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Resumo

RESUMO

O presente trabalho apresenta o preparo de coluna de Meio de Acesso Restrito
(RAM) com albumina sérica bovina (BSA) imobilizada por meio de ligagdes cruzadas
com glutaraldeido. A coluna RAM homemade foi comparada com coluna RAM
comercial do tipo silica alquil-diol (ADS) quanto a excluséo de proteinas do plasma
humano por meio do método de determinacdo de proteinas totais de Bradford.
Essas colunas foram ainda avaliadas e comparadas quanto a capacidade e
qualidade de retencao de micromoléculas determinando os fatores de retencao e de
assimetria de nove farmacos com caracteristicas acida (cetoprofeno, diclofenaco e
pravastatina), neutra (bromazepam, omeprazol e teofilina) ou basica (mebendazol,
propranolol e trimetoprima) alterando-se o pH da fase movel. Foram também
desenvolvidos métodos cromatograficos para determinacdo simultdnea de quatro
estatinas, farmacos hipolipemiantes, em plasma humano empregando colunas RAM
como fases extratoras em sistema column-switching automatizado. As condi¢des
cromatograficas como composicdo e vazao da fase movel, tempo de viragem da
valvula, temperatura do forno e comprimento de onda de deteccdo na faixa do
ultravioleta foram otimizadas para os dois modos de eluicdo da cromatografia
bidimensional: backflush e foreflush. O método empregando o modo backflush, cujo
tempo total da corrida analitica foi cerca da metade do tempo necessario no modo
foreflush, foi entdo selecionado para a determinacdo de lovastatina, pravastatina,
rosuvastatina e sinvastatina em plasma utilizando atorvastatina como padrao interno
e foi completamente validado segundo a RDC 27 de 2012 da ANVISA. A coluna
RAM-BSA possui preparo simples e, assim como a RAM-ADS comercial se mostrou
eficiente para a exclusdo de proteinas do plasma humano e propiciou retencao
adequada para os diferentes compostos avaliados, sendo entdo uma alternativa
viavel para a substituicdo da coluna comercial. O método bioanalitico desenvolvido e
validado demonstrou ser simples, rapido, preciso e exato na determinacéo
simultanea de estatinas em plasma humano na faixa de 125 a 876 ngmL™ para

lovastatina, rosuvastatina e sinvastatina e 500 a 2000 ngmL™ para pravastatina.

Palavras-chave: meio de acesso restrito (RAM) — column switching — preparo de

amostras — estatinas.



Abstract

ABSTRACT

This study presents the preparation of a Restricted Access Media (RAM) column with
immobilized bovine serum albumin (BSA) by crosslinking with glutaraldehyde. The
homemade RAM column was compared with commercial alkyl-diol silica (ADS) RAM
column regarding human plasma proteins exclusion using the total protein
determination method of BRADFORD. These columns were also evaluated and
compared in terms of the quality and capacity retention of micromolecules,
determining the retention factor and asymmetry of nine acidic (ketoprofen, diclofenac
and pravastatin), neutral (bromazepam, omeprazole and theophylline) or basic drugs
(mebendazole, propranolol and trimethoprim), changing the mobile phase pH. It was
also developed chromatographic methods for statins determination, lipid-lowering
drugs, in human plasma using RAM columns as extracting phases in an automated
column-switching system. The chromatographic conditions such as mobile phase
flow-rate and composition, turning valve time, oven temperature and detection
wavelength in the ultraviolet range were optimized for both modes of column-
switching chromatography elution: backflush and foreflush. The method employing
the backflush mode, whose total time of the analytical run was about a half of the
time required in foreflush mode, was then selected for the determination of lovastatin,
pravastatin, rosuvastatin and simvastatin in human plasma using atorvastatin as
internal standard. This method was fully validated according to RDC 27 of ANVISA.
The RAM-BSA column had simple preparation and, as well as ADS-RAM
commercial, has shown capacity for excluding human plasma proteins and presented
retention suitable for the different compounds evaluated. Thereby, the RAM-BSA
column is a viable alternative for replacing the commercial column. The developed
and validated bioanalytical method proved to be simple, rapid, precise and accurate
for simultaneous determination of statins in human plasma in the range 125-876
ngmL™ for lovastatin, simvastatin and rosuvastatin and 500-2000 ngmL™ for

pravastatin.

Key-word: restricted access material (RAM) — column switching — sample preparation

— statins.
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1 INTRODUCAO

A determinagdo de farmacos e seus metabdlitos em amostras biologicas é de
fundamental importdncia em diversas areas analiticas, tais como: analises
farmacéuticas, de antidoping e toxicolégicas. Contudo, matrizes complexas estédo
associadas a alguns problemas como, por exemplo, a grande diversidade de
interferentes enddgenos — proteinas em plasma, soro, tecidos e leite e sais

inorganicos em urina — e a baixa concentracéo do analito na amostra.'?

Métodos cromatograficos tém sido largamente utilizados para tal propésito,
principalmente aqueles por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC,
do inglés: High Performance Liquid Chromatography). Geralmente as amostras sao
submetidas a processos de purificagdo e concentracdo antes da analise
propriamente dita. Esta etapa de preparo de amostras objetiva principalmente a
eliminacdo de interferentes enddgenos, 0s quais sdo incompativeis com sistemas
cromatograficos. As técnicas mais utilizadas para o preparo de amostras biolégicas
sdo: precipitacdo de proteinas, extracdo liquido-liquido e extracdo em fase sdlida.
Tais técnicas, apesar de consagradas na area, consomem a maior parte do tempo
empregado em uma analise, geram mais erros, necessitam de maior manipulacéo

da amostra e requerem alto consumo de solventes organicos.*?

Ultimamente, tem-se utilizados mecanismos automatizados para injecdo direta (on-
line) de fluidos biolégicos em CLAE utilizando pré-colunas que permitem a extracao
do analito de interesse, descartando os demais componentes da matriz biologica. Os
suportes constituidos de Meio de Acesso Restrito (RAM) sdo um exemplo deste tipo
de preparo de amostras. Colunas RAM unem os principios de cromatografia de
exclusdo e da cromatografia de fase reversa, suas particulas apresentam uma
regido hidrofébica no interior de seus poros responsavel pela retencdo de
micromoléculas ao mesmo passo que sua superficie externa recoberta por ligantes

polares impedem a adsorcdo de macromoléculas.*™

Hé4, atualmente, seis principais tipos de suportes RAM, os quais podem ser
classificados em fases de superficie bimodal (Internal Surface Reversed-Phase,
Alkyl-Diol Silica, Semi-Permeable Surface e Protein-Coated Silica) ou fases de

superficie unimodal (Shielded Hydrophobic Phase e Mixed-Function Phase). As
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fases de superficie bimodal apresentam a regido externa da silica hidrofilica e a
regido interna hidrofébica, enquanto que as fases de superficie unimodal possuem
tanto a superficie externa quanto a interna com caracteristicas hidrofilica e
hidrofobica. Extragcdo em fase sdlida com meio de acesso restrito € uma técnica de
preparo de amostras simples, rapida e de baixo erro analitico que pode ser utilizada
no sistema automatizado column-switching permitindo a injecdo direta de amostras

biol6gicas no cromatografo.

A hiperlipidemia, caracterizada por niveis plasmaticos elevados de triglicerideos ou
de colesterol, € a manifestacdo de um distirbio na sintese e degradacdo de
lipoproteinas plasmaticas. E a principal causa de aterosclerose e outras patologias a
ela relacionadas, como doenca cardiaca coronariana, doenca vascular cerebral
isquémica e doenca vascular periférica. Apesar de haver uma queda nos indices
desses eventos, essas continuam sendo protagonistas da maior parte da morbidade
e mortalidade entre adultos de meia-idade e de idade mais avancada em paises
desenvolvidos. Segundo o Ministério da Saude 30% da populacdo apresenta
hipercolesterolemia e, de acordo com dados da Sociedade Brasileira de Cardiologia,

a cada ano s&o registradas 320 mil mortes por causas cardiovasculares.®°

A principal classe farmacologica utilizada no controle de dislipidemias é a das
estatinas. Algumas estatinas tém origem natural como a lovastatina (LOV),
pravastatina (PRA) e sinvastatina (SIN, derivado semi-sintético), outras sao
compostos totalmente sintéticos como a fluvastatina, atorvastatina (ATO) e
rosuvastatina (ROS). Todas estas moléculas sdo capazes de inibir a HMG-CoA
redutase, enzima que cataliza a etapa limitante da producdo do colesterol

enddgeno.’

Atualmente, a determinacdo de estatinas em fluidos biolégicos é realizada
empregando técnicas de preparo de amostras convencionais para posterior
separacdo cromatogréafica; entretanto, até o presente momento, ndo ha nenhum
trabalho descrito na literatura que trata da andalise simultdnea de estatinas em

plasma empregando colunas RAM, uma técnica moderna.

Diante do exposto, este estudo propés o uso do sistema automatizado column-
switching com colunas RAM para a extracdo de estatinas e sua determinagédo em

plasma humano o que permitiu a injecdo direta da amostra em cromatografo a



Introducéo 23

liquido. O método foi validado quanto aos critérios de precisdo, exatiddo, curva de
calibracao, efeito residual, efeito matriz, seletividade e estabilidade, em consonancia
com a RDC 27 de 2012 da ANVISA. Contudo, a curva de calibragdo foi ainda
estatisticamente avaliada em relacdo a presenca de outliers entre os dados
experimentais por meio do teste de Jacknife e quanto a normalidade,
homocedasticidade e independéncia dos residuos, aplicando, respectivamente, 0s
testes de Ryan-Joiner, Brown-Forsythe e Durbin-Watson. O ajuste ao modelo
mateméatico proposto foi entdo determinado por meio da avaliagdo do desvio da

linearidade por ANOVA.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Amostras bioldgicas e preparo de amostras

Farmacos e metabdlitos sdo determinados em diversos tipos de amostras biolégicas.
Apesar das amostras alternativas estarem sendo utilizadas para a determinacao de
compostos enddgenos e exdgenos no organismo humano, as matrizes
convencionais ainda sdo muito empregadas na area analitica. Assim, matrizes néo
convencionais, como, por exemplo, saliva, suor, cabelo, unha e outras tem grande
destaque em andlises toxicoldgicas.'* Contudo, em estudos biofarmacéuticos,
analitos sao identificados e quantificados majoritariamente em fluidos convencionais

como o sangue, suas fracées e urina.*?

As matrizes biologicas possuem algumas peculiaridades que lhes conferem algumas
vantagens e desvantagens em termos analiticos. Por exemplo, a concentracao
analitica de compostos no sangue e em suas fracdes (plasma ou soro) apresenta
alta correlacdo com o efeito destas substancias no organismo; tal propriedade
possibilita a monitorizacdo de farmacos com estreita margem terapéutica. Em
contrapartida, esta amostra apresenta como principal desvantagem sua grande
complexidade. A coexisténcia de muitos compostos, enddgenos e exdgenos, nesta
matriz geralmente acarreta interferéncia na analise. Além disto, h4 uma alta
concentracdo de proteinas no sangue, as quais apresentam significativa

incompatibilidade com sistemas cromatograficos.>*!

Assim sendo, € necessario o pré-tratamento de fluidos biologicos, anteriormente a
etapa analitica. A etapa de preparo de amostras tem como objetivo a eliminacédo de
interferentes, facilitando a separacdo dos compostos por cromatografia, o que
propicia o prolongamento da vida Gtil das colunas e do sistema cromatografico. Além
disso, esta etapa possibilita a concentracdo dos analitos na amostra, quando
naturalmente se encontram em concentragfes muito baixas. Porém, a inclusdo desta
etapa a determinagdo analitica eleva significativamente os erros do processo e o

tempo gasto na andlise.***°
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Aproximadamente 60% do tempo empregado na determinacao analitica (Figura 1) e
30% do erro total da andlise (Figura 2) se correlacionam a etapa de preparo de
amostras. Ainda, cerca de 20% do erro origina-se de falhas humanas na operacéao.
Dessa forma, evidencia-se que a utilizacdo de uma técnica de preparo de amostras
automatizada pode diminuir a ocorréncia de erros pela metade, além de reduzir

sensivelmente o tempo gasto em uma andlise.***°

Figura 1 - Distribuigdo do tempo consumido na andlise de amostras biolégicas.13
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Figura 2 - Distribuicéo de erros gerados durante a analise de amostras biolégicas.™
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2.2 Técnicas para preparo de amostras bioldgicas

2.2.1 Técnicas convencionais

2.2.1.1 Precipitacdo de proteinas

Os farmacos e/ou metabdlitos, em sua cinética no organismo humano, séo
biodistribuidos pela corrente sanguinea, transportados principalmente ligados a
proteinas plasmaticas. Esta interacdo farmaco-proteina pode ser rompida pela
técnica de precipitacdo de proteinas, aumentando a concentracdo livre do analito
para analise. A precipitacdo pode ser realizada por diferentes técnicas: aguecimento,
tratamento com acidos, bases e solventes organicos misciveis em agua, como o
metanol, acetonitrila (ACN) e etanol. As proteinas sdo separadas por centrifugacao
da mistura e o sobrenadante €, entdo, injetado no cromatdgrafo para analise do
composto de interesse. Apesar de ser simples, barata e rapida, a precipitacdo de
proteinas muitas vezes ndo produz uma amostra suficientemente limpa,
necessitando executar uma segunda técnica complementar. Além disso, ocorre uma
diluicdo do material biolégico, com consequente reducdo da concentracao do analito,

acarretando uma baixa detectabilidade do método analitico.*®

2.2.1.2 Extracao liquido-liquido (LLE)

A LLE é considerada uma técnica classica de preparo de amostras biolégicas e é
muito utilizada na analise de diversos compostos, pois extratos altamente limpos

podem ser obtidos devido & razoavel seletividade por alguns analitos.*’

Na extracao liquido-liquido o analito € isolado em funcéo de sua particdo entre duas

fases idealmente imisciveis, uma organica e a outra aquosa. Esta técnica é

dependente da afinidade do farmaco pelos solventes utilizados, pela proporgéo
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deles na mistura e pelo numero total de extracdes, fatores estes determinantes para

a eficiéncia da extracdo.™*’

A técnica se baseia na adicdo do solvente ou mistura de solventes a amostra
biolégica, extracdo do analito sob agitacao e tempo otimizados, separacdo das fases
organica e aquosa, geralmente por centrifugacdo, coleta e evaporacdo da fase
organica e, por fim, ressuspensao do residuo. A extracdo pode ainda ser otimizada
com o ajuste de pH para uma faixa em que &cidos e bases estejam na forma nao
ionizada; com a formacao de par ibnico com analitos ionizaveis; com a formacao de
complexos lipofilicos analito-ions metélicos ou com a adicdo de sais, efeito
denominado de salting out, o qual objetiva reduzir a solubilidade do composto de
interesse na fase aquosa, aumentando assim a recuperacédo do analito na extracao.
O principal desafio da técnica é a obtencdo de adequada recuperacédo do farmaco

com o minimo possivel de interferentes provenientes da matriz.*>*"#

Apesar da LLE proporcionar uma limpeza satisfatoria das amostras, a técnica é
relativamente demorada, de dificil automacédo, apresenta alto consumo de solventes
organicos, pode ocorrer formacdo de emulsdes, intensificando ainda mais o tempo
gasto na etapa de preparo da amostra, e de pequena repetitividade/reprodutibilidade

em decorréncias das varias etapas envolvidas.***"*°

2.2.1.3 Extracdo em fase sélida (SPE)

Atualmente, a extracao em fase soélida é a técnica mais empregada na extracdo e/ou
concentracdo de analitos em matrizes complexas. A SPE €& uma técnica de
separacao liquido-sélido e se assemelha a cromatografia liquida classica: emprega
materiais sorventes empacotados em cartuchos na forma de seringa ou discos e o0s
mecanismos de retencdo sdo idénticos aos utilizados em cromatografia liquida em

coluna.'”1®

De forma geral, a extragdo nestes suportes envolve quatro etapas principais:
condicionamento do cartucho para ativar os sitios de ligagdo existentes no material

sorvente, adicdo da amostra (retencdo do analito e, as vezes, alguns interferentes),
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limpeza da coluna por meio de remocgéao de interferentes e, finalmente, recuperacéo

do analito (Figura 3).*"1%%

Figura 3 - Principais etapas empregadas em SPE visando o isolamento de um analito (ou classe de

analitos)."
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No intuito de otimizar o método, além da escolha do solvente de eluicdo adequado &
comum a utilizacdo de fases duplas em SPE, que podem ser do tipo misto, em
camadas ou em série. No modo misto, duas fases distintas sdo misturadas em um
mesmo cartucho. No modo em camadas, as duas fases também séo colocadas no
mesmo cartucho, mas uma sobre a outra e ndo misturadas. Na forma em série
utilizam-se sucessivos cartuchos com recheios distintos e a amostra elui por estes

suportes de modo sequencial.*’?

A extracdo em fase sélida possui como principais vantagens em relacdo a LLE a alta
recuperacdo do analito, tempo reduzido, economia de solventes organicos, auséncia
da formacdo de espumas ou emulsfes, execucdo mais simples e facilidade para
automacdo. Uma das desvantagens da SPE é a possibilidade do farmaco eluir do

cartucho durante o processo de lavagem, além do alto custo desses suportes.?®?*
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2.2.2 Técnicas ndo convencionais

2.2.2.1 Microextracdo em fase sélida (SPME)

ARTHUR e PAWLISZYN? desenvolveram fibras para microextracédo em fase sélida
para extracdo de analitos volateis em matrizes complexas. Nesta técnica é utilizada
uma fibra 6tica, composta por silica fundida, recoberta por um filme de um polimero,
como, por exemplo, polidimetilsiloxano (PDMS), poliacrilato e carbowax ou de um
adsorvente solido como o carvao ativado microparticulado. A fibra Gtica, que exerce
a funcdo extratora, encontra-se acondicionada no interior da agulha de uma
microseringa. A extragdo pode ser realizada de duas maneiras: uma delas é
mergulhando a fibra diretamente na solucdo da amostra. Neste processo de sor¢cao
dos analitos, a amostra € constantemente agitada e, apos certo tempo, a fibra é
recolhida para dentro da agulha. A outra forma € por headspace, na qual a fibra e a
amostra ndo entram em contato direto. A fibra é inserida em um recipiente fechado,
o sistema é entdo aquecido e os compostos volateis s&do sorvidos pela fibra.!”* A

Figura 4 ilustra o principio basico da extracao por SPME.
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Figura 4 - Principio da extragdo por SPME. (1) introduc&do da agulha no frasco que contém a

amostra, (2) exposicéo da fibra para extracdo dos analitos, (3) retracdo da fibra e remocgéo do
dispositivo apos a extragdo. (D) dispositivo de extracéo, (F) fibra extratora, (A) amostra.”*

Apés a extracdo, os analitos sorvidos na fibra sdo termicamente dessorvidos com a
introducdo direta da fibra no injetor do cromatégrafo a gas ou no interior de uma
interface apropriada para o acoplamento com o cromatografo a liquido. A dessor¢éo
pode ainda ocorrer de modo off-line com o uso de solventes adequados para

posterior injecdo cromatogréafica.!’?°

As vantagens da SPME séo: obtencdo de extratos mais limpos e reducdo, ou até
eliminacdo, do uso de solventes organicos. Porém, a técnica se limita a analitos
volateis e termoestaveis para dessorcao e determinacdo por cromatografia gasosa
(CG).Y" Além disso, muitas vezes a SPME é mais demorada e trabalhosa que a LLE
e SPE.
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Outro formato de SPME realiza a extracao no interior de um tubo (in tube SPME),
neste caso, a superficie interna de um capilar de silica fundida é revestida pelo
material extrator. A amostra € aspirada e ejetada sucessivamente por diversas vezes
através do capilar garantindo assim uma maior eficiéncia na extragdo. Em seguida, o

sistema pode ser lavado e os analitos dessorvidos para analise.*"***

2.2.2.2 Extracao por sorcao em barra de agitacdo (SBSE)

A extracdo por sor¢cdo em barra de agitacdo € uma técnica de preparo de amostras
recente. Esta técnica apresenta analogia com a microextracdo em fase solida. No
entanto, em SBSE, o analito € sorvido na fase extratora que recobre uma barra de
agitagdo magnética (Figura 5). Como a superficie de contato da fase extratora da
SBSE é muito maior que a superficie da fibra da SPME, a SBSE permite

recuperacéo dos analitos mais satisfatéria.?*?

Figura 5 — Representagéo esquematica da barra de agitagéo SBSE.*
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A extracdo na SBSE também pode ser realizada pela agitacdo da barra no interior
da amostra ou no modo headspace. A dessorcao do analito pode ser feita de modo
direto, por um dispositivo térmico apropriado adaptado no injetor do cromatografo a
gas ou de forma indireta, pela dessorcdo em fase liquida adequada com
consequente aplicacdo em CG ou CLAE. A dessorgdo direta é mais precisa em

\

relacdo a dessorcdo indireta, porém requer que o farmaco seja volatl e

termicamente estavel, além de apresentar alto custo de implementacgéo.??’
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Uma limitacdo desta técnica € que, no momento, existem poucos materiais
comercializados para a SBSE: PDMS e PDMS com etilenoglicol, o que compromete
sua aplicacao para alguns tipos de analitos.

2.2.2.3 Extracdo em fase s6lida com meio de acesso restrito (RAM)

O termo meio de acesso restrito, do inglés: restricted access material, foi introduzido
por DESILETS® et al. em 1991. Esta denominacéo refere-se a uma familia de pré-
colunas que permitem a injecéo direta de amostras bioldégicas no cromatégrafo a
liquido. As colunas RAM sé@o compostas por uma matriz fisica e quimicamente
elaborada a fim de limitar a retencdo em seu material interno hidrofébico a moléculas
de tamanho reduzido. Por outro lado, macromoléculas, como as proteinas do plasma
sanguineo, sao excluidas do sistema por meio da repulséo eletrostatica sofrida com
a superficie externa hidrofilica das particulas nesses suportes.>? A Figura 6 ilustra a

retencédo de micromoléculas e exclusdo de proteinas pelas fases RAM.

Figura 6 — Representacio esquematica da retengéo seletiva de micromoléculas e exclusio de

proteinas pelas particulas da coluna RAM.*
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As fases RAM foram classificadas de acordo com o mecanismo de exclusdo das
macromoléculas. Assim, as fases RAM podem formar uma barreira de difuséo fisica,
representada pelo pequeno didmetro dos poros da silica utilizada, o que impede o
acesso de grandes moléculas; e/ou uma barreira de difusdo quimica, a qual é
formada pela ligacdo ou adsorcdo de grupamentos polares a superficie da silica

levando & repulsao eletrostatica de macromoléculas.*

Contudo, essa classificagéo foi expandida por BOOS e RUDOLPHI°. Segundo esses
autores, as fases RAM podem se dividir em fases de superficie bimodal ou unimodal,
estas duas com barreiras de difusdo fisica e/ou quimica. As fases de superficie
bimodal caracterizam-se por apresentar uma regido externa hidrofilica e uma regiao
interna hidrofébica, fazem parte desta categoria as fases ISRP (Internal Surface
Reversed-Phase), ADS (Alkyl-Diol Silica), SPS (Semi-Permeable Surface) e as fases
hidrofobicas imobilizadas com proteinas (Protein-Coated Silica). Em contrapartida,
as fases de superficie unimodal possuem tanto a regido interna da silica quanto a
externa com propriedade hidrofilica e hidrofébica simultaneamente. Nesse caso,
podem ser subclassificadas como fases SHP (Shielded Hydrophobic Phase) e fases
MFP (Mixed-Function Phase). Todos os tipos de fases RAM tém sido amplamente
estudados e empregados na analise de amostras biologicas. A Figura 7 apresenta o
numero de artigos publicados até o ano de 2013 com os diferentes tipos de suportes
RAM.
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Figura 7 — Namero de artigos publicados até o ano de 2013 relacionados ao uso de fases RAM em
andlise on-line de amostras bioldgicas. Palavras-chave utilizadas: internal surface reversed-phase,
alkyl-diol-silica, semipermeable surface, protein-coated silica, shielded hydrophobic phase e mixed-

function phase. Pesquisa realizada no banco de dados Directy Science no dia 23/07/2013.
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As colunas RAM podem ser acopladas ao sistema cromatografico em dois modos de
eluicdo cromatografica: simples ou bidimensional. No modo simples, a amostra
biologica € injetada na fase RAM, as proteinas sdo excluidas e, sequencialmente, os
analitos séo eluidos pela fase movel (FM) para o detector. Dessa forma, tém-se

apenas uma coluna com dupla propriedade, extratora e analitica.??

Porém, grande parte dos métodos de anadlise langca médo do modo bidimensional de
eluicdo, o qual emprega duas colunas: a coluna RAM com funcdo extratora e a
coluna analitica, responsavel pela separacdo cromatografica. Assim, em um primeiro
momento, a amostra é aplicada na coluna RAM, as macromoléculas sédo excluidas e
os analitos retidos. Posteriormente, os analitos séo transferidos pela fase mével para
uma segunda coluna (analitica) em seguida, ao detector. A transferéncia dos
analitos da primeira para a segunda coluna pode ser feita manualmente ou no modo
automatizado (column-switching). Nesse caso, utiliza-se uma valvula comutadora

para alterar o sentido e dire¢éo do fluxo.
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Em geral, as técnicas de preparo de amostras automatizadas, on-line, oferecem
diversas vantagens em relacdo as técnicas off-line: elevada reducdo do tempo de
analise; menor manipulacdo da amostra, consequentemente, melhores resultados de
precisdo e exatidao; uso reduzido de solventes organicos, portanto, um menor risco
de intoxicacdo ocupacional e ambiental; e uma maior seguranca operacional do
analista frente ao grande potencial de risco de contaminacdo biol6gica que as

amostras oferecem.*3233

2.2.2.3.1 Fases ISRP (Internal Surface Reversed-Phase)

HAGESTAM e PINKERTON?®** s&o reconhecidos como os criadores das fases de
meio de acesso restrito, ja que em 1985 introduziram o conceito de internal surface
reversed-phase para analise de farmacos em matriz biolégica. Estes pesquisadores
cobriram a superficie interna dos poros da silica com um tripeptideo hidrofobico, a
glicina-L-fenilalanina-L-fenilalanina (GFF), e na superficie externa acoplaram
residuos de glicina hidrofilicos (Figura 8). Estas fases apresentaram pouca retencao
para alguns compostos, uma vez que 0S poros ndo ficaram suficientemente
recobertos pelo tripeptideo. Entédo, foram produzidas as fases denominadas GFF II,
gue, por alteracdes de sintese, possuem maior extensao da superficie interna dos
poros recoberta de polipeptideos. Assim, estas fases apresentaram resultados de

seletividade, capacidade e eficiéncia de retencdo mais satisfatérios.> **
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Figura 8 — Representagio esquematica das fases ISRP com grupos GFF e ADS com cadeias

alquilicas.’
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2.2.2.3.2 Fases ADS (Alkyl-Diol Silica)

As fases ADS foram desenvolvidas por BOOS® et al. em 1991. Elas se caracterizam
pela presenca de grupamentos hidrofilicos (grupos didis) na superficie externa da
silica e cadeias alquilicas (butila, octila, octadecila) na superficie interna dos poros,
tornando hidrofébica esta regido (Figura 8). Sua estrutura se assemelha as
particulas de HAGESTAM e PINKERTON?®**, porém possuem maior eficiéncia de
retencdo de analitos se comparada as ISRP GFF Il. As fases ADS sao encontradas

com o nome comercial LiChrospher ADS® e sdo produzidas pela empresa Merck.

2.2.2.3.3 Fases SPS (Semi-Permeable Surface)

As fases SPS, desenvolvidas por DESILETS® e colaboradores e comercializadas

atualmente pela Regis Technologies, apresentam grupamentos do polimero
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polioxietileno (hidrofilico) na superficie externa das particulas e grupamentos
alquilicos na superficie interna dos poros. A Figura 9 ilustra a fase SPS.

Os polimeros de oxietleno eram, inicialmente, adsorvidos as particulas
empacotadas, caracterizando assim as fases SPS de primeira geracdo. Porém, ao
entrar em contato com os solventes organicos da fase movel, estes compostos
adsorvidos se desprendiam da silica apos algumas analises. Assim, foi necesséria a
modificacdo dessas fases, dando origem as fases SPS de segunda geracéo,
substituindo-se o processo de adsorcdo dos grupamentos hidrofilicos por ligaces

covalentes, as quais s&o altamente estaveis.*®

Figura 9 — Representagio esquematica das fases SPS e proteinas imobilizadas.’
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2.2.2.3.4 Fases hidrofébicas com proteina imobilizada (Protein-Coated Silica)

YOSHIDA® e colaboradores descreveram a preparacéo de colunas RAM cuja matriz
€ composta por silica com seus sitios de adsorcao externos saturados por proteinas

desnaturadas (Figura 9).
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Nesta mesma categoria se inclui as fases desenvolvidas por MENEZES®® et al. em
gue suportes de silica séo saturados com albumina sérica bovina (BSA) ou humana
(HSA) estabilizadas por ligacdes cruzadas com glutaraldeido, bem como as fases de
silica ou aminopropilsilica complexada com avidina. As colunas com BSA
imobilizadas ficaram conhecidas como RAM-BSA.

Outras abordagens foram descritas com o uso das fases com proteina imobilizada.
FELIX e CAMPESE?®* desenvolveram uma coluna RAM-BSA que possui a superficie
interna dos poros da silica recoberta pelo seletor quiral (B-ciclodextrina, e BSA
imobilizada recobrindo a superficie externa. Esta fase RAM apresentou bons
resultados para a exclusdo protéica e para a enantiosseletividade dos farmacos
oxazepam, lorazepam, temazepam e lormetazepam em plasma humano. Esta ideia
tem sido expandida para outros seletores quirais — como a e y-ciclodextrinas — e

para a determinacao de outros compostos.

2.2.2.3.5 Fases SHP (Shielded Hydrophobic Phase)

Em 1988, GISCH® et al. introduziram as fases SHP, que apresentam, tanto na
superficie da silica quanto em seus poros, polimeros de polioxietileno (hidrofilico)
contendo anéis aromaticos (hidrofébico) (Figura 10). Estas fases séo
disponibilizadas comercialmente pela empresa Supelco, com o0 nome comercial

Hisep®.
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Figura 10 - Representagéo esquematica das fases SHP.?
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2.2.2.3.6 Fases MFP (Mixed-Function Phase)

HAGINAKA**! et al. desenvolveram as chamadas fases MFP, as quais consistem
na adicdo de radicais hidrofébicos (fenila, butila ou octila) juntamente com radicais
hidrofilicos (diol) tanto na superficie externa dos poros das particulas do suporte
guanto na superficie interna (Figura 11). Por apresentarem estes dois tipos de
radicais, as colunas desempenham papel de excluséo e afinidade, simultaneamente,
frente as moléculas da matriz biolégica e podem ser utilizadas para reter tanto

farmacos e metabdlitos polares quanto apolares. Tais fases, assim como as SHP,

séo classificadas como fases de superficie unimodal.
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Figura 11 - Representagéo esquematica das fases MFP.?
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2.3 Colesterol, hipercolesterolemia e estatinas

O colesterol é um alcool policiclico que apresenta papel fisioldgico importante no
organismo humano, ja que compde a membrana celular e é precursor dos horménios
adrenocorticoides e dos sexuais como a progesterona, androgenos e estrogénios.
Esse composto existe sob duas formas principais: os complexos lipoproteina de
baixa densidade-colesterol (LDL-C) e lipoproteina de alta densidade-colesterol (HDL-
C).

Sabe-se que concentracdes plasmaticas elevadas de LDL-C (= 160 mgdL™) e/ou
triglicerideos (= 150 mgdL™), além do baixo teor de HDL-C (< 40 mgdL™) estéo
associadas ao disturbio de hiperlipidemia, que € a principal causa de aterosclerose e
outras patologias a ela associadas, tais como doenca cardiaca coronariana, doenca
cerebrovascular isquémica, e doenca vascular periférica.>® A hiperlipidemia é uma
preocupacao de ordem global. Nos Estados Unidos, de acordo com o Centers for

Disease Control and Prevention, um a cada seis americanos apresentam niveis
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séricos de LDL-C elevados e menos da metade dos adultos hiperlipémicos
controlam e tratam adequadamente a doenca. No Brasil, o quadro néo é diferente;
segundo o Ministério da Saude 30% da populacdo apresenta hipercolesterolemia e,
de acordo com a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC), a cada ano sao
registradas 320 mil mortes por causas cardiovasculares. A Figura 12 ilustra a

distribuicdo geogréfica de hipercolesterolémicos em 2008.

Figura 12 - Prevaléncia (%) da hipercolesterolemia em individuos de ambos os sexos com idade

maior ou igual a 25 anos no ano de 2008.%
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Para o tratamento da hiperlipidemia recomenda-se mudancas no estilo de vida dos
pacientes, assim como dieta hipolipémica e balanceada, pratica de exercicio fisico
regular, controle do peso e controle da pressao arterial. Entretanto, quando essas
medidas se mostram ineficazes, torna-se necessario, juntamente com as mesmas, o
emprego de terapia medicamentosa, a qual € realizada, principalmente, com

medicamentos da classe das estatinas e dos fibratos.

Por serem farmacos de primeira escolha na reducéo dos niveis séricos de colesterol
e tratamento de hiperlipidemias, de uso continuo e de grande importancia para a
saude publica, cinco estatinas — atorvastatina, fluvastatina, lovastatina, pravastatina
e sinvastatina — em diversas dosagens, fazem parte da Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais, RENAME, de 2012. A RENAME é estabelecida pela

politica nacional de medicamentos e sua elaboracdo se baseia nas prioridades
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nacionais de saude, além da seguranca, eficicia terapéutica comprovada, qualidade
e da disponibilidade dos medicamentos considerados essenciais.*®

A classe das estatinas compreende farmacos que possuem semelhanca molecular
com a 3-hidroxi-3-metill-glutaril coenzima A (HMG-CoA), sendo, portanto, potentes
inibidores competitivos da conversao do substrato HMG-CoA em mevalonato pela
enzima HMG-CoA redutase. A Figura 13 representa a estrutura molecular da HMG-
CoA e do grupo farmacoforico das estatinas. A reducao catalitica de HMG-CoA a
mevalonato é a etapa principal e limitante da velocidade da sintese hepatica do
colesterol, a qual esta simplificadamente ilustrada na Figura 14.

Figura 13 - Estrutura da HMG-CoA (a) e do grupo farmacoférico das estatinas (b).

G HO
I . o, -
HO COOH COO
0 OH
R

SCoA

(a) (b)



Revisao da literatura

43

Figura 14 - Representagéo simplificada da biossintese do colesterol.
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Em 1976, foi descoberto e isolado, por AKIRA ENDO*, o primeiro composto da
classe das estatinas, produzido por fungos Penicillium citrinum e conhecido como
compactina ou mevastatina. Em 1978, surgiu a segunda estatina de origem natural,
a lovastatina, produto isolado de fungos Aspergillus terreus, a qual, em 1987, foi a
primeira estatina a ser aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration) e
comercializada. Mais tarde, farmacos mais potentes foram obtidos por modificacdes
moleculares das estatinas até entdo conhecidas. Assim, a mevastatina e a
lovastatina foram protétipos das estatinas semi-sintéticas pravastatina e sinvastatina,
respectivamente. Por fim, cinco novas estatinas foram desenvolvidas e
comercializadas, sdo elas as estatinas sintéticas: fluvastatina, cerivastatina,
atorvastatina, rosuvastatina e pitavastatina. Porém, em 2001, a cerivastatina teve
seu uso descontinuado por apresentar como efeito colateral quadros de miopatia.**
Atualmente, sao utilizados no Brasil, lovastatina, pravastatina, sinvastatina,
fluvastatina, atorvastatina e rosuvastatina. Nos Estados Unidos a comercializacdo da
pitavastatina foi aprovada pela FDA em 2009. As estruturas moleculares das

estatinas estéo representadas na Figura 15.

Figura 15 - Estruturas das estatinas.
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A atorvastatina célcica triildratada, (CssH34FN2Os),.Ca.3H,0, cujo peso molecular é
1209,42 u, é um pé cristalino branco ou quase branco, pouco soluvel em agua e
acetonitrila, ligeiramente sollvel em etanol e facilmente sollvel em metanol. Possui
pKa de 4,46 e coeficiente de particdo (log P) (octanol/agua) de 4,20. Sua solugcdo em
metanol ou acetonitrila apresenta absorcdo méaxima na regido do ultravioleta (UV max)

em 248 nm.**

A lovastatina, C,4H3605, com peso molecular de 404,54 u, é um po cristalino branco.
E praticamente insoltvel em agua e éter de petréleo, ligeiramente soltvel em alcoodis
de baixo peso molecular como metanol, etanol e isopropanol, solivel em acetona e
acetonitrila e facilmente soltivel em cloroférmio. Possui log P (octanol/agua) de 4,26.

Sua solucdo aquosa acida apresenta UVms em 231, 238 e 247 nm.**4°

A pravastatina sodica, C,3HssNaO;, cujo peso molecular é de 446,51 u, € um poé
cristalino branco ou quase branco higroscopico, praticamente insolivel em
cloroformio, éter, acetona e acetonitrila e facilmente sollvel em agua e metanol.
Possui pK, de 4,70 e log P (octanol/agua) de -0,23. Sua solugdo em metanol
apresenta UVma em 230, 237 e 245 nm.**%

A rosuvastatina calcica, (C22H27FN30gS),.Ca, com peso molecular de 1001,14 u, é
um po6 branco amorfo, praticamente insolivel em agua e metanol e ligeiramente
soluvel em etanol. Possui log P (octanol/agua) de 1,46. Sua solugcdo em metanol

apresenta UVpma em 241 nm.*®

A sinvastatina, CysH3zsOs, cujo peso molecular é de 418,57 u, € um pd cristalino
branco, insolivel em agua, n-hexano e &cido cloridrico 0,1 M e soluvel em
cloroféormio, metanol, etanol, polietilenoglicol, hidroxido de sodio e propilenoglicol.
Possui log P (octanol/agua) de 4,68. Sua solucdo em acetonitrila apresenta UVnax
em 231, 238 e 247 nm.*>*®

As estatinas existem sob duas formas estruturais interconversiveis: lactona e
hidroxiacida (Figura 16). A lovastatina e a sinvastatina se encontram como lactonas
nas formas farmacéuticas orais, no entanto a atorvastatina, pravastatina e
rosuvastatina sdo comercializadas como sais de sddio ou calcio. Lactonas de
estatinas sao pro-farmacos absorvidos pelo trato gastrointestinal e biotransformados

a suas formas hidroxiacidas ativas pelo figado e outros tecidos ndo hepaticos.
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Embora a conversao da lactona de estatina a sua forma hidroxiacida correspondente
ocorra naturalmente em meios aquosos como o0 plasma, a velocidade de converséo
€ dependente e modulada pelas condi¢8es intrinsecas do meio como pH e natureza
do solvente e extrinsecas como temperatura e fotoexposicdo. Segundo PIECHA® e
colaboradores a interconversdo entre as formas lactbnicas e hidroxiacidas das
estatinas pode ser retardada em condi¢cdes acidas — com a reducdo do pH do

meio.**%!

Figura 16 - Estrutura de lactona (a) e hidroxiacida (b) das estatinas.
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2.4 Determinacédo de estatinas em plasma humano

Diversos estudos relacionados com a determinacéo de estatinas em plasma humano
utilizando técnicas convencionais de preparo de amostras foram desenvolvidos e
publicados, contudo, até o presente momento, ndo ha nenhum trabalho descrito na

literatura que trata da analise de estatinas em plasma empregando colunas RAM.

ABDALLAH>? desenvolveu e validou métodos para determinacdo de atorvastatina,
fluvastatina e pravastatina em comprimidos e em plasma humano por cromatografia
liquida de fase reversa com deteccdo no ultravioleta (RP-CLAE/UV). Na andlise do
plasma o autor preparou as amostras por precipitacdo de proteinas com acetonitrila

e obteve recuperacdo média dos farmacos de 98,19 a 98,87%.
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Atorvastatina e rosuvastatina foram determinadas em soro humano empregando RP-
CLAE/UV por SHAH>® et al. As amostras de soro foram preparadas por precipitacdo
de proteinas com etanol seguida de duas etapas de LLE com os solventes éter
dietilico e diclorometano. As precisbes médias intra e inter-corrida foram,
respectivamente, 0,38 e 0,62% para a atorvastatina e 0,44 e 0,87% para a

rosuvastatina.

GUILLEN>* e colaboradores determinaram atorvastatina e, seu principal metabdlito,
a orto-hidroxiatorvastatina (0-HATO) em plasma humano por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (CLAE/MS). Neste estudo, o preparo das
amostras envolveu LLE e SPE por troca ibnica no modo on-line. Na etapa de LLE
foram consumidos cerca de 30 minutos excetuando o tempo gasto na evaporagao
dos solventes. Esse método apresentou como precisao intra e inter-corrida valores
menores que 10%, exatiddo intra e inter-corrida entre 94 e 105%, limites de
quantificagdo de 0,1 ngmL™ para a ATO e de 0,5 ngmL' para a 0-HATO e

recuperacao superior a 75% para ambas as moléculas.

Sinvastatina e o0 seu principal produto de biotransformacédo, o hidroxiacido de
sinvastatina (SINA), foram determinados em plasma humano empregando CLAE/MS
por BARRETT™ e colaboradores. Neste trabalho as amostras foram preparadas por
SPE. Os limites de quantificacdo do método foram de 0,03 ngmL™ e 0,02 ngmL™
para, respectivamente, a SIN e o SINA, a faixa linear foi estabelecida de 0,10 a
16,00 ngmL™ e a precisdo intra e inter-corrida apresentou coeficiente de variacéo

menor que 7%.

2.5 RDC n° 27 — Validacao de métodos bioanaliticos

A Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 27°°, de 17 de maio de 2012, dispde
sobre o0s requisitos minimos para a validacdo de métodos bioanaliticos empregados

em estudos com fins de registro e pos-registro de medicamentos.

Segundo a resolugdo, sempre que possivel, métodos cromatograficos devem ser

empregados como primeira escolha e, sempre que aplicavel, deve ser utilizado
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padrdo interno (Pl, substancia quimica proveniente de uma solucdo padrdo de
concentragdo fixa, adicionada em uma mesma quantidade aos padrbes de
calibracdo, amostras de controle de qualidade e amostras em estudo). A validacéo
total deve ser realizada sempre que um método bioanalitico for implementado e esta
deve conter ensaios de seletividade, efeito residual, efeito matriz, curva de
calibracao, precisao, exatidao, estabilidade do analito e Pl em matriz bioldgica e em
solucdo.

2.5.1 Ensaios de validacéo

2.5.1.1 Seletividade

O estudo de seletividade é realizado por comparacdo das éareas de picos
interferentes préximos aos tempos de retencdo dos analitos em amostras branco em
relacdo as areas dos analitos na concentracdo do limite inferior de quantificacédo
(LIQ) e do Pl em sua concentracdo usual. Para a determinacdo de farmacos em
plasma, o estudo deve envolver seis amostras branco de fontes distintas, das quais
guatro sdo amostras branco normais, uma lipémica e uma hemolisada. As respostas
de picos interferentes devem ser inferiores a 20% da resposta dos analitos na

amostra LIQ e 5% da resposta do PI.

A interferéncia de metabdlitos, farmacos de uso concomitante, produtos de
degradacdo formados durante o preparo da amostra, nicotina, cafeina e outros

possiveis interferentes deve ser avaliada sempre que necessario.

Caso uma ou mais amostras analisadas apresentem interferéncia acima dos limites
estabelecidos, novas amostras de, no minimo, outras seis fontes distintas devem ser
testadas. E caso uma ou mais amostras do segundo grupo apresentem interferéncia

acima dos limites estabelecidos, o método deve ser alterado visando elimina-la.
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2.5.1.2 Efeito residual

A avaliacao do efeito residual é analogo a da seletividade. Devem ser injetadas no
cromatégrafo trés amostras branco de mesma procedéncia intercaladas por uma
amostra dos analitos e PI na concentragdo do limite superior de quantificacao (LSQ).
As amostras devem entao ser injetadas na seguinte ordem: uma amostra branco, a
amostra LSQ e duas amostras branco. As respostas de picos interferentes nas
amostras branco devem ser inferiores a 20% das respostas dos analitos nas
amostras LIQ e 5% da resposta do PI.

2.5.1.3 Efeito matriz

O efeito matriz € avaliado pelo fator de matriz normalizado por Pl (FMN). Esse fator
€ determinado pela razdo entre a resposta do analito normalizada por Pl em matriz e

a resposta do analito normalizada por Pl em solucéo.

Devem ser analisadas amostras de matrizes bioldgicas processadas, posteriormente
adicionadas de analito e PI, e solu¢des, nas mesmas concentracdes das amostras
de controle de qualidade de baixa concentracdo (CQB) e controle de qualidade de
alta concentracao (CQA). Além disso, quando a matriz biologica for plasma, devem
ser analisadas 8 amostras de fontes distintas, sendo quatro normais, duas lipémicas

e duas hemolisadas.

O FMN deve ser calculado para cada amostra do estudo e o coeficiente de variacdo
(CV) dos FMNSs relativos a todas as amostras deve ser inferior a 15%. Caso o CV
seja superior ao permitido devido ao resultado discrepante das amostras
hemolisadas, novo CV dos FMNs sem estas amostras pode ser calculado e as
amostras em estudo hemolisadas ndo poderao ser analisadas. Além disso, amostras
em estudo com grau de hemdlise superior ao grau de hemolise aprovado neste teste

nao poderao ser analisadas.
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2.5.1.4 Curva de calibracdo

Para a curva de calibracdo, a qual deve ser construida e avaliada em triplicata,
devem ser incluidas a analise da amostra branco (amostra sem adicdo do analito e
Pl), da amostra zero (amostra sem adi¢cado do analito e com adi¢cdo do PI) e de, no
minimo, seis amostras de diferentes concentracbes do padrdo do analito
adicionadas de PI. Entretanto, as amostras necesséarias a este estudo devem ser
preparadas utilizando a mesma matriz proposta para o estudo.

Na determinacdo da equacdo que representa a relacdo entre a resposta do
instrumento e as concentragdes conhecidas do analito, as amostras branco e zero
nao devem ser utilizadas e deve ser adotado, preferencialmente, o modelo
matematico mais simples, geralmente o linear. Contudo, caso seja proposto um
modelo néo linear, deve ser demonstrado matematicamente que o modelo linear néo
€ adequado e devem ser incluidas no minimo oito amostras de diferentes

concentracdes na curva de calibracao.

Apés a elaboracdo da curva de calibracdo, caso a variancia do erro ndo seja
constante em toda a faixa de quantificacdo do método analitico, deve ser utilizada a
ponderacdo que apresentar o menor valor para soma dos erros relativos dos valores
nominais dos padrdes de calibracdo versus seus valores obtidos pela equacéo da

curva.

A equacéo da curva deve incluir padrées de calibracdo que atendam aos seguintes
critérios de aprovacédo: desvio menor ou igual a 20% em relacdo a concentracéo
nominal para os padrées do LIQ, desvio menor ou igual a 15% em relacdo a
concentracdo nominal para os outros padrbes de calibracdo, no minimo 75% dos
padrdes de calibracdo devem ser aprovados conforme os dois critérios anteriores e
no minimo seis padrdes de calibracdo de concentracdes diferentes, incluindo o LIQ e
0 LSQ, devem ser aprovados. Quando um padréo de calibracdo nao for aprovado, a
curva de calibracdo deve ser recalculada sem este padrdo, assim como quando um
padréo de calibracédo atender aos critérios de aprovagéao, este ndo deve ser excluido

da equacéo da curva.
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2.5.1.5 Precisao

A preciséo deve ser determinada em uma mesma corrida (precisdo intracorrida) e
em, no minimo, trés corridas diferentes (precisao intercorridas). Contudo, em cada
corrida devem ser realizadas no minimo cinco replicatas em, pelo menos, cinco
concentragfes: LIQ, CQB, controle de qualidade de média concentracdo (CQM),
CQA e controle de qualidade de diluicdo (CQD). Além disso, 0 ensaio de precisdo
intercorridas deve abranger corridas em dias distintos.

A precisao deve ser expressa como desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente de
variacao, ndo se admitindo valores superiores a 15%, exceto para o LIQ, para o qual

se admite valores menores ou iguais a 20%.

No calculo do DPR da preciséo intracorrida e intercorrida devem ser utilizados todos
os valores obtidos e caso nao seja atendido os limites estabelecidos para o estudo,

0 ensaio devera ser repetido.

2.5.1.6 Exatidao

Assim como a precisdo, a exatidao deve ser determinada em uma mesma corrida
analitica (exatidao intracorrida) e em, no minimo, trés corridas diferentes (exatiddo
intercorridas). Em cada corrida devem ser realizadas no minimo cinco replicatas em,
pelo menos, cinco concentracfes: LIQ, CQB, COM, CQA e CQD e o ensaio de

exatidao intercorridas deve abranger corridas em dias distintos.

A exatiddo é expressa pelo Erro Padrdao Relativo (EPR), ndo se admitindo valores
fora da faixa de + 15% do valor nominal, exceto para o LIQ, para o qual ndo se

admitem valores fora da faixa de + 20%.

A exatidao intracorrida e intercorrida deve ser calculada com base em todos o0s
valores obtidos e caso ndo se atenda aos limites anteriormente estabelecidos, o

ensaio deverd ser repetido.
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2.5.1.7 Estabilidade do analito em matriz biol6gica

Deve ser demonstrada a estabilidade do analito na matriz biolégica por meio dos
seguintes estudos: estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamento,
estabilidade de curta duracdo, estabilidade de longa duracédo e estabilidade pos-
processamento de forma que as condicbes de realizacdo dos estudos de
estabilidade reproduzam as condi¢cdes de armazenamento, preparo e analise das

amostras em estudo.

Devem ser empregadas no minimo trés amostras de CQB e CQA, as quais devem
ser analisadas imediatamente ap0s sua preparacdo e ap0s serem submetidas as
condicdes de ensaio anteriormente citadas. Essas amostras devem ser adicionadas
de solucbes do analito, Pl e 0 mesmo anticoagulante a ser usado nas amostras em
estudo. Além do mais, as amostras podem ser empregadas apenas se o resultado
da analise imediatamente apos sua preparacao estiver dentro de + 15% do valor

nominal.

A concentracdo das amostras deve ser determinada por meio de uma curva de
calibracdo recém preparada e a estabilidade é demonstrada quando ndo se observar
desvio superior a 15% da média das concentracdes obtidas com relacdo ao valor
nominal, entretanto, todas as concentracdes obtidas devem ser incluidas no célculo

da média.

2.5.1.7.1 Estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamento

As amostras devem ser congeladas a temperatura indicada para o armazenamento
e mantidas por no minimo 12 horas, sendo entdo submetidas ao descongelamento a
temperatura ambiente. Quando completamente descongeladas, as amostras devem
ser novamente congeladas a temperatura indicada para o armazenamento por, no
minimo, mais 12 horas, e assim sucessivamente, guantificando-se o analito nas

amostras apO6s o Ultimo ciclo. O numero de ciclos de congelamento e
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descongelamento deve ser igual ou maior ao numero de ciclos a que as amostras

em estudo serdo submetidas.

2.5.1.7.2 Estabilidade de curta duracéo

As amostras do estudo de estabilidade de curta duragcdo devem ser processadas e
analisadas ap6s permanecerem em temperatura ambiente, ou na temperatura de
processamento estabelecida para o método bioanalitico, por tempo superior ao que

as amostras em estudo serdo mantidas nas mesmas condi¢cdes durante o estudo.

2.5.1.7.3 Estabilidade de longa duracao

As amostras devem ser processadas e analisadas apds serem armazenadas por
periodo que exceda o intervalo de tempo compreendido entre a coleta da primeira
amostra em estudo e a analise da ultima. Entretanto, a temperatura utilizada no
estudo de estabilidade deve reproduzir a temperatura a que forem armazenadas as

amostras em estudo.

2.5.1.7.4 Estabilidade pds-processamento

As amostras devem ser processadas e mantidas sob as mesmas condi¢cdes de
analise das amostras em estudo por periodo superior ao intervalo de tempo
compreendido entre o término de preparo das amostras e o final da corrida analitica
mais longa. Caso seja realizado algum armazenamento além do autoinjetor, a

estabilidade nessas condi¢cdes também deve ser comprovada.
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2.5.1.8 Estabilidade do analito e Pl em solucéo

Deve ser demonstrada a estabilidade do analito e do Pl em, no minimo, trés
amostras da solucdo priméaria de maior concentracdo e da solucdo de trabalho de
menor concentragdo por tempo superior ao periodo de uso ou armazenamento das
mesmas. Essas solucdes devem ser analisadas apds serem mantidas sob as
mesmas condicdes a que serdo submetidas as solugcdes durante seu uso e

armazenamento.

A estabilidade das solucdes primaria e de trabalho deve ser analisada por meio de
uma diluicdo apropriada levando-se em consideracdo a faixa de medicdo do
detector.

A média das respostas instrumentais provenientes das solucfes em estudo deve ser
comparada com a média daquelas obtidas utilizando-se solu¢cdes recém preparadas
do analito e do Pl e as solucbes serdo consideradas estaveis quando ndo se
observar desvio superior a 10% na comparacdo das respostas instrumentais.
Contudo, para calculo da média das respostas instrumentais, todas as respostas

obtidas devem ser incluidas.

2.5.2 Aplicacdo do método validado

O método aplicado a analise das amostras em estudo deve ser 0 mesmo método
validado, incluindo a utilizacdo do mesmo anticoagulante, técnica de extracdo e
condi¢cBes analiticas. Cada corrida analitica das amostras em estudo deve conter a
curva de calibracdo, amostras de CQB, CQM e CQA e as amostras em estudo,

todas elas processadas como um unico lote.

O numero de amostras de CQB, CQM e CQA a ser incorporado em cada corrida
analitica ndo deve ser inferior a 5% do numero de amostras em estudo e nao deve
ser inferior a seis, uma duplicata de cada concentracdo. Estas devem ser

distribuidas entre as amostras em estudo de forma balanceada na corrida analitica.
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Em caso de andlise de amostras que excedem o LSQ do método, a reanalise das
amostras diluidas deve ser realizada incluindo amostras de CQD na corrida.

Apenas as concentracbes quantificadas entre o LIQ e o LSQ devem ser

consideradas.

Para aprovacdo da corrida analitica, no minimo 67% do total de CQs e no minimo
50% dos CQs de cada concentracdo devem apresentar desvio menor ou igual a

15% em relagcdo aos seus respectivos valores nominais.

Para aprovacdo da curva de calibracdo, os critérios definidos na secdo 2.5.1.4
devem ser atendidos e caso os padrfes de calibracao relativos ao LIQ ou LSQ forem
reprovados, o LIQ ou LSQ para esta corrida analitica podem ser considerados os

proximos padrdes de calibragéo aprovados.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolvimento e validacdo de método para a determinacdo qualitativa e
guantitativa de estatinas em plasma humano empregando preparo de amostras com

colunas de meio de acesso restrito e cromatografia liquida de alta eficiéncia.

3.2 Objetivos Especificos

e Preparo de uma coluna de meio de acesso restrito com albumina sérica
bovina imobilizada em suporte octadecilsilica.

e Avaliacdo e comparacao entre as eficiéncias de exclusdo das proteinas do
plasma humano das colunas RAM-BSA homemade e RAM-ADS comercial.

e Avaliacdo da retencédo e assimetria dos picos de diferentes farmacos nas
colunas RAM-BSA e RAM-ADS.

e Otimizacdo das condi¢cdes cromatograficas: composicdo e vazdo da fase
movel, tempo de viragem da valvula, temperatura do forno e comprimento de
onda de deteccao na faixa do ultravioleta para a determinacao de estatinas.

e Comparacdo dos modos backflush e foreflush do sistema de eluicdo
bidimensional.

e Desenvolvimento e validacdo de método bioanalitico para a determinacdo de

estatinas em plasma humano empregando fases RAM e CLAE bidimensional.



CAPITULO 2

DESENVOLVIMENTO DE COLUNA CROMATOGRAFICA DE MEIO DE ACESSO
RESTRITO PROTEINA-IMOBILIZADA E SUA AVALIACAO E COMPARACAO
COM COLUNA COMERCIAL SILICA ALQUIL-DIOL
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1 MATERIAIS E METODOS

Todos os experimentos analiticos foram realizados no Laboratério de Controle de
Qualidade de Medicamentos (LCQ) da Faculdade de Farméacia da UFMG.

O plasma humano utilizado foi fornecido pelo Laboratério de Bioequivaléncia do
Centro de Estudos e Desenvolvimento Analitico Farmacéutico (CEDAFAR-BIO) da
Faculdade de Farméacia da UFMG em parceria com o Instituto de Ciéncias
Farmacéuticas (ICF), Goiania, GO.

1.1 Materiais

1.1.1 Substancias guimicas de referéncia (SOR)

e Cetoprofeno (USP Reference Standard), lote HOB216.

e Diclofenaco sodico (USP Reference Standard), lote G.

e Pravastatina sédica (USP Reference Standard), lote F11288.
e Bromazepam (PH. EUR. Reference Standard), lote 3A.

e Omeprazol (USP Reference Standard), lote H.

e Teofilina (USP Reference Standard), lote I.

e Mebendazol (USP Reference Standard), lote G.

e Propranolol (USP Reference Standard), lote G-2.

e Trimetoprima (USP Reference Standard), lote I.

1.1.2 Reagentes e vidrarias

e Solventes e reagentes grau cromatografico: acetonitrila e metanol J. T. Baker

(Xalostoc, México).
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1.13

Solventes e reagentes grau analitico: &cido formico Labsynth (Diadema,
Brasil), acido orto-fosférico Vetec (Duque de Caxias, Brasil), alcool etilico
anidro Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha), borohidreto de sodio Vetec
(Dugue de Caxias, Brasil), fosfato de potassio bibasico Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemanha), fosfato de potassio monobéasico Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemanha) e hidroxido de potassio Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemanha).

Albumina sérica bovina fracdo V segundo Cohn (pureza minima de 98%)
Inlab (S&o Paulo, Brasil).

Corante azul brilhante de Coomassie G-250 Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemanha).

Glutaraldeido 25% (v/v) Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha).

Agua ultrapurificada em sistema Milli-Q Millipore Direct-Q3.

Pipetas, buretas, provetas e balées volumétricos calibrados.

Béqueres, tubos de ensaio e kit de filtracdo a vacuo.

Equipamentos e materiais

Agitador automatico Minishaker MSI1IKA Sigma-Aldrich  (Steinheim,
Alemanha).

Aparelho de ultrassom Unique (Indaiatuba, Brasil) MaxiClean 1400.

Balanca analitica Shimadzu (Kyoto, Japdo) AUW220D com precisdo de 0,01
mg.

Bomba de infusdo Kd Scientific (Holliston, EUA).

Centrifuga Jouan (Saint-Herblain, Franca) MR23.

Coluna cromatografica HPLC C18 (30 x 4,6 mm, 15 um) ACE (Aberdeen,
Escdcia).

Coluna RAM-ADS Lichrocart 25-4 Lichrospher C18 ADS (25 x 4,0 mm, 25 um)
Merck (Darmstadt, Alemanha).

Cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia Shimadzu (Kyoto, Japdo), com
controladora SCL-10A VP, duas bombas LC-10AD VP, forno CTO-10A VP,
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injetor automatico SIL-10AD VP e detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-
M10A VP.

e Espectrofotbmetro de absorcdo no ultravioleta-visivel Shimadzu (Kyoto,
Japao) UV-1800.

e Filtros de membrana de celulose regenerada de 0,45 um Millipore (Darmstadt,
Alemanha).

e Freezer Revco (Garden Grove, EUA) com temperatura de -70°C.

e Micropipetas Brand (Wertheim, Alemanha) Transferpette 10-100 e 100-1000
ML.

e Potenciometro Metrohm (S&o Paulo, Brasil) 827 pH Lab.

e Refrigerador GELOPAR (Araucéria, Brasil) com temperatura de 2°C.

e Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Millipore (Darmstadt, Alemanha)
Direct-Q3.

e Valvula de 6 vias e 2 posi¢des VICI (Brockville, Canada) Cheminert.

1.2 Métodos

1.2.1 Preparo da coluna RAM-BSA —imobilizacdo de BSA na fase hidrofdbica

A coluna RAM-BSA foi preparada imobilizando albumina sérica bovina em um
suporte octadecilsilica (30 x 4,6 mm de dimensbes e 15 um de tamanho de

particulas) adquirido comercialmente.

A imobilizacdo das proteinas foi realizada segundo o procedimento estabelecido por
MENEZES e FELIX®". Com o auxilio de uma bomba de infuséo a 1,0 mLmin™ de
vazéo, o suporte foi eluido com solucéo fosfato de potassio 0,05 M (pH 6,0) durante
20 min, solucdo de albumina sérica bovina 1,0 mgmL™, preparada na mesma
solucéo fosfato, por 30 min, 4gua deionizada por 2 min e com 15 mL de solucéo de
glutaraldeido 25% (v/v). Apés repouso de 6 h, a coluna foi percolada com solucéo de
borohidreto de sédio 1,0 mgmL™ até o eluato apresentar pH 10. Ap6s mais 2 h de

repouso, o suporte foi lavado com agua deionizada durante 1 h. A Figura 17
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apresenta as etapas envolvidas no preparo da coluna RAM-BSA. A coluna RAM-
BSA preparada foi mantida em agua e armazenada em refrigerador a 2°C apos o
preparo e uso.

Figura 17 — Esquema das etapas para o preparo da coluna RAM-BSA.

a) Primeira etapa b) Segunda etapa c) Terceira etapa
Soluci Glutaraldeido
fosfgtao BSA H:0 25% NaBHa H.0

Bomba

Bomba Bomba
de infusao

de infusao de infusao

Fase reversa Fase reversa

com BSA

Descarte A Descarte

1.2.2 Avaliacdo e comparacdo da exclusdo de proteinas do plasma humano
pelas colunas RAM-BSA e RAM-ADS — método de Bradford

RAM-BSA

— )

=

A eficiéncia de exclusdo de proteinas do plasma humano pelas colunas RAM-BSA
homemade e RAM-ADS comercial foram avaliadas e comparadas. As proteinas
excluidas pelos suportes foram quantificadas por meio do método

espectrofotométrico de determinacéo de proteinas totais de BRADFORD.
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1.2.2.1 Preparo do reagente de Bradford

O reagente de Bradford foi preparado na concentracdo de 100 mgL™. Em béquer, 50
mg do corante azul brilhante de Coomassie foram dissolvidos em 25 mL de etanol
PA, em seguida, 50 mL de &cido fosférico PA foram adicionados a mistura e a
mesma foi transferida para baldo volumétrico de 500 mL e o volume foi completado
com agua deionizada. O reagente de Bradford foi mantido em frasco de vidro ambar
em refrigerador a 2°C apG0s o preparo e uso.

1.2.2.2 Obtencdo das amostras excluidas das colunas RAM-BSA e RAM-ADS e

preparo das solucdes de plasma

As amostras de proteinas excluidas pelas colunas RAM foram obtidas em sistema

cromatografico no modo unidimensional de elui¢ao.

O plasma humano foi centrifugado a 5000 rpm durante 15 minutos (2711,15 x g) a
temperatura ambiente. Apds o condicionamento da coluna RAM-BSA com agua a
1,0 mLmin™ durante 10 min, 50 uL de plasma foram injetados e eluidos com o
mesmo solvente na mesma vazdo. Duas fracbes de 2,0 mL do eluato foram
coletadas em tubos de ensaio, a primeira nos dois primeiros minutos de eluicéo e a
segunda entre 0os minutos 2 e 4. A coluna foi eluida com agua até o tempo de 10
min. Em seguida, a coluna foi lavada com metanol a 1,0 mLmin™ durante 10 min
para remocdo de compostos enddgenos possivelmente retidos e recondicionada
com agua na mesma vazao por mais 10 min. O procedimento foi realizado em
triplicata e repetido para os volumes de injecdo de 100, 200 e 500 pyL de plasma

humano. O mesmo procedimento foi realizado para a coluna RAM-ADS.

As solucbdes referéncia de plasma humano foram preparadas diluindo, em agua, 50,

100, 200 e 500 uL de plasma para volume final de 2,0 mL em tubo de ensaio.
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bY

As amostras coletadas e as solugbes de plasma preparadas foram mantidas a
temperatura ambiente e processadas e analisadas, no maximo, trés horas apoés

obtencéo.

1.2.2.3 Medidas espectrofotométricas das amostras excluidas e das solucdes

de plasma

Ap6s homogeneizagdo em agitador automatico, foram pipetados 500 pL das
amostras excluidas pelas colunas RAM para tubo de ensaio. Foram adicionados 5,0
mL do reagente de Bradford, homogeneizado e deixado em repouso por 3 min para
formacdo do complexo corante-proteina. A solucdo branco foi preparada
adicionando 500 pL de agua em 5,0 mL do reagente de Bradford (Figura 18). Em
seguida, o equipamento foi zerado com a solucao branco e aliquotas das amostras
do primeiro volume excluido foram transferidas para cubetas de quartzo, suas
medidas espectrométricas a 595 nm foram registradas. Este comprimento de onda
foi utilizado por ser aguele em que ocorre absorcdo maxima do complexo formado.

O mesmo procedimento foi realizado para as solucdes de referéncia de plasma.
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Figura 18 — Esquema do procedimento realizado para avaliar a eficiéncia da exclusdo de proteinas

do plasma humano pelas colunas RAM-BSA e RAM-ADS.

Injetor automatico/
plasma

ESPECTROFOTOMETRO

Coluna RAM
5mL de
reagente de
500 pL de Bradford
eluato

| = |

\ J \
| |

Coleta das amostras Medidas espectrofotométricas

Foram também registradas varreduras na regido espectral de 190 a 800 nm de
aliquotas das amostras do primeiro e segundo volumes excluidos e do reagente de

Bradford, utilizando dgua deionizada como soluc¢éo branco.

A eficiéncia de exclusdo de proteinas do plasma foi calculada comparando as
absorvancias das amostras excluidas coletadas com as absorvancias das solucdes
padrdo preparadas admitindo que estas Ultimas representam a quantidade total

(100%) de proteinas presentes no plasma humano.

As colunas RAM-BSA e RAM-ADS foram estatisticamente comparadas quanto ao
poder de excluséo de proteinas do plasma humano utilizando o teste t de médias de
Student. Esta comparacdao foi realizada para as eficiéncias obtidas entre os volumes
de injecdo de 50, 100, 200 e 500 yL em ambas as colunas. Existem trés requisitos

para o emprego de testes paramétricos, como, por exemplo, o teste t: os resultados
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experimentais devem ser mensurados em escalas intervalares; os dados devem ser

normalmente distribuidos, isto €, devem seguir a distribuicdo normal e deve haver

homogeneidade nas variancias de cada situacdo experimental. Desse modo, a

normalidade dos residuos (estatistica Reyg) foi calculada por meio do teste de Ryan-

Joiner segundo as equacdes:

Serq

\/Serer X Sgq

Req =

i=1 i=1 i=1
n n 2
2 .
Serer = Z e, — <Z el-) /n
i=1 i=1
n n 2
= Yot (Ya) /o
i=1 i=1
e;=x—Xx

onde:

R..q = estatistica do teste de Ryan-Joiner;
e; = residuos ordenados;

q; = percentis da normal;

n = numero de dados experimentais;

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)
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x = valor experimental,

x = média dos valores experimentais.

A homocedasticidade das variancias foi avaliada por meio do teste F de Snedecor

utilizando a seguinte equacao:

F== (")

onde:
F = estatistica do teste F de Snedecor;

maior variancia dos valores experimentais;

(%)
[y
1

[N
]

menor variancia dos valores experimentais.

Se s? = 52, as médias foram comparadas pelo teste t segundo as equacées:

|E1 _E2|

 S1/n + 1/,

(8)

s — (ny — 1)512 + (ny — 1)522 (9)
p Tll + le - 2
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onde:
t = estatistica do teste t de Student;

meédia do primeiro grupo de valores experimentais;

=
=
1

= média do segundo grupo de valores experimentais;

=
N
|

n, = nimero de valores experimentais do primeiro grupo;
n, = numero de valores experimentais do segundo grupo;
s2 = variancia do primeiro grupo de valores experimentais;

s2 = variancia do segundo grupo de valores experimentais.

E, se s? # sZ, as médias foram comparadas pelo teste t segundo as equacdes:

|2, — ;]
— = 1 22 (10)
\/Sl/n1+52/n2
2 2
(o3
U'_ 1 2 2 (11)

T (s2/n)? | (si/ny)?
n,+1 n, +1

onde:
t = estatistica do teste t de Student;

média do primeiro grupo de valores experimentais;

=
[
]

média do segundo grupo de valores experimentais;

=
N)
]

n, = namero de valores experimentais do primeiro grupo;

n, = numero de valores experimentais do segundo grupo;
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s? = variancia do primeiro grupo de valores experimentais;
s2 = variancia do segundo grupo de valores experimentais.

v’ = graus de liberdade

1.2.3 Avaliacdo dos fatores de retencdo e de assimetria de farmacos acidos,

neutros ou basicos nas colunas RAM-BSA e RAM-ADS

Os fatores de retencéao (k) e de assimetria a 10 % (As) dos picos cromatograficos de
9 farmacos com caracteristicas acida (cetoprofeno, diclofenaco e pravastatina),
neutra (bromazepam, omeprazol e teofilina) ou basica (mebendazol, propranolol e
trimetoprima) foram avaliados empregando-se fase mével com os seguintes valores
de pH: 2,5; 6,0; 6,5 e 7,0.

Solucdes estoque dos farmacos foram preparadas na concentragéo de 1,0 mgmL™;
a partir destas, foram preparadas solucées de trabalho a 20 ugmL™. Cerca de 10,0
mg dos farmacos foram pesados em baldo volumétrico de 10,0 mL. Foram
adicionados, em aproximadamente 80% do volume do baldo, solvente ou solucéo
diluente representados na Tabela 1. Em seguida, as solu¢cdes foram levadas ao
banho de ultrassom durante 10 min e o volume foi completado apds contracéo
volumétrica dos diluentes. Aliquotas de 20 yL das solucdes estoque foram pipetadas
para tubos de ensaio e 1,98 mL de fase mdvel foi adicionada. As solucdes de
trabalho foram entdo homogeneizadas em agitador automatico e 20 pL foram

injetados no sistema cromatografico no modo unidimensional de eluicao.
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Tabela 1 — Condicées para andlise de farmacos avaliados nas fases RAM-BSA e RAM-ADS.

Compostos Diluente A (nm)

Acidos

cetoprofeno etanol 255

diclofenaco metanol 275

pravastatina metanol 237
Neutros

bromazepam metanol 230

ACN:solucao fosfato 0,1 M pH 7,0

omeprazol (40:60) 302

teofilina etanol 290
Basicos

mebendazol acido formico 312

propranolol metanol 290

trimetoprima ACN:agua (50:50) 285

O fator de retencao dos farmacos foi calculado como descrito a seguir:

ko=-R_0 (12)

onde:
k = fator de retencao;
tr = tempo de retencao do farmaco;

to, = tempo morto da corrida.
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O tempo morto foi medido utilizando acetonitrila como substancia ndo retida na fase

estacionaria. O fator de assimetria foi calculado a 10% do pico cromatogréafico de
acordo com a equagéo:

_ Wo,10

S = 2f (13)

onde:
As = fator de assimetria;
Wy 10 = largura do pico medida a 10% de sua altura;

f = fracéo anterior da largura do pico medida a 10% de sua altura (Figura 19).

Figura 19 — Cromatograma representando a assimetria (As) do pico.
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As condi¢cdes cromatograficas foram: fase movel composta de acetonitrila:solucéo
fosfato de potassio 0,1 M pH 2,5; 6,0; 6,5 e 7,0 (40:60); vazdo de 1,0 mLmin™;
temperatura do forno de 35°C e comprimento de onda de deteccao no UV de acordo

coma Tabela 1.
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2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 Preparo da coluna RAM-BSA - imobilizacdo de BSA na fase hidrofobica

Colunas RAM vém sendo amplamente utilizadas para o preparo de amostras em
analises de compostos enddgenos e xenobidticos em diversas matrizes biologicas

tais como plasma®®®, soro® ", urina®, saliva®, tecidos biolégicos®®, leite®” e ovos®.

O plasma humano é composto por diferentes tipos de proteinas, dentre as quais,
destaca-se a albumina sérica humana (HSA), a qual representa aproximadamente
50% da massa correspondente as proteinas plasmaticas.®® A HSA possui pl entre
4,0 e 5,8%, portanto, nesta faixa de pH, sua molécula apresenta-se eletricamente
neutra. Contudo, em ambientes quimicos cujo pH exceda esta faixa, como por
exemplo a agua, a albumina encontra-se negativamente carregada, possibilitando
assim a repulsao eletrostatica pelas moléculas de BSA, também aniénicas em agua,
imobilizadas no suporte RAM-BSA. Diante deste comportamento fisico-quimico da
albumina e devido a facil disponibilidade comercial e baixo custo da BSA, coluna
RAM proteina-imobilizada foi preparada e utilizada como fase extratora para o

preparo de amostra biolégica on-line em cromatografia de fase reversa.

A coluna RAM-BSA foi preparada por meio da imobilizacdo de BSA a 1,0 mgmL™ na
fase hidrofébica. Com o intuito de amenizar perdas das proteinas com o uso da fase
RAM, o suporte foi tratado com glutaraldeido a 25% (v/v) promovendo a formacao de
ligacOes intercruzadas deste composto com aminas livres das proteinas. Para evitar
possivel hidrélise das duplas ligacbes das bases Schiff formadas e que aldeidos
residuais interajam com compostos a serem analisados utilizando a coluna, as
mesmas foram reduzidas com borohidreto de sédio a 1,0 mgmL™. A Figura 20

representa as reac¢des envolvidas no preparo da RAM-BSA.
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Figura 20 - Esquema de reages para a estabilizagdo da BSA imobilizada: (1) formac&o das bases

de Schiff entre a BSA e o glutaraldeido; (2) reducao das bases de Schiff e dos grupos aldeidos

residuais.”
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A Figura 21 ilustra o sistema montado utilizando bomba de infusdo para a

percolacéo das solugbes durante o preparo da coluna RAM.

Figura 21 - Fotografia do sistema montado para a percolagio das solu¢des durante o preparo da

coluna RAM-BSA.

Suporte
octadecilsilica

2.2 Avaliacdo e comparacdo da excluséo de proteinas do plasma humano pelas
colunas RAM-BSA e RAM-ADS

Muitos métodos espectrofotométricos para a determinacdo de proteinas totais foram
propostos ao longo dos anos, porém ndo ha um método universal empregado para
tal finalidade. Os métodos mais comumente utilizados em estudos de bioquimica
clinica sdo o do biureto, de Lowry e de Bradford. O método de Bradford € um
método simples, rapido e sensivel e vem sendo utilizado para a quantificacdo de
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proteinas totais em diversos meios: plasma, soro, urina, saliva, leite e outros. Este
meétodo tem como principio a interag@o entre o corante azul brilhante de Coomassie
G-250, cuja estrutura quimica esta apresentada na Figura 22, e aminoacidos de
cadeias laterais basicas ou aromaticas de macromoléculas de proteinas.” Tal
interacdo promove o deslocamento da absor¢céo espectrofotométrica do corante de
400 e 640 para 595 nm."?

O método de Bradford foi entdo selecionado para avaliar e comparar o desempenho
da excluséo de proteinas do plasma humano pelas colunas RAM-BSA homemade e
RAM-ADS comercial.

Figura 22 - Estrutura do corante azul brilhante de Coomassie G-250.

OEt

O plasma humano foi entdo centrifugado para evitar que proteinas precipitadas
pudessem obstruir o sistema cromatografico uma vez que foram feitas injecées das

amostras na sua forma integral.

Foram injetados no modo unidimencional de eluicdo amostras de 50, 100, 200 e 500

uL de plasma centrifugado utilizando agua deionizada como fase movel. ApGs cada
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injecdo, duas fragbes de 2,0 mL do eluato excluido pelas colunas RAM foram
coletadas, a primeira fracdo entre os minutos O e 2 e a segunda fracdo entre os
minutos 2 e 4 da corrida cromatogréfica. Para avaliar a eficiéncia da exclusao de
proteinas obtida, aliguotas de cada fracdo coletada foram analisadas
espectrofotometricamente apds complexacdo com o reagente de Bradford, conforme
0 procedimento esquematizado na Figura 18.

As eficiéncias da exclusdo em cada coluna RAM e em cada volume de injecao foram
calculadas comparando as absorvancias das fracbes coletadas de 0 a 2 min em
relacdo as absorvancias das solucfes padrdo preparadas, considerando que estas
tltimas fornecem a quantidade total de proteinas do plasma humano (100%) uma

vez que foram obtidas sem passarem pelas colunas extratoras.

As figuras 23 e 24 representam os espectros de absorvancia das fragdes eluidas no
tempo de 0-2 minutos nas colunas RAM-BSA e RAM-ADS, respectivamente. Como
podem ser observados, os espectros de absorcédo do corante apresentam dois picos
bem definidos com maximos de absorcdo em aproximadamente 450 e 640 nm,
correspondentes as suas formas catibnica e neutra, respectivamente. Apos a
formacdo do complexo corante-proteina, estas bandas desaparecem e ha um
aumento significativo da absorvancia na regidao de 595 nm. Isso ocorre devido ao
deslocamento do equilibrio do corante para sua forma anibnica, a qual absorve
fortemente em 595 nm, como consequéncia da interacdo do corante com as
proteinas do plasma’. Os espectros obtidos para a coluna RAM-BSA apresentam
similaridade se comparados aos espectros obtidos para a RAM-ADS, o que sugere,
gualitativamente, que as eficiéncias de exclusdo entre estas colunas sao
semelhantes. Isto pode ser confirmado apds os calculos das porcentagens de

exclusao de proteinas pelas colunas extratoras.
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Figura 23 - Espectros de absorg&o do corante azul brilhante e do complexo corante-proteina da
primeira frac&o coletada (0-2 min) apds eluicdo do plasma humano na coluna RAM-BSA. Volumes de

plasma injetado: 50, 100, 200 e 500 pL. Fase mével: 4gua e vaz&do: 1,0 mLmin™.
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Figura 24 — Espectros de absorg&o do corante azul brilhante e do complexo corante-proteina da
primeira fracéo coletada (0-2 min) apos eluicdo do plasma humano na coluna RAM-ADS. Volumes de
plasma injetado: 50, 100, 200 e 500 pL. Fase mével: 4gua e vaz&o: 1,0 mLmin™.
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Os espectros de absorvancia referentes as fragdes coletadas entre os minutos 2 e 4
da analise (figuras 25 e 26), para todos os volumes de injecdo e ambas as colunas,
foram similares ao espectro do préprio corante, indicando a auséncia quase que total
de proteinas nestas fragBes. Isto confirma o bom desempenho de exclusdo das

proteinas pelas fases extratoras no tempo de 0 a 2 minutos.

Figura 25 - Espectros de absorg&o do corante azul brilhante e do complexo corante-proteina da

segunda fracao coletada (2-4 min) apo6s eluicdo do plasma humano na coluna RAM-BSA. Volumes de

plasma injetado: 50, 100, 200 e 500 pL. Fase mével: 4gua e vaz&do: 1,0 mLmin™.

4,0 -

3,5

3,0
- ] —— corante
'S 2,5 — 50 L
(g i 100 pL
220 —— 200 pL
57 500 pL
n 15
o) ]
<10 ~

0,5 ~ \/\\

O’O T T T T T T T T T T T 1

200 300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)



Resultados e discussao 79

Figura 26 — Espectros de absorg&o do corante azul brilhante e do complexo corante-proteina da

segunda fracao coletada (2-4 min) apoés eluicao do plasma humano na coluna RAM-ADS. Volumes de
plasma injetado: 50, 100, 200 e 500 pL. Fase mével: 4gua e vaz&do: 1,0 mLmin™.
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A Figura 27 mostra um grafico comparativo entre as colunas extratoras RAM-BSA e
RAM-ADS, quanto a porcentagem de excluséo de proteinas do plasma humano para
os volumes de injecéo de 50, 100, 200 e 500 uL do fluido bioldgico.
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Figura 27 — Porcentagem de proteinas do plasma humano excluidas em 2 min pelas colunas RAM-

BSA e RAM-ADS. Fase mével: &gua e vazdo: 1,0 mLmin™.
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Os resultados porcentuais obtidos mostram que as duas colunas RAM apresentaram
adequada eficiéncia de exclusdo de proteinas do plasma (Tabela 2), utilizando agua

como fase moével.

Tabela 2 — Porcentagem de proteinas do plasma humano excluidas em 2 min pelas colunas RAM-

BSA e RAM-ADS e respectivos coeficientes de variac@o das inje¢cdes. Método de Bradford.

Volume de plasma humano injetado (n=3)

Coluna 50 uL 100 pL 200 pL 500 pL

Média CVv Média Cv Média Cv Média Cv

RAM-BSA 101,7 0,48 97,7 1,17 101,2 0,28 99,9 0,32
RAM-ADS 99,7 0,33 98,3 0,63 102,1 0,54 99,5 0,75

A eficiéencia de exclusdo entre as colunas RAM-BSA e RAM-ADS foi, entéo,
estatisticamente comparada nos quatro volumes de injecdo avaliados. Tal
comparacao foi realizada por meio de testes estatisticos paramétricos, 0s quais
devem ser empregados se comprovadas a normalidade dos dados obtidos e a
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igualdade entre as variancias para cada situacdo experimental. Assim sendo,
primeiramente foi verificado se as porcentagens de exclusdo obtidas para cada
volume de injecao e para cada coluna RAM seguem a distribuicdo normal, utilizando
0 teste de normalidade de Ryan-Joyner. Em seguida, foi observado se houve
diferengca entre as varidncias obtidas em uma coluna e outra para um mesmo
volume de injegdo, utilizando o teste F de Snedecor. E, finalmente, as médias de
exclusdo foram comparadas empregando o teste t de Student. O teste de médias
também foi aplicado a cada nivel (volume de injecdo) avaliado. As estatisticas
calculadas estéo representadas nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3 - Estatistica Req do teste de normalidade de Ryan-Joyner para as porcentagens de

exclusao obtidas nas colunas RAM-BSA e RAM-ADS.

Volume de plasma humano injetado (n=3)

Coluna
50 uL 100 uL 200 uL 500 uL
RAM-BSA 0,908 0,948 0,949 0,902
RAM-ADS 0,997 0,926 0,978 0,956

Tabela 4 - Estatisticas F de Snedecor e t de Student para a comparac&o da eficiéncia de excluséo

ente as colunas RAM-BSA e RAM-ADS.

Volume de plasma humano injetado (n=3)

Estatistica
50 uL 100 pL 200 pL 500 pL
F 2,2 3,4 3,8 5,5
t 5,866 0,744 2,491 0,930

A média de exclusdo, considerando os quatro volumes de inje¢do avaliados, nos
primeiros 2 minutos de analise, foi de 100,1% para coluna RAM-BSA preparada e de

99,9% para a coluna RAM-ADS comercial.

As triplicatas de porcentagens de exclusdo obtidas para todos os volumes de inje¢ao
de plasma e para ambas as colunas seguem a distribuicdo normal de acordo com o

teste de Ryan-Joiner a 95% de confianca. Se a estatistica Req calculada for maior ou
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igual ao R critico tabelado (0,878 para a=0,05), ndo h& evidéncias de rejeicdo da
hipétese nula de normalidade dos residuos e os mesmos seguem a distribuicao

normal.

N&o houve diferenca estatistica entre a variancia das porcentagens de exclusdo da
coluna RAM-BSA e a variancias das porcentagens da coluna RAM-ADS para
nenhum dos volumes de injecao avaliados segundo o teste F de Snedecor a 95% de
confianca. Quando a estatistica F calculada € menor ou igual ao F critico tabelado
(19,0 para a=0,05, n;=n,=3) ndo h& evidéncias de rejeicdo da hipitese nula de
homocedasticidade, ou seja, as variancias dos resultados de exclusdo para um

mesmo volume de injecédo de plasma séo iguais para as duas colunas RAM.

As meédias de excluséo obtidas para os volumes de inje¢cdo de 100, 200 e 500 pL
séo estatisticamente semelhantes de acordo com o teste t de Student a 95% de
confianca. Uma vez que a estatistica t calculada é menor ou igual ao t critico
tabelado (2,776 para a=0,05, n;=n,=3) h& evidéncias de nao rejeicdo da hipotese
nula de igualdade de médias. Nesse caso, pode-se afirmar que as colunas RAM-
BSA e RAM-ADS possuem eficiéncia de exclusdo de proteinas semelhante para
estes volumes de injecdo. Contudo, ha diferenca estatistica na exclusdo de
proteinas pelas colunas RAM homemade e comercial para o volume de injecdo de
50 uL. Entretanto, ainda que exista tal diferenca, ambas as colunas extratoras
demonstraram, para este nivel, adequada eficiéncia de exclusdo (média de 100,7%)

para o proposito ao qual sdo empregadas.

E importante ressaltar que, apesar de ambas as colunas apresentarem eficiéncia de
exclusdo de proteinas satisfatoria, resquicios de proteinas e gorduras presentes no
plasma podem ficar adsorvidos na fase estacionaria e/ou nos filtros metalicos
porosos (frit) presentes na entrada e na saida das colunas cromatograficas, como
reportado por YU’ et al. Portanto, apés um determinado nimero de injecdes de
fluidos biolégicos, hd a necessidade de limpeza ou até mesmo substituicdo do frit
das colunas para amenizar problemas de elevacdo da pressdao do sistema

cromatografico.

As figuras 28 e 29 mostram os perfis cromatogréaficos das exclusdes de proteinas
pelas colunas RAM-BSA e RAM-ADS, respectivamente. Os cromatogramas foram

obtidos monitorando espectrofotometricamente o fluxo cromatografico apés
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passarem pelas colunas extratoras. Foram entdo injetados 100 pL de plasma
humano utilizando &gua como fase moével na vazdo de 1,0 mLmin®. Os
cromatogramas foram obtidos em 280 nm, comprimento de onda relativo ao maximo

de absorcao das proteinas plasmaticas.

Figura 28 — Cromatograma do plasma humano na coluna RAM-BSA. Condi¢bes cromatograficas:

Fase movel: agua, vaz&o: 1,0 mLmin™, volume de injecéo: 100 ulL e A: 280 nm.
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Figura 29 — Cromatograma do plasma humano na coluna RAM-ADS. Condigdes cromatogréaficas:

Fase mével: agua, vazado: 1,0 mLmin™, volume de injecdo: 100 pL e A: 280 nm.
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De maneira analoga, foram obtidos os cromatogramas para os volumes de injecao
de 50, 200 e 500 pL do fluido biolégico. Os picos cromatograficos foram entédo
integrados e as porcentagens de exclusdo de proteinas foram calculadas de acordo
com um segundo método. Neste, a area sob o pico relativo as proteinas plasméaticas
excluidas, integrado em toda a sua extenséo, representa 100% de excluséo e a area
sob o mesmo pico integrado até o tempo de 2 minutos da corrida cromatogréfica
representa a porcentagem de proteinas excluidas durante este intervalo de tempo. A
Tabela 5 apresenta os resultados obtidos para a exclusdo de proteinas pelas
colunas RAM e eles confirmam o alto desempenho quanto a exclusdo destas
macromoléculas avaliado pelo método de Bradford.

Tabela 5 — Porcentagem de proteinas do plasma humano excluidas em 2 min pelas colunas RAM-

BSA e RAM-ADS. Caélculo pela area sob a curva do pico relativa.

Volume de plasma humano injetado

Coluna
50 uL 100 pL 200 uL 500 uL
RAM-BSA 99,8 99,6 99,3 96,9
RAM-ADS 98,8 97,8 97,3 95,6

A exclusao de proteinas do plasma humano obtida para a fase proteina-imobilizada,
assim como para a fase silica alquil-diol, permite inferir que elas sé@o suficientemente
hidrofilicas para excluir as macromoléculas nas condicbes cromatograficas
utilizadas. Como ja descrito acima, tanto a BSA imobilizada no suporte extrator
guanto a HSA e demais proteinas presentes nas amostras injetadas sao
negativamente ionizadas e consequentemente ha a repulséo eletrostatica e exclusao
das proteinas plasmaticas. O mecanismo de exclusdo da RAM-ADS é baseado no
principio de afinidade quimica, uma vez que este tipo de material apresenta na
superficie de suas particulas grupamentos hidrofilicos alquil-diol, o que leva a

exclusao das proteinas do plasma humano.

Concluindo-se, pode-se afirmar que as colunas RAM-BSA homemade e RAM-ADS

comercial apresentaram desempenho satisfatorio como colunas de exclusdo para o
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preparo de amostras em métodos analiticos empregando CLAE com injecéo direta
da matriz biolégica.

2.3 Avaliacdo dos fatores de retencdo e de assimetria de farmacos acidos,
neutros ou béasicos nas colunas RAM-BSA e RAM-ADS

No modo reverso de eluicdo cromatogréfica, a fase estacionaria possui grupamentos
qguimicos apolares e, em contrapartida, a fase moével é relativamente mais polar.
Portanto, quanto maior a hidrofobicidade de um composto, maior sera sua afinidade

pela fase estacionaria e, consequentemente, maior sera seu fator de retencéo.

Quando um composto acido ou basico se ioniza, a polaridade de sua molécula é
substancialmente aumentada e seu valor de k reduzido. Assim sendo, as moléculas
de um farmaco acido eluidas em uma fase movel com pH abaixo do seu pk, se
encontrardo majoritariamente em sua forma molecular e maior sera sua retencéo na
fase estacionaria reversa. E em fase movel de alto pH este farmaco sofrera
ionizacdo molecular, apresentando um comportamento mais hidrofilico com maior
afinidade pela fase moével e menor retencdo cromatografica. Para compostos
basicos o raciocinio inverso é valido, quanto maior o pH da fase movel maior sera
seu fator de retencdo e em ambientes acidos, o fator de retencdo sera reduzido.
Para compostos neutros ndo ocorre variacao significativa de k em funcéo do pH da

fase movel.

Foi comprovado anteriormente que as colunas RAM-BSA homemade e RAM-ADS
comercial apresentaram desempenho satisfatorio para a exclusdo de grandes
moléculas proteicas. Contudo, ao mesmo passo que macromoléculas da matriz
biologica sdo excluidas, as colunas RAM devem ser capazes de reter
micromoléculas adequadamente e sem que ocorra a deformacdo das bandas

cromatograficas.

Para avaliar entdo a capacidade de retencdo e o comportamento de farmacos nas
colunas RAM-C18-BSA (30 x 4,6 mm, 15 ym) homemade e RAM-C18-ADS (25 x 4,0

mm, 25 pym) comercial, foram determinados o fator de retencdo e o fator de
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assimetria de bandas cromatograficas de 9 compostos acidos, neutros e basicos a

20 pgmL™ (Tabela 6) empregando fase mével com pH 2,5; 6,0; 6,5 e 7,0 no modo

unidimensional de eluicdo cromatografica, como esquematizado na Figura 30.

Tabela 6 - Farmacos avaliados nas fases RAM-BSA e RAM-ADS.

o Categoria
Compostos Estrutura quimica o
terapéutica
Acidos
W Anti-inflamatério nao
cetoprofeno wel NI ,
esteroidal
_ CC Anti-inflamatério ndo
diclofenaco X o .
| ) esteroidal
"o ‘/ ‘/ giou
pravastatina '2e8@ Antilipémico
HOJ:‘}/>]/
Neutros
bromazepam Ansiolitico
" Supressor da
HC._ ,L CH, ~
omeprazol ] SO secrecdo de HCI
NTTCH§ 4_'N7_7‘
o gastrico
o]
- H°C*N'ﬂ‘ H . ;o
teofilina P Antiasmatico
&
Basicos
ﬁ\ W O O
mebendazol O Oy Anti-helmintico
NP ~~~N H
(7 T N‘/?:‘H . . .
propranolol L&Y ™ Anti-hipertensivo

trimetoprima

Antibidtico
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Figura 30 — Esquema do procedimento realizado para avaliar a reteng&o e assimetria de farmacos

acidos, neutros e basicos nas colunas RAM-BSA e RAM-ADS.

Solugéo fosfato de potassio 0,1 M

| |
pH=25 pH=6,0 pH=6,5 pH=7,0 ACN
l | ] ]

BOMBA

Injetor automatico

Coluna RAM EETECTORI DAa

O uso de fases moveis com pH préximo ao ponto isoelétrico da albumina leva a uma
perda na eficiéncia de exclusdo da fase extratora e a precipitacdo das proteinas
plasmaticas no sistema cromatografico. Portanto, ndo € recomendavel o uso de
eluentes com pH compreendidos entre 3 e 5 em métodos analiticos que empregam
a injecdo direta de amostra em colunas RAM.”*"® As figuras 31, 32 e 33 mostram a
influéncia do pH da fase mével no fator de retencédo dos farmacos acidos, neutros e

basicos, respectivamente, avaliados nas colunas RAM-BSA e RAM-ADS.
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Figura 31 — Retengao dos farmacos &cidos em fungéo do pH da fase mével nas colunas RAM-C18-

BSA (30 x 4,6 mm, 15 um) e RAM-C18-ADS (25 x 4,0 mm, 25 pum).
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Figura 32 — Retencéo dos farmacos neutros em fungdo do pH da fase mével nas colunas RAM-

C18-BSA (30 x 4,6 mm, 15 pym) e RAM-C18-ADS (25 x 4,0 mm, 25 ym).
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Figura 33 — Retencao dos farmacos basicos em fungéo do pH da fase mével nas colunas RAM-

C18-BSA (30 x 4,6 mm, 15 ym) e RAM-C18-ADS (25 x 4,0 mm, 25 ym).
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Os resultados mostram que ndo houve diferencas significativas nos fatores de
retencdo dos farmacos nas colunas RAM-C18-BSA e RAM-C18-ADS, com excec¢ao
dos farmacos acidos em pH 2,5 em que foram observados maiores valores de k
guando eluidos pela coluna RAM-C18-BSA.

LIMA™ et al. avaliaram a retencdo de uma série de farmacos em coluna RAM-C8-
BSA (100 x 4,6 mm, 10 ym), dentre eles, cetoprofeno, omeprazol e propranolol. Os
perfis de retencdo obtidos por LIMA™ et al. foram semelhantes aos perfis de
retencdo obtidos no presente trabalho para estes farmacos. Provavelmente, esses
resultados foram semelhantes devido ao fato de que apesar das colunas extratoras
utilizadas por LIMA™ et al. possuirem comprimento maior que as colunas deste
trabalho, cerca de trés vezes o comprimento da RAM-C18-BSA e quatro vezes o da
RAM-C18-ADS, o que é capaz de aumentar os fatores de retencdo dos farmacos; as

fases hidrofébicas utilizadas por LIMA™ et al. sdo octilsilica, as quais, em
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contrapartida, possibilitam uma menor retencdo dos farmacos se comparada as

fases octadecilsilica, mais apolares, do presente trabalho.

Quanto a assimetria das bandas cromatogréficas, pode ser observado que ha uma
maior dispersao deste parametro em relagéo ao ideal (As=1,0) na coluna RAM-C18-
ADS do que na RAM-C18-BSA, tanto para os farmacos acidos (Figura 34), quanto
para os neutros (Figura 35) e basicos (Figura 36).

Contudo, no desenvolvimento de um método analitico com extracdo on-line da
amostra biolégica por coluna RAM, os farmacos interagem tanto com a fase
hidrofébica da coluna extratora quanto com a fase da coluna analitica, o0 que tende a
diminuir o fator de assimetria dos analitos. Logo, altos valores de assimetria obtidos
na interacdo analito-coluna RAM sdo aceitos. E evidente entdo a necessidade de
uma reavaliacdo e otimizacdo da separacdo cromatografica no sistema

bidimensional.

Figura 34 — Fator de assimetria (As) dos farmacos acidos em fungéo do pH da fase mével nas

colunas RAM-C18-BSA (30 x 4,6 mm, 15 um) e RAM-C18-ADS (25 x 4,0 mm, 25 um).
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Figura 35 — Fator de assimetria (As) dos farmacos neutros em fungéo do pH da fase mével nas

colunas RAM-C18-BSA (30 x 4,6 mm, 15 ym) e RAM-C18-ADS (25 x 4,0 mm, 25 uym).
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Figura 36 — Fator de assimetria (As) dos farmacos basicos em fung&o do pH da fase movel nas

colunas RAM-C18-BSA (30 x 4,6 mm, 15 um) e RAM-C18-ADS (25 x 4,0 mm, 25 um).
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3 CONCLUSAO

A coluna RAM-BSA homemade possui preparo simples e, assim como a RAM-ADS
comercial se demonstrou eficiente para a exclusédo de proteinas do plasma humano,
com porcentual médio de, respectivamente, 101,1 e 99,9%, utilizando-se apenas

agua como fase movel.

Ambas as colunas apresentaram também fatores de retencdo adequados para 0s
diferentes compostos avaliados, permitindo entdo a exclusao de proteinas da matriz
biolégica sem eliminar os analitos. Para os compostos acidos e béasicos, ha a

possibilidade de adequacao dos fatores de reten¢cao otimizando o pH da fase movel.

Estes suportes sédo entdo adequados para serem utilizados como fases extratoras
em sistemas de column-switching para determinacdo de farmacos em amostras

biologicas.

A coluna homemade € uma alternativa viavel para a substituicdo da coluna

comercial.



CAPITULO 3

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO BIOANALITICO PARA
DETERMINACAO DE LOVASTATINA, PRAVASTATINA, ROSUVASTATINA E
SINVASTATINA EM PLASMA HUMANO EMPREGANDO CROMATOGRAFIA

LIQUIDA COM COLUNAS DE MEIO DE ACESSO RESTRITO
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1 MATERIAIS E METODOS

Todos os experimentos analiticos foram realizados nos Laboratérios de Controle de
Qualidade de Medicamentos (LCQ) e de Bioequivaléncia do Centro de Estudos e
Desenvolvimento Analitico Farmacéutico (CEDAFAR-BIO) da Faculdade de
Farmacia da UFMG.

O plasma humano utilizado foi coletado no Laboratério de Hematologia Clinica da
Faculdade de Farmacia da UFMG mediante aprovacao do estudo pelo Comité de
Etica da UFMG conforme Anexo A deste trabalho.

1.1 Materiais

1.1.1 Substancias guimicas de referéncia (SOR) e amostras

e Atorvastatina calcica (USP Reference Standard), lote G0J276.

e Pravastatina sédica (USP Reference Standard), lote F11288.

e Rosuvastatina calcica (PGS Purity Grade Standard — USA), lote 1110-012A1.

e Sinvastatina (USP Reference Standard), lote I1H070.

e Atorvastatina calcica matéria-prima (Fagron — S&o Paulo, Brasil), lote
VLATDO01100110#5.

e Lovastatina matéria-prima (Pharmanostra — Rio de Janeiro, Brasil), lote
09124119A.

e Pravastatina sédica matéria-prima (Pharmanostra — Rio de Janeiro, Brasil),
lote 11114129B.

e Rosuvastatina calcica matéria-prima (Embrafarma — Séo Paulo, Brasil), lote
13771.

e Sinvastatina matéria-prima (Galena — Sdo Paulo, Brasil), lote 1102009509.
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1.15

Reagentes e vidrarias

Solventes e reagentes grau cromatografico: acetonitrila e metanol J. T. Baker
(Xalostoc, México).

Solventes e reagente grau analitico: acido orto-fosférico Vetec (Duque de
Caxias, Brasil), fosfato de potassio bibasico Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemanha), fosfato de potassio monobéasico Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemanha) e hidréxido de potassio Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha).
Agua ultrapurificada em sistema Milli-Q Millipore Direct-Q3.

Tubos Eppendorf.

Pipetas, provetas e bal6es volumétricos calibrados.

Béqueres, tubos de ensaio e kit de filtracdo a vacuo.

Equipamentos e materiais

Agitador automatico Minishaker MS1IKA Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemanha).

Aparelho de ultrassom Unique (Indaiatuba, Brasil) MaxiClean 1400.

Balanca analitica Shimadzu (Kyoto, Japao) AUW220D com precisao de 0,01
mg.

Centrifuga Jouan (Saint-Herblain, Franca) MR23.

Coluna analitica Lichrocart 125-4 Purospher Star C8 (125 x 4,0 mm, 5 uym)
Merck (Darmstadt, Alemanha).

Coluna cromatografica HPLC C18 (30 x 4,6 mm, 15 um) ACE (Aberdeen,
Escdcia)

Coluna RAM-ADS Lichrocart 25-4 Lichrospher C18 ADS (25 x 4,0 mm, 25 um)
Merck (Darmstadt, Alemanha).

Cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia Shimadzu (Kyoto, Japado), com
controladora SCL-10A VP, duas bombas LC-10AD VP, forno CTO-10A VP,
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injetor automatico SIL-10AD VP e detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-
M10A VP.

e Filtros de membrana de celulose regenerada de 0,45 um Millipore (Darmstadt,
Alemanha).

e Freezer Revco (Garden Grove, EUA) com temperatura de -70°C.

e Repipetador eletronico HandStep Brand (Wertheim, Alemanha).

e Micropipetas Pipetman P20 e P1000 Gilson (Middleton, EUA).

e Potenciometro Metrohm (S&o Paulo, Brasil) 827 pH Lab.

o Refrigerador GELOPAR (Araucéria, Brasil) com temperatura de 2°C.

e Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Millipore (Darmstadt, Alemanha)
Direct-Q3.

e Valvula de 6 vias e 2 posi¢des VICI (Brockville, Canada) Cheminert.

1.2 Métodos

1.2.1 Ajuste do pH das amostras bioldgicas

A primeira etapa do desenvolvimento do método bioanalitico para a determinacao de
lovastatina, pravastatina, rosuvastatina e sinvastatina, utilizando atorvastatina como
padrao interno, consistiu na acidificacdo do plasma humano com o intuito de reduzir
a conversdao das formas moleculares lactona em hidroxiacida de alguns destes

farmacos na amostra biologica.

Preparou-se entdo solucao de &cido fosférico a 42,5% (v/v) diluindo 500 pL de acido
fosforico PA em 500 yL de agua deionizada. Em seguida, foram adicionados 10 pL
da solucéo preparada em 500 uL de plasma humano. A amostra foi homogeneizada

em agitador automéatico durante 15 segundos e o pH medido.
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1.2.2 Medidas espectrofotométricas de solucdes padrdo de estatinas

Para determinar os comprimentos de onda relativos a absorcdo maxima na regiao
do ultravioleta e visivel (UV-vis) pelas estatinas, foram realizadas medidas
espectrofotométricas de solucées padrdo a 20 ugmL™ destes compostos.

Inicialmente foram preparadas solucdes a 1,0 mgmL™ de atorvastatina, lovastatina,
pravastatina, rosuvastatina e sinvastatina pesando cerca de 10 mg de cada farmaco
em balbes de 10 mL e dissolvendo-os em metanol. 20 uL destas solugbes foram
diluidas em 980 pL de solugéo de acetonitrila:solugcéo fosfato de potassio 0,1 M pH
2,5 (40:60), obtendo assim solucdes padrao a 20 pygmL™ de estatinas. Em seguida, o
equipamento foi zerado e aliquotas das solu¢des padrao foram transferidas para
cubetas de quartzo. As varreduras na regido espectral de 190 a 800 nm foram
registradas utilizando solucdo de acetonitrila:solucdo fosfato de potassio 0,1 M pH

2,5 (40:60) como solucao branco.

1.2.3 Desenvolvimento e comparacao de métodos empregando 0s modos de

eluicdo backflush e foreflush do sistema de column-switching

Inicialmente foi otimizada a separacao cromatografica de atorvastatina, lovastatina,
pravastatina, rosuvastatina e sinvastatina no modo unidimensional de eluicdo (modo
de eluicdo convencional em CLAE, em que 0 sistema € composto por apenas uma
coluna analitica). Foi avaliada a separacéo desses farmacos utilizando, como fase
movel, diferentes misturas em diversas proporcdes de solucao fosfato de potassio
0,1 M pH 2,5 com metanol ou acetonitrila ou metanol e acetonitrila em eluicédo

isocratica e gradiente.

Foram desenvolvidos e avaliados métodos para a separacdo cromatografica desses
mesmos farmacos em plasma humano empregando coluna RAM e cromatografia
liquida no modo bidimensional de eluicdo (modo em que o sistema cromatografico
composto por duas colunas, geralmente uma extratora para o preparo da amostra e

uma analitica para a separagdo dos analitos). Os métodos foram desenvolvidos
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utilizando as duas modalidades de eluicdo do sistema bidimensional: backflush e
foreflush. Os métodos compartilharam condi¢cdes cromatogréficas analogas diferindo
apenas no modo de eluicdo bidimensional empregado, em um deles foi utilizado o
backflush e no outro, o foreflush. Esta comparacéo foi realizada utilizando colunas
RAM-BSA homemade C18 (30 x 4,6 mm, 15 ym) e RAM-ADS Lichrocart C18-ADS
(25 x 4,0 mm, 25 ym) como fases extratoras e coluna analitica Lichrocart C8 (125 x
4,0 mm, 5 ym) mantidas a 35°C. O tempo de viragem da vélvula do modo
bidimensional foi de 3 min. Em uma dimensao foi empregada agua deionizada com
fluxo de 1,0 mLmin™ como fase moével (A). Na segunda dimens&o foi utilizada como
fase movel (B) os gradientes representados nas tabelas 7 e 8 para os modos
backflush e foreflush, respectivamente, também a 1,0 mLmin™. O volume de injecdo
foi de 20 uL e os analitos foram monitorados a 237 nm.

Tabela 7 — Condicées de gradiente para a fase mével (B) no modo backflush de eluicéo.

Tempo (min) Acetonitrila (%) Fosfato* (%) Eluicéo
0-4,0 40 60 isocratica
4,0-6,0 40 — 60 60 — 40 gradiente linear
6,0 — 16,0 60 40 isocratica

*solucao fosfato de potassio 0,1 M pH 2,5.

Tabela 8 — Condi¢des de gradiente para a fase movel (B) no modo foreflush de elui¢o.

Tempo (min) Acetonitrila (%) Fosfato* (%) Eluicéo
0-10,5 40 60 isocratica
10,5-125 40 — 60 60 — 40 gradiente linear
12,5-30,0 60 40 isocratica

*solucao fosfato de potassio 0,1 M pH 2,5.

As amostras de estatinas foram preparadas na concentracdo de 2,0 uygmL™. Para
isso, preparou-se uma solucdo metandlica dos cinco analitos a 0,1 mgmL™ pesando

cerca de 1,0 mg de cada farmaco em um Unico baldo de 10 mL. O volume foi
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completado com metanol e a solugdo foi homogeneizada. Apos centrifugar o plasma
a 5000 rpm durante 15 minutos (2711,15 x g) em temperatura ambiente, foram
transferidos 480 uL do mesmo juntamente com 10 uL de solugéo de acido fosférico a
42,5% (v/v) para tubo eppendorf. A amostra foi homogeneizada em agitador
automatico durante 15 segundos. Em seguida, foram adicionados 10 yL da solugdo
de estatinas a 0,1 mgmL™ e homogeneizado por mais 15 segundos, obtendo assim a

amostra a 2,0 ugmL™ dos cinco farmacos em plasma.

Finalmente, foram injetados no cromatografo seis replicatas de 20 yL da amostra
utilizando a coluna RAM-BSA como fase extratora, 0 modo backflush de eluicéo e as
demais condicbes cromatograficas acima descritas. O mesmo procedimento foi
repetido para a coluna RAM-ADS e também para as duas colunas no modo
foreflush. Entretanto, as tubulagdes no cromatografo e na valvula seletora foram
ajustadas a fim se obter a configuracdo deste segundo modo de eluicdo

bidimensional.

Os parametros cromatograficos numero de pratos teoricos (N), fator de assimetria a
10% (As) e resolucao (Res) entre os picos, além do tempo total de corrida foram
avaliados e comparados para os modos de eluicdo backflush e foreflush e para as
colunas RAM-BSA e RAM-ADS.

O namero de pratos tedricos foi calculado segundo a equacéo:

N =16 (—) (14)

onde:
N = namero de pratos tedricos;
tg = tempo de retencao do analito;

w,, = largura do pico medida na sua base utilizando o método da tangente.
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O fator de assimetria a 10% foi calculado de acordo com a equacédo 13 do capitulo
2. E aresolucéo entre os picos foi determinada de acordo com a seguinte equacao:

_ 2(tgy *+tgy)
Wpz + Wpe

Res (15)

onde:

Res = Resolugéo entre dois picos adjacentes (1 e 2);
tr, = tempo de retencédo do pico 2;

tz; = tempo de retencéo do pico 1,

wy,, = largura do pico 2 medida na sua base;

wy, = largura do pico 1 medida na sua base.

1.2.4 Avaliacao dos volumes de injecdo de amostras de estatinas

Para aumentar a detectabilidade do método, foi avaliado o perfil dos picos dos cinco

analitos quando volumes crescentes de amostra foram injetados.

Foram preparadas solucées metandlicas a 1,0 mgmL™ dos cinco farmacos conforme
ja descrito anteriormente. Destas, foram transferidos para um unico baldo de 10 mL,
2500 upL da solucdo de atorvastatina, 265 upL das solucbes de lovastatina,
rosuvastatina e sinvastatina e 650 uyL da solucdo de pravastatina. O volume foi
completado com metanol e a solucdo foi homogeneizada. Apos centrifugar o plasma
a 5000 rpm durante 15 minutos (2711,15 x g) a temperatura ambiente, foram
transferidos 960 uL do mesmo juntamente com 20 uL de solugéo de acido fosférico a
42,5% (v/v) para tubo eppendorf. A amostra foi homogeneizada em agitador

automético durante 15 segundos. Em seguida, foram adicionados 20 yL da solugao
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contendo as cinco estatinas e homogeneizado por mais 15 segundos, obtendo
dessa forma a amostra em uma concentragdo mediana as concentragfes da curva
de calibracdo para determinacdo destes farmacos em plasma humano. As
concentracdes foram de 5000 ngmL™ para a atorvastatina, 530 ngmL™ para a
lovastatina, rosuvastatina e sinvastatina e 1300 ngmL™ para a pravastatina.

Foram entdo injetados no cromatégrafo 20, 50, 100, 200 e 500 pyL da amostra
preparada utilizando coluna RAM-BSA como fase extratora, coluna analitica
Lichrocart C8, ambas mantidas a 35°C, e o modo backflush de eluicdo com tempo
de viragem da valvula de 3 min. A fase movel (A) consistiu em agua deionizada com
vazdo de 1,0 mLmin™ e fase mével (B) foi utilizada de acordo com o gradiente
representado na Tabela 7, também a 1,0 mLmin™. Os farmacos foram monitorados a

237 nm durante 16 min.

A avaliacdo da detectabilidade dos farmacos foi entdo realizada comparando a altura
e o fator de assimetria a 10% (equacdo 13 do capitulo 2) das bandas

cromatograficas dos cinco analitos.

1.2.5 Condicoes cromatoqraficas para validacdo do método

As analises cromatograficas para a validacdo do método foram realizadas em
cromatografo a liquido Shimadzu 10A VP com detector DAD, coluna RAM-ADS
Lichrocart C18-ADS (25 x 4,0 mm, 25 ym) como fase extratora e coluna analitica
Lichrocart C8 (125 x 4,0 mm, 5 ym), mantidas a 35°C. Foi selecionado o0 modo
backflush de eluicdo, como j4 descrito anteriormente, com tempo de viragem da
valvula de 3 min. Na primeira dimensao foi empregada agua deionizada (pH 2,5,
ajustado com HsPO, PA) com vazdo de 1,0 mLmin™ (fase mével (B)), e na segunda
dimensao, a fase mével (B) foi utilizada de acordo com o gradiente representado na
Tabela 7, também a 1,0 mLmin™. O volume de injecdo foi de 500 pL, os farmacos

foram monitorados a 237 nm e o tempo total de analise foi de 16 min.
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1.2.6 Preparo das amostras e padroes de validacdo do método

Os padroes e amostras de calibragdo e as amostras de controle de qualidade
utilizados na validacdo do método bioanalitico para determinacdo de lovastatina,
pravastatina, rosuvastatina e sinvastatina em plasma humano, utilizando
atorvastatina como padrdo interno, foram preparados da seguinte maneira:
inicialmente foram preparadas solugdes estoque (SE) de ATO, LOV, PRA, ROS e
SIN. A partir destas SE, foram preparadas solucdes de trabalho (ST) contendo os
cinco farmacos juntos em concentracfes que variavam. As amostras e padrbes de
validacdo do meétodo foram entdo obtidas fortificando aliquotas de plasma com
volume fixo de ST.

1.2.6.1 Preparo das solucdes estoque de estatinas

As SE de estatinas foram preparadas na concentracdo de 1,0 mgmL™* do farmaco
em metanol. Foram pesados exatamente cerca de 10,0 mg de LOV, PRA, ROS e
SIN em balédo volumétrico de 10 mL e exatamente cerca de 50 mg de ATO em balédo
de 50 mL. Cerca de 80% do volume dos baldes foi completado com metanol e as
solucdes foram levadas ao banho de ultrassom durante 5 minutos. Em seguida, as
solucdes foram deixadas em repouso a temperatura ambiente até completa
contracdo do solvente. Finalmente, o volume dos balGes foi completado com o

mesmo solvente e as solu¢cdes foram homogeneizadas.

1.2.6.2 Preparo das solucdes de trabalho de calibracdo e de controle de

qualidade

Foram preparadas sete solugcbes de trabalho (ST, STy, STs, ST4, STs, STe € ST7)

correspondentes aos sete pontos da curva de calibracdo dos farmacos e quatro
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solucdes de trabalho correspondentes as concentracdes de controle de qualidade de
baixa, média e alta concentragéo e de dilui¢do (STcos, STcom, STcoa € STcop).

As solugbes de trabalho foram obtidas transferindo os volumes das solugdes
estoque de ATO, LOV, PRA, ROS e SIN de acordo com a Tabela 9 para balbes
volumétricos de 10 mL. O volume dos baldes foi completado com metanol e as

solugdes foram homogeneizadas.

As ST foram armazenadas em freezer a -70°C, por, no maximo, 30 dias.

Tabela 9 — Volume de solucéo estoque de estatinas (L) para o preparo das solugdes de trabalho

de calibracéo e de controle de qualidade.

Solucéo de SE de SE de SE de SE de SE de
trabalho  atorvastatina lovastatina pravastatina rosuvastatina sinvastatina
ST, 2500 62,5 250 62,5 62,5
ST, 2500 125,0 375 125,0 125,0
STs 2500 188,0 500 188,0 188,0
STy 2500 250,0 625 250,0 250,0
STs 2500 313,0 750 313,0 313,0
STs 2500 375,0 875 375,0 375,0
STy 2500 438,0 1000 438,0 438,0
STcos 2500 175,0 500 175,0 175,0
STcom 2500 265,0 650 265,0 265,0
STcoa 2500 350,0 800 350,0 350,0
STcop 5000 550,0 1350 550,0 550,0

1.2.6.3 Preparo de padrdoes e amostras de calibracdo e amostras de controle de

qualidade

Os padrbes de calibragdo foram preparados nas concentragbes de 125, 250, 376,

500, 626, 750 e 876 ngmL™ de lovastatina, rosuvastatina e sinvastatina; 500, 750,
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1000, 1250, 1500, 1750 e 2000 ngmL™ de pravastatina e 5000 ngmL™* de

atorvastatina.

Foram transferidos 686 uL de plasma juntamente com 14 uL de solugédo de acido
fosférico a 42,5% (v/v) para tubo eppendorf, seguido de homogeneizacdo em
agitador automatico durante 15 segundos. Foram entdo adicionados 14 uL das
solucdes de trabalho STy, ST, STs, ST4, STs, STe, € ST para, respectivamente, 0s
padrdes de calibracdo P; (LIQ), P2, P3, P4, Ps, Pg € P7 (LSQ). Os padrdes foram
homogeneizadas por mais 15 segundos e centrifugados a 5000 rpm durante 15
minutos (2347,8 x g) a 4°C.

Para o preparo da amostra zero de calibracdo, foi preparada uma solucao de Pl a
250 pgmL™? transferindo 2500 pL da solucdo estoque de ATO (cujo preparo foi
descrito na secao 1.2.6.1) para baldo volumétrico de 10 mL, completando o volume
do baldo com metanol e homogeneizando a solugédo. As amostras branco e zero
foram preparadas de modo similar ao preparo das amostras de calibracéo, contudo,
foram adicionados 14 pL de, respectivamente, metanol e solucdo de Pl a 250 pgmL™

substituindo a adicdo de ST das amostras de calibracao.

As amostras de controle de qualidade CQB, CQM e CQA foram preparadas nas
concentracdes de 350, 530 e 700 ngmL™ de lovastatina, rosuvastatina e
sinvastatina; 1000, 1300 e 1600 ngmL™* de pravastatina e 5000 ngmL™ de
atorvastatina. Estas amostras também tiveram o preparo similar ao das amostras de
calibragéo, contudo, na ultima etapa, foram adicionados 14 pL de STcos, STcom €
STcoa, Substituindo a adicdo de ST das amostras de calibragdo, obtendo,

respectivamente, as amostras CQB, CQM e CQA.

A amostra de controle de qualidade CQD foi preparada na concentracdo de 550
ngmL™* de LOV, ROS e SIN, 1350 ngmL™ de PRA e 5000 ngmL™’ de ATO da
seguinte maneira: foram transferidos 686 pL de plasma e 28 pL de solugédo de acido
fosforico a 42,5% (v/v) para tubo eppendorf. A amostra foi homogeneizada em
agitador automatico durante 15 segundos. Em seguida, foram adicionados 14 uL de
STcop, as amostras foram homogeneizadas por mais 15 segundos. Foi adicionada
uma segunda fracdo de 700 pyL de plasma diluindo de duas vezes a amostra e
finalmente a mesma foi homogeneizada em agitador automatico e centrifugada

conforme as amostras de calibragao.
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A Figura 37 e as tabelas 9 e 10 representam resumidamente as etapas para o

preparo das amostras e solu¢des padrédo de validacdo do método.

Tabela 10 — Preparo dos padrdes e amostras de calibragdo e amostras de controle de qualidade.

Fortificacao
Amostra Plasma HoPO4* Plasma
(14 uL)
P1 (LIQ) 686 uL 14 yL ST, -
P2 686 pL 14 uL ST, —
P3 686 uL 14 uL ST; -
Py 686 uL 14 uL STy -
Ps 686 pL 14 uL STs -
Ps 686 uL 14 uL STs -
Pz (LSQ) 686 L 14 pL STy -
branco 686 uL 14 uL metanol -
Zero 686 uL 14 uL PI** -
CcQB 686 L 14 pL STcos -
CQM 686 L 14 yL STcom —
CQA 686 pL 14 yL STcoa —
CQD 686 L 28 pL STcop 700 pL

*solucdo de acido fosforico a 42,5% (v/v). **solucdo metandlica de Pl a 250 pgmL™.
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Figura 37 — Esquema das etapas para o preparo dos padrdes e amostras de calibragdo e amostras de controle de qualidade.

ETAPA 1

Solugdes de Trabalho

ETAPA 3 H H
1M“vuL (=) £

M ! uznfnou 'm'"")

T 14 puL*
i » ETAPA 2
. XK < Y % > ) ) ' . 14 uL
ETAPA 2 i .
o PieLIQ P2 Ps3 Pa Ps Ps P7 cQaB caMm CQA cab ‘ \ Padroes e amostras de calibragao
“ % e amostras de controle de qualidade
Zero Branco
Plasma i 700 uL
D ETAPA 4
Plasma

*28 uL de solucao de acido fosforico a 42,5% (v/v) para a amostra CQD.
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1.2.7 Critérios de desempenho para validacao bioanalitica

1.2.7.1 Seletividade®®

Para o estudo da seletividade, seis amostras branco, obtidas de seis fontes distintas,
foram necessarias, das quais, quatro foram preparadas com plasma normal, uma foi
prepara com plasma lipémico e a ultima com plasma hemolisado. Foi também
preparada uma amostra LIQ e uma amostra CQM. Os modos de preparo de
amostras branco e LIQ foram descritos na se¢éo 1.2.6.3.

Foram entéo injetados no cromatdgrafo 500 pyL das quatro amostras branco normais,
da amostra branco lipémica, da amostra branco hemolisada, da amostra LIQ e da
amostra CQM utilizando as condi¢cdes cromatograficas para validacdo do método
(secao 1.2.5).

O cromatograma da amostra LIQ foi sobreposto aos seis cromatogramas das
amostras branco. Por inspecdo visual, foi observado se houve presenca, nos
cromatogramas branco, de picos interferentes, compreendidos em toda a extenséo
de integracédo dos picos dos analitos e Pl no cromatograma LIQ. As porcentagens
das areas dos picos interferentes foram determinadas em relacdo as areas dos

respectivos analitos e Pl na concentragao do LIQ.

A resolucdo entre os picos dos cinco farmacos no cromatograma CQM foi

determinada de acordo com a equacéao 15 deste capitulo.

1.2.7.2 Efeito residual®®

O efeito residual (carry-over) também foi avaliado por sobreposicbes de
cromatogramas. Neste estudo, o cromatograma de amostra LIQ foi sobreposto aos
cromatogramas de amostras branco injetadas antes e apoés injecdo e corrida de

amostra LSQ.
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Foram entdo preparadas trés amostras branco, uma amostra LIQ e uma amostra

LSQ segundo o modo de preparo anteriormente descrito na se¢ao 1.2.6.3.

Utilizando as condi¢des cromatograficas para validacdo do método (secado 1.2.5),
foram injetados no cromatografo 500 uL destas amostras na seguinte ordem: uma

amostra branco, amostra LSQ, duas amostras branco e amostra LIQ.

Apds a sobreposicdo dos cromatogramas, foi observado se houve carry-over, ou
seja, presenca de picos provenientes da injecdo e corrida da amostra LSQ
interferindo na quantificacdo da area dos picos dos analitos e Pl. As porcentagens
das areas dos picos interferentes foram determinadas em relacdo as areas dos
respectivos analitos e Pl na concentragao do LIQ.

1.2.7.3 Efeito matriz®®

O efeito matriz foi avaliado comparando a resposta dos analitos em amostras CQB e
CQA em plasma em relacdo a resposta destes analitos em solugdo aquosa nas

mesmas concentra(;(")es.

Foram preparadas quatro amostras de plasma fortificadas CQB e quatro CQA
utilizando plasma proveniente de oito fontes distintas segundo o modo de preparo
descrito na secédo 1.2.6.3. Das amostras CQB, duas foram preparadas com plasma
normal, uma com plasma lipémico e a ultima com plasma hemolisado. O mesmo

procedimento foi adotado para o preparo das amostras CQA.

As solucbes aquosas dos analitos foram preparadas em duas replicatas na
concentracdo de CQB e duas de CQA também utilizando o procedimento descrito na
secdo 1.2.6.3, porém, na primeira etapa, foram adicionados 686 uL de agua

purificada, ao invés de 686 uL de plasma.

Utilizando as condicBes cromatograficas para validacdo do método (secédo 1.2.5),
foram injetados no cromatégrafo 500 yL das oito amostras de plasma fortificadas
CQB e CQA e das quatro solugbes aquosas CQB e CQA.
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Por meio da equacao 16 foram calculados os fatores de matriz normalizados por PI

(FMN) para cada farmaco e cada concentracao de controle de qualidade avaliada.

_ AUCAM/AUCPIM
 AUCu5/AUCps

FMN (16)

onde:

FMN = fator de matriz normalizado por PI;

AUC 4, = &rea sob a curva do analito em matriz;

AUC p;, = area sob a curva do Pl em matriz;

AUC 45 = area sob a curva do analito em solucéao;

AUC p;s = @rea sob a curva do Pl em solucéo.

1.2.7.4 Curva de calibracdo®®"®

Foi utilizado o método de Regressao Linear Simples (Método dos minimos

guadrados ordinarios — MMQO) para o estudo da linearidade.

Para isto, foram preparados e analisados, em trés dias distintos, um padrdo de cada
ponto da calibragcdo, uma amostra branco e uma amostra zero. Os padrdes e
amostras foram preparados segundo o modo de preparo anteriormente descrito na
secdo 1.2.6.3 e de forma independente, ou seja, as pesagens e 0s preparos das

solucdes de estoque e trabalho foram realizados trés vezes, uma vez em cada dia.

Utilizando as condi¢bes cromatograficas para validacdo do método (se¢édo 1.2.5),
foram injetados no cromatdgrafo 500 uL destes padrbes e amostras em ordem

aleatoria.
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A curva de calibragcdo concentracdo versus area do analito normalizada pela area do
padrdo interno foi entdo construida e avaliada. Previamente, o diagnostico de
outliers no conjunto de dados experimentais obtidos, e as premissas normalidade e
homocedasticidade para o uso da estatistica paramétrica foram realizados.

Para o diagndstico de outliers foi empregado o teste do Residuo padronizado de
Jacknife (estatistica Jej), calculado utilizando as seguintes equacoes:

n—-p-—1
Je; = T /m 17)

€
= S_el (18)
e, =x—Xx (29)
Sei = Sresv/1— hy (20)
1 (x;—x)2
h= Ly GZ D" (21)
n Syx

Sex = i xi? = <i xi>2/n (22)

onde:
Je; = estatistica Jacknife;
r; = residuo padronizado;

e; = residuo;
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Se, = erro padréo do residuo;
h; = leverage,;

n = numero de dados;

p = numero de parametros;
x = valor experimental,

x = média dos valores experimentais.

Foi avaliado se os dados seguem a distribuicdo normal por meio do teste de Ryan-
Joiner calculando a estatistica Req (equacdes de 1 a 6 do capitulo 2).

A homocedasticidade foi avaliada pelo calculo da estatistica t. do teste de Brown-

Forsythe (ou Levene modificado) com as seguintes expressoes:

. |d; — d,|
L=
T 1 (23)
CRFWE
Czk = Z |dkj|/nk (24)
dyj = €k — ey (25)

, _ (SQD; +5QD,)
P (ny+n, +2)

(26)

ng
SQDy = Z(dkj - Jk)z (27)
j=1
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onde:

t, = estatistica de Brown-Forsythe;
n; = namero de observacoes;

é, = mediana de cada grupo;

S; = variancia combinada;

SQD, = soma dos quadrados dos desvios das diferencas.

Além de seguirem a normalidade e serem homocedasticos, os dados experimentais
devem ser independentes entre si para a adocdo do modelo de Regressao Linear
Simples. Foi calculada entéo a estatistica d do teste de Durbin-Watson para avaliar a

independéncia dos dados:

Z?:z(ei - ei—1)2
2
1€

d = (28)

onde:

d

estatistica de Durbin-Watson;

e; = residuo do valor experimental i;

e;_, = residuo do valor experimental i-1.

O teste Durbin-Watson lanca mao de dois valores de d critico para comparacéao de d
calculado, um inferior (d.) e um superior (dy). Estes parametros foram calculados por

meio da interpolacao polinomial:
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b

dcritico (@) ~a+—+ E +

Vn

onde, para 95% de confianga (a = 0,05):
a =1,96930 para d_ e 1,98323 para dy;
b =-2,86066 para d_ e -3,05473 para dy;
¢ =-3,41482 para d. e 1,38625 para dy;

d =16,64003 para d. e 16,36623 para dy.

c

d
n2

(29)

Apoés as analises estatisticas foi tracado, para cada farmaco, o grafico de disperséo

com linha de tendéncia utilizando o software Excel.

O eixo das abscissas foi

representado pelas concentracdes do farmaco e o eixo das ordenadas pelos valores

de razédo da area sob a curva do pico do analito dividida pela area sob a curva do

pico do PI. Utlizando o mesmo software, foi também projetado o gréafico de

dispersédo dos residuos.

A Regressdo Linear utiliza a equacdo 30 para correlacionar duas variaveis

guaisquer estudadas e estimar o valor teérico da variavel dependente em relacéo a

variavel independente experimentada.

Yi =bx;+a

onde:

y ; = variavel dependente estimada pela equacdo da regresséo;

b = estimativa do coeficiente angular;

(30)
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a = estimativa do coeficiente linear;

x; = variavel independente.

A estimativa dos parametros da Regressado Linear, coeficiente angular (inclinagao,

b), coeficiente linear (intersecéo ou intercepto, a) e coeficiente de determinacéo (R?),

foi realizada utilizando as equacgoes:

S
p=2
Sxx
n n
Sxy = zxiYi _le
i=1 i=1
n n
Sxx = lez - <Z
i=1 i=1

(31)

(32)

(33)

(34)

(35)

(36)

(37)
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) bZSxx (38)
Syy

n
7= wi/n (39)

i=1

n
X = Z x;/n (40)

O ajuste ao modelo foi entdo finalmente determinado por meio da avaliacdo do

desvio da linearidade por Analise de Variancia (ANOVA) em concordancia com a

Tabela 11.
Tabela 11 — ANOVA: Regresséo e Desvio da linearidade.
FV GL SQ QM F
Regressao 1 bZSxx SQReg /GLReg QMReg/QMres
Residuo n—2 SQTOf - SQReg SQres/GLres QMDesvio/QMEPuro

Desvio da

. . u—2 SQres - SQEPuro SQDesvia /GLDesvio

linearidade

u 1 nk 2 u nk
Entre niveis u-—1 Z— Zykj ZZY’”
e My | &= D -

Erro Puro n—u SQTot - SQENiveis SQEPuro/GLEPuro

onde:

FV = fonte de variagao;
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GL = graus de liberdade;
SQ = soma de quadrados;
QM = quadrados médios;
F = estatistica F;

u = numero de niveis;

n = numero de pontos.

1.2.7.5 Precisio e Exatido°°

Para o estudo dos critérios de desempenho de validacéo precisdo e exatidao foram
preparados e analisados, em seis replicatas, amostras nos cinco niveis de
concentragdo: LIQ, CQB, COM, CQA e CQD. Os testes foram executados em trés
dias distintos para contemplar a determinacdo da precisdo e exatidao intra e

intercorrida.

Foram entéo preparados seis amostras de cada controle utilizando o procedimento
descrito na secdo 1.2.6.3. Para a quantificacdo destas amostras foram preparadas
duas replicatas de cada padréo de calibracdo também em consonancia com o modo

de preparo detalhado na secéo 1.2.6.3.

Utilizando as condicbes cromatograficas para validacdo do método (secédo 1.2.5),
foram injetados no cromatografo 500 yL das 25 amostras de controle de qualidade e

dos sete padrfes de calibracao.

Primeiramente, os dados experimentais obtidos para a precisdo e exatiddo foram
avaliado quanto & presenca de valores outliers utilizando o teste de Grubbs

(estatistica G):
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(41)

X—Xx
Gy =|_" (42)

onde:
G, = estatistica G calculada para o menor valor experimental;
G, = estatistica G calculada para o maior valor experimental;

X = valor média experimentado;

X, = menor valor experimentado;
X, = maior valor experimentado;

s = desvio padréo das replicas.

Posteriormente, a precisdo e exatidao intra e inter corrida foram determinadas para

cada farmaco e em cada nivel de controle de qualidade.

A precisdo foi calculada e expressa na forma de desvio padrédo relativo (DPR; e

DPRg, para, respectivamente, precisao intra e inter corrida) por ANOVA:
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Tabela 12 — ANOVA: Preciséo intra e inter corrida.

FV GL SQ QM F
u nk 2
%
o Xkj <
=\ = =
. J S
Ensaio u—1 2 SQEnsaio /GLEnsaio ~
u nk S
1 Z §
u xk] 3
k=1T \ = j=1 §
Repetitividade n—u SQTot — SQEnsaio SQRepe /GLRepe
n
Total n—1 Z(xi —X)?
i=1
onde:
FV = fonte de variagao;
GL = graus de liberdade;
SQ = soma de quadrados;
QM = quadrados médios;
F = estatistica F;
u = namero de ensaios;
n = namero total de replicatas.
Tabela 13 - ANOVA: Estimativa de DPR, e DPRg.
Variancia Expresséo DPR
- - 2
Repetitividade s? QMpgepetitividade Vo7 100
Entre ensaios SLZ?ntTeEnsaio (QMEnsaio — QMpgepetitividade /T_l)

. o 2 2 VR
Reprodutibilidade parcial sg Syt SentreEnsaio YR %100
X
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onde:
QM = quadrados medios;

n = meédia do numero de replicatas nos diferentes ensaios;

A exatidao foi calculada e expressa na forma de erro padrao relativo (EPR; e EPRg,

para, respectivamente, exatiddo intra e inter corrida) utilizando a equacao abaixo:

C..,—C
ZexXp_ oM 100 (43)

nom

EPR =

onde:

EPR = erro padréo relativo;

Cexp = cOncentracdo média experimentada;
Cnhom = CONcentracao nominal.

1.2.7.6 Limite inferior de quantificacdo (LIQ)"’

Os limites inferiores de quantificacdo dos farmacos foram estabelecidos analisando
amostras das estatinas em plasma em concentracdes decrescentes até que se
obteve relacéo sinal/ruido proxima a 10 para os picos cromatograficos dos analitos.
Dessa forma, foram preparadas e analisadas, em seis replicatas, amostras dos
farmacos e Pl em plasma em concentracdes proximas ao LIQ, as respostas dos
farmacos devem ser quantificaveis e reprodutiveis com precisdo de 20% e exatidao
de 80 a 120%. Além disso, a resposta dos analitos e Pl devem ser, respectivamente,
cinco e vinte vezes, no minimo, superiores a resposta de qualquer interferente do

plasma branco que possua tempo de retengédo proximo aos dos analitos.



Materiais e método 120

1.2.7.7 Estabilidade dos analitos em matriz biolégica®

Para o estudo de estabilidade dos analitos em matriz biologica foram preparadas 15
amostras CQB e 15 amostras CQA. Destas amostras, seis (trés de cada
concentracdo) foram quantificadas ap6s o preparo, seis foram analisadas apoés
ciclos de congelamento e descongelamento, seis foram submetidas a condi¢cbes
preconizadas no estudo de curta duracéo, seis foram submetidas a condi¢Ges de
longa duracao e as seis restantes, a condi¢cdes de pds-precessamento.

Foram transferidos, em duplicata, 10,29 mL de plasma juntamente com 210 uL de
solucéo de acido fosforico a 42,5% (v/v) para dois tubos tipo falcon de 50 mL. As
amostras foram homogeneizadas em agitador automatico durante 15 segundos. Em
seguida, foram adicionados 210 pL das solugbes de trabalho STcos € STcoa
obtendo, respectivamente, 15 amostras CQB e 15 amostras CQA. As amostras

foram homogeneizadas por mais 15 segundos.

Estas amostras foram fracionadas em aliquotas de 700 uL em tubos eppendorf. Trés
amostras CQB e trés amostras CQA foram analisadas imediatamente apdés o
preparo, as restantes foram armazenadas em freezer a -70°C para posterior analise

de estabilidade.

Para a quantificacdo das amostras recém-preparadas e das demais amostras do
estudo de estabilidade, as mesmas foram centrifugada a 5000 rpm durante 15
minutos (2347,8 x g) a 4°C no momento da andlise. Foi também necessario o
preparo de duas replicatas de cada padréao de calibracdo de acordo com o modo de
preparo detalhado na secédo 1.2.6.3, sendo utilizadas as condicfes cromatograficas

para validacdo do método da secdo 1.2.5.

1.2.7.7.1 Estabilidade apods ciclos de congelamento e descongelamento

Trés amostras CQB e trés amostras CQA foram mantidas em freezer a -70°C

durante, no minimo, 12 horas e submetidas ao descongelamento a temperatura
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ambiente. Decorrido o tempo, as amostras foram recongeladas por mais, no minimo,
12 horas e novamente descongeladas totalizando trés ciclos de congelamento e
descongelamento. Por fim, estas amostras foram quantificadas conforme condi¢des

pré-determinadas na sec¢éo anterior.

1.2.7.7.2 Estabilidade de curta duracéo

Foram submetidas ao descongelamento a temperatura ambiente trés amostras CQB
e trés amostras CQA e mantidas nesta mesma condicédo durante 2 horas. Decorrido
0 tempo, estas amostras foram quantificadas conforme condi¢cGes pré-determinadas

na secao 1.2.7.7.

1.2.7.7.3 Estabilidade de longa duracéo

Trés amostras CQB e trés amostras CQA foram mantidas em freezer a -70°C
durante 30 dias. Decorrido o tempo, estas amostras foram submetidas ao
descongelamento a temperatura ambiente e quantificadas conforme condicdes pre-

determinadas na secéo 1.2.7.7.

1.2.7.7.4 Estabilidade pds-processamento

Foram submetidas ao descongelamento a temperatura ambiente trés amostras CQB
e trés amostras CQA e mantidas durante 12 horas no auto-injetor do cromatografo.
Decorrido o tempo, estas amostras foram quantificadas conforme condi¢cBes preé-

determinadas na sec¢ao 1.2.7.7.
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2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 Medidas espectrofotométricas de solucdes padréo de estatinas

Para determinar os comprimentos de onda relativos a absorcdo maxima na regido
do UV-vis pelas estatinas, foram realizadas medidas espectrofotométricas de
solucBes padrdo a 20 ygmL™ em acetonitrila:solucéo fosfato de potassio 0,1 M pH
2,5 (40:60) utilizando esta mesma solugdo como branco. Os espectros de absorcéo
na regido do ultravioleta dos farmacos atorvastatina, lovastatina, pravastatina,
rosuvastatina e sinvastatina estdo representados na Figura 38. Os maximos de
absorcao foram de 242 nm para a ATO e ROS e 237 nm para a LOV, PRA e SIN.

Como o comprimento de onda de maxima absor¢céo para a maioria das estatinas do
estudo foi 237 nm, este foi entdo selecionado para o monitoramento destes

farmacos nos métodos cromatograficos desenvolvidos.

Figura 38 — Espectros de absor¢éo da atorvastatina, lovastatina, pravastatina, rosuvastatina e

sinvastatina a 20 pgmL™ em acetonitrila:solucéo fosfato de potassio 0,1 M pH 2,5 (40:60).
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2.2 Desenvolvimento e comparacdo de métodos empregando os modos de
eluicdo backflush e foreflush do sistema de column-switching

O sistema column-switching foi instalado no cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia
Shimazu 10A VP utilizando uma valvula de 6 vias e 2 posi¢bes, controladora, duas
bombas e desgaseificadores, forno, injetor automatico e detector DAD. No sistema
bidimensional, dois modos de eluicdo da fase movel sdo possiveis: backflush e
foreflush. As figuras 39 e 40 apresentam esquemas destes dois modos.

No modo de eluicdo backflush, em um primeiro momento (posi¢do A), o plasma é
injetado na coluna RAM, carreado pela fase movel aquosa proveniente da bomba A.
Como a FM aquosa € muito fraca, os analitos hidrofébicos tendem a se concentrar
na cabeca da coluna RAM ao passo que as macromoléculas da amostra sao
descartadas. Simultaneamente a este processo, a coluna analitica esta sendo
condicionada com a fase moével de eluicAdo e separacdo cromatografica,
impulsionada pela bomba B. Em um segundo momento (posicdo B), a fase movel
(B) é direcionada a coluna RAM no sentido contrario ao da fase aquosa, eluindo os
analitos para a coluna analitica. Em seguida ocorre a separacdo dos farmacos e a

deteccéao.

Figura 39 - Esquema da configuragéo do sistema column-switching no modo de elui¢io backflush.

Posigédo A Posicdao B

descarte bomba A descarte bomba A

injetor A= injetor

coluna RAM coluna RAM
> ‘ » > ‘ .
bomba B coluna analitica bomba B coluna analitica
detector DAD detector DAD

descarte descarte
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No modo de eluicdo foreflush, o plasma é injetado na coluna RAM e carreado pela
fase movel aguosa. As micromoléculas se concentram na cabeca da coluna RAM e
os demais compostos da matriz sdo descartados. Na posicdo B da vélvula, a fase
movel (B) é direcionada a coluna RAM, porém em sentido inverso ao que ocorre no
modo backflush, da cabeca a por¢éo terminal da RAM, eluindo os analitos em toda a
extensdo da coluna RAM e em seguida para a coluna analitica, ocorrendo a
separacdo cromatografica e a deteccéo.

Figura 40 - Esquema da configuragéo do sistema de column-switching no modo de eluigéo

foreflush.

Posicao A Posicao B

bomba A bomba A

11 injetor automatico
coluna RAM

.1 injetor automatico
coluna RAM

descarte descarte

. bomba B ‘ bomba B

coluna analitica coluna analitica

detector DAD detector DAD

descarte descarte

Assim, estes dois modos de eluicdo do sistema bidimensional se diferem na
extensdo da interacdo entre os analitos e a fase hidrofébica presente no suporte

RAM, uma vez que a interacdo € muito maior quando se emprega o modo foreflush.

A Figura 41 ilustra o sistema column-switching montado. A valvula e as colunas

RAM e analitica sédo destacadas na Figura 42.
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Figura 41 - Fotografia do sistema column-switching montado.
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Figura 42 - Fotografia do sistema de column-switching montado com destaque da vélvula e das

colunas RAM e analitica.

7 coluna

coluna RA‘M
analitica

Foram desenvolvidos e avaliados dois métodos cromatograficos para a separacdo
de atorvastatina, lovastatina, pravastatina, rosuvastatina e sinvastatina em plasma
humano empregando cromatografia liquida bidimensional. Em um deles foi
empregado o modo de eluicdo backflush e, no outro, foreflush. Os dois modos de
eluicdo foram avaliados empregando coluna RAM-BSA homemade e RAM-ADS

comercial.

Das fases moével testadas, misturas em diversas propor¢ces de solucdo fosfato de
potassio 0,1 M pH 2,5 com metanol ou acetonitrila ou metanol e acetonitrila, aquela
gue apresentou melhor separacdo dos cinco analitos em tempo de andlise
apropriado foi o gradiente da FM binéaria acetonitrila:solugcéo fosfato de potassio 0,1
M pH 2,5.

As condi¢Bes cromatogréaficas foram as mesmas para os dois métodos: tempo de
viragem da valvula de 3 min, gradientes das tabelas 7 e 8 como fase movel (B)
para, respectivamente, os modos backflush e foreflush, agua deionizada como fase
movel (A), vazdo de 1,0 mLmin™, volume de injecéo de 20 uL, temperatura do forno
de 35°C e comprimento de onda de 237 nm.
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Os cromatogramas do plasma branco fortificado com estatinas, obtidos com os
métodos desenvolvidos empregando os modos de eluicdo backflush e foreflush,
estao representados, respectivamente, nas figuras 43 e 44.

Figura 43 - Cromatograma tipico de plasma branco fortificado com estatinas a 2,0 ugmL ™" obtido

com o método bidimensional no modo backflush. (1) PRA, (2) ROS, (3) ATO, (4) LOV e (5) SIN.
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Figura 44 — Cromatograma tipico de plasma branco fortificado com estatinas a 2,0 ygmL™ obtido
com o método bidimensional no modo foreflush. (1) PRA, (2) ROS, (3) ATO, (4) LOV e (5) SIN.
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Os parametros cromatograficos obtidos para as cinco estatinas, para os dois modos

de eluicdo e para as duas colunas RAM estéo representados na Tabela 14.
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Tabela 14 - Parametros cromatogréaficos das estatinas nos modos de eluigdo backflush e foreflush

empregando colunas RAM-BSA e RAM-ADS.

I backflush foreflush backflush foreflush
RAM-BSA RAM-BSA RAM-ADS RAM-ADS
atorvastatina
N 66622 142182 55601 37994
As 1,36 1,06 1,49 1,69
Res 10,08 12,74 12,86 8,26
tr 11,24 18,32 11,03 17,57
lovastatina
N 38783 29539 32563 17089
As 1,33 1,03 1,40 1,36
Res 8,29 9,43 7,77 4,54
tr 13,06 21,62 12,86 19,76
pravastatina
N 16127 64151 13383 27073
As 1,26 1,14 1,57 2,31
Res - - - -
tr 5,65 11,01 5,32 10,56
rosuvastatina
N 5643 20854 8060 6274
As 1,10 1,01 1,41 1,83
Res 8,13 12,16 8,85 5,90
tr 8,16 14,52 7,64 13,31
sinvastatina
N 27540 15904 23086 11978
As 1,32 1,01 1,40 1,45
Res 3,60 3,31 3,37 1,88

tr 14,15 23,69 13,96 21,05




Resultados e discussao 130

Foram considerados como referéncias e ideais os valores de numero de pratos
tedricos, N = 7000, resolugéo entre os picos, Res = 2,0 e fator de assimetria a 10%,

As = 1,0, contudo, valores de As < 2 sdo aceitaveis.*®

De maneira geral, ambas as colunas e os dois modos de eluicdo apresentaram
valores adequados de N, As e Res. Porém, empregando a coluna RAM-BSA, esses
resultados se aproximaram mais dos valores ideais utilizando o modo foreflush. O
contrario foi observado para a coluna RAM-ADS em que o modo backflush se
mostrou mais satisfatério quanto ao desempenho cromatografico. Diante desta
pequena diferenca entre os modos de eluicdo, o tempo total de analise foi entdo o
fator mais critico na selecdo de um deles para se empregar no método a ser
validado para a determinacdo de estatinas em plasma humano. Tanto quando foi
empregada a coluna RAM-BSA quanto a RAM-ADS, o tempo total da corrida foi de
16 minutos para o modo backflush e de 26 minutos para o foreflush. Assim, como
um dos principais objetivos do uso do sistema bidimensional com colunas RAM para
0 preparo de amostra € a reducédo do tempo da analise de farmacos em matrizes

complexas, o modo backflush foi o mais adequado.

2.3 Avaliacdo dos volumes de injecfes de amostras de estatinas

Os farmacos da classe das estatinas apresentam baixas concentracdes plasmaticas,
na ordem de ppb (partes por bilhdo). A concentracdo plasmatica maxima (Cmax),
administrando o medicamento referéncia das estatinas, em estudos de
bioequivaléncia, foi de 19,33 + 2,27 ngmL™ para comprimidos de lovastatina 80 mg;
123,52 + 52,78 ngmL™ para comprimidos de pravastatina 40 mg; 16,53 + 7,20 ngmL’
! para comprimidos de rosuvastatina 10 mg e 4,01 + 1,74 ngmL™ para comprimidos

de sinvastatina 20 mg.”®8!

Portanto, para aumentar a detectabilidade do método, foi avaliado o perfil dos picos
cromatograficos das cinco estatinas em relagdo a altura e assimetria a 10% das
bandas cromatograficas, de acordo com o volume injetado da amostra na
concentragéo de CQM (20, 50, 100, 200 e 500 pL).
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O aumento da altura do pico cromatografico das cinco estatinas esté representado
na Figura 45. Para todos estes farmacos houve um aumento significativo da altura
do pico quando o volume de injecdo foi aumentado. A Figura 46 apresenta o
aumento, em termos de porcentagem, quando o volume de injecdo foi aumentado.
Esses aumentos observados justificaram o uso de grandes volumes de injecéo da

amostra na determinagao de estatinas em plasma humano.

Figura 45 - Altura dos picos de estatinas na concentragdo de CQM em fungdo do volume de

injecéo das amostras.
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Figura 46 — Aumento da altura dos picos de estatinas na concentragdo de CQM comparando-se

volumes de injegdo crescentes da amostra.
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A injecdo de grandes volumes de amostra no sistema cromatografico, de forma
geral, ndo afetou de forma drastica a As dos picos de ATO, LOV e ROS. Para a ATO
e ROS, os valores de As obtidos para os cinco volumes de injecao foram inferiores
ao valor aceitavel para este parametro (As < 2), enquanto que para a LOV, os
valores de As tiveram uma pequena oscilacdo préxima a esse valor de referéncia.
Entretanto, para a PRA e SIN, com a injecdo de 500 yL da amostra, o valores de As

excederam o valor aceitavel, como pode ser observado na Figura 47.
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Figura 47 — Fator de assimetria de estatinas na concentragdo de CQM em fung&o do volume de

injecéo das amostras.
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Apesar dos picos terem ficado menos simétricos com o aumento do volume de
injecdo, foi escolhido o de 500 microlitros, pois este volume permitiu aumentar a

detectabilidade do método.

2.4 Condicdes cromatograficas para validacdo do método

Foram selecionadas as condi¢cbes cromatograficas desenvolvidas e otimizadas,
anteriormente descritas, empregando o0 modo backflush de eluicdo do sistema
bidimensional para a validacdo do método. Porém, houve uma alteracdo no mesmo.
A fase mével (A) do método, a qual era composta apenas por agua deionizada,
passou a ser composta por agua deionizada pH 2,5, ajustado com acido fosforico

PA, para assegurar a minima conversdo das formas lactona em hidroxiacida das
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estatinas durante o periodo de injecdo das amostras na coluna RAM e exclusédo das
macromoléculas. A Figura 48 representa um cromatograma tipico de plasma branco
fortificado com estatinas na concentracdo de CQM utilizando a atorvastatina como
padrdo interno para a determinacdo bioanalitica de lovastatina, pravastatina,
rosuvastatina e sinvastatina. Os tempos de retencdo cromatogréafica, em minutos,
foram de 5,33 para a PRA, 7,55 para a ROS; 10,86 para a ATO; 12,59 para a LOV e
13,66 par a SIN. O cromatograma do plasma branco esta ilustrado pela Figura 49.

Figura 48 — Cromatograma tipico de plasma branco fortificado com estatinas na concentragéo de

CQM. (1) PRA, (2) ROS, (3) ATO, (4) LOV e (5) SIN.
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Figura 49 - Cromatograma tipico do plasma branco de estatinas.
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2.5 Critérios de desempenho para validacdo bioanalitica

2.5.1 Seletividade

O estudo da seletividade foi realizado avaliando a presenca de compostos
interferentes com o mesmo tempo de retencdo dos analitos e Pl na amostra LIQ.
Para este teste foram utilizadas quatro amostras branco normais, uma lipémica e

uma hemolisada.

Para os analitos rosuvastatina, lovastatina e sinvastatina, ndo houve interferéncia
em nenhuma das amostras branco. Por outro lado, nas quatro amostras branco
normais foi observada a presenca de compostos no tempo de retencdo da
pravastatina, cujas respostas foram de 12,53; 6,84; 4,27, e 3,09% da resposta desse

analito na amostra LIQ. Da mesma forma, as amostras branco lipémica e
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hemolisada apresentaram interferéncias no tempo de retengcdo da atorvastatina, as
guais corresponderam, respectivamente, a respostas de 0,27 e 4,77% da resposta
do Pl na amostra LIQ analisada. Contudo, todas as interferéncias observadas, foram
inferiores aos limites aceitaveis pela RDC>® 27 de 2012, que sdo de 20% para 0s
analitos e 5% para o PI.

A seletividade do método também pode ser comprovada se a banda cromatografica
de um analito nao interferir na banda de outros. Assim sendo, a partir da analise de
uma amostra CQM, foram calculadas as resolugdes entre os picos de PRA e ROS,
ROS e ATO, ATO e LOV e entre LOV e SIN, as quais foram, respectivamente, de
7,97; 11,46; 5,38 e 2,14. Foi novamente demonstrada a seletividade do metodo, uma
vez que todos os valores de Res estdo acima do limite minimo aceitavel (Res >
2,0)*8.

2.5.2 Efeito residual

O efeito residual foi avaliado analisando amostras branco injetadas antes e apos
injecdo e corrida de uma amostra LSQ. Como no estudo de seletividade, foi
investigada a presenca de compostos nas amostras branco interferindo no tempo de

retencdo dos analitos e Pl na amostra LIQ.

N&o houve presenca de interferentes no tg da ATO, LOV, ROS e SIN em nenhuma
das trés amostras branco. Contudo, houve eluicdo de compostos com tg préximo ao
da PRA na amostra branco injetada antes da amostra LSQ, na amostra branco
injetada ap6s LSQ e na segunda amostra branco pés LSQ, cujas respostas foram,

respectivamente, de 3,09, 4,78 e 6,28% da resposta da pravastatina na amostra LIQ.

Porém, as trés interferéncias observadas, foram inferiores ao limite aceitavel pela
RDC>® 27 de 2012, que é de 20% para analitos.
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2.5.3 Efeito matriz

O efeito matriz deve ser avaliado comparando a resposta dos analitos em amostras
CQB e CQA em plasma em relacdo a resposta destes analitos em solu¢do aquosa
nas mesmas concentracdes. Foram entdo testadas como fase aquosa para o
estudo, dgua deionizada pura, mistura de dgua e metanol (50:50) e mistura de agua
e acetonitrila (50:50). Porém, com o0 uso do sistema bidimensional, algumas
estatinas ndo demonstraram estabilidade nestas solugbes aquosas, tanto na
concentracdo de CQB como na de CQA e seus picos cromatograficos apresentaram
formas diferentes da curva Gaussiana comum a técnica. Por fim, foram ainda
testadas analises dos farmacos em metanol e ACN puros e os resultados obtidos

foram semelhantes aos das soluc¢des aquosas.

Portanto, o célculo do FMN teve sua realizacdo inviabilizada; consequentemente,

nao foi possivel concluir o estudo de efeito matriz.

A Figura 50 representa um cromatograma onde € possivel perceber que os picos da
lovastatina (4) e sinvastatina (5) em metanol nao tiveram perfil adequado,

possivelmente pela conversédo de sua forma lactona em hidroxiacida.
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Figura 50 - Cromatograma de estatinas em metanol na concentragéo de CQB. (1) PRA, (2) ROS,
(3) ATO, (4) LOV e (5) SIN.
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2.5.4 Curva de calibracéo

As curvas de calibracdo ou linearidade foram obtidas apds a andlise, em trés dias
distintos, de padrbes de calibracdo em sete niveis crescentes de concentracdo. Para
controle da corrida analitica foram também analisadas uma amostra branco e uma
amostra zero, porém suas respostas nao participaram da construcdo da equacao

das curvas.

As concentragbes dos farmacos foram igualmente espacadas para evitar “efeito
alavanca”, intervalos desiguais entre concentracdes consecutivas, 0 que pode
acarretar em um pior ajuste dos dados experimentais ao modelo. Os pontos da
linearidade apresentaram entdo, concentragdo de 125, 250, 376, 500, 626, 750 e
876 ngmL™ para LOV, ROS e SIN; 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750 e 2000 ngmL™
para PRA e 5000 ngmL™ de ATO como padréo interno.
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As massas dos padrdes de estatinas pesadas foram corrigidas quanto a pureza das
substancias utilizadas e ao cation do sal das estatinas ATO, PRA e ROS (calcio,
sédio e calcio, respectivamente) na execucao dos célculos de calibracao.

Para o estudo da linearidade foi empregado o método dos minimos quadrados
ordinarios, em conformidade com a RDC®® 27 de 2012, adotando para o eixo das
abscissas as concentra¢des do farmaco e para o eixo das ordenadas as respostas
relativas do analito (razbes da resposta do analito pela resposta do Pl). Porém, a
adequacdo dos dados obtidos ao modelo linear foi investigada de maneira mais
minuciosa. De acordo com SOUZA e JUNQUEIRA’®, para se investigar a adequacéo
ao modelo adotado, deve-se, ap0s o tratamento de outliers, avaliar se os dados
experimentais apresentam normalidade, homocedasticidade e independéncia dos
residuos. Assim, o diagnostico de outliers foi realizado pelo teste do Residuo
padronizado de Jacknife, a normalidade, homocedasticidade e independéncia dos
residuos por meio dos testes de Ryan-Joiner, Brown-Forsythe e Durbin-Watson,
respectivamente. O ajuste ao modelo foi entdo averiguado por ANOVA avaliando o

desvio da linearidade.

N&o houve outliers entre os padrdes de calibracdo da LOV, porém, para a PRA, trés
dos padrdes foram excluidos segundo o teste aplicado e para a ROS e SIN, os
valores discrepantes corresponderam a quatro dos 21 padrfes analisados. Para
todos os analitos, a remocdo de dados outliers, pelo teste de Jacknife, foi
apropriada, o teste aceita remocao de até 22%, ou seja, quatro resultados do total

de dados experimentais.

Os residuos seguiram a distribuicdo normal para todas as estatinas em estudo, uma
vez que foram obtidos valores de 0,9821, 0,9858, 0,9784 e 0,9587 para a estatistica
Rey do teste de Ryan-Joiner, para a LOV, PRA, ROS e SIN, respectivamente. Uma
vez que Rey 2 Reritico (0,9461, a 95% de confianga), ndo ha rejeicdo da hipotese nula

de normalidade dos residuos e os dados seguem a normal.

Foram obtidos valores de 1,8915 (p = 0,07), 0,5291 (p = 0,60), 0,6196 (p = 0,55) e
0,1432 (p = 0,89) para a estatistica t, do teste de Brown-Forsythe para LOV, PRA,
ROS e SIN, respectivamente. Se p > 0,05, ndo h& rejeicdo da hipotese nula de
homocedasticidade, portanto houve homocedasticidade dos residuos para estes

quatro farmacos a 95% de confianca.
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Para a independéncia dos residuos, se d, < dcac < 4 - dy, OU Seja, a estatistica d
calculada (dcac) do teste de Durbin-Watson for maior que d critico superior (dy) e
menor que 4 - d,, ndo ha rejeicdo da hipotese nula de ndo autocorrelacdo dos
residuos. Os valores de dcac, dy € 4 - dy para os quatro analitos se encontram na
Tabela 15. A 95% de confianca, os residuos ndo apresentaram autocorrelacao

(foram independentes) para os quatro analitos em estudo.

Tabela 15 — Valores das estatisticas dcac, d, € 4 - d, do teste de independéncia dos residuos de

Durbin-Watson.

Analito du dcalc 4-d,
lovastatina 1,420 1,769 2,580
pravastatina 1,391 2,359 2,609
rosuvastatina 1,380 1,542 2,620
sinvastatina 1,380 1,402 2,620

Na avaliacdo da adequacédo ao modelo linear por ANOVA, se a estatistica p > 0,05,
nao ha rejeicdo da hipotese nula de regressao nédo significativa, ou seja, o0 modelo
adotado é adequado. Foram obtidos valores da estatistica F de 3,4197 (p = 0,03),
1,5045 (p = 0,27), 2,3465 (p = 0,12) e 4,7631 (p = 0,02) para LOV, PRA, ROS e SIN,
respectivamente. Portanto, o0 modelo linear adotado demonstrou ajuste adequado
apenas para a pravastatina e rosuvastatina. Para a lovastatina e sinvastatina houve

desvio da linearidade.

Ainda assim, como a RDC>® 27 de 2012 n&o exige essa avaliacdo estatistica para
adequacdo do modelo, as equacdes obtidas para os quatro farmacos foram
utilizadas na quantificacdo destes analitos nas amostras dos estudos de preciséo,

exatiddo e estabilidade do analito em matriz na validacao.

Contudo, esta RDC preconiza que 75% (16 dos 21 utilizados no estudo) dos padrdes
de calibracéo, dos quais, pelo menos um de cada concentragao, apresentem desvio
menor ou igual a 20% em relagdo a concentracdo nominal para os padrdes de LIQ e
15% para os demais padrdes. As concentracdes das triplicatas dos sete pontos do

estudo de linearidade foram estimadas pelas equacdes da calibracdo e estédo
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representadas na tabela 16, 17, 18 e 19 para LOV, PRA, ROS e SIN,

respectivamente, juntamente com o desvio dessas concentracdes em relagdo ao

valor nominal.

Tabela 16 — Concentragdes (C) em ngmL™ e desvio (%) em relacdo ao valor da concentragdo

nominal das triplicatas dos sete padrbes do estudo da linearidade para a lovastatina.

Padrao C Desvio Padréo C Desvio Padrao C Desvio
1.1 158,44 26,75 3.2 352,10 -6,36 5.3 604,73 -3,40
1.2 148,44 18,75 3.3 353,23 -6,06 6.1 775,73 3,43
1.3 147,55 18,04 4.1 517,93 3,59 6.2 702,50 -6,33
2.1 252,31 0,92 4.2 485,87 -2,83 6.3 771,25 2,83
2.2 251,04 0,42 4.3 518,14 3,63 7.1 912,05 4,11
2.3 253,29 1,32 5.1 592,53 -5,35 7.2 908,01 3,65
3.1 370,66 -1,42 5.2 597,23 -4,60 7.3 869,41 -0,75

Tabela 17 — Concentragdes (C) em ngmL™ e desvio (%) em relacdo ao valor da concentracdo

nominal das triplicatas dos sete padrées do estudo da linearidade para a pravastatina.

Padréo C Desvio Padrao C Desvio Padrao C Desvio
1.1 510,60 2,12 3.2 1025,22 2,52 5.3 1640,49 9,37
1.2 516,54 3,31 3.3 994,28  -0,57 6.1 1641,36 -6,21
1.3 636,54 27,31 4.1 1298,60 3,89 6.2 1725,42 -1,40
2.1 696,77 -7,10 4.2 1304,80 4,38 6.3 1915,38 9,45
2.2 699,96 -6,67 4.3 1279,23 2,34 7.1 1845,98 -7,70
2.3 773,89 3,19 5.1 1405,36 -6,31 7.2 1930,12 -3,49
3.1 905,82 -9,42 5.2 1505,51 0,37 7.3 2134,67 6,73
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Tabela 18 — Concentragdes (C) em ngm L™ e desvio (%) em relac&o ao valor da concentracdo

nominal das triplicatas dos sete padrées do estudo da linearidade para a rosuvastatina.

Padrao C Desvio Padrao C Desvio Padrao C Desvio

11 137,54 10,03 3.2 365,11 -2,90 5.3 651,39 4,06
1.2 135,73 8,58 3.3 378,17 0,58 6.1 736,98 -1,74
1.3 129,81 3,84 4.1 502,69 0,54 6.2 742,48 -1,00
2.1 242,01 -3,19 4.2 497,69 -0,46 6.3 798,00 6,40
2.2 249,95 -0,02 4.3 481,52 -3,70 7.1 828,95 -5,37
2.3 247,59  -0,96 5.1 598,32 -4,42 7.2 835,20 -4,66
3.1 370,46  -1,47 5.2 612,01 -2,23 7.3 967,39 10,43

Tabela 19 — Concentragdes (C) em ngmL™ e desvio (%) em relacdo ao valor da concentracdo

nominal das triplicatas dos sete padrées do estudo da linearidade para a sinvastatina.

Padrao C Desvio Padrao C Desvio Padrao C Desvio

11 146,77 17,41 3.2 370,42 -1,48 5.3 626,66 0,11
1.2 145,46 16,37 3.3 351,77 -6,44 6.1 815,34 8,71
1.3 149,71 19,77 4.1 483,80 -3,24 6.2 682,44 -9,01
2.1 253,53 141 4.2 487,95 -2,41 6.3 776,34 3,51
2.2 238,69 -4,52 4.3 520,80 4,16 7.1 914,44 4,39
2.3 272,38 8,95 5.1 550,87 -12,00 7.2 903,77 3,17
3.1 353,39 -6,01 5.2 566,68 -9,48 7.3 897,78 2,49

Os desvios obtidos estdo de acordo com o estabelecido pela RDC>® 27, exceto pelos
desvios da primeira replicata do LIQ da LOV e da terceira replicata do LIQ da PRA,
0s quais excederam o limite de 20%, porém as curvas sao aceitas, pois poderiam
ser excluidos até cinco padrées para cada farmaco. Foi notado que estes padrdes
de LIQ da LOV e PRA excluidos para a confec¢cdo da curva e da equacdo de
calibracdo foram diferentes dos padrées considerados como outliers pelo teste de
Jacknife. Dessa maneira, as curvas e equacdes elaboradas conforme a RDC®® 27 de
2012 e conforme recomendacdes de SOUZA e JUNQUEIRA' diferem, ligeiramente,

guanto aos valores de inclinacao e intercepto (Tabela 20).
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Tabela 20 - valores de coeficiente angular (b) e coeficiente linear (a) das equacdes de calibracio

das estatinas.

o lovastatina pravastatina rosuvastatina sinvastatina
Referéncia

b a b a b a b a
RDC 27 0,0003 0,0009 0,0003 0,0003 0,0002 -0,0083 0,0003 -0,0198
SOUZA etal. 0,0003 0,0030 0,0002 0,0215 0,0002 -0,0055 0,0003 -0,0202

As figuras 51, 52, 53 e 54 representam as curvas de calibracao obtidas para LOV,

PRA, ROS e SIN, respectivamente.

Figura 51 - Curva de calibrag&o para a LOV em plasma utilizando ATO como padréo interno.
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Figura 52 — Curva de calibragdo para a PRA em plasma utilizando ATO como padr&o interno.
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Figura 53 - Curva de calibrag&o para a ROS em plasma utilizando ATO como padr&o interno.
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Figura 54 — Curva de calibrag&o para a SIN em plasma utilizando ATO como padrao interno.
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Muitos protocolos e diretrizes de validacdo recomendam de forma impropria que a
adocdo do modelo linear para uma curva de calibracdo seja feita por meio da
avaliacdo do coeficiente de determinacdo (R? ou de correlacdo (r). Muitas vezes
essa associacdo ndo é verdadeira, uma vez que modelos nao lineares podem
apresentar valores altos de R? Contudo, se os dados experimentais realmente
seguem o modelo linear proposto, quanto mais proximo de 1 (um) for o coeficiente
de determinacéo, tanto maior sera a validade da regresséo, ou seja, maior € o ajuste
dos dados experimentados & curva analitica. Os valores de R? e r obtidos ap6s
exclusdo dos dados discrepantes de acordo com a RDC®® 27 e com o teste de
Jacknife estdo representados na Tabela 21, assim como os coeficientes a e b da
regressao, estes parametros também apresentaram pequena divergéncia em seus

valores em relacéo a excluséo de outliers.
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Tabela 21 — valores de coeficiente de determinagio (Rz) e de correlacéo (r) das equacdes de

calibracdo das estatinas.

o lovastatina pravastatina rosuvastatina sinvastatina
Referéncia

R? r R? r R? r R? r
RDC 27 0,9905 0,9952 0,9714 0,9856 0,9871 0,9935 0,9810 0,9904
SOUZA etal. 0,9906 0,9953 0,9843 0,9921 0,9987 0,9994 10,9950 0,9975

Para todos os analitos, o ajuste ao modelo linear foi adequado. Porém, comparando
os valores de R? as curvas obtidas apos exclusdo de outliers de Ryan-Joiner se
ajustaram melhor que as curvas tracadas ap0s exclusdo de dados experimentais
discrepantes segundo a RDC>® 27. Contudo, apesar de obtidos valores de R* bem
proximos de 1 (um) para a LOV e SIN, o desvio da linearidade da curva desses
farmacos é significativo, sugerindo que os dados experimentais sigam a um outro

modelo matematico, ndo o linear.

Entretanto, para uma resposta a legislacdo o método desenvolvido esta adequado,
em relacdo a curva de calibracdo, para a determinacdo de LOV, PRA, ROS e SIN

em plasma humano.

2.5.5 Precisao e Exatidao

O estudo dos critérios de desempenho de validacdo precisdo e exatiddo foram
conduzidos analisando seis replicatas de amostras nos cinco niveis de
concentracgdo: LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD. A experimentacéo foi realizada em trés

dias distintos contemplando a precisao e exatidao intra e intercorrida.

As concentracbes de LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD corresponderam a,
respectivamente, 125, 350, 530, 700 e 550 ngmL™ para LOV, ROS e SIN, 500, 1000,
1300, 1600 e 1350 ngmL* para PRA.

Apoés o tratamento de outliers pelo teste de Grubbs, a precisao foi determinada por

ANOVA e expressa na forma de DPR, simbolizada como DPR, para a intra corrida
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ou repetitividade e DPRg para a inter corrida ou reprodutibilidade parcial. A exatiddo
foi calculada por meio do EPR e, da mesma forma que a preciséo, foi representada
por EPR, para a exatidao intra corrida e EPRg para a inter corrida.

O teste de Grubbs ndo detectou, a 95% de confianca, dados experimentais
discrepantes para nenhum analito em nenhum dos niveis de concentracdo

estudados.

Os DPR e EPR foram entdo determinados, em porcentagem, utilizando as seis
replicatas experimentadas e seus valores estédo representados nas tabelas 22 a 25,
para LOV, PRA, ROS e SIN, respectivamente.

Tabela 22 - Precis&o e Exatid&o intra e inter corrida para a lovastatina (n=6).

Intra corrida Inter corrida
Nivel média £ s DPR, EPR, média = s DPRgr EPRRg
(ngmL™) (%) (%) (ngmL™) (%) (%)
LIQ 126,48+2,01 2,54 0,01  126,41+4,84 425 1,13
CQB 377,76 +1866 3,14 0,06 371,46+17,81 534 6,13
CQM  47249+6061 7,33 -0,02 517,38+60,42 13,07  -2,38
CQA 677,16 +46,47 4,10 0,05 663,92+3332 5,36 -5,15

CQD  562,08+1513 5,59 0,01 557,22+2950 559 1,31

Tabela 23 - Preciséo e Exatid&o intra e inter corrida para a pravastatina (n=6).

Intra corrida Inter corrida
Nivel média + s DPR; EPR, média = s DPRr EPRgr
(ngmL™) (%) (%) (ngmL™) (%) (%)
LIQ 485,83 + 5,77 262 -001  49324+1365 2,83 -1,35

CQB  97161+16,18 11,55 0,02 1022,76 +123,63 12,30 2,28
CQM  134860+18,13 4,68 0,02 1324,40+63,09 4,80 1,88
CQA  175159+1890 0,75 0,10 175565+19,19 121 9,73
CQD  124390+98,88 9,47 -0,04 1296,95+124,46 9,65  -3,93
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Tabela 24 - Precisdo e Exatido intra e inter corrida para a rosuvastatina (n=6).
Intra corrida Inter corrida
Nivel média £ s DPR; EPR, média £ s DPRg EPRgr
(ngmL™) (%) (%) (ngmL™) (%) (%)
LIQ  117,17+1081 5,68 0,09 136,71+2320 19,86 9,36
CQB  31258+381 141 0,00 349,17+27,81 943 -0,24
CQM  50513+4,46 3,75 0,12 466,38+51,11 12,82  -12,00
CQA  756,96+2502 2,48 -0,02 688,48+62,04 10,60  -1,65
CQD  561,07+1826 3,33 0,08 592,66+60,71 12,00 7,76
Tabela 25 - Precisio e Exatid&o intra e inter corrida para a sinvastatina (n=6).
Intra corrida Inter corrida
Nivel média £ s DPR, EPR, média + s DPRgr EPRRg
(ngmL™) (%) (%) (ngmL™) (%) (%)
LIQ 129,66 +22,89 11,54 0,05 131,05+1534 11,78 4,84
cQB 376,78+8,74 1,78 0,08  379,45+6,65 1,78 8,41
CQM  604,61+44,29 4,65 0,14 603,25+6066 11,58 13,82
CQA  62581+1421 3,12 0,00 700,10 +76,26 12,79 0,01
CQD  488,01+1550 6,16  -0,06 514,34+4637 9,97 -6,48

O método desenvolvido foi preciso e exato, tanto em relagéo a repetitividade quanto

a reprodutibilidade parcial, conforme a RDC*® 27 de 2012. Para todos os farmacos,

0os DPRs e EPRs para o LIQ apresentaram desvios menores que 20% e, para 0s

demais niveis de concentracdo, CQB, CQM, CQA e CQD, os desvios foram

inferiores a 15%, atendendo os limites estabelecidos por essa resolucédo da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
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2.5.6 Limite inferior de quantificacdo (LIQ)

Os limites inferiores de quantificacdo dos farmacos foram estabelecidos analisando
amostras das estatinas em plasma em concentracfes decrescentes até que se
obteve relacdo sinal/ruido préxima a 10 para os picos cromatograficos dos analitos.
Além disto, estes LIQs devem ser quantificaveis com precisdo e nivel de
interferéncia aceitaveis. Assim, foram analisadas seis amostras de estatinas em
plasma com concentragéo de 125 ngmL™ para LOV, ROS e SIN, 500 ngmL™ para
PRA e 5000 ngmL™ para ATO (PI). Os valores de DPR das respostas dos analitos
normalizadas por PI foram de 2,46; 4,70; 2,48 e 2,31%.

As respostas dos farmacos foram quantificaveis e reprodutiveis com DPR inferior ao
limite de 20% preconizado pela RDC* 27 de 2012. Além disso, as respostas dos
analitos e PI foram, respectivamente, cinco e vinte vezes superiores a resposta dos

interferentes do plasma branco.

2.5.7 Estabilidade dos analitos em matriz bioldgica

O estudo de estabilidade dos analitos em matriz biologica foi realizado em quatro
condicBes diferentes, denominadas: estabilidade apoOs ciclos de congelamento e
descongelamento, estabilidade de curta duracédo, estabilidade de longa duracédo e
estabilidade pos-processamento. Trés amostras CQB e trés CQA foram submetidas
as condicbes de estabilidade referentes a cada um destes estudos e analisadas.
Foram também analisadas, trés replicatas de amostras CQB e CQA recém-

preparadas.

As amostras da estabilidade apds ciclos de congelamento e descongelamento foram
congeladas durante, no minimo, 12 horas e submetidas ao descongelamento a
temperatura ambiente por trés vezes. As amostras da estabilidade de curta duracéo
foram mantidas a temperatura ambiente durante 4 horas antes da quantificacdo. As

amostras das estabilidade de longa duracdo foram mantidas congeladas a -70°C
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durante 30 dias. E, finalmente, as amostras da estabilidade po6s-processamento
foram mantidas durante 12 horas no auto-injetor do cromatografo e analisadas.

A quantificagdo das amostras de estabilidade foi realizada por meio de curvas de
calibracdo recém-preparadas, as quais atenderam a todos o0s requisitos de
aprovacéo estipulados pela RDC* 27 de 2012.

As concentracbes das amostras analisadas ap0s o0 preparo, € nos testes de
estabilidade apoés ciclos de congelamento e descongelamento, de curta duracdo, de
longa duracao e pos-processamento, bem comoo desvio destas concentracdes em
relacéo ao valor nominal de CQB ou CQA estéo representados nas tabelas 26 a 30.

Tabela 26 — Média e desvio em relagéo ao valor nominal das concentragbes das amostras

analisadas ap6s o preparo (n=3).

lovastatina pravastatina
Nivel media + s . média £ s .
1 Desvio (%) 1 Desvio (%)
(ngmL™) (ngmL™)
CcQB 301,06 + 6,98 -13,98 1018,36 £ 9,61 1,84
CQA 739,90 £ 2,97 5,70 1732,21 £ 20,96 8,26
rosuvastatina sinvastatina
CcQB 321,54 + 3,90 -8,13 304,73 £ 14,15 -12,93

CQA 604,89 + 0,90 -13,59 720,37 + 3,32 2,91
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Tabela 27 — Média e desvio em relagio ao valor nominal das concentragbes das amostras

analisadas apos ciclos de congelamento e descongelamento (n=3).

lovastatina pravastatina
Nivel média £ s _ média £ s _
(hgmL ™) Desvio (%) (hgmL ™) Desvio (%)
CcQB 314,14 + 5,69 -10,25 853,48 + 52,93 -14,65
CQA 597,62 + 9,75 -14,63 1545,82 + 4,18 -3,39
rosuvastatina sinvastatina
CQB 398,52 + 16,14 13,86 305,20 + 0,04 -12,80
CQA 606,45 + 0,33 -13,36 601,17 £ 6,74 -14,12

Tabela 28 — Média e desvio em relagéo ao valor nominal das concentracdes das amostras

analisadas apo6s estabilidade de curta duragdo, 2h (n=3).

lovastatina pravastatina
Nivel media + s . média £ s .
1 Desvio (%) 1 Desvio (%)
(ngmL™) (ngmL™)
CcQB 308,32 + 7,97 -11,91 931,51 + 18,90 -6,85
CQA 796,27 + 3,77 13,75 1814,48 + 56,32 13,40
rosuvastatina sinvastatina
CcQB 343,69 + 7,34 -1,80 301,50 + 4,64 -13,86

CQA 620,85 + 6,76 -11,31 668, 27 + 18,88 -4,53
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Tabela 29 — Média e desvio em relacéo ao valor nominal das concentragdes das amostras

analisadas ap0és estabilidade de longa duragéo (n=3).

lovastatina pravastatina
Nivel média £ s _ média £ s _
(hgmL ™) Desvio (%) (hgmL ™) Desvio (%)
CcQB 301,61 +9,32 -13,83 862,92 + 21,65 -13,71
CQA 597,97 + 5,64 -14,58 1803,95 + 17,88 12,75
rosuvastatina sinvastatina
CQB 398,51 + 6,99 13,86 297,82 +1,35 -14,91
CQA 601,88 + 5,78 -14,02 596,58 + 3,79 -14,77

Tabela 30 — Média e desvio em relagéo ao valor nominal das concentracdes das amostras

analisadas ap0s estabilidade pés-processamento (n=3).

lovastatina pravastatina
Nivel media + s . média £ s .
(ngmL ) Desvio (%) (hgmL ) Desvio (%)

CQB 300,48 +1,21 -14,15 1004,45 + 29,05 0,44
CQA 704,21 + 11,22 0,60 1721,76 + 1,06 7,61

rosuvastatina sinvastatina
CQB 305,05 + 3,74 -12,84 307,96 + 0,13 -12,01
CQA 618,85 + 3,41 -11,59 675,06 + 11,46 -3,56

Como pode ser observado na Tabela 26, as amostras analisadas imediatamente
apOs o preparo apresentaram desvios da concentracdo média em relacdo ao valor
nominal aceitaveis segundo a RDC>® 27 de 2012 para os quatro analitos do estudo,
ou seja, os desvios, tanto para as amostras CQB quanto para as CQA, foram
menores que + 15%. O maior desvio observado foi de -13,98% referente ao CQB da
lovastatina. Assim sendo, as amostras preparadas para o estudo de estabilidade,
por apresentarem concentracbes dos farmacos dentro do limite aceitavel, foram

adequadas para a submisséo as diferentes condi¢des preconizadas para o estudo.
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Nos estudos de estabilidade apds ciclos de congelamento e descongelamento,
estabilidade de longa duracéo e estabilidade pds-processamento os quatro analitos
se mostraram estaveis (desvio menor que + 15%) de acordo com mesma resolucéo.
O desvio maximo observado nesses trés estudos foi de -14,91% para a amostra
CQB da sinvastatina na estabilidade de longa duracéao.

No estudo da estabilidade de curta duragéo, as amostras foram primeiramente
mantidas a temperatura ambiente durante quatro horas, porém as mesmas hao
foram estaveis, havendo concentracdo cujo desvio foi de até -56,77% do valor
nominal, referente ao CQB da lovastatina. Posteriormente, o experimento foi
repetido empregando menor intervalo de tempo, duas horas. O maior desvio

encontrado nesse novo estudo foi de -13,86% do CQB da sinvastatina.

Todas as amostras CQB e CQA analisadas foram estaveis em relagdo aos quatro
analitos em concordancia com a RDC® 27 de 2012 nos quatro estudos de

estabilidade conduzidos.
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3 CONCLUSAO

O sistema column-switching montado nesse estudo permitiu a analise simultanea de

quatro estatinas, com tempo de andlise reduzido.

O sistema column-switching possibilitou realizar a etapa de preparo de amostras de
forma automatizada, com a vantagem de reduzir o contato do analista com solventes
toxicos e amostras biolégicas. Além disso, o0 sistema automatizado permitiu reduzir
0s erros desta etapa, bem como o tempo longo, que séo caracteristicos das técnicas

convencionais de preparo de amostras.

O modo backflush do sistema bidimensional de eluicdo possibilitou maior rapidez de
analise, podendo proporcionar maior produtividade laboratorial. Além disso, esse
modo de eluicdo permitiu economizar solventes organicos utilizados como fase

moével em cromatografia a liquido.

O método bioanalitico desenvolvido e validado demonstrou ser simples, rapido,
seletivo, preciso e exato na determinacdo simultdnea de estatinas em plasma
humano na faixa de 125 a 876 ngmL™ para lovastatina, rosuvastatina e sinvastatina

e 500 a 2000 ngmL™ para pravastatina.

As amostras CQB e CQA de lovastatina, pravastatina, rosuvastatina e sinvastatina
em matriz biolégica demonstraram ser estaveis apds submetidas a condi¢cdes de
estabilidade de trés ciclos de congelamento e descongelamento, de estabilidade de
curta duracdo de 2 horas, de estabilidade de longa duracdo de 30 dias e de

estabilidade pds-processamento de 12 horas.
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APENDICE A

Termo de consentimento livre e esclarecido para o grupo 1 —individuos néo

usuarios de farmacos da classe das estatinas



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Para o grupo 1 — Individuos nao usuarios de farmacos da classe das estatinas)

Projeto de pesquisa de mestrado: “Determinacéo de estatinas em plasma humano

empregando cromatografia liquida com colunas de meio de acesso restrito”

Prezado(a) Sr.(a),

Vocé esta sendo convidado(a) para participar de uma pesquisa que tem por
objetivo desenvolver métodos automatizados que serdo utilizados para analisar
farmacos da classe das estatinas em sangue humano. Estes métodos apresentam a
vantagem de reduzir o consumo de substancias quimicas (amenizando riscos para a
saude do trabalhador e ambiental) quando comparados com o0s métodos
convencionais.

Para realizar este estudo, gostariamos de colher 15 mL do seu sangue para
executar as etapas do projeto. Na coleta de sangue pode ocorrer uma leve dor
localizada associada a picada da agulha ou pequena reacdo local. Para reduzir esta
reacdo local, a coleta de sangue sera realizada por um profissional experiente,
empregando rotina padronizada. Serado utilizados agulhas e tubos descartaveis.
Outro risco associado ao procedimento de coleta de sangue, embora raro, é a
sensacdo momentanea de tontura. Nesse caso, 0 profissional adotara as medidas
pertinentes, para as quais esta habilitado.

Este estudo trara beneficios aos pacientes usuarios de estatinas na terapia e
controle dos niveis de colesterol pela introducdo de métodos modernos para a
determinacao de farmacos desta classe terapéutica.

Na divulgacéo dos resultados da pesquisa, os voluntarios serdo identificados
apenas por numeros, garantindo sua privacidade e que os dados particulares serdo
confidenciais. As amostras de sangue coletadas serdo descartadas apos a
realizacdo das analises.

Vocé néo tera nenhum gasto, pois a coleta do sangue sera feita na Faculdade
de Farmacia da UFMG, de acordo com sua disponibilidade. Também ndo havera

remuneracao para participagao neste projeto.



Para qualquer divida sobre esta pesquisa vocé devera entrar em contato com
as pessoas responsaveis pela mesma, cujos nomes estdo abaixo relacionados.
Vocé terd garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou duvida que possa
surgir relacionada ao estudo e também tera a liberdade de retirar seu consentimento
e sair do estudo no momento em que desejar.

Se vocé compreendeu as informacdes e estiver de acordo, por favor, assine

esta folha.

Responsaveis:

Gerson Antonio Pianetti (orientador) — telefone: 3409-6974
Christian Fernandes (co-orientador) — telefone: 3409-6957
Vinicius Freire Fagundes (mestrando) — telefone: 3318-0240
Luci Maria SantAna Dusse (colaboradora) — telefone: 3409-6880

Av. Antbnio Carlos, n°. 6627 — Pampulha — Faculdade de Farmécia - Campus UFMG

Comité de Etica em Pesquisa — COEP: Av. Antonio Carlos, n°. 6627 — Pampulha —
Campus UFMG, Unidade Administrativa Il. Sala 2005 — 2° andar. CEP: 31270-901.
Telefone: 3409-4592.

Gerson Antbnio Pianetti

Christian Fernandes

Vinicius Freire Fagundes

Luci Maria SantAna Dusse
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APENDICE B

Termo de esclarecimento livre e esclarecido para o grupo 2 —individuos

usuarios de farmacos da classe das estatinas



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Para o grupo 2 — Individuos usuéarios de farmacos da classe das estatinas)

Projeto de pesquisa de mestrado: “Determinacéo de estatinas em plasma humano

empregando cromatografia liquida com colunas de meio de acesso restrito”

Prezado(a) Sr.(a),

Vocé esta sendo convidado(a) para participar de uma pesquisa que tem por
objetivo desenvolver métodos automatizados que serdo utilizados para analisar
farmacos da classe das estatinas em sangue humano. Estes métodos apresentam a
vantagem de reduzir o consumo de substancias quimicas (amenizando riscos para a
saude do trabalhador e ambiental) quando comparados com o0s métodos
convencionais.

Para realizar este estudo, gostariamos de colher 15 mL do seu sangue para
executar as etapas do projeto. Na coleta de sangue pode ocorrer uma leve dor
localizada associada a picada da agulha ou pequena reacdo local. Para reduzir esta
reacdo local, a coleta de sangue sera realizada por um profissional experiente,
empregando rotina padronizada. Serdo utilizados agulhas e tubos descartaveis.
Outro risco associado ao procedimento de coleta de sangue, embora raro, é a
sensacdo momentanea de tontura. Nesse caso, 0 profissional adotara as medidas
pertinentes, para as quais esta habilitado.

Este estudo trara beneficios aos pacientes usuarios de estatinas na terapia e
controle dos niveis de colesterol pela introducdo de métodos modernos para a
determinacao de farmacos desta classe terapéutica.

Na divulgacéo dos resultados da pesquisa, os voluntarios serdo identificados
apenas por numeros, garantindo sua privacidade e que os dados particulares serdo
confidenciais. As amostras de sangue coletadas serdo descartadas apos a
realizacdo das analises.

Vocé néo tera nenhum gasto, pois a coleta do sangue sera feita na Faculdade
de Farmacia da UFMG, de acordo com sua disponibilidade. Também ndo havera

remuneracao para participagao neste projeto.



Para qualquer divida sobre esta pesquisa vocé devera entrar em contato com
as pessoas responsaveis pela mesma, cujos nomes estdo abaixo relacionados.
Vocé terd garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou davida que possa
surgir relacionada ao estudo e também tera a liberdade de retirar seu consentimento
e sair do estudo no momento em que desejar.

Se vocé compreendeu as informacdes e estiver de acordo, por favor, assine

esta folha.

Responsaveis:

Gerson Antonio Pianetti (orientador) — telefone: 3409-6974
Christian Fernandes (co-orientador) — telefone: 3409-6957
Vinicius Freire Fagundes (mestrando) — telefone: 3318-0240
Luci Maria SantAna Dusse (colaboradora) — telefone: 3409-6880

Av. Antbnio Carlos, n°. 6627 — Pampulha — Faculdade de Farmécia - Campus UFMG

Comité de Etica em Pesquisa — COEP: Av. Antonio Carlos, n°. 6627 — Pampulha —
Campus UFMG, Unidade Administrativa Il. Sala 2005 — 2° andar. CEP: 31270-901.
Telefone: 3409-4592.

Gerson Antbnio Pianetti

Christian Fernandes

Vinicius Freire Fagundes

Luci Maria SantAna Dusse
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ANEXO A

Carta de aprovacao do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG
(COEP-UFMG)



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 01432012.0.0000.5149

Interessado(a): Prof. Gerson Antonio Pianetti

Departamento de Produtos Farmacéuticos
Faculdade de Farmacia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, ho
dia 10 de julho de 2012, o projeto de pesquisa intitulado
"Determinacdo de estatinas em plasma humano empregando
cromatografia liquida com colunas de meio de acesso restrito”
bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amaral

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep@prpg.ufing.br
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ANEXO B

Apresentacdes em congresso decorrentes do trabalho
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