FELO.
ANLO FELO

MM = 408,88 g.mcifL MM = 384,26 g.mo’il

Figura 3.4 — Estruturas quimicas de OLM e VALS.
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A padronizacéo interna foi utilizada para quantificar os analitos em plasma. Por esse
método, a curva analitica é tracada usando a resposta (drea do farmaco/area do
padrdo interno) versus a concentragdo do farmaco. A padronizagdo interna é (util
para minimizar erros devido ao preparo da amostra, aparelhagem e técnica de
analise (WAINER & LOUGH, 1996).

3.1.1 Determinacao das condicdes de deteccdo por espectrometria de massas

sequencial

A ionizacao por electrospray foi realizada no modo positivo (ESI+), o que possibilitou
aos farmacos receberem uma carga positiva. Os ions foram monitorados no modo
de varredura MRM.

A ionizacdo para o ANLO foi avaliada por meio da infusdo de uma solu¢ao contendo
500 ng/mL. Para determinar o ion precursor e 0os parametros relacionados a fonte de
ionizacao, a fungdo MS Scan foi selecionada. Primeiramente, a voltagem do cone foi
determinada. Foi observado que, com voltagem superior a 15 V, o ANLO
fragmentava na prépria fonte de ionizagdo. Assim, a voltagem do cone que
apresentou maior intensidade de sinal foi 15 V. Na sequéncia, 0s outros parametros
relacionados a fonte de ionizacédo foram otimizados com o objetivo de promover um
pico do ion precursor com alta intensidade de sinal e estavel, os valores definidos
estéo relatados a seguir: voltagem do capilar 3 kV, cone extrator 3 V, lentes RF 0,5,
temperatura da fonte 100 °C, temperatura de dessolvatacdo 350 °C e fluxo do gas
N, de dessolvatacdo 500 L.hora™. Esses parametros, com excecdo da voltagem do
cone, sdo comuns a todos os farmacos monitorados. Foi decido determina-los com o
auxilio da solucdo de ANLO para garantir alta intensidade do sinal do ion precursor
desse farmaco e, consequentemente, baixo limite de quantificacdo. O LQ desse
farmaco deve ser inferior ao LQ da OLM, uma vez que o ANLO apresenta
concentracdo plasmética maxima menor. Posteriormente, os parametros otimizados

se mostraram adequados para a ionizacao dos outros farmacos.

Nas condicdes otimizadas, foi escolhido o ion precursor [M+H]" com m/z igual a
409,4 que corresponde a massa nominal do ANLO (408,40 g/mol), calculada com a

massa atémica do *Cl, somada a massa molar do hidrogénio. Substancias cloradas
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apresentam padrdo isotopico caracteristico no espectro de massas, devido ao cloro
apresentar os isotopos **Cl e *Cl, com abundancia de 75,78% e 24,22%,
respectivamente. Para moléculas com um atomo de Cl, como € o caso do ANLO, é
esperado, conforme descrito na literatura, um espectro de massas com 0 ion
molecular (M") apresentando abundancia de 100% e o ion M+2 apresentando
abundancia de 32,6%. Pelo fato do ANLO estar protonado, foi possivel visualizar no
espectro do ion precursor (Figura 3.5A) o ion [M+H]" com abundéancia de 100% e
m/z de 409,4 e o ion [M+2+H]" com abundancia de, aproximadamente, 30% e m/z de
411,4. Assim, os resultados obtidos no espectro corroboram com as informacdes da
literatura (HARRIS, 2005; SILVERSTEIN et al., 2005).

Para determinar o ion produto do ANLO e os parametros relacionados ao analisador
de massas, a funcdo Daughter Scan foi selecionada. O gas de colisao foi ligado e a
energia de colisdo foi aumentada gradativamente para fragmentar o ion precursor. O
ion produto com m/z 237,7 (Figura 3.5B) foi escolhido e a energia de colisdo que
promoveu maior intensidade do fragmento foi de 10 eV. Os seguintes parametros
relacionados ao analisador de massas foram otimizados: resolu¢do 1 LM/HM de
10/10, resolucdo 2 LM/HM de 7,5/7,5, energia do ion 1 de 0,5 V, energia do ion 2 de
1,0 V, entrance e exit de 10 V e multiplier de 750 V. Esses parametros otimizados,
com excecdo da energia de colisdo, também sdo comuns a todos os outros
farmacos monitorados e, posteriormente, se mostraram adequados para a ionizacao
de OLM, FELO e VALS.

Apoés a otimizacdo da deteccéo para ANLO, foram feitas infus@es, isoladamente, de
solucbdes a 500 ng/mL de OLM, FELO e VALS. As transi¢des, voltagens do cone e
energias de colisdo foram selecionadas de acordo com o mesmo procedimento

relatado para ANLO.

Para a OLM, o ion precursor selecionado [M+H]" foi de m/z 447,6 (Figura 3.6A) e a
voltagem do cone que alcangou maior intensidade do sinal foi de 20 V. No processo
de fragmentacédo, o ion de maior intensidade obtido foi de m/z 206,8 (Figura 3.6B)

com uma energia de colisdo de 28 eV.
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Para o FELO, foi observado que, com voltagem do cone superior a 10 V, 0 composto
fragmentava na prépria fonte de ionizagcao assim como ocorreu com o ANLO. Assim,
a voltagem do cone que apresentou maior intensidade de sinal foi 10 V. Para
moléculas com dois atomos de Cl, como € o caso do FELO, é esperado, conforme
descrito na literatura, um espectro de massas com o ion molecular apresentando
abundancia de 100%, o ion M+2 apresentando abundancia de 65,3% e o ion M+4
apresentando abundancia de 10,6%. Pelo fato do FELO estar protonado, foi possivel
visualizar no espectro do ion precursor (Figura 3.7A) o ion [M+H]" com abundancia
de 100% e m/z 384,7, o ion [M+2+H]" com abundancia de, aproximadamente, 60% e
m/z 386,4 e o ion [M+4+H]" com abundéancia de, aproximadamente, 12% e m/z
388,5. Os resultados obtidos no espectro corroboram com as informacgfes da
literatura. O fon precursor [M+H]" foi selecionado para ser utilizado na quantificacéo
do método, sua m/z igual a 384,7 corresponde a massa nominal do FELO (383,30
g/mol), calculada com a massa atébmica do *°Cl, somada a massa molar do
hidrogénio. No processo de fragmentacéo, o ion de maior intensidade obtido foi o de
m/z 338,2 (Figura 3.7B) com energia de colisdo de 10 eV (HARRIS, 2005;
SILVERSTEIN et al., 2005).

Para a VALS foi observado que o ion de maior intensidade no espectro do ion
precursor foi 0 aduto [M+Na]* com m/z igual a 458,8 que corresponde a massa molar
da VALS (435,53 g/mol) somada a massa molar do sodio (23,00). Como a VALS é
Pl e, por isso, nao precisa apresentar intensidade de sinal tdo elevada, foi decido
escolher o jon [M+H]" com m/z igual a 436,5 para ser o ion precursor (Figura 3.8A).
Além disso, o sodio ndo esta presente da fase mével, sendo proveniente de alguma
contaminacgdo, o que diminui a confiabilidade dos resultados, caso o ion aduto fosse
escolhido. A voltagem do cone foi de 15 V. Apés a fragmentacédo, o ion produto de
maior intensidade com m/z 291,0 (Figura 3.8B) foi obtido com energia de colisdo de
18 eV.

O dwell time selecionado para todos os farmacos foi de 0,5 s. Esse valor indica o
tempo de aquisicdo para 0 monitoramento de cada transicdo. A pressao do Ar na
célula de colisdo foi mantida na faixa de 1,8,10° a 2,2,10° mbar durante todo
desenvolvimento e validacdo do método. Os espectros dos ions precursores e de

fragmentacao dos farmacos estéo representados nas Figuras 3.5 a 3.8.
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Figura 3.5 — Espectros ESI(+) de anlodipino. (A) espectro e estrutura do ion precursor m/z
409,4; (B) espectro de fragmentacdo e estrutura proposta para o fragmento principal m/z 237,7.
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Figura 3.6 — Espectros ESI(+) de olmesartana. (A) espectro e estrutura do ion precursor m/z

447,6; (B) espectro de fragmentacdo e estrutura proposta para o fragmento principal m/z 206,8.
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Figura 3.7 — Espectros ESI(+) de felodipino.(A) espectro e estrutura do ion precursor m/z
384,7; (B) espectro de fragmentacéo e estrutura proposta para o fragmento principal m/z 338,2.
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Figura 3.8 — Espectros ESI(+) de valsartana.(A) espectro e estrutura do ion precursor m/z
436,5; (B) espectro de fragmentacéo e estrutura proposta para o fragmento principal m/z 291,0.
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A estrutura do ion produto selecionado para o ANLO esté representada na Figura
3.5B e foi proposta por MASSAROTI et al. (2005). A estrutura do ion produto
escolhido para OLM estd mostrada na Figura 3.6B e foi proposta por LIU et
al.(2007). A estrutura do ion produto selecionado para o FELO esta representada na
Figura 3.7B e foi proposta por MIGLIORANCA et al. (2005). A estrutura do ion
produto escolhido para VALS esta mostrada na Figura 3.8B e foi proposta por
KOSEKI et al. (2007).

3.1.2 Determinacdo das condicdes cromatogréaficas

A composicado e proporcao dos solventes da fase movel foram otimizadas com o
auxilio de uma solucdo contendo todos os farmacos a 500 ng/mL. Nos primeiros
testes realizados, foi verificado que o solvente organico ACN fragmentava o pico
cromatografico da OLM, por isso, foi decidido empregar o MeOH como componente
organico da fase movel. Para garantir a ionizacdo dos farmacos no modo ESI(+),
foram testados, como componente aquoso, acetato de amdnio 2 mM contendo acido
formico 0,025%, acetato de aménio 4 mM contendo &cido férmico 0,025%, é&cido
acético 0,05% e 0,1% e &cido férmico 0,05% e 0,1%. Para decidir qual solucéao
utilizar na fase mével, a simetria e a area dos picos foram avaliadas. Em relacao a
simetria, todas as condi¢cfes proporcionaram picos simétricos e em relacdo a area,
as solucdes de acido férmico 0,05% e 0,1% promoveram areas consideravelmente
maiores, 0 que aumenta o limite de detec¢do do método. Dessa forma, a solucéo de
acido férmico 0,05% foi escolhida para ser o componente aquoso da fase mével.

Na sequéncia, diferentes propor¢cdes de MeOH e &cido férmico 0,05% foram
avaliadas. A OLM é uma molécula de elevada polaridade (log P = 2,14) e, por isso, 0
pico cromatografico desse farmaco apresentou tempo de retencao inferior a 2 min.,
mesmo quando a proporcdo aquosa da fase moével foi alta. Para tentar aumentar o tg
desse farmaco, uma coluna Cg (150 x 4,6 mm; 5 ym) foi testada, mas ndo se obteve
éxito. JA o FELO, por apresentar baixa polaridade (log P = 3,86), foi sensivel a
pequenas variacbes da proporcdo da fase movel e apresentou tempo de retencao

superior a 3,5 min. em todas as condi¢des testadas (MOFFAT et al., 2004).
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Para tentar contornar o problema devido a grande diferenca de polaridade dos
farmacos analisados, o modo de eluicdo em gradiente foi avaliado. Entretanto, nessa
condicdo os picos cromatograficos da OLM e da VALS ficaram assimétricos, o que
inviabilizou o seu uso. Por isso, foi necessario trabalhar numa condicédo isocratica na
qual o tr da OLM fosse baixo para que o tempo de andlise ndo fosse tdo elevado. A
fase mével escolhida foi MeOH:acido formico 0,05% (75:25;v/v) e o tempo de corrida
foi definido em 5,5 minutos. Os tempos de retencdo de OLM, VALS, ANLO e FELO
foram 1,51, 2,41, 1,66 e 4,59 minutos, respectivamente. Nao foi preciso obter uma
resolucdo adequada entre os picos, pois na CLAE-EM/EM cada farmaco é

determinado por uma transigdo distinta.

Um risco associado em analisar compostos com tg baixos é a grande possibilidade
de ocorréncia de efeito matriz, uma vez que os principais interferentes causadores
desse efeito eluem no inicio da corrida cromatografica. Logo a OLM é mais
susceptivel. Durante o desenvolvimento do método de extracdo, realmente foi
observado efeito matriz para a OLM. Entretanto, otimizacbes na extracdo foram
realizadas para contornar o problema e nao foi necessario alterar a composicao da
fase movel (TAYLOR, 2005; XU et al., 2007).

3.1.3 Determinacao do preparo de amostra

Os solventes organicos extratores avaliados foram MTBE e acetato de etila e
misturas de acetato de etila:MTBE (80:20;v/v), acetato de etila:MTBE (50:50;v/v),
acetato de etilazhexano (80:20;v/v), MTBE:hexano (80:20;v/v) e acetato de
etila:diclorometano:MTBE (40:30:30;v/v). A recuperacao determinada para todos os
solventes avaliados foi inferior a 5% para OLM e VALS. Esses farmacos possuem
em suas estruturas quimicas o grupo funcional acido carboxilico, que nas condi¢cées
avaliadas se encontra na forma desprotonada (ion carboxilato). O ion carboxilato é
altamente polar e, por isso, apresenta alta afinidade pela fase aquosa, justificando a
baixa recuperacdo. A mistura de solvente organico que promoveu melhor
recuperacdo (superior a 80%) para ANLO e FELO nos trés niveis de controle de
gualidade foi acetato de etila:MTBE (80:20;v/v) e, por isso, 0s testes seguintes foram

realizados com essa mistura de solvente organico.
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Para tentar aumentar a recuperacao de OLM e VALS, foi testada a adi¢do de 100 pL
de ACN antes do solvente extrator para verificar se um agente precipitante auxiliaria
a extracdo. Outro procedimento testado foi a adicdo de 100 pyL de uma solucao
saturada de cloreto de sodio antes do solvente extrator. O sal diminui a solubilidade
dos farmacos na fase aquosa e esse efeito € denominado salting out. Ambos os
testes ndo promoveram melhora da eficiéncia da extragéo e a recuperagédo de OLM
e VALS permaneceu inferior a 5 % (SNYDER et al., 1997).

Outra alternativa testada para aumentar a recuperacao, foi a adicdo de uma solucao
acida antes do solvente extrator. A diminuicdo do pH garante que a funcdo organica
acido carboxilico (pKa proximo a 4) se encontre na forma protonada, o que aumenta
a afinidade dos farmacos OLM e VALS pelo solvente organico. Primeiramente, foi
testada a adicdo de 25 pL de acido férmico 1% e 5% antes do solvente extrator.
Para acido formico 5%, foi verificado para a OLM que a &rea obtida na solugéo
utilizada para reconstituicdo do residuo do plasma branco foi em torno de 50%
superior a area da solucdo em fase mével para os trés niveis de controle de
qualidade, indicando a ocorréncia de inducdo de ionizacéo para esse farmaco. Para
acido férmico 1%, ndo foi verificado efeito matriz significativo e a recuperagédo foi
superior a 60% para todos os analitos, entretanto para a OLM o DPR das areas das
amostras extraidas foi superior a 15%, indicando gque essa quantidade de acido néo
foi suficiente para garantir um método de extracdo reprodutivel. Diante do exposto,
para avaliar o comportamento da OLM frente a quantidades diferentes de acido,
foram testadas concentracbes de acido férmico em intervalos de 0,5%
compreendendo a faixa de 1% a 5%. A partir da concentracdo de acido formico 3%,
foi observado que a area obtida na solucdo utilizada para reconstituicdo do residuo
do plasma branco foi superior a 15% da area da solucdo em fase movel, o que ja
caracteriza efeito matriz segundo as referéncias consultadas. A concentragao 2,5%
de acido férmico foi a que proporcionou melhores resultados e por isso foi definida
para ser empregada no processo de extragdo. Nessa condi¢cdo, o DPR das é&reas
das amostras extraidas de OLM foi inferior a 10%. Além disso, a recuperacao foi
superior a 60% e o efeito matriz foi inferior a £ 15% para todos analitos nos trés
niveis de controle de qualidade (TAYLOR, 2005).
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O ANLO é uma base organica fraca de pKa = 8,3. Em meio acido, o grupo funcional
amina primaria desse farmaco encontra-se na forma protonada (ion aminio), o que
diminui sua afinidade pela fase orgéanica. As referéncias bibliograficas consultadas
gue extrairam somente ANLO de matrizes biologicas adicionaram solucédo basica
antes do solvente extrator ou somente adicionaram solvente organico extrator no
preparo da amostra. Provavelmente, o ANLO apresentou recuperacao satisfatoria na
presenca de &acido pelo fato do acetato de etila, que foi o solvente organico
empregado em maior quantidade no processo de extracdo, apresentar polaridade
elevada quando comparado a outros solventes organicos. Assim, foi possivel obter
um método de extracdo com eficiéncia adequada para dois farmacos com

caracteristicas quimicas tao distintas, como € o caso da OLM e do ANLO.

Apos a definicdo do solvente extrator e da quantidade de &cido férmico, curvas de
calibracdo juntamente com controles de qualidade em triplicata foram extraidas
pelos procedimentos de extracdo 01 e 02 para definir qual procedimento seria o
melhor. Anteriormente apenas controles de qualidade haviam sido extraidos e
ambos os procedimentos foram adequados. Pelo procedimento 01, muitos pontos da
curva de ANLO tiveram que ser excluidos, isso ocorreu devido a uma variacao
significativa da area do padrdo interno FELO ao longo da curva. Esse fato foi
comprovado ao quantificar o ANLO por meio da padronizacdo externa e observar
gue, nessa condicdo, nenhum ponto da curva precisava ser excluido. Ja pelo
procedimento 02, os desvios obtidos para a curva de calibracdo e controles de
qualidades foram baixos para OLM e ANLO. Dessa forma, o procedimento 02 foi
escolhido para o preparo de amostra. Com auxilio das areas de ANLO e OLM
obtidas durante as andlises das curvas de calibracéo, as concentracdes de trabalho
dos padrdes internos foram determinadas em 0,8 pg/mL para FELO e em 12 pg/mL
para VALS.
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O protocolo de extragdo definido para ser utilizado na validacdo do método
bioanalitico esta descrito a seguir:

e em um tubo eppendorf de 2 mL, adicionar 100 puL de plasma branco, plasma
contaminado ou amostra;

e adicionar 25 pL da solucao de trabalho de padréo interno (0,8 pg/mL de FELO
e 12 pg/mL de VALS);

e adicionar 25 pL de uma solucao de acido férmico 2,5%;

e agitar por 5 segundos em agitador do tipo vértex;

e adicionar 1,5 mL de acetato de etila:MTBE (80:20;v/v);

e agitar por 60 segundos em agitador do tipo vortex;

e centrifugar a 18407 « g (14000 rpm) por 5 minutos a 4 °C;

e congelar por 15 minutos a -70 °C;

e verter a fase organica para tudo de vidro;

e secar sob fluxo de ar comprimido e banho-maria a 40 °C durante 10 minutos;

e reconstituir o residuo com 100 pL da fase movel MeOH:acido férmico 0,05%
(75:25;vIv);

e agitar por 40 segundos em agitador do tipo vortex;

e transferir para vial com insert e injetar 20 pL no cromatografo.

Parametros relacionados ao numero de lavagem da seringa e do loop foram
otimizados para garantir que n&do ocorresse efeito residual durante a validacdo do
método bioanalitico. Os solventes de limpeza empregados foram isopropanol e uma
solucéo de MeOH:agua (80:20;v/v).

Um cromatograma obtido para um CQM extraido apds a otimizacdo de todas as

etapas de desenvolvimento esté ilustrado na Figura 3.9.
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Figura 3.9 — Cromatograma obtido por CLAE-EM/EM para um CQM
extraido e analisado nas condi¢Ges definidas para o método bioanalitico.
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3.1.4 Validacdo do método bioanalitico

3.1.4.1 Seletividade

A seletividade do método foi confirmada apos verificar que nenhuma das amostras

provenientes dos oito pools apresentou pico interferente significativo no mesmo
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tempo de retencdo dos farmacos. Para exemplificar, um cromatograma obtido
durante a analise de um pool de plasma normal esté ilustrado na Figura 3.10.

Figura 3.10 - Cromatograma obtido por CLAE-EM/EM para amostra de plasma
branco normal durante a avaliacdo da seletividade do método bioanalitico.
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A seletividade também foi confirmada em relacdo a presenca de cafeina,
paracetamol, dipirona e dexclorfeniramina no plasma, pois ndo foram verificados

interferentes nos tempos de retengdo dos farmacos quando os cromatogramas
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referentes a essas amostras foram comparados com o cromatograma do LIQ

extraido.

3.1.4.2 Deteccdao cruzada

Durante a avaliacdo do teste de deteccdo cruzada, foi verificada uma pequena
interferéncia da VALS na transicdo da OLM. Essa interferéncia ndo se encontra no

tempo de retencdo da OLM, portanto, ndo influencia a seletividade do método.

3.1.4.3 Efeito residual

Nenhum pico interferente foi observado na amostra de plasma branco extraida
injetada imediatamente apos a analise do LSQ extraido, 0 que comprova a auséncia
de efeito residual no método.

3.1.4.4 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada na faixa de 1 a 100 ng/mL para ANLO e de 3 a
1800 ng/mL para OLM, por meio da constru¢cdo de curvas de calibracdo de seis
pontos, cada um em duplicata, em trés dias consecutivos. As equacdes das retas e

0s respectivos coeficientes de determinacéo estdo demonstrados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Equacgdes da reta e coeficientes de determinacéo obtidos para ANLO e OLM
durante a avaliac8o das trés curvas calibracéo.

Corrida ANLO OLM

Analitica Equacdo dareta R? Equacdo dareta R?
1 y = 0,02338x - 0,00288 0,995 y =0,00180x + 0,00148 0,999
2 y =0,02332x + 0,00092 0,996 y =0,00167x + 0,00102 0,999
3 y = 0,02489x - 0,00022 0,998 y =0,00171x + 0,00113 0,996

Os desvios e concentracdes experimentais obtidos para as curvas de calibracao de
ANLO e OLM apéds a exclusdo dos pontos que apresentaram valores superiores ao
preconizado estdo descritos nas Tabelas 3.4 e 3.5. Os pontos excluidos estdo
evidenciados em negrito, um ponto foi excluido das curvas de calibracdo 01 e 03 de
ANLO. Para a OLM néo foi necessario a exclusdo de nenhum ponto
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Tabela 3.4 — Dados obtidos para a construcéo das 03 curvas de calibracéo
de ANLO durante a andlise da linearidade do método bioanalitico.

Corrida analitica 01

Corrida analitica 02

Corrida analitica 03

Conc.
nominal Conc. Conc. Conc.
(ng/mL) obtida %Desvio obtida %Desvio obtida %Desvio
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
1 1,12 11,7 1,02 1,9 1,02 1,9
1 0,90 -10,5 0,99 -0,7 0,99 -0,7
10 8,76 -12,4 9,74 -2,6 9,97 -0,3
10 9,87 -1,3 8,74 -12,6 10,23 2,3
40 48,87 22,2 42,50 6,3 39,15 -2,1
40 41,20 3,0 43,21 8,0 37,49 -6,3
60 60,09 0,1 62,75 4.6 58,46 -2,6
60 61,19 2,0 55,28 -7,9 62,24 3,7
80 85,01 6,3 77,69 -2,9 97,32 21,7
80 83,17 4,0 83,95 49 87,30 9,1
100 102,88 2,9 100,90 0,9 98,13 -1,9
100 94,33 -5,7 100,13 0,1 98,09 -1,9

Tabela 3.5 - Dados obtidos para a construgdo das 03 curvas de calibragio
de OLM durante a andlise da linearidade do método hioanalitico.

Corrida analitica 01

Corrida analitica 02

Corrida analitica 03

Conc.
nominal Conc. Conc. Conc.
(ng/mL) obtida %Desvio obtida %Desvio obtida %Desvio
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
3 3,05 1,7 2,84 -5,3 3,11 3,7
3 2,99 -0,5 2,99 -0,2 2,91 -3,1
30 30,14 0,5 29,55 -1,5 26,44 -11,9
30 29,45 -1,8 31,36 45 31,91 6,4
300 299,32 -0,2 296,10 -1,3 296,98 -1
300 300,68 0,2 310,11 34 330,46 10,2
800 795,68 -0,5 787,96 -1,5 738,47 -7,7
800 777,82 -2.8 807,94 1 783,82 -2
1300 1355,63 43 1310,97 0,8 1422,43 9,4
1300 1335,23 2,7 1339,82 3,1 1299,34 -0,1
1800 1730,57 -3,9 1808,17 0,5 1860,41 3,4
1800 1805,45 0,3 1738,19 -3,4 1669,72 -7,2
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Conforme se pode observar nas Tabelas 3.4 e 3.5, os desvios de todas as curvas
de calibracdo atenderam aos critérios de aceitacdo estabelecidos, confirmando a

linearidade do método bioanalitico para ANLO e OLM.

Uma premissa relacionada a aplicacdo do MMQO ¢é que os residuos da regressao
possuam variancia constante ao longo do eixo x (homoscedasticidade). Por meio da
inspecdo visual do grafico dos residuos da regressdo versus a concentracdo, foi
possivel inferir que os dados sdo heterocedasticos para ANLO e OLM, uma vez que
foi observada uma tendéncia significativa dos residuos. Em métodos bioanaliticos,
pelo fato da faixa linear ser consideravelmente ampla, € comum que o0s residuos
associados a valores maiores de x tenham variancia maior, caracterizando a
ocorréncia de heteroscedasticidade. Para contornar o problema e garantir a
homoscedasticidade dos residuos, os parametros da regressao foram calculados
pelo Método dos Minimos Quadrados Ponderados. O fator de peso (1/x, 1/x?, 1y,
1/y*) determinado foi aquele que proporcionou menores desvios entre as
concentracfes experimentais e as nominais e apresentou uma distribuicdo aleatéria
dos residuos no grafico dos residuos da regressdo versus a concentracdo. Assim
fator de peso empregado foi igual a 1/x* para ANLO e igual a 1/x para OLM
(ALMEIDA et al., 2002; ROZET et al., 2007; STORPIRTIS et al., 2009).

A curva de calibracdo e o grafico dos residuos da regressdo obtidos na corrida
analitica 01 para ANLO e OLM estao representados nas Figuras 3.11 e 3.12. Pela
andlise das figuras, pode-se confirmar que os residuos estédo distribuidos de forma
aleatéria no gréfico, ratificando a homoscedasticidade. Na Figura 3.11, é possivel
visualizar um ponto com um circulo preto, que corresponde ao ponto excluido do

calculo da curva de calibracao 01 de ANLO.



Figura 3.11 - Gréfico de residuo da regressé&o e curva analitica obtidos
para ANLO na corrida analitica 01, faixa linear 1 a 100 ng/mL.
Compound name: anlodipino
Correlation coefficient: r = 0.997708, r"2 = 0.995421
Calibration curve: 0.0233765 * x + -0.0028796
Response type: Internal Std ( Ref 4 ), Area * (IS Conc. / IS Area)
Cune type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x"2, Axis trans: None
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Figura 3.12 — Gréfico de residuo da regresséo e curva analitica obtidos
para OLM na corrida analitica 01, faixa linear 3 a 1800 ng/mL.

Compound name: Olmesartana medoxomila

Correlation coefficient: r = 0.999596, r"2 = 0.999193

Calibration curve: 0.00180337 * x + 0.00147588

Response type: Internal Std ( Ref 2 '), Area * (IS Conc. / IS Area)
Cunve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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3.1.4.5 Precisao e exatidao
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A preciséo e exatidao foram avaliadas em cinco concentracdes diferentes de ANLO
e OLM (LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD), em quintuplicata, em trés dias consecutivos.

Os valores obtidos nas analises intra e intercorridas estdo demonstrados nas

Tabelas 3.6, 3.7, 3.8,3.9e 3.10.

Tabela 3.6 — Resultados de preciséo e exatid&o intra e intercorridas obtidos
para o LIQ de ANLO e OLM pelo método bioanalitico.

Amostras ANLO (1 ng/mL) OLM (3 ng/mL)
1 1,17 0,93 0,88 2,86 3,49 2,99
2 1,15 0,99 1,13 2,77 3,25 3,06
3 1,01 0,99 0,96 3,42 3,38 2,89
4 1,11 0,91 0,93 2,97 3,43 2,96
5 1,15 1,01 0,94 3,31 3,39 2,94
Média intracorrida 1,12 0,96 0,97 3,07 3,39 2,97
DPR(%) intracorrida 5,53 4,62 9,84 9,25 2,52 2,16
EPR (%) intracorrida 11,78 -3,58 -3,46 2,25 12,88 -1,07
Média intercorrida 1,02 3,14
DPR(%) intercorrida 9,75 7,83
EPR (%) intercorrida 1,58 4,69
Tabela 3.7 — Resultados de precisdo e exatid&o intra e intercorridas obtidos
para o CQB de ANLO e OLM pelo método bioanalitico.
Amostras ANLO (3 ng/mL) OLM (9 ng/mL)
1 3,25 2,99 2,65 10,15 9,77 9,48
2 3,16 3,35 2,90 9,54 9,83 9,68
3 3,60 2,92 2,58 8,49 9,90 9,62
4 2,91 3,08 2,56 9,96 10,09 8,90
5 3,13 3,00 2,79 8,66 9,69 9,15
Média intracorrida 3,21 3,07 2,70 9,36 9,86 9,36
DPR(%) intracorrida 7,84 5,54 5,38 8,04 1,55 3,52
EPR (%) intracorrida 6,97 2,25 -10,13 3,98 9,53 4,05
Média intercorrida 2,99 9,53
DPR(%) intercorrida 9,60 5,33
EPR (%) intercorrida -0,30 5,85




Tabela 3.8 — Resultados de preciséo e exatid&o intra e intercorridas obtidos
para o CQM de ANLO e OLM pelo método bioanalitico.
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Amostras ANLO (50 ng/mL) OLM (900 ng/mL)
1 47,73 52,16 45,31 879,48 902,56 867,00
2 41,30 49,14 47,77 917,23 894,78 850,18
3 47,96 47,45 48,93 920,14 894,10 915,25
4 49,36 49,70 47,85 952,96 826,13 895,91
5 48,82 50,09 45,89 929,78 892,41 806,50
Média intracorrida 47,03 49,71 47,15 919,92 882,00 866,97
DPR(%) intracorrida 6,96 3,43 3,18 2,89 3,57 4,86
EPR (%) intracorrida -5,93 -0,58 -5,70 2,21 -2,00 -3,67
Média intercorrida 47,96 889,63
DPR(%) intercorrida 5,18 4,39
EPR (%) intercorrida -4,07 -1,15

Tabela 3.9 - Resultados de preciséo e exatid&o intra e intercorridas obtidos

para 0 CQA de ANLO e OLM pelo método bioanalitico.

Amostras ANLO (85 ng/mL) OLM (1500 ng/mL)
1 69,64 87,93 81,55 1496,09 1443,55 1389,58
2 84,77 87,26 86,15 1490,66 1459,61 1431,74
3 87,79 88,08 75,20 1386,81 1418,44 1383,76
4 83,50 90,53 80,36 1475,26  1477,35 1363,30
5 79,43 84,53 84,88 1477,54 1592,85 1402,40
Média intracorrida 81,03 87,66 81,63 1465,27 1478,36 1394,15
DPR(%) intracorrida 8,69 2,45 5,27 3,05 4,57 1,82
EPR (%) intracorrida -4,68 3,13 -3,97 -2,32 -1,44 -7,06
Média intercorrida 83,44 1445,93
DPR(%) intercorrida 6,61 4,11
EPR (%) intercorrida -1,84 -3,60
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Tabela 3.10 - Resultados de preciséo e exatiddo intra e intercorridas obtidos
para o CQD de ANLO e OLM pelo método bioanalitico.

Amostras ANLO (170 ng/mL) OLM (3000 ng/mL)
1 151,49 179,81 146,24  2904,58 2820,12 2524,78
2 147,51 174,45 165,15 3009,35 2816,71 2938,15
3 164,92 165,35 155,96  3056,10 2685,73 3048,59
4 168,95 160,74 164,55 2911,18 2564,56 2809,59
5 158,55 163,84 169,65 2865,06 2712,59 2839,60
Média intracorrida 158,28 168,84 160,31  2949,25 2719,94 2832,14
DPR(%) intracorrida 5,65 473 5,80 2,71 3,89 6,91
EPR (%) intracorrida -6,89 -0,68 -5,70 -1,69 -9,34 -5,60
Média intercorrida 162,48 2833,78
DPR(%) intercorrida 5,78 5,62
EPR (%) intercorrida -4,42 -5,54

De acordo com os resultados das Tabelas 3.6, 3.7, 3.8, 3.9 e 3.10, todos os DPR
foram inferiores a 15% e todos EPR foram inferiores a +15% para todas as
concentracdes analisadas, inclusive para o LIQ. Por isso, 0 método demonstrou ser
preciso e exato para quantificacdo simultdanea de ANLO e OLM em plasma humano.
N&o foi observado uma correlacéo entre os niveis de concentracdo dos controles e
os valores de DPR e EPR.

A comprovagdo da precisdo e exatiddo do CQD visa garantir que caso alguma
amostra real apresente concentracdo superior ao LSQ, essa possa ser diluida para
uma concentracdo compreendida na faixa linear do método e quantificada com

exatidao e precisdo adequada.

Além de confirmar a exatiddo e precisdo do LIQ de ANLO e OLM, a relacdo
sinal/ruido foi determinada. Para o LIQ do ANLO a relacao foi de 25,5, e para o LIQ
da OLM a relacao foi de 46,5. Um cromatograma do LIQ extraido esta demonstrado
na Figura 3.13. Ao observar nessa figura a transicédo referente a OLM, é possivel
visualizar um pico com tg igual a 2,37 ao lado do pico da OLM. Esse pico se refere a

interferéncia da transicdo da VALS mencionada no item 3.1.4.2.
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Figura 3.13 — Cromatograma obtido por CLAE-EM/EM para um LIQ
extraido e analisado nas condi¢Oes definidas para o método bioanalitico.
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3.1.4.6 Recuperacao

A recuperacéo foi avaliada comparando as areas obtidas para as amostras extraidas
com as areas obtidas para as amostras preparadas em fase moével. As
concentragcbes analisadas foram do CQB, CQM e CQA para ANLO e OLM, ja para

0s padrdes internos FELO e VALS foram analisadas as concentracdes obtidas ao
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final do processo de extracdo. Os resultados encontrados estdo reportados na
Tabela 3.11.

Tabela 3.11 - Resultados de recuperac¢io do método bioanalitico
para os farmacos ANLO, OLM, FELO e VALS.

Areamédia | Areamédiadas N N
Fa Conc. Recuperacéo | Recuperacao
armaco | das amostras amostras em (%) Média (%)
9 extraidas (n=5) | fase moével (n=5)
3 1024 1319 77,61
ANLO 50 17050 23744 71,81 72,53
85 28075 41178 68,18
9 6165 9420 65,45
OLM 900 521729 860497 60,63 62,90
1500 842015 1344583 62,62
FELO 200 13264 16912 78,43 78,43
VALS 3000 305153 345091 88,43 88,43

De acordo com as informacdes da Tabela 3.11, as recuperacdes nos trés niveis de
controle de ANLO e OLM foram consistentes e reprodutiveis, o que evidencia
eficiéncia de extracdo similar para diferentes concentracdes. Além disso, a
recuperacao foi superior a 60% para todos os farmacos, mostrando que o método de
extracao foi eficiente mesmo para analitos com propriedades fisico-quimicas bem
diferentes.

3.1.4.7 Efeito matriz

Os resultados do experimento relativo ao efeito matriz foram avaliados por meio de
dois procedimentos. No primeiro procedimento, as areas obtidas das amostras de
plasma branco reconstituidas com solucfes em fase movel de CQA e CQB que
continham padrdes internos nas concentragdes de 200 ng/mL de FELO e 3000
ng/mL de VALS foram comparadas com a média das areas das mesmas solucdes
em fase movel. O desvio individual da area de cada amostra plasmatica foi calculado
em relacdo a area média da solucdo em fase moével. Os valores encontrados estéo
descritos nas Tabelas 3.12, 3.13 e 3.14.
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Apéds a analise dos resultados reportados nas Tabelas 3.12, 3.13 e 3.14, pode-se

inferir que ndo houve efeito matriz significativo para ANLO, OLM, FELO e VALS,

pois todos os desvios calculados foram inferiores a +15%. Valores de desvio

negativos indicam supressdo da ionizacdo, enquanto valores positivos indicam

indugdo da ionizacdo. Para OLM e VALS, todos os devios foram positivos e

inferiores a 15%, indicando que para esses farmacos houve apenas ligeira indugéo

da ionizacao.

Tabela 3.12 - Avaliacdo do efeito matriz para ANLO por meio da comparag&o entre as areas
das solu¢cdes em plasma e a média das solu¢cBes em fase movel.

CQB (3 ng/mL)

CQA (85 ng/mL)

Area " Area ,
Amostra média?m SA(;f}uaggg De;s,vio média,em sA(;Fuaggg Deosvio

fas(enrsc;vel em plasma (%) fas(enTSc;vel em plasma (%)
Pool normal 01 2383 7.6 65400 55
Pool normal 02 2380 7.5 65697 6,0
Pool normal 03 2386 7.7 64639 4,3
Pool normal 04
Pool hemolisado 01 2e1s 232(7) 23 02002 Z:;ij ::
Pool hemolisado 02 2478 11,9 65773 6,1
Pool lipémico 01 2355 6,3 65077 5,0
Pool lipémico 02 2424 9,4 69568 12,2

Tabela 3.13 - Avaliacéo efeito matriz para OLM por meio da comparagéo entre as areas das
solu¢gdes em plasma e a média das solugdes em fase movel.

CQB (9 ng/mL)

CQA (1500 ng/mL)

Area < Area <
Amostra média em sA(;Fua gg Desvio | média em sA(;Fua gi Desvio
fase mével | > |§sma (%) | fase movel | > |§sma (%)
(n=5) P (n=5) P
Pool normal 01 12390 8,7 1793719 3,8
Pool normal 02 11711 2,7 1743018 0,9
Pool normal 03 10815 -5,2 1769982 2,4
Pool normal 04 11939 4.7 1749571 1,2
_ 11403 1727996
Pool hemolisado 01 12445 9,1 1844415 6,7
Pool hemolisado 02 12126 6,3 1683573 -2,6
Pool lipémico 01 11089 -2,8 1739124 0,6
Pool lipémico 02 11598 1,7 1688085 -2,3
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Tabela 3.14 - Avaliacdo do efeito matriz para FELO e VALS por meio da comparacéo entre
as areas das solugdes em plasma e a média das solu¢gdes em fase movel.

FELO (200 ng/mL)

VALS (3000 ng/mL)

Area Area da Area Areada
Amostra média em solucio Desvio | média em solucio Desvio
fase movel em Igsma (%) fase movel em Igsma (%)
(n=5) P (n=5) P
Pool normal 01 29848 3,5 516994 3,6
Pool normal 02 30719 6,5 522837 4.8
Pool normal 03 28997 0,5 515633 3,3
Pool normal 04 28358 -1,7 520941 4.4
_ 28845 498949
Pool hemolisado 01 29337 1,7 531733 6,6
Pool hemolisado 02 27946 -3,1 524410 51
Pool lipémico 01 29039 0,7 521977 4,6
Pool lipémico 02 28043 -2,8 530226 6,3

No segundo procedimento, o efeito matriz foi avaliado por meio do FMN, que foi

calculado conforme equacdo 18 descrita no item 2.2.1.7.7. Os resultados obtidos

estdo compilados na Tabela 3.15.

Tabela 3.15 - Avaliacdo do efeito matriz para ANLO e OLM por meio do calculo do FMN.

FMN de ANLO FMN de OLM

Amostra CQB CQA CQB CQA

(3 ng/mL) (85 ng/mL) (9 ng/mL) (1500 ng/mL)
Pool normal 01 1,04 1,02 1,05 1,00
Pool normal 02 1,01 0,99 0,98 0,96
Pool normal 03 1,07 1,04 0,92 0,99
Pool normal 04 1,08 1,06 1,00 0,97
Pool hemolisado 01 1,08 1,05 1,02 1,00
Pool hemolisado 02 1,15 1,09 1,01 0,93
Pool lipémico 01 1,06 1,04 0,93 0,96
Pool lipémico 02 1,13 1,15 0,96 0,92
Média 1,08 1,06 0,98 0,97
DPR (%) 4,29 4,65 4,70 3,25

Conforme se pode observar na Tabela 3.15, todos os DPR calculados foram

inferiores a 15%, confirmando que nao ha efeito matriz significativo no método

bioanalitico para quantificacdo simultanea de ANLO e OLM.
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O efeito matriz, calculado conforme o primeiro procedimento, é chamado de efeito
matriz absoluto, pela sua andlise é possivel inferir a influéncia da matriz sobre cada
farmaco do método, separadamente. Quando se utiliza apenas os critérios desse
procedimento para aprovacdo do método, muitas vezes o desenvolvimento € mais
trabalhoso e demorado, uma vez que é preciso eliminar qualquer efeito matriz
existente. J4 para o efeito matriz calculado pelo FMN, quando se verifica efeito
matriz para algum analito, pode-se empregar um Pl que apresente efeito matriz na
mesma extensdo, uma vez que esse Pl ira normalizar o efeito matriz do analito. Por
isso, quando se trabalha com FMN € recomendado utilizar como Pl uma substancia
com comportamento quimico muito similar ao do analito ou um isétopo estavel do
analito. Com a escolha adequada do PI, o uso do FMN para avaliar o efeito matriz
pode facilitar o desenvolvimento de métodos bioanaliticos, visto que ndo é
necesséario eliminar o efeito matriz, apenas normaliza-lo. Vale destacar que
independentemente de qual procedimento for adotado, € muito importante avaliar o
efeito com no minimo seis fontes distintas de plasmas, pois a variacao interindividual
pode ser significativa (MATUSZEWSKI et al., 2003; VISWANATHAN et al., 2007).

3.1.4.7 Estabilidade

3.1.4.7.1 Estabilidade de curta duracao (ECD)

A ECD foi avaliada mantendo-se as amostras plasmaticas de CQB e CQA a
temperatura ambiente por um periodo de 6 horas. Ao final do periodo, amostras da
curva de calibracdo e de CQB e CQA foram descongeladas e extraidas juntamente
com as amostras testes. As concentracdes das amostras testes foram comparadas
com aguelas obtidas das amostras recém-preparadas e 0s resultados estao
demonstrados nas Tabelas 3.16 e 3.17. Conforme se pode observar nessas tabelas,
para os dois niveis de controle (CQB e CQA), as variagbes entre as médias foram
inferiores a +15%, comprovando a estabilidade de curta duracdo das amostras. Os
valores de precisdo e exatiddo encontrados estdo dentro do preconizado para o
método bioanalitico.
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Tabela 3.16 - Resultados obtidos para ANLO durante a avaliagéo
da estabilidade de curta duragdo do método bioanalitico.

CQB (3 ng/mL) CQA (85 ng/mL)
Parametro Amostra | Amostra | Amostra Amostra
recente ECD recente ECD
Conc. média (ng/mL) (n=5) 3,07 3,17 87,66 91,48
DPR (%) 5,54 2,40 2,45 4,47
EPR (%) 2,25 5,66 3,13 7,63
Variacao (%) 3,34 4,36

Tabela 3.17 - Resultados obtidos para OLM durante a avaliag&o
da estabilidade de curta duragdo do método bioanalitico.

CQB (9 ng/mL) CQA (1500 ng/mL)
Parametro Amostra | Amostra | Amostra Amostra
recente ECD recente ECD
Conc. média (ng/mL) (n=5) 9,86 8,67 1478,36 1406,67
DPR (%) 1,55 6,06 4,57 2,96
EPR (%) 9,53 -3,72 -1,44 -6,22
Variagao (%) -12,10 -4,85

3.1.4.7.2 Estabilidade ap0os ciclos de congelamento e descongelamento (ECCD)

As amostras plasmaticas de CQB e CQA foram submetidas a 3 ciclos de
congelamento. Ao final do terceiro ciclo, amostras da curva de calibracdo e de CQB
e CQA foram descongeladas e extraidas juntamente com as amostras testes. As
meédias das concentracfes das amostras testes foram comparadas com as médias
das concentracbes das amostras de controle récem-preparadas. Os resultados

estédo reportados nas Tabelas 3.18 e 3.19.

Tabela 3.18 - Resultados obtidos para ANLO durante a avaliagéo da estabilidade
apos ciclos de congelamento e descongelamento do método bioanalitico.

CQB (3 ng/mL) CQA (85 ng/mL)
Parametro Amostra Amostra Amostra Amostra
recente ECCD recente ECCD
Conc. média (ng/mL) (n=5) 2,70 2,78 81,63 81,79
DPR (%) 5,38 6,74 5,27 4,57
EPR (%) -10,13 -7,34 -3,97 -3,77

Variacao (%) 3,10 0,21
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Tabela 3.19 - Resultados obtidos para OLM durante a avaliacdo da estabilidade
apos ciclos de congelamento e descongelamento do método bioanalitico.

CQB (9 ng/mL)

CQA (1500 ng/mL)

Parametro Amostra | Amostra | Amostra Amostra
recente ECCD recente ECCD
Conc. média (ng/mL) (n=5) 9,36 9,25 1394,15 1436,96
DPR (%) 3,562 4,85 1,82 8,45
EPR (%) 4,05 2,80 -7,06 -4,20
Variagéo (%) -1,20 3,07

Conforme demonstrado nas Tabelas 3.18 e 3.19, as variacdes entre as meédias
foram inferiores a +15%, indicando a estabilidade das amostras apds 3 ciclos de
congelamento e descongelamento. Os valores de precisdo e exatiddo encontrados

estdo dentro do preconizado para o método bioanalitico.

3.1.4.7.3 Estabilidade de pos-processamento (EPP)

A EPP foi determinada ap6s as amostras extraidas de CQB e CQA ser mantidas por
27 horas e 50 minutos dentro do autor-injetor a 8 °C. ApOs esse periodo, as
amostras foram analisadas juntamente com amostras récem-preparadas. As médias
das concentracbes das amostras testes foram comparadas com as médias das
concentracbes das amostras récem-preparadas. Os resultados estdo relatados nas
Tabelas 3.20 e 3.21. A estabilidade dos padrbes internos também foi avaliada,
comparando-se as areas das amostras teste com aquelas das amostras recém-

preparadas, os resultados estdo demonstrados na Tabela 3.22.

Tabela 3.20 - Resultados obtidos para ANLO durante a avalia¢&o da
estabilidade de pés-processamento do método bioanalitico.

CQB (3 ng/mL) CQA (85 ng/mL)

Parametro Amostra | Amostra | Amostra Amostra
recente EPP recente EPP
Conc. média (ng/mL) (n=5) 3,07 2,91 87,66 86,75
DPR (%) 5,54 5,12 2,45 4,16
EPR (%) 2,25 -3,17 3,13 2,05
Variacao (%) -5,29 -1,05
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Tabela 3.21 - Resultados obtidos para OLM durante a avaliacdo da

estabilidade de pés-processamento do método bioanalitico.

CQB (9 ng/mL)

CQA (1500 ng/mL)

Parametro Amostra | Amostra | Amostra Amostra
recente EPP recente EPP
Conc. média (ng/mL) (n=5) 9,86 9,37 1478,36 1512,46
DPR (%) 1,55 4,31 4,57 1,66
EPR (%) 9,53 4,12 -1,44 0,83
Variacao (%) -4,94 2,31

Tabela 3.22 - Resultados obtidos para FELO e VALS durante a avaliagédo da
estabilidade de pds-processamenato do método bioanalitico.

FELO (200 ng/mL) VALS (3000 ng/mL)

Parametro Amostra | Amostra | Amostra Amostra
recente EPP recente EPP
Média das areas (n=5) 16992 17905 347969 339998
DPR (%) 8,86 5,67 6,81 4,47
Variacao (%) 5,37 -2,29

Apoés a andlise das Tabelas 3.20, 3.21 e 3.22, é possivel verificar que todas as
variacfes foram inferiores a +15%, ratificando a estabilidade de pds-processamento.
Os valores de precisao e exatiddo encontrados estdo dentro do preconizado para o

método bioanalitico.

O periodo de estabilidade avaliado foi longo, o que possibilita reinjetar alguma
amostra ao final da corrida ou esperar um tempo maior para o inicio das analises
devido a circunstancias nao previstas como, por exemplo, problemas relacionados

ao equipamento.

3.1.4.7.4 Estabilidade das solugdes estoque e das solucdes de trabalho dos analitos

e dos padrdes internos

A estabilidade das solugdes estoque de todos os farmacos e das solugcbes de CQB e
CQA dos analitos e da solucdo de trabalho dos padrbes internos foram avaliadas
armazenadas em geladeira (8 °C) por um periodo de 11 dias e em temperatura
ambiente por um periodo de 22 horas. A média das areas das solucdes testes foram

comparadas com a média das areas das solu¢des récem-preparadas. Os resultados
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obtidos para as solucdes de trabalho estdo reportados nas Tabelas 3.23, 3.24 e
3.25. Os resultados obtidos para as solu¢des estoque estéao reportados nas Tabelas
3.26 e 3.27. Todas as variacdes foram inferiores a + 10%, indicando que nao houve
degradacéo significativa das solucdes estoque e de trabalho durante as condicdes e

periodos avaliados.

Tabela 3.23 - Resultados obtidos para ANLO durante a avaliacdo da
estabilidade das solucdes de trabalho do método bioanalitico.

CQB (3 ng/mL) CQA (85 ng/mL)
Parametro Solucdo | Solucdo Sf;r?pao Solucdo | Solucéo Sf;%gpao
recente | geladeira ambiente recente | geladeira ambiente
Media das 2326 2271 2357 64698 60349 64811
areas (n=5)
DPR (%) 1,67 2,88 1,24 1,07 2,88 0,95
Variacéo (%) -2,34 1,35 -6,72 0,18

Tabela 3.24 - Resultados obtidos para OLM durante a avaliagdo da

estabilidade das solucdes de trabalho do método bioanalitico.

CQB (9 ng/mL) CQA (1500 ng/mL)
Parametro Solucdo | Solucdo Stoelrli]gpao Solucdo | Solucéo Stoelrl:quao
recente | geladeira ambiente recente | geladeira ambiente
Média das 11831 10997 11085 1852550 1713983 1761589
areas (n=5)
DPR (%) 2,34 1,95 1,08 1,35 1,91 1,40
Variagao (%) -7,05 -6,30 -7,48 -4,91

Tabela 3.25 - Resultados obtidos para FELO e VALS durante a avaliagdo da
estabilidade das solucdes de trabalho do método bioanalitico.

FELO (200 ng/mL) VALS (3000 ng/mL)
Parametro Solucdo | Solucgéo Stoelrl;]gao Solugdo | Solucgéo S?elrl:fao
recente | geladeira np. recente | geladeira np.
ambiente ambiente
Media das 30013 31259 30082 518474 535279 506315
areas (n=5)
DPR (%) 2,03 0,79 0,46 0,82 1,51 0,65
Variacao (%) 4,15 0,23 3,24 -2,35
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Tabela 3.26 - Resultados obtidos para ANLO e OLM durante a avaliacdo da
estabilidade das solugbes estoque do método bioanalitico.

ANLO (3 ng/mL)

OLM (9 ng/mL)

Parametro Solucdo | Solucéao S&I;Jn(;ao Solucdo | Solucao S,:)elrtfao
recente | geladeira np. recente | geladeira np.
ambiente ambiente
Media das 2326 2262 2106 11831 12197 10686
areas (n=5)
DPR (%) 1,67 9,01 2,71 2,34 4,88 3,62
Variacao (%) -2,76 -9,45 3,09 -9,68

Tabela 3.27 - Resultados obtidos para FELO e VALS durante a avaliag&o da
estabilidade das solu¢Bes estoque do método bioanalitico.

FELO (200 ng/mL)

VALS (3000 ng/mL)

Parametro Solugdo | Solugao S:)elrl#gao Solugdo | Solucéo S:)E:rt:}gao
recente | geladeira np. recente | geladeira np.
ambiente ambiente
Media das 30013 30612 28997 518474 526694 506164
areas (n=5)
DPR (%) 2,03 7,31 0,77 0,82 7,20 1,74
Variagao (%) 2,00 -3,39 1,59 -2,37
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4 CONCLUSOES

Um método bioanalitico por CLAE-EM/EM com fonte de ionizacdo por electrospray
no modo positivo foi desenvolvido e validado para quantificagcdo simultdnea de
anlodipino e olmesartana em plasma humano. Os ions foram monitorados no modo
de varredura MRM e felodipino e valsartana foram empregados como padroes

internos de anlodipino e olmesartana, respectivamente.

O método bioanalitico no modo de elui¢do isocratico foi seletivo, preciso, exato e
linear na faixa de 1 a 100 ng/mL para anlodipino e de 3 a 1800 ng/mL para

olmesartana, comprovando que baixos limites de quantificacdo foram alcancados.

N&o foi evidenciado efeito matriz significativo e a recuperacéo foi satisfatoria para
todos os farmacos. Os estudos de estabilidade dos farmacos em matriz biolégica e
em solucdo demonstraram que os farmacos séo estaveis por periodos de tempo

adequados para validagcéo e quantificacdo de amostras de voluntarios.

Dessa forma, o método bioanalitico para quantificacdo simultanea de anlodipino e
olmesartana em plasma humano poderd ser aplicado em estudos futuros de

monitorizagéo terapéutica e de biodisponilibidade e bioequivaléncia.
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APENDICE A — Resumos enviados ao XIV Congresso Latino-Americano de
Cromatografia e Técnicas Relacionadas (COLACRO)

Dois trabalhos foram apresentados no XIV COLACRO que aconteceu entre os dias
01 e 05 de outubro de 2012 em Florianépolis — SC.

Resumo 01

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO POR CLAE-UV PARA
QUANTIFICACAO SIMULTANEA DE OLMESARTANA MEDOXOMILA E ANLODIPINO EM
COMPRIMIDOS DE DOSE FIXA COMBINADA
Mariana de Oliveira Almeida, Isabela da Costa César, Priscilla Fernanda de Oliveira, Gerson
Antdnio Pianetti
Olmesartana medoxomila (OLMD) e besilato de anlodipino (ANLO) séo farmacos utilizados no
tratamento da hipertensdo. A OLMD é um antagonista seletivo dos receptores AT; de
angiotensina Il e o ANLO é um bloqueador dos canais lentos de calcio. A associacdo desses
farmacos em comprimidos de dose fixa combinada mostrou-se efetiva para a reducéo da
pressao arterial. Ndo ha monografia farmacopeica para proceder ao controle de qualidade desse
medicamento. Nesse contexto, desenvolveu-se e validou-se um método por CLAE para
quantificar OLMD e ANLO em comprimidos de dose fixa combinada. Utilizou-se coluna Cg (150
X 4.6mm; 5 um), fase movel composta de ACN:MeOH:trietilamina 0,3% (30:30:40) pH 2,75
(ajustado com acido fosférico) a 1,0 mL/min. e volume de injegdo de 10 uL. O tempo de corrida
foi 5,5 min. e a resolucdo entre os picos foi 5,3. A linearidade foi confirmada pelo método dos
minimos quadrados ordinarios apés a avaliagdo das seguintes premissas: normalidade,
independéncia e homocedasticidade dos residuos. A faixa de trabalho foi de 8,0 — 28,0 ug/mL
para o ANLO e de 32,0 — 112,0 ug/mL para a OLMD. A seletividade foi testada ao submeter os
farmacos a condicGes de degradacéo forcada. O efeito matriz foi avaliado apds comparar, pelo
teste t de Student, o coeficiente angular e linear de duas curvas analiticas, uma preparada em
solucéo diluente e outra em solucdo de placebo do comprimido. N&o foi verificado efeito matriz.
A recuperacao para avaliar a exatidao foi feita em trés niveis de concentracdo pelo método do
placebo contaminado, os valores obtidos se encontram entre 98,3 — 101,7%. A repetitividade foi
feita por meio de seis determina¢des de um pool de comprimidos, para avaliar a reprodutibilidade
parcial foram feitas analises em trés dias consecutivos, o DPR foi calculado e obteve-se 0,88% e
0,89% para o ANLO, 0,74% e 0,92% para a OLMD, respectivamente para repetitividade e
reprodutibilidade parcial. A estabilidade da solucdo de trabalho foi verificada por 8 horas e a
degradacao foi inferior a 2%. Para determinar a robustez, se recorreu ao planejamento de
Plackett Burman, pelo qual se avaliou a influéncia de sete pardmetros analiticos. O método se
mostrou robusto e adequado para o doseamento dos comprimidos e pode ser aplicado ao
controle de qualidade da associagcao de OLMD e ANLO.

/continua.
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Resumo 02

TRANSFERENCIA DO METODO ANALITICO POR CLAE-UV PARA UM SISTEMA DE CLUE-
UV PARA QUANTIFICACAO DE OLMESARTANA MEDOXOMILA E ANLODIPINO EM
COMPRIMIDOS DE DOSE FIXA COMBINADA

Mariana de Oliveira Almeida, Isabela da Costa César, Priscilla Fernanda de Oliveira, Gerson
Antonio Pianetti

A necessidade de analisar grandes nimeros de amostras em pequenos intervalos de tempo e
com gasto reduzido de solvente impulsiona o uso da Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia
(CLUE) em relacéo a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). O objetivo desse trabalho
foi, através de uma metodologia simples, realizar a transferéncia de método por CLAE para
CLUE. O método transferido foi o validado para quantificar olmesartana medoxomila (OLMD) e
besilato de anlodipino (ANLO) em comprimidos de dose fixa combinada por CLAE-UV. No
método por CLAE, utilizou-se coluna C;g (150 x 4.6 mm; 5 ym), fase mével composta de
ACN:MeOH:trietilamina 0,3% (30:30:40) pH 2,75 (ajustado com acido fosférico) a 1,0 mL/min. e
volume de injegdo de 10 yL. Para se manter a mesma eficiéncia apos a transferéncia, a coluna
utilizada na CLUE foi C1g (50 x 2.1 mm; 1,7 ym). Por meio de férmulas matematicas, calculou-se
o volume de injecéo e fluxo da fase moével para CLUE, com objetivo de evitar o alargamento do
pico e manter constante a relacao entre a velocidade linear e o diametro da particula da coluna.
O novo volume de injegao foi 0,7 uL e o fluxo 0,613 mL/min. Por CLAE, o fator de retencéo (k) foi
1,1 para ANLO e 1,8 para a OLMD, a resolucao entre os picos foi 5,3 e o tempo de corrida de 5,5
min. Pelo fato do k ser baixo, observou-se perda da eficiéncia apds a transferéncia do método,
embora fosse esperado que a eficiéncia se mantivesse. Isso ocorreu porque quando o analito
fica pouco retido em colunas mais eficientes, como a de CLUE, a variancia (6%) do pico é menor,
0 que aumenta o efeito da o2 extra-coluna. Com o objetivo de melhorar a eficiéncia, aumentou-se
a proporgao aquosa da fase mével até que a taxa entre a o extra-coluna e a o total fosse igual
a 10%, valor no qual a separagédo cromatogréfica € considerada adequada. A taxa foi alcancada
com fase movel ACN:MeOH:trietilamina 0,3% (26:26:48) pH 2,75. Nessa condicdo o k foi 3,2
para ANLO e 4,2 para OLMD, a resolucao entre os picos foi 3,4 e o tempo de corrida de 1,25
min. Foi obtida reducao de 4,4 vezes no tempo de analise e o consumo de solvente foi reduzido
de 7 vezes. Apés a transferéncia, o0 método foi validado e se mostrou adequado para o
doseamento dos comprimidos e pode ser aplicado ao controle de qualidade da associacdo de
OLMD e ANLO.
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