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RESUMO

As doengas cardiovasculares sdo a principal causa de mortes no Brasil e no
mundo. A taxa de mortalidade associada a essas doengas se eleva progressivamente com
0 aumento da pressdo arterial. Uma das formas de abordagem terapéutica da hipertenséo
arterial é o tratamento medicamentoso, onde se utilizam farmacos anti-hipertensivos,
isoladamente ou em associacGes.Além disso, existem estudos relacionados a
administracdo de farmacos anti-hipertensivos na forma de complexos de inclusdo
formados com as ciclodextrinas, a fim de se modelar a cinética de liberacdo, melhorar a
absorcdo ou aumentar a estabilidade do fa&rmaco. Uma vez utilizados os sistemas de
liberacdo controlada, a absor¢do do medicamento pode ser avaliada por testes in vitro,
que permitem a monitoragdo por meio da quantificacdo da fracdo do farmaco
dissolvido. Logo, sdo necessarias técnicas que permitam a determinacdo simultanea
desses compostos.

Essa dissertacdo teve como objetivo desenvolver um método para determinacéo
simultanea de diferentes anti-hipertensivos, hidroclorotiazida, losartan, telmisartan e
valsartan, e alguns de seus metabdlitos losartan acido-5-carboxilico, valeril-hidroxi-
valsartan e telmisartan 1-O-acilglucoronideo, utilizando LC-MS e valida-lo em
amostras resultantes de estudos de permeacdo em células Caco-2. Essas células servem
como modelo que pode ser utilizado para predi¢do da absor¢éo in vivo em estudos de
permeabilidade e biodisponibilidade. O método obteve alta seletividade e sensibilidade,
confirmadas através da analise dos cromatogramas de ion extraido do telmisartan e da
matriz branca, e também possibilitada pelo uso de um analisador tipo TOF de alta
resolucdo. A faixa linear de trabalho ndo variou entre os analitos estudados e nédo foi
detectado efeito de matriz. Os valores de precisdo obtidos para todos os farmacos foram
menores que 5.5% e os valores obtidos para a exatiddo, em termos da recuperacao,
variou entre 77,4 a 127,2%. Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram
determinados por dilui¢cBes sucessivas e apresentaram valores de 1,0 uyg L™ e 5,0 pg L™,
respectivamente. A metodologia foi aplicada em amostras de telmisartan puro e de
complexos de inclusdo do telmisartan com a -ciclodextrina, provenientes de estudos de
permeacdo em células Caco-2, em proporgdes TLM:BCD de 1:1, 1:2 e 1:3. Os
resultados da aplicacdo do metodo mostram que a inclusdo do farmaco aumenta sua
solubilidade com consequente aumento da biodisponibilidade.

Palavras-chave: farmacos anti-hipertensivos, ciclodextrinas, células Caco-2, validagéo,
cromatografia liquida, espectrometria de massas.
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ABSTRACT

The cardiovascular diseases are the main cause of death around the world, and
Brazil fallows this same trend. The mortality associated to these diseases rises
progressively with the increasing of blood pressure. One of the therapeutic approaches
for arterial hypertension is the treatment with drugs, which uses antihypertensive drugs
alone or a combination of different classes of these drugs. There are some studies
related to the administration of antihypertensive drugs in the form of inclusion
complexes with cyclodextrines, in order to model the release kinetics and improve the
absorption or increase the stability of the drug. Once used these systems, the drug
absorption can be evaluated using in vitro assays by monitoring the value of the fraction
of drug dissolved. Therefore, techniques that allow the simultaneous determination of
these compounds are required.

In this work, a method for the simultaneous determination of different
antihypertensive drugs, hydrochlorothiazide, losartan, valsartan and telmisartan, and
some metabolites losartan carboxylic acid, valeryl 4-hydroxy valsartan and
telmisartan 1-O-acylglucuronide, using LC-MS was developed and then validated in
samples resulted from Caco-2 permeability assays. These Caco-2 cells were used as
models to predict the in vivo absorption in permeability and bioavailability studies. The
method has shown high selectivity and sensibility, as confirmed by analysis of the
extracted ion chromatograms of telmisartan and the sample matrix, and also by using a
high-resolution TOF analyzer. The linear range was the same for all analytes and there
was no matrix effect. Precision was smaller than 5.5% for all analytes and the values
obtained for accuracy in terms of recovery ranged from 77.4 to 127.2%. The detection
and quantification limits were empirically determined, and the values were 1,0 pg L™
and 5,0 pg L, respectively. The methodology was applied to the analysis of telmisartan
off and in inclusion complexes formed by telmisartan and B-cyclodextrin at different
proportions TLM:BCD: 1:1, 1:2 and 1:3. The results show that the inclusion of the drug

increases their solubility with consequent increased bioavailability.

Key words: antihypertensive drugs, cyclodextrins, Caco-2 cells, validation, liquid

chromatography, mass spectrometry.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doengas cardiovasculares e presséo arterial

As doencas cardiovasculares (DCV) séo a principal causa de mortes ao redor do
mundo e o Brasil segue essa mesma tendéncia, correspondendo a mais de 30% dos
Obitos no pais. (Mendes et. al. 2006; Trialists' Collaboration, 2003; Filho, 2007). Entre
elas estdo compreendidas a doenca arterial coronariana, o acidente vascular encefalico,
a doenga arterial periférica, as doencas renais e a insuficiéncia cardiaca congestiva.
(Filho, 2007).

A Hipertensdo Arterial Sisttmica (HAS) é a mais frequente das doencas
cardiovasculares e, também, o principal fator de risco para complica¢fes mais comuns,
como o infarto agudo do miocérdio e o acidente vascular cerebral. A HAS caracteriza-se
por ser uma condicdo clinica multifatorial, qualificada por niveis altos e sustentados de
pressdo arterial (PA). E definida como pressdo arterial sistdlica maior ou igual a 140
mmHg e uma pressdo arterial diastolica maior ou igual a 90 mmHg. A mortalidade por
DCV eleva progressivamente com o aumento da PA, sendo que, em 2007, foram
constatadas 308.466 mortes por doencas do aparelho circulatério no Brasil. (Brasil,
2006; Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2010).

Em nivel mundial, aproximadamente 51% das mortes por acidente vascular
cerebral (AVC) e 45% por doenca cardiaca coronaria sdo ocasionadas pela elevacao da
PA. Essa condicdo foi responsavel por cerca de 7,5 milhGes de Obitos em 2004,
representando 12,8% do total de mortes no mundo todo (World Health Organization —
WHO, 2012). A Figura 1.1 e a Figura 1.2 apresentam os valores da pressdo arterial

sistolica para homens e mulheres em nivel mundial.
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Figura 1.1. Mapa mundial representando o valor da pressdo arterial sistdlica em
mulheres acima de 25 anos, no ano de 2008. (Fonte: World Health Organization, 2011).
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Figura 1.2. Mapa mundial representando o valor da pressdo arterial sistélica em
homens acima de 25 anos, no ano de 2008. (Fonte: World Health Organization, 2011).



Por apresentar uma grande carga de doencas decorrentes dela, a pressédo arterial
pode ser caracterizada como uma das causas de maior reducdo da qualidade e
expectativa de vida dos seres humanos. Além disso, a HAS associa-se a altos custos
socioecondémicos, uma vez que as doencas cardiovasculares corresponderam a primeira
causa de hospitalizacdo no setor publico entre 1996 e 1999, sendo assim, um problema
grave de salde publica no Brasil e no mundo (Passos, 2006; Ferreira, 2009; Brasil,
2006).

Desse modo, sdo necessarios uma eficaz identificacdo e tratamento da pressao
arterial, objetivando a reducdo da morbidade e da mortalidade do paciente hipertenso.
Os efeitos benéficos dos tratamentos que compreendem a diminuicdo da PA sobre os
riscos de eventos cardiovasculares graves sdo bem estabelecidos e, basicamente,
existem duas abordagens terapéuticas para a HAS. Essas abordagens devem ser
escolhidas baseando-se no risco cardiovascular considerando a presenca de fatores de
risco, lesdo em oOrgdo-alvo e/ou doenca cardiovascular estabelecida, e ndo apenas no
nivel da PA. O primeiro tratamento se baseia na modificacdo do estilo de vida, que
inclui a perda de peso, incentivo as atividades fisicas, alimentacao saudavel e outros. O
segundo faz mencdo ao tratamento medicamentoso, utilizando agentes anti-
hipertensivos que exercem sua acdo terapéutica por diferentes mecanismos que
interferem na fisiopatologia da hipertensdo arterial. S&o eles: os diuréticos, inibidores
adrenérgicos, vasodilatadores diretos, antagonistas do sistema renina-angiotensina e 0s
bloqueadores dos canais de célcio (Trialists' Collaboration, 2003; Brasil, 2006;

Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2010).

1.2. Farmacos utilizados no tratamento da hipertenséo

1.2.1. Sistema renina-angiotensina e os anti-hipertensivos antagonistas dos receptores
de angiotensina Il

O sistema renina-angiotensina (SRA) é um complexo sistema hormonal bem
conhecido por seu papel fundamental no controle da pressdo arterial e na homeostase
dos liquidos corporais. Quando desregulado, é frequentemente associado a doencas
cardiovasculares, tais como aterosclerose e hipertensdo (Raposo-Costa & Reis, 2000; de
Oliveira et. al., 2003; Zhang et.al., 2013)

Classicamente, o sistema renina-angiotensina pode ser visto como um sistema

enddcrino cuja substancia ativa, a angiotensina Il (Ang I1) é a responsavel pela maioria
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dos efeitos fisioldgicos, podendo agir tanto como um hormonio sistémico (enddcrino)
ou ter sua acdo localizada (parécrino, autdcrino) (de Oliveira et. al., 2003, Unger, 2002).
Os componentes essenciais do SRA sdo: (i) a renina, uma enzima proteolitica
sintetizada como pré-pro-renina, que € clivada em pro-renina, e posteriormente em
renina ativa, responsavel por catalisar a conversao proteolitica do angiotensinogénio em
angiotensina | (Ang 1); (ii) angiotensinogénio, é o principal substrato da renina e
precursor da Angll; (iii) a enzima conversora de angiotensina (ECA), que converte
Angl, um decapeptideo, em Angll, um octapeptideo, por clivagem dos dois
aminoacidos carboxi-terminais; (iv) angiotensina Il, é o peptideo biologicamente ativo
mais importante do sistema que pode, também, ser formada de outras maneiras.
Independentemente da via pela qual foi formada, a Ang Il medeia seus efeitos
bioldgicos a fim de se ligar a receptores altamente especificos localizados ha membrana
celular e (v) receptores ATy e ATy, responsaveis pelo inicio dos efeitos celulares da Ang
Il. A Figura 1.3 apresenta um esquema do funcionamento do sistema renina-
angiotensina. No SRA, o0s receptores AT; sdo responsaveis por efeitos como a
vasoconstricdo, a retencdo renal de sal e agua, o controle osmolar central e a
estimulacdo do crescimento celular. J& os receptores AT, sdo importantes para o
desenvolvimento fetal, a inibicdo do crescimento celular e processos de diferenciagédo
(Raposo-C & Reis, 2000; Rigatto et. al., 2004; Griendling et. al., 1993; Unger, 2002;
Quiroz, 2006)

A inibicdo do receptor AT, se constitui em uma poderosa ferramenta para o
controle da pressdo arterial e processos adaptativos vasculares, prevenindo, assim,
doencas cardiovasculares. Os farmacos antagonistas dos receptores de angiotensinas
tém uma afinidade muito maior para receptores AT; que para AT, (da ordem de
magnitude de 4 a 5 vezes) e, dessa forma, sua principal acdo é o blogueio dos ATy,
resultando em inibigcdo da vasoconstri¢do e diminuicdo da sintese de aldosterona, que é
um horménio regulador de sodio e potdssio no sangue (Quiroz, 2006; Ribeiro &

Muscard, 2001). Dentro desses farmacos incluem o losartan, o valsartan e o telmisartan.
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Figura 1.3. Esquema representativo do sistema renina-angiotensina (SRA): Ang | =
angiotensina I; Ang Il = angiotensina Il; ECA = enzima conversora de angiotensina;
AT, = receptor de angiotensina tipol; AT, = receptor de angiotensina tipo 2. (Fonte:
Unger, 2002. Adaptado.)

O losartan, 2-butil-4-cloro-1-[[2’-(1H-tetrazol-5-i1)[ 1,1 bifenil]-4-il]metil]-1H-
imidazol-5-metanol, CxH23CINgO, apresentado na Figura 1.4(a), foi o primeiro
antagonista do receptor de angiotensina Il (ARA 11) a ser utilizado como agente anti-
hipertensivo (Prasaja et al., 2009;). In vitro, compete com a Ang Il pela ligacdo ao
receptor AT, e a concentracdo que inibe 50% da ligacdo da Ang 11 (ICs) é 8,4 ug L™, A
biodisponibilidade oral do losartan é de cerca de 33% e sua biotransformag&o resulta em
um metabolito ativo, o losartan acido-5-carboxilico, 2-Butil-4-cloro-1-[[2'-(1H-tetrazol-
5-il)[1,1'-bifenil]-4-il]metil]-1H-imidazole-5-acido  carboxilico ,  CyH21CINgO..
Também conhecido como EX 3174, este é de 10 a 40 vezes mais potente que seu
precursor, sendo responsavel pela maior parte de sua atividade farmacoldgica, porém
apresenta muito baixa biodisponibilidade oral. Ambos, losartan e metabdlito, séo
excretados pelo rim e bile (Quiroz, 2006; Ribeiro & Muscara, 2001; Kolocouri et al.,
2007). A Figura 1.4(b) mostra estrutura quimica do EX 3174.

O valsartan, ((S)-N-valeril-N-[29-(1H-tetrazol-5-il) bifenil-4-il)-metil]-valina),
C24H29Ns03, cuja estrutura esté representada na Figura 1.4(c), € um ARA Il utilizado no



tratamento da hipertensdo ao inibir a angiotensina Il. Possui afinidade por receptores
AT; maior que o losartan, reduzindo, entdo, significativamente a pressdo sanguinea
sistolica e diastélica e pode ser administrado isolado ou em combina¢do com outros
anti-hipertensivos ou diuréticos. E rapidamente absorvido apds administracdo oral,
atingindo o pico de concentracdo plasmatica entre 2-3 horas. Sua biodisponibilidade
oral é de 25% com meia vida de eliminacdo igual a 6 horas, sendo minimamente
metabolizado pelo figado (~20%) e excretado, principalmente, como o farmaco original.
O valsartan € convertido, por metabolismo de primeira passagem, em seu metabolito
principal, valeril-hidroxi-valsartan, N-(1-oxo-4-hidroxipentil)-N-[[2’-(1H-tetrazol-5-
ih)[1,1°-bifenil]-4-ilJmetil]-L-valina, C,4H3NsO4, como mostra a Figura 1.4(d), via
oxidacdo do C4 da funcdo pentamida. Sua afinidade pelos receptores AT; é muito baixa,
aproximadamente de 0,5% do valor do valsartan, fazendo com que o metabdlito seja,
essencialmente, inativo (Iriarte et al., 2006; Blumer et al., 2009; Ribeiro & Muscara,
2001; Croom & Keating, 2004; Black et al.,2009; Deeks, 2004; Serebruany et al.,
2004).

Telmisartan, 4-((2-n-propil-4-metil-6-(1-metlbenzimidazol-2-il)-benzimidazol-
1-il)metil)-bifenil-2-acido carboxilico , C33H30N4O,, apresentado na Figura 1.4(e), € um
ARA 1l, ndo peptidico, altamente seletivo para receptores AT, 0S quais Sao
responsaveis pela vasoconstricao e retencdo de sal e &gua no organismo. Este farmaco é
oito vezes mais potente que o losartan (Chen et al., 2005) e possui baixa solubilidade
em &gua, dependente do pH, e permeabilidade alta ap6s administracdo oral. Devido a
sua natureza hidrofobica, o telmisartan apresenta baixo perfil de dissolugdo nos fluidos
gastrointestinais resultando em uma pequena absorcdo, distribuicdo e baixa
biodisponibilidade (variando entre 42-58%). Porém, por ser um composto lipofilico,
exibe uma vantagem de penetrar com maior facilidade nos tecidos (Kane & Kuschekar,
2010; Kausalya et al., 2001; Dhole & Kuchekar, 2001). Menos de 2% do telmisartan, é
metabolizado em telmisartan 1-O-acilglucoronideo, 1-[4'-[(1',4-dimetil-2-propil[2',6-bi-
1H-benzimidazol]-1-il)Metil][1,1'-bifenil]-2- carboxilato], C3gH3sN4Og, apresentado na
Figura 1.4(f), seu principal metabdlito, que representa 16% do farmaco circulante. Essa
biotransformacdo acontece no figado e a principal via de eliminacdo de ambos é a
excrecdo biliar-fecal (Schupp & Unger, 2005; Seelam et al., 2010; Sharpe et al., 2001).
Em camundongos, o telmisartan 1-O-acilglucoronideo ndo apresenta atividade
antagonista de angiotensina Il significativa em comparagdo com o farmaco de origem.

Além disso, também ndo possui efeitos na hemodindmica ou no aumento da pressdo

6



arterial induzida e, sendo assim, é desprovido de qualquer efeito sobre o sistema

vascular (Sharpe et al., 2001; Wienen et al., 2000).
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Figura 1.4. Estrutura quimica dos compostos: (a) losartan, (b) losartan acido-5-
carboxilico (Fonte: Kolocouri et al., 2007. Adaptado), (c) valsartan, (d) valeril-hidroxi-
valsartan (Fonte: Serebruany et al., 2004. Adaptado), (e) telmisartan (Fonte: Chen et al.,

2005), (f) telmisartan 1-O-acilglucoronideo (Fonte: Ebgner et al., 1999).



1.2.2. Diuréticos tiazidicos

Os diuréticos sdo a classe de farmacos anti-hipertensivos mais utilizada em
decorréncia da sua atividade terapéutica e de seu custo baixo. Esses compostos agem,
preferencialmente, inibindo o transporte de sodio e cloro nos rins, com consequente
reducdo do volume plasmatico e extracelular, porém o0 mecanismo exato de acao desses
compostos ainda ndo é completamente compreendido. A hidroclorotiazida, 6-cloro-1,1-
dioxo-3,4-diidro-2H-1,2,4-benzotiadiazina-7-sulfonamida, de férmula molecular
C7HsCIN30,S,, € um dos diuréticos mais comumente utilizados na pratica clinica, seja
em monoterapia ou em associacdo com outros anti-hipertensivos (Pimenta, 2008;
Deeks, 2009). Sua estrutura esta representada na Figura 1.5. A acdo diurética desse
farmaco comeca duas horas ap6s administracéo oral, chegando ao maximo em 4 horas e
podendo continuar até um total de 6 a 12 horas, sendo que a eliminacao € feita por via
renal (Deeks, 2009, Maillard, 2005). A terapia utilizando hidroclorotiazida é associada
com o0 aumento da atividade da renina no plasma, secre¢do da aldosterona, perda de
potéssio na urina e reducdo do nivel de potassio no soro sanguineo, sendo que essas
duas Ultimas condicGes podem ser revertidas com o uso concomitante de um antagonista

do receptor de angiotensina Il (Deeks, 2009).

Figura 1.5. Estrutura quimica da hidroclorotiazida (Fonte: Kolocouri et al., 2007.
Adaptada.).

A combinacdo de agentes anti-hipertensivos, principalmente quando estes agem
por dois mecanismos diferentes, € comum para se atingir o objetivo de diminuic¢do da
pressdo arterial. Assim, a adicdo de doses pequenas de diuréticos tem se mostrado

eficiente no tratamento de pacientes onde a monoterapia é falha (Kolocouri et al., 2007).



1.3. Determinacao de anti-hipertensivos antagonistas do receptor da

angiotensina Il

O desenvolvimento e otimizacdo de metodologias analiticas que sdo capazes de
realizar a identificacdo e quantificacdo de compostos anti-hipertensivos antagonistas do
receptor da angiotensina Il é bastante relevante no controle de qualidade e estudos
farmacocinéticos. Varios métodos tem sido propostos e apresentados na literatura para a
determinacdo desses farmacos e seus metabdlitos, incluindo a cromatografia de fluido
supercritico (SFC, do inglés, Super Fluid Chromatography), a eletroforese capilar (CE,
do inglés, Capillary Electrophoresis), entre outros. Entre estes métodos, esta incluida a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés, High Performance Liquid
Chromatography) acoplada a espectrometria de massas, que proporciona alta
sensibilidade, seletividade e exatiddao (CHOI et al., 2008).

A Tabela 1.1 apresenta uma compilacdo de trabalhos encontrados na literatura
que utilizaram a técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS, do inglés, Liquid Chromatography—Mass Spectrometry) para determinagéo,
simultanea ou ndo, de anti-hipertensivos. As matrizes consistiram, principalmente, em
amostras de plasma humano ou de ratos, bem como amostras resultantes de estudos de

permeacao em células Caco-2, para estudo de absorcao e permeabilidade de farmacos.


http://en.wikipedia.org/wiki/Liquid_chromatography%E2%80%93mass_spectrometry

Tabela 1.1. Compilacdo de trabalhos utilizando a técnica LC-MS para determinacdo de anti-hipertensivos em diferentes matrizes.

Referéncia Matriz

Técnica

Objetivo

Solucdo salina tamponada
Soldner et al., 2000 de Hank (do inglés, Hank's

Buffered Salt Solution)

Solucdo salina tamponada
Hakala et al., 2003 de Hank (do inglés, Hank's

Buffered Salt Solution)

Chen et al., 2005 Plasma humano

Solucdo salina tamponada
Young et al., 2006 de Hank (do inglés, Hank's

Buffered Salt Solution)

LC-MS/MS

LC-ESI-MS/MS e
LC-APPI-MS/MS

LC-ESI-MS

LC-UV
LC-MS

Utilizacdo de células Caco-2 para
caracterizacdo do transporte transcelular do

losartan e seu metabdlito.

Comparar as duas técnicas de ionizacdo para

analise simultanea de compostos de referéncia

(incluindo a hidroclorotiazida) em estudos de
permeabilidade em células Caco-2

Desenvolvimento e validacdo um método para

determinacgéo do telmisartan.

Avaliacdo da permeabilidade, em células Caco-
2, de diferentes farmacos (incluindo losartan e
valsartan) que contém uma porcao tetrazolica,
para avaliacdo do efeito da estrutura e da carga

dos compostos.
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Kristoffersen et al., 2007

Kolocouri et al., 2007

Ferreirds et al., 2007

Zhu et al., 2008

Choi et al., 2008

Shah et al., 2009

Amostras de sangue

oriundas de autdpsia forense

Plasma humano

Plasma humano

Plasma de ratos

Plasma humano

Plasma humano

HPLC-ESI-MS

LC-ESI-MS/MS

LC-ESI-MS/MS

HPLC-ESI-MS/MS

LC-ESI-MS

LC-MS/MS

Determinacédo simultanea de farmacos beta

bloqueadores, antagonistas de calcio,

antagonistas de angiotensina Il e antiarritmicos.

Determinagédo simultanea do losartan, seu

metabdlito e hidroclorotiazida.

Quantificagdo simultanea de antagonistas do
receptor de angiotensina Il (valsartan,

irbesatan, losartan e seu metabdlito, eprosartan,

candesartan e telmisartan)

Determinacdo simultanea de vérios

antagonistas do receptor de angiotensina Il.

Determinacgéo de losartan

Andlise simultanea de telmisartan e

hidroclorotiazida
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Salvadori et al., 2009

Prasaja et al., 2009

Gonzales et al., 2010

Plasma humano

Plasma humano

Plasma humano

Determinagéo simultanea de losartan e
HPLC-ESI-MS/MS hidroclorotiazida, utilizando valsartan e
clortalidona como padrdo interno,

respectivamente.

Desenvolvimento e validacdo de um método

LC-ESI-MS/MS L .
para quantificacdo do losartan e seu metabdlito,
utilizando irbersatan como padréo interno.
Analise simultanea de anti-hipertensivos
utilizados em combinacéo (atenolol, bisoprolol,
LC-ESI-MS/MS

hidroclorotiazida, clortalidona, acido salicilico,
enalapril e seu metabolito enalaprilato,

valsartan e fluvastatina).
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1.4. Dispositivos de liberacédo controlada de farmacos e as ciclodextrinas

Do ponto de vista da otimizacdo da farmacoterapia, a liberacdo de um composto
farmacéutico deveria ser controlada de acordo com a proposta terapéutica e as
propriedades farmacologicas das substancias ativas. A eficacia terapéutica é
substancialmente influenciada pela liberacdo apropriada do farmaco e entdo, com o
objetivo de se projetar maiores avancos na forma de dosagem, varios tipos de materiais
carreadores estdo sendo desenvolvidos para distribuir, de maneira eficiente e precisa, a
quantidade necessaria do farmaco ao sitio alvo e pelo periodo de tempo necessario
(Hirayama & Uekama, 1999; Quiroz, 2006).

Nos ultimos anos, tem sido utilizados diversos sistemas de administracdo de
farmacos com o objetivo de modelar a cinética de liberagdo, melhorar a absorcdo ou
aumentar a estabilidade do farmaco. O termo “liberacdo controlada de farmacos” se
relaciona a esta tecnologia utilizada quando é necessario o aperfeicoamento da liberacao
de um farmaco, sendo que o controle da taxa de liberacdo e o perfil de liberagcdo com o
tempo sdo as duas caracteristicas mais desejadas em um carreador (Sousa, 2009; VYAS
et al., 2008; Sinisterra et al., 2002).

Como carreadores dos principios ativos existem as composic¢@es poliméricas, 0s
lipossomas, as emulsdes e as mdltiplas emulsdes (Sinisterra et al., 2002). Neste
contexto, inserem-se também as ciclodextrinas (CD) que sdo compostos pertencentes a
classe dos oligossacarideos ciclicos constituidos por unidades glicosidicas. Cada
mondmero possui conformacédo na forma de cadeira, como mostra a Figura 1.6, e suas
unidades sdo unidas por ligacdes do tipo a (1-4). As trés principais ciclodextrinas (a-, -
e y-ciclodextrina) se diferenciam pela quantidade de mondmeros em sua estrutura,
tendo, respectivamente, 6, 7 e 8 unidades glicosidicas, como apresentado na Figura 1.7
(Sousa, 2010).

Figura 1.6. Férmula estrutural da unidade glicosidica da ciclodextrina na conformacéo
cadeira. (Fonte: Sousa, 2007. Adaptado.)
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Ligacdo a (1-4)
Figura 1.7. Representacdo estrutural da: (a) a-ciclodextrina, (b) B-ciclodextrina e (c)

y-ciclodextrina. (Fonte: Sousa, 2010. Adaptado.)

As ligacOes glicosidicas (C1-O1-C4), ressaltada em vermelho na Figura 1.7(a),
fazem com que as ciclodextrinas possuam uma estrutura relativamente rigida, que ndo é
perfeitamente simétrica. A geometria das ciclodextrinas é comumente descrita como
sendo a de um cone truncado. Como consequéncia desta conformacdo, as hidroxilas
priméarias (OH6) estdo situadas na borda de menor diametro enquanto que as hidroxilas
secundarias (OH2 e OH3) estdo localizadas na borda de maior didmetro do cone, como
esquematizado na Figura 1.8. Embora estas hidroxilas localizadas na parte externa da
CD estejam comprometidas efetuando ligag6es de hidrogénio, as CDs possuem um alto
poder de solvatacdo, conferindo um carater hidrofilico a regido externa da molécula. Na
parte interior da CD estdo presentes os hidrogénios (CH3 e CH5) e ainda os grupos (C1-
01-C4) (Sousa, 2010).
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Hidroxilas primarias
OH

Hidroxilas secundarias

Figura 1.8. Representagdo esquematica da [-ciclodextrina. (Fonte: Hirayama &
Uekama, 1999. Adaptado.)

Devido a capacidade de formar complexos de inclusdo em sua cavidade interior
e muitas outras propriedades favoraveis, as CDs tem sido amplamente aplicadas em
estudos de sistemas de liberacdo de farmacos. Entre essas propriedades, podemos citar o
aumento da solubilizacdo, a estabilizacdo dos farmacos, mudanca na sua taxa de
liberacdo e absorcao através de barreiras bioldgicas (Li & Loh, 2008; Vyas et al., 2008).
Além disso, as ciclodextrinas podem formar complexos no estado liquido ou sélido
(Hirayama & Uekama, 1999), podem ser utilizadas para diminuir a irritacdo causada
pelo farmaco, uma vez que sdo requeridas doses terapéuticas menores como
consequéncia do aumento da solubilidade (Vyas et al,. 2008) e seus efeitos toxicos séo
de carater secundario, podendo ser eliminados na escolha apropriada da CD ou seus
derivados (Szetjli, 1998). Assim, 0 uso das CD é uma maneira pratica e econdmica de
melhorar as propriedades fisico-quimicas e farmacoldgicas das moléculas
administradas. (Vyas et al., 2008).

1.5. Celulas Caco-2 como modelo de determinacéo da absorcéo de farmacos

A maioria das drogas ministradas oralmente é absorvida através da mucosa
intestinal por difusdo passiva, tendo que atravessar varias barreiras, sendo a mais
significativa, a camada de células epiteliais do intestino. Esses compostos, para

poderem ter este tipo de administragdo, devem possuir adequada solubilidade aquosa e
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permeabilidade intestinal, de forma a atingir sua concentracdo terapéutica na circulacao
sisttmica. Assim, para investigar essas propriedades, sdo feitos estudos de
biodisponibilidade para tais compostos (Artusson & Karlsson, 1991; Souza et al., 2007).

Para a determinacdo da biodisponibilidade e permeabilidade de produtos
farmacéuticos, utilizam-se modelos in vitro, que permitem a monitora¢do por meio da
quantificacdo da fracdo do farmaco dissolvido ou in vivo, pela concentracdo plasmatica,
ambos em funcdo do tempo. Muitos dos estudos realizados in vitro para o exame do
transporte através do epitélio intestinal utilizam modelos como intestino invertido,
tecidos animais, células isoladas e segmentos intestinais. No geral, esses sistemas
podem apresentar problemas como viabilidade e polaridade do tecido utilizado e, no
caso da utilizacdo de segmentos e tecidos de diferentes animais, foi observada
significativa diferenca morfologica e funcional entre os modelos animais e 0s
enterdcitos (célula epitelial da camada superficial do intestino delgado e intestino
grosso) humanos. Logo, de modo alternativo, vem sendo estudadas metodologias que
empregam uma monocamada de células epiteliais do intestino como modelo de
absorcéo do farmaco, como as células Caco-2, por exemplo (Souza et al., 2007; Hilgers
etal., 1990).

As células Caco-2 sdo extraidas de adenocarcinoma de cdlon humano. Durante
sua cultura em filtros permeéaveis e porosos, elas se diferenciam espontaneamente em
enterdcitos, formando uma membrana composta de células em monocamada aderidas
por juncBes e apresentam como vantagem a rapida multiplicacdo celular (Souza et al.,
2007).

No intestino, a parede interna é recoberta por uma Unica camada de células
epiteliais, formando uma barreira seletiva para a absorcdo dos nutrientes, farmacos e
demais xenobioticos dissolvidos no liquido gastrointestinal. Assim, através da
reconstituicdo adequada de uma monocamada diferenciada in vitro, este modelo celular
pode ser utilizado para predizer a absorcdo oral de farmacos por transporte passivo
(transcelular e paracelular) em humanos. Eles auxiliam na pesquisa de moléculas que
apresentem potencial terapéutico, pois possibilitam prever sua absorcdo in vivo
contribuindo para triagem de moléculas previamente aos estudos pré-clinicos. Porém
existem algumas limitacdes na aplicacdo de células Caco-2 para avaliar a absor¢éo. Por
exemplo, o nimero reduzido de transportadores (como peptideos: PEPT 1 e PEPT 2); a
baixa permeabilidade de compostos hidrofilicos; os danos causados a membrana devido

a presenca de co-solventes no sistema; a aderéncia fisica do farmaco ao filtro de
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policarbonato, apresentando reduzida permeacéo e o elevado tempo de crescimento das
células Caco-2 (Kratz, 2001; Souza et al., 2007).

Para tal aplicacdo experimental, as células séo cultivadas por pelo menos 20 dias
a fim de se formar uma monocamada de células diferenciadas sobre um filtro poroso
permeavel. A Figura 1.9 apresenta um esquema do sistema utilizado em estudos de
permeacgdo. O filtro, que consiste em material inerte, como o policarbonato, deve
possuir poros com didmetro de até 0,4 mm para evitar a migracéo celular do lado apical
para o basolateral. Este tempo de cultivo é necessario para garantir a formacgdo de
juncoes oclusivas, obtencéo da polaridade celular e alta expressédo de transportadores da
membrana. (Bohets et al., 2001; Kratz, 2001).

Monocamada Camara apical

w—lC 'C‘émara basolateral™s
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Figura 1.9. Representacdo esquematica do experimento de permeabilidade utilizando o
modelo de células Caco-2 (Fonte: Bohets et al., 2001. Adaptado.).

Nucleo

Para experimentos de transporte, 0s compostos em teste sdo adicionados no lado
apical da monocamada e recolhidos no lado basolateral, e sua taxa de passagem para a
outra camara pode ser medida por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
acoplada a diferentes detectores, como o espectrometro de massas (Kratz, 2001).

Assim, a utilizagdo de células Caco-2 como modelo in vitro de permeabilidade,
quando corretamente empregado e monitorado, é capaz de fornecer informacgdes

valiosas sobre a permeabilidade de farmacos, sendo aceito pela industria farmacéutica e
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agencias regulatorias internacionais como ensaio padrdo para predicdo da absor¢éo oral
(Kratz, 2001).

1.6. Espectrometria de massas

A Espectrometria de Massas (MS, do inglés, Mass Spectrometry) é uma das
técnicas com maior importancia na analise molecular devido ao seu potencial em
fornecer informagGes de massa molar, assim como sobre a estrutura do analito (Collins,
2006). Essa técnica consiste na formagdo de ions na fase gasosa que, posteriormente,
sdo selecionados através de sua razdo massa/carga. O processo de formacéo dos ions na
fase gasosa pode ser considerado o mais importante da espectrometria de massas e,
geralmente, requer duas etapas: a vaporizacdo e a ionizacdo, que podem ocorrer
sequencialmente ou de forma simultédnea. Essas duas etapas acontecem somente com 0
suprimento de energia e, em analises de compostos organicos, a energia da fonte deve
ser suficientemente baixa para ndo promover quebras intramoleculares e assim gerar
fons gasosos a partir da estrutura intacta da molécula (Dulcks & Juraschek, 1999;
Magalhdes, 2012).

Antes do desenvolvimento da técnica de ionizacdo por electrospray (ESI, do
inglés, Electrospray lonization), as tentativas de aumentar a sensibilidade e precisdo de
métodos de espectrometria de massas para a analise de moléculas organicas grandes de
interesse na biologia e na medicina foram frustradas, pois é grande a dificuldade de
transformar essas moléculas em ions na fase gasosa sem que sofram fragmentacdo. Nao
se pode aplicar os métodos classicos que sdo baseados no encontro das moléculas (na
fase gasosa) a serem ionizadas com elétrons, na ionizacdo por elétrons; com fétons, na
fotoionizagdo ou com ions, como na ionizagdo quimica (Fenn et al., 1989).

A técnica de ionizacdo por eletcrospray (ESI) se mostra aplicavel, como
demonstraram Yamashita e Fenn em 1984, como um método de ioniza¢do branda para a
espectrometria de massas (Yamashita & Fenn, 1984), pois supre a limitagdo dos outros
métodos nos estudos de biomoléculas com alto peso molecular e outros compostos
labeis e ndo volateis (Pavia et al., 2010)

Na ESI, uma solucdo contendo as moléculas da amostra é borrifada na ponta de
um tubo capilar fino para dentro de uma camara aquecida, em pressdo quase
atmosférica. O campo elétrico na ponta do capilar age sobre os ions em solucéo, criando

uma separacdo de cargas entre anions e cations. Forcas eletrostaticas agindo sobre os
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ions positivos levam a formacdo do cone de Taylor e, quando esta excede a tensao
superficial, um jato de goticulas com alta densidade de carga € ejetado da ponta do cone
para o contra eletrodo. As goticulas carregadas, entdo, enfrentam um contrafluxo de um
gas de secagem (em geral, nitrogénio) que evapora as moléculas do solvente. Assim a
densidade de carga de cada goticula aumenta até que as forcas repulsivas eletrostaticas
excedam a tensdo superficial (o limite de Rayleigh), quando entdo a gota inicial se
divide em goticulas menores. O processo continua até que ions da amostra, livres de
solvente, sejam deixados na fase gasosa (Maxwell & Chen, 2008; Pavia et al., 2010). A

Figura 1.10 mostra o esquema da ionizacao por electrospray.
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Figura 1.10. Representacdo esquematica da técnica ESI (Magalhaes, 2012).

Uma vez ionizada a amostra, o feixe de ions é acelerado por um campo elétrico e
direcionado para o analisador de massas, onde acontece a separacdo com base em sua
razdo carga/massa (m/z) e subsequente deteccao.

O analisador de massas por tempo de voo (TOF, do inglés time-of-flight), baseia-
se no principio de que as velocidades de dois ions gerados no mesmo instante, com a
mesma energia cinética, irdo variar de acordo com a massa dos ions, ou seja, 0 ion mais
leve sera mais répido (Pavia et al., 2010). Estes analisadores consistem basicamente de
tubos metéalicos sob vacuo e isolados do campo externo. fons sdo inicialmente

acelerados em direcdo ao detector por meio de um potencial repulsivo aplicado em um
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dispositivo localizado no inicio do TOF. O tempo que um ion demora a alcancar o
detector é proporcional a raiz quadrada da m/z, ou seja, quanto maior o ion, mais tempo
ele leva para percorrer o comprimento do tubo (Iglesias, 2012).

A Figura 1.11 mostra a representacdo esquematica do funcionamento de um
espectrometro de massas com analisador do tipo TOF. Esta representacdo faz parte do
sistema usado neste trabalho e consiste em um analisador do tipo tandem ion-trap —
time-of-flight. Este sistema contém uma fonte de ionizacdo electrospray e dois
analisadores de massas: aprisionador de ions (IT, do inglés, ion-trap) e TOF. O
acoplamento da ionizacdo a pressdo atmosférica com os analisadores de massas
sequenciais ion trap (IT) e tempo de voo (TOF) permitem a obtencdo de alta exatiddo
de massa e alta resolugdo (10.000 a 1000 m/z). O equipamento disponibiliza ainda a
capacidade de fragmentagGes sequenciais do tipo MS" (MS/MS, MS/MS/MS, etc.)
utilizando o método de dissociacdo por colisdo induzida por argénio no ion-trap e
também a capacidade de realizar medi¢des de massas com alta resolucéo e alta preciséo
no TOF, proporcionando uma grande seletividade e especificidade dos ions (Silva,
2010).
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Figura 1.11. Representacdo esquematica do funcionamento do espectrdmetro de massas
ion-trap — time-of-fligth (Fonte: Shimadzu, 2007).

1.7. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS)

A cromatografia pode ser combinada com diferentes sistemas de detecgédo e
assim se tornar umas das técnicas analiticas com maior utilizag&o e melhor desempenho.
O acoplamento da cromatografia liquida — que € normalmente utilizada para compostos
ndo volateis ou incompativeis com a cromatografia gasosa — com a espectrometria de

massas combina as vantagens de ambas as técnicas. Porém, esse acoplamento é
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delicado, uma vez que € necessaria a geracdo de ions na fase gasosa para serem
analisados pela EM (Hoffmann & Stroobant, 2007).

Algumas incompatibilidades sdo encontradas quando se utiliza a LC-MS
(Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas, do inglés, Liquid
Chromatography—Mass Epectrometry) e assim foi necessario o desenvolvimento de
interfaces e formas de ionizacao alternativas. As interfaces surgiram pela necessidade de
se eliminar toda ou, pelo menos, uma quantidade significativa da fase movel, pois as
vazdes utilizadas na cromatografia liquida de alta eficiéncia sdo relativamente grandes
(préximas a 1,0 mL min™), de maneira que ndo é possivel bombear o eluente de um
cromatografo liquido diretamente para o interior da fonte do espectrémetro, que opera a
pressoes de cerca de 1,3 x 10™ Pa. Além disso, os compostos que sdo separados por
cromatografia liquida sdo, muitas vezes, pouco volateis e/ou sensiveis & temperatura,
impossibilitando o uso das técnicas de ionizacdo comumente aplicadas (Chiaradia et al.,
2008). Diferentes formas de ionizacao foram utilizadas ao longo do tempo, sendo que as
mais empregadas sdo a ESI, fotoionizacdo a pressao atmosférica (APPI) e a ionizacdo
quimica a pressdo atmosferica (APCI), com maior destaque a ESI (Hoffmann &
Stroobant, 2007; Chiaradia et al., 2008).

Para a aquisicdo de dados, o espectrometro de massas é geralmente utilizado de
dois modos: varredura completa (do inglés, full scan) e monitoramento seletivo de ions
(SIM, do inglés selected-ion monitoring). No modo de varredura completa, o espectro
completo é medido repetidamente entre dois valores extremos de massa e, durante um
intervalo de tempo, todos os ions que atingem o detector sdo contabilizados. Para
aumentar a sensibilidade pode-se reduzir faixa de massas analisadas ou aumentar
intervalo de tempo de aquisi¢do. No primeiro caso, pode-se perder alguma informacao
analitica e, no segundo, é possivel que ndo se obtenha um bom espectro de massas ou
mesmo, dois compostos eluidos no mesmo pico podem nao ser deconvoluidos. No
modo SIM, o detector de massas € ajustado para que sejam observados apenas 0s ions
de razdo m/z de interesse, ou seja, a andlise visa detectar compostos alvo, com
caracteristicas espectrais conhecidas. Este modo de aquisi¢do proporciona uma maxima
seletividade (Hoffmann & Stroobant, 2007; Chiaradia et al., 2008).

Como principais vantagens, o acoplamento LC-MS apresenta a alta seletividade,
qguando opera no modo de monitoramento de ion selecionado, o qual permite a

quantificacdo de picos sobrepostos; ter boa detectabilidade; avaliar a pureza do pico;
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confirmar a presenca do analito mediante a informacdo da massa molar e estrutural,

sendo essa a caracteristica mais relevante.

1.8. Processos de validacao para méetodos analiticos

1.8.1. Relevancia

Atualmente, é grande a necessidade de se mostrar a qualidade de medicdes
quimicas através de sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade. Dados
analiticos que ndo sdo confidveis podem, por exemplo, induzir decisGes precipitadas e
acarretar prejuizos financeiros. Como garantia de que um meétodo analitico a ser
desenvolvido forneca informacgdes confiaveis e passiveis de interpretacdo, ele deve se
submeter a uma avaliacdo denominada validacdo (Ribani et al., 2004). A validagéo de
um método analitico tem como objetivo demonstrar que o mesmo é adequado aos
objetivos propostos, ou seja, que 0s parametros de desempenho analisados atendem aos
critérios de aceitacdo preconizados, garantindo a qualidade metroldgica dos resultados
analiticos (Brasil - MAPA, 2011).

Algumas consideracdes devem ser feitas ao iniciar o processo de validacio. E
essencial que os estudos de validacdo sejam representativos e conduzidos de modo que
a variacdo da faixa de concentracdes seja adequada as amostras analisadas. Além disso,
0s parametros analiticos devem ser baseados na intencdo do uso do método, podendo
incluir diferentes tipos de equipamentos e laboratérios em que o método sera utilizado.
Existem varias instituicbes que possuem guias e resolucBes acerca do processo de
validacdo, como: EURACHEM, MAPA, INMETRO entre outras. Assim, 0s
experimentos de validacdo podem ser limitados ao que realmente é necessario (Ribani
et al., 2004)

Para a realizacdo da validacdo, os parametros analiticos normalmente avaliados
sdo: seletividade, efeito de matriz, linearidade, faixa de trabalho e faixa linear, preciséo,

veracidade/tendéncia, limite de deteccdo, limite de quantificacéo e robustez.
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1.8.2. Parametros de validacéo

1.8.2.1. Seletividade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em
presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de degradacdo e
componentes da matriz (Brasil - ANVISA, 2005). A matriz da amostra pode conter
componentes que interferem no desempenho da medi¢do aumentando ou reduzindo o
sinal analitico, e a magnitude do efeito também pode depender da concentracdo. Desse
modo, a seletividade garante que o pico de resposta seja exclusivamente do analito de
interesse. Além disso, se a seletividade nédo for verificada, outros parametros, como a
linearidade, a exatiddo e a precisdo, podem ser comprometidos (Brasil - INMETRO,
2011; Ribani et al., 2004).

Para a avaliagdo da seletividade sdo descritos experimentos que envolvem
ensaios com padrdes ou materiais de referéncia, amostras com e sem o analito e,
também, a capacidade de identificagdo do composto de interesse na presenca de
interferentes. Na auséncia da disponibilidade de interferentes, sugere-se a avaliagdo da
habilidade de medicdo do analito por diferentes métodos, técnicas ou por meio de

variacdes nas condi¢bes experimentais (Brasil - INMETRO, 2011).

1.8.2.2. Linearidade
A linearidade é a capacidade do método em gerar resultados diretamente proporcionais
a concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo especifico (Brasil -
MAPA, 2011). Na maioria dos casos, a relacdo matematica entre o sinal analitico e a
concentracdo do composto de interesse deve ser determinada empiricamente, a partir de
sinais medidos para concentracbes conhecidas deste composto. Essa relagédo
matematica, muitas vezes, pode ser expressa como uma equacao de reta chamada curva
analitica (Ribani et al., 2004).

A equacdo da reta que relaciona as duas variaveis, concentracdo conhecida do

composto e sinal analitico medido, é:

y =ax + b (Equagéo 1.1)

onde:
y = resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico, etc.);

X = concentragao;
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a = intersecdo com o eixo Yy, quando x = 0;

b = inclinacdo da curva analitica = sensibilidade.

Para a determinacdo da linearidade, sdo necessarios, geralmente, no minimo
cinco niveis de concentracdes, preparados em trés replicatas independentes ou no
nimero mais proximo possivel daquele empregado na rotina do laboratério. A
linearidade de um método pode ser observada pelo gréfico dos resultados dos ensaios
em funcdo da concentracdo do analito e verificada a partir da equagdo da regresséo

linear, determinada pelo método dos minimos quadrados (Brasil - INMETRO, 2011).

1.8.2.3. Faixa de trabalho e faixa linear

A faixa de trabalho corresponde ao intervalo entre o valor superior e inferior da
substancia em estudo, que atenda aos requisitos de precisdo e exatiddo, ou seja,
intervalo no qual o método pode ser aplicado. Geralmente, seu limite inferior
corresponde ao limite de quantificagdo e o limite superior se baseia nas restriches
impostas por efeitos dependentes do sistema de deteccdo do aparelho (Ribani et al.,
2004; Souza (b), 2007; Brasil - MAPA, 2011).

Ja a faixa linear, é o intervalo de concentracdo onde o método produz respostas
da medicgdo proporcionais & concentracdo e ela, normalmente, esti contida dentro da
faixa de trabalho (Souza (b), 2007).

1.8.2.4. Efeito de matriz
O efeito de matriz é um estudo que tem como objetivo investigar possiveis
interferéncias causadas por substancias que estdo presentes na matriz amostral. Esses
interferentes podem causar uma diminuicdo ou aumento do sinal analitico. Esse tipo de
estudo é necessario quando se deseja utilizar uma curva de calibracdo do analito em
solvente, ou seja, em uma curva de calibragdo ndo matrizada (Brasil - MAPA, 2011).
Caso este efeito seja detectado, curvas analiticas matrizadas devem ser adotadas no
experimento.

Segundo o Guia de Validacdo e Controle de Qualidade Analitica do MAPA
(2011), para o calculo do efeito de matriz, pode-se aplicar o teste F (Fischer-Snedecor),
que compara as variancias das replicatas em cada nivel de concentragéo, verificando se
as variancias das amostras ndo matrizadas e aquelas construidas na matriz, podem ser
consideradas estatisticamente iguais. Assim, aplica-se o0 seguinte calculo para cada nivel

de concentragdo, comparando as amostras ndo matrizadas e as matrizadas:

24



SZ
F..= 3—12 (Equagéo 1.2)
2

Onde s’ e s; sao as variancias das replicatas das amostras ndo matrizadas e matrizadas,

em cada nivel de concentracdo, com a maior variancia no numerador.

Se as variancias forem estatisticamente iguais, € aplicado um determinado teste
para comparacdo das médias, caso contrério, aplica-se um outro teste estatistico, como
exposto a seguir.

Primeiramente, assumem-se duas hipoteses (Ho € Hy):

= Ho: S = S (Featculado < Frabelado) = AS variancias sdo estatisticamente iguais.

= Hy: 8! # S, (Feateulado > Frabelado) = AS variancias sio estatisticamente diferentes.

Quando obtém-se Fcaculado < Fuabelado, @S Variancias podem ser consideradas

estatisticamente iguais e, entdo, procede-se com o seguinte teste t de Student:

(Equacdo 1.3)

Sendo X, e X, as médias das concentragdes do analito em amostras matrizadas (matriz

fortificada) e analito em solvente puro, respectivamente, em cada nivel de concentracéo.

Onde $° ¢ calculado por:

Sz _ (nl _1)512 + (nz _1)55
(n, +n, -2)

(Equacéo 1.4)

Sendo: n; e n, 0s numeros de replicatas nas amostras 1 e 2 (ndo matrizada e matrizada

ou vice-versa), com (N, +N, —2) graus de liberdade (v) de t.
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Por outro lado, se Fcaiculado > Ftabelado, CONSidera-se as variancias estatisticamente
diferentes e verifica-se o efeito de matriz com a distribuicdo t de Student, utilizando a
Equacdo 1.5.

X, —X

tae = % (Equagéo 1.5)
S. Sy
nl n2

Neste caso, para obtencao do valor de t tabelado, o nimero de graus de liberdade

é dado por:

n M -2 (Equagéo 1.6)

Como critérios de aceitagdo do efeito de matriz, tem-se que:
»  Se teacuado Pelas equacbes 1.3 ou 1.5 for menor que tgpelado, POCE-SE
concluir que a matriz ndo afeta o ensaio.
= Se tealculado PElas equagdes 1.3 ou 1.5 for maior que tipelado, CONClUi-se que
a matriz tem um efeito estatisticamente significativo sobre o resultado
(Brasil - MAPA, 2011; Moreira, 2012).
Cabe ressaltar que, ao invés do célculo para cada nivel de concentracdo, os testes
F e t podem também ser aplicados utilizando a inclinagdo das curvas de calibracao feitas

no solvente e na matriz da amostra.

1.8.2.5. Precisdo

E a estimativa da dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos
de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em condi¢bes definidas.
Normalmente, as trés formas mais comuns de expressa-la sdo: por meio da
repetitividade, precisdo intermediaria e da reprodutibilidade, sendo usualmente
expressas pelo desvio padréo e coeficiente de variagdo (Brasil - MAPA, 2011; Brasil -
INMETRO, 2011).
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O coeficiente de variacdo (CV, usualmente expresso em %), também conhecido
como desvio padrao relativo (RSD, do inglés, relative standard deviation), € calculado
da seguinte forma:

= — DP 5
C.V.=RSD = —— x 100 (Equacéo 1.7)

Sendo:
DP = desvio-padréo;

CMD = concentracdo média determinada

1.8.2.6. Exatidao (Veracidade)

E a concordancia entre a média de um nimero suficientemente grande de resultados de
um ensaio e o valor de referéncia aceito como verdadeiro. A exatiddo estd inversamente
relacionada ao erro sistematico ou a corre¢do ou ao fator de corregdo (Brasil - MAPA,
2011).

Normalmente, 0s processos mais utilizados para a avaliacdo da exatiddo sdo: uso
de materiais de referéncia certificados (MRC), participacbes em ensaios
interlaboratoriais e realizacdo de ensaios de adicdo e recuperagéo (Brasil - INMETRO,
2010).

1.8.2.7. Limite de deteccédo e limite de quantificacéo

O limite de deteccdo (LD) é a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, mas sem ser, necessariamente, quantificado. Para a
validacdo de um método analitico, é normalmente suficiente fornecer uma indicacéo do
nivel em que a deteccdo do analito pode ser distinguida do sinal do branco/ruido. A
determinacdo do LD pode ser feita pela andlise repetida de uma porcao de amostras do
branco, calculando-se, entdo, o valor de sua média e somando trés vezes o valor do
desvio padréo (Brasil - ANVISA, 2005; Brasil - INMETRO, 2011).

J& o limite de quantificacdo (LQ) € a menor concentracdo do analito que pode
ser determinada com um nivel de incerteza aceitavel. Normalmente é o primeiro ponto
da curva de calibracéo e nao pode ser obtido por extrapolacéo (Brasil - ANVISA, 2005).
Para seu calculo é determinada a média dos valores do branco e soma-se, 5, 6 ou 10

vezes, a esse valor, o desvio padrdo (Brasil - INMETRO, 2011).
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1.8.2.8. Robustez

Um procedimento analitico mostra-se sensivel quando submetido a algumas
variacoes nas condigdes experimentais. O estudo da robustez permite avaliar o quéo
significativa podem ser essas variacbes e, também, se sdo influentes ou ndo no
desempenho do método. Devem-se considerar todas as possiveis variagcdes de condicbes
experimentais que podem ocorrer durante uma rotina no laboratorio estimar seus efeitos
(Brasil - ANVISA, 2005; Brasil - MAPA, 2011).

O método ¢é considerado robusto quando se verifica, através do estudo da
robustez, que a resposta do procedimento analitico ndo é influenciada ou é pouco
influenciada por pequenas variacdes das condigBes experimentais. Do contrario, 0
método é ndo robusto e inadequado para as analises de rotina (Brasil - MAPA, 2011)

Para a determinacdo da robustez de um método, pode-se utilizar o teste de
Youden, que permite avaliar também, além da robustez, a ordem da influéncia e o tipo
de cada uma das variagbes no resultado final. E importante ressaltar que, quanto maior
for a robustez de um método, maior sera a confianca desse relacionamento a sua
precisdo (Brasil - INMETRO, 2010).
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo desenvolver um método para
determinacdo simultanea dos anti-hipertensivos: hidroclorotiazida, losartan, telmisartan,
valsartan e o0s metabdlitos losartan &cido-5-carboxilico, valeril-hidroxi-valsartan e
telmisartan 1-O-acilglucoronideo utilizando LC-MS e valida-lo em amostras resultantes

de estudos de permeacdo em células Caco-2.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes e solventes

Os anti-hipertensivos losartan, valsartan e telmisartan foram obtidos da USP
Reference Standard (Rockville, MD). Os metabdlitos losartan acido-5-carboxilico,
telmisartan 1-O-acilglucoronideo e valeril-hidroxi-valsartan, foram comprados da JMC
INC (Durham, MC. USA). Hidroclorotiazida foi adquirida do fornecedor Nutrifarm
(lote CO1-20091103/F1 — Séo Paulo, SP). Para o preparo das solucdes foi utilizado
metanol (Merck, Darmastadt, Alemanha). Como constituintes da fase modvel na
separacdo cromatografica, foram utilizadas acetonitrila (Merck, Darmstadt, Alemanha)

e agua deionizada obtida de um sistema Milli Q (Millipore DirectQ 3, Franca).

3.2. Solucdes

Preparou-se uma solucdo estoque de concentracdo igual a 1 mg mL™, em
metanol, para cada um dos compostos analisados. Solucdes intermediarias desses
analitos foram preparadas por diluicdes sucessivas com metanol e, a partir destas, foi
preparada uma solucdo de trabalho contendo os sete compostos na concentracdo de 10
ng L™

Solucdes de calibracdo contendo todos os analitos foram obtidas pela dilui¢do da

solucéo de trabalho, obtendo-se concentragdes finais que variaram de 5 a 100 pg L™,

3.3. Amostras
O procedimento de cultivo e permeacdo em células de Caco-2 foi realizado pelo

grupo do Prof. Ruben D. Sinisterra Millan. O procedimento geral para o cultivo das
células de Caco-2 em testes de permeacdo apresenta a seguinte metodologia:
inicialmente as células sdo cultivadas em meio minimo essencial Eagle com L-
glutamina, suplementado com 10% soro fetal bovino, 1% de aminoacido ndo-essencial
e 1% de antibiotico-antimicotico a temperatura de 37 + 2°C com 5% de CO,. As células
séo isoladas utilizando uma solugdo de tripsina-EDTA ap0s atingirem uma confluéncia
de 90% e colocadas em um frasco de cultura de tecidos (de 75 cm?) em uma razdo de
1:5.

O preparo das células Caco-2 para os experimentos de transporte, envolveu
células de passagem 27 a 35 semeadas no lado apical da placa de cultura Transwell (12
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mm de didmetro e membrana de policarbonato de 0,4 um), em uma concentracédo de 12
x 10* células mL™. O meio foi substituido apés 24 h para remover células mortas ou ndo
aderentes. Essa monocamada celular foi utilizada depois de um periodo de 21 dias ap6s
a semeadura.

No estudo de transporte, a monocamada foi pré-incubada em ambos os lados,
apical (0,5 mL) e basolateral (1,5 mL), com o veiculo de transporte que consiste em um
tampéo fosfato-salino (PBS, do inglés, phosphate buffered saline) a uma temperatura de
37 £ 2°C, por no minimo 30 minutos. Apos essa etapa, no tempo zero, o tampéo do lado
apical é substituido por 0,4 mL do farmaco diluido no mesmo tampdo. Em tempos
determinados, a solucdo no lado basolateral, contendo o fa&rmaco permeado, € recolhida
(separando uma aliquota para anélise) e 0 mesmo volume é colocado nessa mesma
camara, a fim de se manter suas condicdes. Estas placas foram mantidas a temperatura
ambiente em toda a duracdo do experimento. Finalmente, procede-se a analise das
aliquotas para determinacdo da concentracdo dos farmacos utilizando a técnica de LC-
ESVIT/TOF/MS (Mekjaruskul et al., 2013).

As amostras estudadas consistiram em aliquotas de quatro formulagbes: o
telmisartan puro ¢ em complexos de inclusdo com a B-ciclodextrina na razdo molar de
1:1, 1:2 e 1:3, todos com concentraco inicial do farmaco igual a 1 x 10° mol.L™. Essas
aliquotas (cerca de 100 pL), incluindo a matriz branca, foram recolhidas nos tempos 0,
15, 30, 60 e 120 minutos, sendo todas em triplicata.

A matriz branca da amostra consiste em um tampao fosfato-salino, de pH 7,2,

que foi submetido aos mesmos processos do experimento do estudo de transporte.

3.4. Instrumentacéo

A otimizacdo da separacdo cromatografica e as analises foram realizadas em um
sistema de cromatografia liquida de alto desempenho acoplado a um espectrémetro de
massas hibrido contendo analisadores do tipo IT e TOF sequenciais (LC-
ESVIT/TOF/MS). O cromatdgrafo liquido consiste de um sistema equipado com
bombas binérias, modelo LC-20AD (Shimadzu Corp., Quioto, Japdo) e um amostrador
automatico modelo SIL 20AC (Shimadzu Corp.). O espectrébmetro de massas
(Shimadzu IT-TOF) utilizado é equipado com fonte de ionizacdo electrospray (modo
negativo: -3,5 kV; modo positivo: +4,5 kV) e pode ser utilizado de forma simultanea ou

escolhendo-se 0 modo negativo ou positivo. O aparelho possui dois analisadores de

31



massas em série, um ion trap seguido de um time-of-flight, conferindo alta sensibilidade

e resolucéo na obtencédo dos espectros.

3.5. Condicgoes de analise no sistema LC-ESI/IT/TOF/MS

Essa etapa do trabalho foi realizada utilizando uma coluna C18 ACE (100 mm x
2,1 mm x 3 um de didmetro de particula) mantida a temperatura ambiente. Nos
experimentos de otimizacdo, injetou-se 5 pL de uma solu¢do contendo 5000 pg L™ de
cada um dos anti-hipertensivos e metabolitos no sistema cromatografico.

Para otimizacdo da separacdo cromatogréfica foi feito um estudo para a escolha
do solvente mais adequado a ser usado como fase mdvel (B) em conjunto com a agua
pura (A). Os solventes estudados foram metanol e acetonitrila, ambos puros e também
acidificados com 1% de &cido formico. Essa avaliagcdo consistiu na comparacdo das
areas dos picos dos analitos obtidas para cada um dos solventes estudados. Apds a
escolha do solvente, foram avaliadas diferentes condicdes de eluicdo por gradiente, com
variacdes na proporc¢do entre 0s constituintes (solvente/agua) da fase madvel.

Em condicBes 6timas, foi utilizado um fluxo de 0,2 mL min™ para a fase movel
que consistiu de agua pura (A) e acetonitrila acidificada com 1% de acido férmico (B).
A separacdo cromatografica conduzida no modo gradiente foi otimizada na
programacdo: 20% da fase B por 2 min; variacdo constante de 20% até 95% da fase B
em 5 min; manutencdo da fase B em 95% por 3 min; reducdo a 20% B em 0,5 min,
mantendo-se essa propor¢do por 3,5 min, totalizando 14 minutos de andlise
cromatografica. As condic¢des utilizadas no espectrometro de massas foram: voltagem
da fonte de ionizacdo por electrospray no modo negativo igual a -3,5 kV e, no modo
positivo, +4,5 kV, sendo que a andlise se deu de forma simultanea; fluxo do gas de
nebulizacdo (N2) a 1,5 L min™'; temperatura da interface de 200 °C e faixa de relacéo

massa/carga analisada de 200 a 700 m/z.

3.6. Validacédo do método
A validagdo do método foi conduzida pela avaliacdo dos seguintes parametros:
seletividade, linearidade e efeito de matriz, limite de deteccdo (LD), limite de

quantificacdo (LQ), precisdo e exatid&o.

3.6.1. Seletividade
A avaliacdo da seletividade se deu a partir da analise do branco da matriz sem

fortificagdo. O cromatograma obtido da analise do branco da matriz foi comparado com
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0 cromatograma obtido da analise do branco fortificado com os anti-hipertensivos na

concentragio de 5000 pg L™

3.6.2. Linearidade

Foram construidas curvas analiticas utilizando metanol como solvente e também
o0 branco da amostra para avaliagdo da linearidade. As aliquotas de cada ponto foram
fortificadas com diferentes volumes da solucdo de trabalho para obter concentracfes
finais de 5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 75,0 e 100,0 pg L™ de cada analito. As anélises, nos
diferentes niveis, foram realizadas em triplicata e as curvas analiticas foram construidas
como gréficos da area do pico cromatografico versus a concentracdo nominal do analito.

Para avaliacdo da linearidade foi empregado o método dos minimos quadrados.

3.6.3. Efeito de matriz

Para esse estudo foram construidas curvas de calibracdo para cada um dos anti-
hipertensivos estudados, sendo uma curva no solvente (MeOH) e a outra na matriz
branca. Ambas as curvas foram planejadas com seis niveis de concentracdes (5, 10, 25,
50, 75 e 100 pg L™) e, para cada um desses niveis, foram feitas trés replicatas
independentes.

Para a preparagdo das curvas no solvente (MeOH) foram feitas dilui¢cBes da
solugdo trabalho contendo todos os analitos (concentracdo igual a 10 pg L™) obtendo-se
concentragdes finais que variaram de 5 a 100 pg L™, correspondente aos niveis de
concentragdes estudados.

As curvas construidas na matriz da amostra foram preparadas de forma
semelhante. Cada nivel de concentracdo foi preparado utilizando-se 20 pL da matriz
branca da amostra, um certo volume da solucéo trabalho e o volume completado até 100
ML para obtencdo das concentracfes desejadas.

A avaliacdo do efeito de matriz foi feita aplicando-se os testes F (Fischer-
Snedecor) e t na inclinacdo das curvas de calibracdo preparadas em solvente e na matriz

da amostra.

3.6.4. Limite de deteccéo (LD) e limite de quantificacéo (LQ)
Os valores de LD e LQ do método foram determinados experimentalmente
através da anélise de diluigdes sucessivas da solugdo do analito em estudo. Para o limite

de deteccdo, ao diminuir a concentracdo das solugdes, foi observado a menor
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concentracdo que produziu um pico cromatografico detectavel, considerando o sinal dos
analitos de interesse trés vezes maior do que o ruido da linha de base. No caso do LQ,
seu valor foi estimado pela obtencdo de uma raz&o sinal/ruido igual a dez vezes, onde a

concentracdo determinada produziu um pico cuja area foi passivel de ser quantificada.

3.6.5. Preciséo e Exatiddo

A precisdo indica o grau de concordancia (dispersdo) entre uma série de
medicdes. Geralmente € avaliada em trés niveis de concentracdo e as trés formas mais
comuns de expressa-la sdo: por meio da repetitividade, precisdo intermediaria e da
reprodutibilidade. A precisdo do método foi realizada em termos da repetitividade e,
para tanto, foram preparadas solugdes, na matriz branca da amostra, em trés niveis de
concentragdo (5, 50 e 100 pg L™) e posteriormente analisadas no sistema LC-
ESVIT/TOF/MS. Cada nivel de concentracdo foi processado em sete replicatas de
acordo com o procedimento descrito no item 1.8.2.5.. Apo6s a analise desvio padrdo
relativo (RSD%) foi determinado para cada nivel de concentrag&o.

A exatiddo de um método analitico é geralmente determinada pelo estudo de
materiais de referéncia ou por estudos de adi¢do e recuperacdo. Para 0s ensaios de
recuperacdo foram utilizadas solu¢cbes com as mesmas concentracfes empregadas no
ensaio de repetibilidade. Cada nivel de concentracéo foi analisado em 7 replicatas e 0s

resultados expressos como porcentagem de recuperacdo e desvio padrdo (% % s).

3.7. Aplicacdo do método

Apbs a validacdo, o método foi aplicado em amostras de telmisartan e em
compostos de incluséo formados por ciclodextrina e telmisartan, na proporgéo de 1:1,
2:1 e 3:1 resultantes de estudos de permeacao em células Caco-2, como descrito no item
3.3. Para tanto, utilizou-se as condi¢bes otimizadas para a analise por LC-
ESI/IT/TOF/MS.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Otimizacéao das condig¢des cromatograficas

No desenvolvimento de uma separacdo cromatografica deve-se dar grande
importancia a obtencdo de uma resolucdo satisfatoria e um tempo de analise razoavel.
Além disso, em LC-MS com ionizacdo ESI, a magnitude do sinal obtido também deve
ser levada em consideracdo, quando da avaliacdo de diferentes fases mdveis. Dessa
forma, o processo de otimizacéo foi realizado com o objetivo de atender esses quesitos.

Inicialmente, introduziu-se uma solucdo padrdo contendo 5000 pg L™ de cada
anti-hipertensivo e metabdlitos no sistema LC-MS-IT-TOF, a fim de se investigar a
influéncia da composigdo da fase movel no sinal analitico dos compostos em estudo. Ou
seja, 0 solvente que proporcionou a producao de picos com areas maiores para a maior
parte dos analitos, foi escolhido para compor a porcdo organica da fase mdvel na
separacdo cromatografica. Para isso, como fase organica (B), foram avaliados os
seguintes solventes: metanol, metanol acidificado com 1% de &cido férmico, acetonitrila
e acetonitrila acidificada com 1% de &cido formico. Como fase aquosa (A), utilizou-se
sempre agua ultrapura. Observou-se que a acetonitrila acidificada a 1% com acido
formico conduziu aos melhores resultados em termos de sinal analitico.

Uma vez estabelecida a fase organica a ser utilizada, procedeu-se a avaliacdo da
influéncia da composicdo da fase mével no tempo de retencdo, resolucéo e simetria dos
picos. Para isso, investigou-se variagdes na composicdo de seus constituintes (A) e (B).

Os melhores resultados para separacdo e quantificacdo simultanea dos anti-
hipertensivos e metabolitos foram obtidos utilizando uma eluicdo por gradiente,
consistindo em: 20% da fase B por 2 min; variacdo constante de 20% até 95% da fase B
em 5 min; manutencdo da fase B em 95% por 3 min; redugédo a 20% da fase B em 0,5
min, mantendo-se essa proporcdo por 3,5 min, totalizando 14 minutos de anélise
cromatografica e fluxo total de 0,2 mL min™. O perfil cromatogréfico obido ap6s a

otimizacdo das condicdes é apresentado na Figura 4.1.
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Figura 4.1. Cromatograma de uma mistura de anti-hipertensivos (5000 pg L™). Picos:
(1) hidroclorotiazida; (2) telmisartan 1-O-acilglucoronideo; (3) telmisartan; (4) valeril-
hidroxi-valsartan; (5) losartan; (6) losartan &cido-5-carboxilico e (7) valsartan.
Condicdes: (i) Separacdo cromatogréafica: eluicdo por gradientes, consistindo em: 20%
da fase B por 2 min; variacdo constante de 20% até 95% da fase B em 5 min;
manutencdo da fase B em 95% por 3 min; reducdo a 20% da fase B em 0,5 min,
mantendo-se essa proporcdo por 3,5 min. Fluxo 0,2 mL min™. Tempo de analise igual a
14 minutos; (ii) Espectrometria de massas: voltagem da fonte de ionizacdo por
electrospray no modo negativo igual a -3,5 kV e, no modo positivo, +4,5 kV; fluxo do
gas de nebulizacdo (N,) a 1,5 L min™; temperatura da interface de 200 °C e faixa de
relacdo massa/carga analisada de 200 a 700 m/z. A andlise foi feita simultaneamente nos
modos positivo e negativo.

Levando em conta o nimero de analitos, sete no total, pode-se considerar que o
tempo de 14 minutos decorridos na separacdo cromatografica foi relativamente baixo.
Apesar de alguns compostos possuirem tempos de retencdo proximos e, assim, 0s picos
cromatograficos relativos a estes compostos apresentarem uma pequena sobreposicao,
esse fato ndo implica em um problema para o desenvolvimento do método. Isso porque
a deteccdo por espectrometria de massas permite o monitoramento de cada analito
individualmente, onde o detector é ajustado para que seja observado apenas o0 ion de

razao m/z de interesse.

4.2. Analise por LC-ESI/IT/TOF/MS

Ap0s a otimizacdo das condi¢bes cromatogréaficas, foram obtidos os parametros
cromatograficos e espectrométricos referentes a cada um dos analitos em estudo. A
Tabela 4.1 apresenta o tempo de retengdo (em minutos), a razdo massa/carga (m/z) da

forma desprotonada da molécula e a formula molecular de cada um dos analitos.
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Tabela 4.1. Tempo de retencdo, razdo m/z da forma desprotonada da molécula e
férmula molecular de cada composto em estudo.

Analito Tempo de Razéo m/z Formula
retencdo (min) molecular
Hidroclorotiazida 5,32 295,9567 C7HsN3S,0,Cl
Valsartan 9,38 434,2221 C24H29N503
Valeril-hidroxi-valsartan 8,81 450,2187 C24H30N504
Telmisartan 7,84 513,2329 Cs3H3N4O2
Telmisartan 1-O-acilglucoronideo 7,06 689,2658 C39H3sN4Og
Losartan 8,68 421,1580 C22H23N6OCI
Losartan acido-5-carboxilico 9,11 435,1378 C2oH21NgO-Cl

A Figura 4.2 mostra os cromatogramas de ion extraido para cada um dos
analitos. Como observado, foram obtidos picos bem definidos e com boa relagéo sinal-
ruido. Os espectros de massas obtidos para cada um dos anti-hipertensivos estdo
apresentados na Figura 4.3. Todos 0os compostos obtiveram uma melhor deteccdo no
modo negativo, sendo que através dos espectros de massas € possivel confirmar a
férmula molecular correspondente a estrutura quimica de cada um dos analitos.

A faixa total de razdo massa/carga (m/z) monitorada variou entre 200 e 700.
Porém, com o objetivo de se aumentar a sensibilidade do método, a andlise foi feita em
dois segmentos: (i) m/z entre 200 e 350, onde foi analisado a hidroclorotiazida e (ii) m/z

de 350 a 700, com anélise dos demais compostos.
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Figura 4.2.a. Cromatograma de ion extraido para (a) hidroclorotiazida, (b) valsartan, (c) valeril-hidroxi-valsartan e (d) telmisartan.
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Figura 4.2.b. Cromatograma de ion extraido para: (e) telmisartan 1-O-acilglucoronideo, (f) losartan e (g) losartan acido-5-carboxilico.
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Figura 4.3.a. Espectros de massas caracteristicos do pico de cada composto: (a) hidroclorotiazida, (b) valsartan, (c) valeril-hidroxi-valsartan e (d)
telmisartan,
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Figura 4.3.b. Espectros de massas caracteristicos do pico de cada composto: (e) telmisartan 1-O-acilglucoronideo, (f) losartan e (h) losartan

acido-5-carboxilico.



A alta resolugdo da técnica pode ser confirmada a partir da massa mensurada em
relacdo a massa predita pelo software do equipamento utilizado nas analises. Esses
resultados estdo apresentados na Tabela 4.2, que mostra também o ion da forma
desprotonada da molécula e o erro, em ppm, da massa mensurada quando comparada a

massa predita.

Tabela 4.2. Erro entre massa mensurada e massa predita pelo software do equipamento.

- Forma Massa Mas_sa Erro

Analitos desprotonadada  mensurada predita

molécula (m/2) (m/2) (Ppm)*

Hidroclorotiazida [M-HY 295,9560 295,9566 -2,03
Valsartan [M-H] 434,2210 434,2192 4,15
Valeril-hidroxi-valsartan [M-HT 450,2175 450,2141 7,55
Telmisartan [M-H] 513,2320 513,2291 5,65
Telmisartan 1-O-acilglucoronideo [M-H] 689,2650 689,2611 5,66
Losartan [M-H] 421,1564 421,1544 4,75
Losartan acido-5-carboxilico [M-HT 435,1372 435,1336 8,27

* Valores negativos significam que a massa mensurada é menor que a massa predita.

Observa-se que os valores encontrados para o erro ficaram entre 0,24 e 8,27
ppm, mantendo-se dentro do valor aceitavel de 10 ppm e, entdo, a identificacdo dos

compostos pode ser realizada sem ambiguidade.

4.3. Validacdo do método
Para validar o método, todos os testes foram realizados a um nivel de confianca

de 95% e os seguintes parametros foram analisados:

4.3.1. Seletividade

O metodo apresentou-se seletivo, uma vez que apés a inje¢do da matriz branca
da amostra ndo foram detectados picos no tempo de retencdo dos analitos. Na Figura
4.4 ¢é apresentado o cromatograma de ion extraido para o telmisartan (a) e o

cromatograma de ion extraido para a analise da matriz branca (b). Todos os demais
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analitos apresentaram comportamento semelhante, porém esse analito foi escolhido

como exemplo, uma vez que o método foi aplicado em amostras contendo telmisartan.

it

11y
(a)

€0 &5 700 795 750 s 200 25

(b)

a7 700 5 T30 A= £00 ¥

5.8 8 3

Figura 4.4. Cromatograma de ion extraido para o (a) telmisartan e (b) matriz branca da
amostra.

Aliado a esse resultado, o uso de um analisador tipo TOF de alta resolucédo
permite a determinacdo dos analitos mesmo na presenca de outros compostos com
massas ligeiramente diferentes. Isso € possivel, pois este analisador possui habilidade
para determinar a razdo m/z dos anti-hipertensivos com quatro casas decimais,
possibilitando a selecdo de uma Unica formula molecular para analise, como foi
apresentado na Figura 4.2 (cromatogramas de ion extraido). Dessa forma, foi possivel

desenvolver um método com alta seletividade.

4.3.2. Efeito de matriz

Para avaliacdo do efeito de matriz foram preparadas curvas analiticas para cada
um dos compostos em metanol e na matriz branca da amostra, ambas com 0s mesmos
niveis de concentracdes (5, 10, 25, 50, 75 e 100 pg L™) e em triplicata.

Como descrito no item 3.6.3, foram utilizados o teste F e o teste t para avaliagcdo
do efeito de matriz. Esses testes foram aplicados comparando-se a inclinagdo das curvas
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preparadas no solvente (MeOH) e na matriz branca da amostra. Como exemplo, a

Figura 4.5 apresenta as curvas preparadas em solvente puro e na matriz branca da

amostra para o telmisartan.

15000000 -

10000000 -

Area do analito

5000000

& Curva analitica em solvente puro
® Curva analitica na matriz branca da amostra

y = 126849 + 1119440
R®=09931 °
|

y = 134154x - 53222

o
p R = 0,9911

T T

0 50

Concentragdo (ug 1Y

100

Figura 4.5. Curvas analiticas do telmisartan, preparadas em solvente puro (MeOH) e na

matriz branca da amostra.

Para cada analito, aplicou-se primeiramente o teste F para verificacdo da

homogeneidade das variancias. Caso Fearculado < Ftabelado, Procede-se o teste t utilizando a

Equacdo 1.3. Por outro lado, se Fcaiculado > Ftabelado, @ Equacdo 1.5 é utilizada para o

calculo de t.

Como critério de avaliacdo do efeito de matriz (Brasil - MAPA, 2001), tem-se

que quando teaiculado < tiabelado, @ Matriz ndo interfere nos resultados da anélise, porém

quando teaculado > travelado, @ Matriz tem efeito estatisticamente significativo sobre os

resultados.. Os valores encontrados para Feac, Fran, teaic € tap €Std0 apresentados na

Tabela 4.3.
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Tabela 4.3. Valores de F e t obtidos na comparacéo entre a curva preparada em metanol

e a curva preparada na matriz branca da amostra.

Analitos Fealc Ftab tealc tran
Hidroclorotiazida 2,117 19,00 0,825 2,78
Valsartan 24,928 19,00 1,567 4,30
Valeril-hidroxi-valsartan 1,032 19,00 1,658 2,78
Telmisartan 1,427 19,00 1,7,7 2,78
Telmisartan 1-O-acilglucoronideo 5,240 19,00 0,705 2,78
Losartan 3,136 19,00 0,642 2,78

Losartan acido-5-carboxilico 1,604 19,00 2,209 2,78

Os valores calculados de t e F mostram que nédo existe diferenca significativa

entre as inclinagdes das curvas, ao nivel de 95% de confianca, para nenhum dos analitos

estudados. Dessa forma, a matriz da amostra ndo interfere nas andlises, podendo ser

utilizadas as solugdes preparadas no solvente para os posteriores estudos.

4.3.3. Linearidade

A linearidade foi avaliada na faixa de concentragdes entre 5 e 100 ug L™ para

todos os compostos estudados. Na Tabela 4.4 sdo apresentadas as equacOes das

regressdes lineares e os respectivos coeficientes de correlacdo (R?) obtidos para as

curvas analiticas construidas em solvente (MeOH) para todos os analitos, na faixa de

concentracgdes estudada.
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Tabela 4.4. Faixa linear, equacdo linear e coeficiente de correlagdo (R®) dos anti-
hipertensivos para as curvas em metanol.

Analito Faixa Iir_11ear Equagdio linear Coeficie~nte d(zé

(ngL™) correlacao (R?)
Hidroclorotiazida 5-100 y = 50044x - 240262 0,9918
Valsartan 5-100 y =527165x + 1281340 0,9981
Valeril-hidroxi-valsartan 5 - 100 y = 226401x + 83481 0,9909
Telmisartan 5-100 y = 134154x - 53222 0,9911
Telmisartan 1-O-acilglucoronideo 5 - 100 y = 43657x — 79899 0,9952
Losartan 5-100 y = 393354x + 2183490 0,9961
Losartan acido-5-carboxilico 5 - 100 y = 126059x + 154719 0,9945

Os coeficientes de correlacdo ao quadrado (R®) se mostraram satisfatérios para
todos os compostos estudados, variando de 0,9909 para o valeril-hidroxi-valsartan e
0,9981 para o valsartan. Estes valores indicam que o método foi capaz de gerar
resultados proporcionais a concentracdo na faixa linear estudada. As curvas analiticas
preparadas em metanol obtidas para cada um dos compostos estudados, com a
respectiva equacao e o coeficiente de correlacdo ao quadrado, estdo apresentadas na
Figura 4.6. Na Figura 4.7 sdo apresentadas as curvas analiticas preparadas na matriz
branca da amostra, também com as respectivas equacdes e o coeficiente de correlagdo

ao quadrado.
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Figura 4.6.a. Curvas analiticas preparadas em metanol, para cada um dos analitos: (a) hidroclorotiazida, (b) valsartan, (c) valeril-hidroxi-

valsartan,e (d) telmisartan.
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Figura 4.6.b. Curvas analiticas preparadas em metanol, para cada um dos analitos: (e) telmisartan 1-O-acilglucoronideo, (f) losartan e (g)

losartan acido-5-carboxilico.
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Figura 4.7.a. Curvas analiticas preparadas na matriz branca da amostra, para cada um dos analitos: (a) hidroclorotiazida, (b) valsartan, (c)
valeril-hidroxi-valsartan e (d) telmisartan.
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losartan e (g) losartan &cido-5-carboxilico.



A Tabela 4.5 apresenta as equacdes de cada curva analitica na matriz da amostra

e seu respectivo coeficiente de correlagdo, R para cada um dos analitos.

Tabela 4.5. Faixa linear, equacdo linear e coeficiente de determinacdo dos anti-
hipertensivos para as curvas preparadas na matriz branca da amostra.

Analito Faixa quear Equacdo linear Coeficie~nte d(za

(ngL™) correlacao (R?)
Hidroclorotiazida 5-100 y =51221x - 184660 0,9963
Valsartan 5-100 y =529742x + 952858 0,9844
Valeril-hidroxi-valsartan 5-100 y = 239442x + 270656 0,9921
Telmisartan 5-100 y = 126849x + 1119440 0,9931
Telmisartan 1-O-acilglucoronideo 5-100 y =42273x + 139981 0,9832
Losartan 5-100 y =408411x + 4215170 0,9887
Losartan acido-5-carboxilico 5-100 y = 134374x + 453507 0,9922

As curvas preparadas em matriz também apresentaram linearidade adequada,
com valores de R? superiores a 0,980 para todos os analitos e variando entre 0,9832 para

o telmisartan 1-O-acilglucoronideo e 0,9963 para a hidroclorotiazida.

4.3.4. Limite de detecgéo (LD) e limite de quantificagéo (LQ)

Ambos os parametros, LD e LQ, foram determinados através da analise de
diluicBes sucessivas de solucdes dos analitos. Observou-se que 1,0 pg L™ corresponde a
menor concentragdo em que algum sinal analitico, de magnitude aproximadamente trés
vezes o nivel de ruido da linha de base, pode ser observado para os analitos. Esse valor
de concentracgéo foi definido como o LD. De maneira similar, observou-se que 5,0 ug L
! foi a concentracio que gerou um sinal analitico de magnitude igual a dez vezes o ruido
da linha de base. Essa concentracéo foi definida como o LQ. Além disso, como essa
concentragdo foi um dos niveis analisados nos ensaios de exatidao e precisdo, o valor de
LQ atendeu a esses critérios estudados. Tabela 4.6 apresenta os limites de detecgédo e

quantificacdo obtidos para todos os analitos.
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Tabela 4.6. Valores do limite de deteccéo e limite de quantificacdo dos anti-
hipertensivos estudados pelo método proposto.

Analito LD (ugL?) LQ (ugL™?)
Hidroclorotiazida 1,0 50
Valsartan 1,0 5,0
Valeril-hidroxi-valsartan 1,0 5,0
Telmisartan 1,0 5,0
Telmisartan 1-O-acilglucoronideo 1,0 5,0
Losartan 1,0 5,0
Losartan &cido-5-carboxilico 1,0 5,0

A similaridade das estruturas dos compostos estudados, com grupamentos amino
e acidos carboxilicos, pode ser uma explicacdo para a similaridade nos valores de LD e
LQ obtidos.

4.3.5. Precisdo e exatidao (veracidade)

Os estudos de precisdo foram feitos em termos da repetitividade, onde 7
replicatas, em trés niveis de concentracdo (baixo, médio e alto), foram analisadas. Para a
menor concentragdo avaliada (5 pg L) a precisdo do método variou entre 2,6-5,3%:;
para a concentracdo média (50 pg L) a variacdo foi de 2,8-4,1%; e, para a
concentracdo mais alta (100 pg L), 1,1-5,1%, como mostra a Tabela 4.7.

De acordo com RIBANI et al. (2004), métodos que quantificam compostos em
macro quantidades requerem RSDs de 1 a 2%. Em meétodos de analise de tragos ou
impurezas, sdo aceitos RSDs de até 20%, dependendo da complexidade da amostra. Os
valores obtidos na avaliacdo da precisdo foram menores que 5,5%, indicando que o

método possui precisao adequada.
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Tabela 4.7. Precisdo de cada analito, em termos do RSD%, obtida da matriz fortificada
em trés niveis de concentragdo: 5, 50 e 100 pg L™,

Analito Precisdo (RSD%)
5 50 100
Hidroclorotiazida - 2,8 2,5
Valsartan 2,9 3,9 1,4
Valeril-hidroxi-valsartan 5,3 3,4 1,1
Telmisartan 2,6 3,7 3,8
Telmisartan 1-O-acilglucoronideo 3,7 3,2 51
Losartan 51 4,1 2,9
Losartan &cido-5-carboxilico 4.4 3,8 1,7

A exatiddo foi determinada por ensaios de adigédo e recuperagédo, sendo avaliada
em trés niveis de concentracdes correspondentes aos mesmos avaliados na precisao. Os

resultados estdo apresentados na Tabela 4.8.

Tabela 4.8. Exatidao de cada analito (recuperacéo) obtidas da matriz fortificada em trés
niveis de concentraco: 5, 50 e 100 pg L™.

Recuperacgdo (% %)

Analito
5 50 100

Hidroclorotiazida 102,8 + 17,9 111,1+26 86,8+ 2,0
Valsartan 95,8 +10,3 92,8+3,9 1119+1,7
Valeril-hidroxi-valsartan 109,5+6,5 717,4+27 99,7+1,1
Telmisartan 107,0+ 3,2 109,3+4,1 96,5+ 3,7
Telmisartan 1-O-acilglucoronideo 1156 £3,9 952+3,0 127,2+6,5
Losartan 124,77+ 179 95,2+57 104,6 + 3,8
Losartan acido-5-carboxilico 106,4 + 6,4 111,9+43 1244 +2,1

Os valores obtidos para a exatiddo, em termos da recuperagédo, para os anti-

hipertensivos, na matriz da amostra, variou de 77,4 a 127,2%.
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A Tabela 4.9 apresenta uma comparacdo entre alguns parametros analiticos
obtidos no método desenvolvido e aqueles observados em trabalhos similares
encontrados na literatura. Como observado, embora o método desenvolvido apresente
uma faixa linear menor quando comparada a outros trabalhos (Chen et al., 2005; Choi et
al., 2008; Shah et al., 2009), a mesma nao variou entre os analitos estudados. Os limites
de detecgéo e de quantificacdo apresentaram valores superiores quando comparados a
alguns dos trabalhos da literatura, como, por exemplo, aos obtidos por Choi et al (2008)
e Soldner et al (2000), porém podem ser considerados adequados uma vez que sdo
inferiores ao 1Cs do losartan (8,46 pg L™) e do valsartan (19,54 pg L ™).

A precisdo obtida neste estudo foi melhor que a obtida por pesquisadores
utilizando plasma humano como matriz (Gonzales et al., 2010; Chen et al., 2005;
Ferreiros et al.,2007) e também quando utilizou-se HBBS como matriz (Hakala et al.,
2003). Os valores obtidos para a exatiddo, em termos da recuperacdo, para os anti-
hipertensivos, na matriz da amostra, variou entre 77,4 a 127,2%. Estes resultados se
mostraram semelhantes aos apresentados por Ferreirds et al. (2007), utilizando plasma
humano como matriz, assim como os resultados obtidos por Hakala et al. (2003), na
matriz HBBS.

Salienta-se que, apesar de muitos trabalhos descreverem metodologias para
andlise de diferentes anti-hipertensivos, de forma concomitante ou ndo, ndo ha na
literatura métodos que apresentem determinacdo simultdnea dos principais anti-
hipertensivos antagonistas do sistema renina-angiotensina e seus respectivos
metabdlitos utilizando a técnica de espectrometria de massas de alta resolucdo (LC-
MS/IT/TOF),  ressaltando, dessa forma, a relevancia do trabalho.
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Tabela 4.9. Comparacdo de parametros em estudos de validagdo em trabalhos encontrados na literatura.

. o NuUmero de Precisdo )
Referéncia Faixa linear ) LD LQ Exatidao (Recuperacao, %)
analitos (RSD%)
-1 -1 -1
Método desenvolvido 5-100 pug L 7 10ug L 50ug L 11-53 77,4 -127,2
-1
Soldner et al., 2000 ) 2 ) 05ugl ) >95
Hakala et al., 2003 - 10 0,06 pg L™ - 2,1-28,6 81,8 -134,2
Chen et al., 2005 122000 pg L™ 1 - 1,0 g L* 34-11.2 >78
Young et al., 2006 - - - - - -
. Variou entre 0s 1 1
Kristoffersen et al., 2007 ] 14 2,07 ug L 6,21 pg L 3,4-21,0 90,0 - 103,0
analitos
) Variou entre 0s
Kolocouri et al., 2007 ] 4 - - 53-89 92,7 -105,7
analitos
Ferreiros et al., 2007 Variou entre 0s 7 1,7 ug L™ 8,0pug L™ 1,04 — 11,29 71,4 -123

analitos




Zhu et al., 2008

Choi et al., 2008

Shah et al., 2009

Salvadori et al., 2009

Prasaja et al., 2009

Gonzales et al., 2010

Variou entre 0s

analitos

1a1000ng L™

50 — 4500 pg L™

Variou entre 0s

analitos

Variou entre 0s

analitos

Variou entre 0s

analitos

10

0,5ug L™

0,5ug L™

1,0 ug L™

2,0050,0 ug L™

40ug L™

1,85 pg L™

20-750pgL"*

2,4-113

1,35-11,36

< 10,0

1,4-11,9

3,55-17,77

0,7-12,7

51-110,8

~ 98

90,28 — 96,63

91,3-106,4

79,03 - 90,24

68 - 106
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4.4. Aplicacao do método

O método validado foi aplicado em amostras obtidas a partir de estudos de

permeabilidade do fa&rmaco telmisartan (TLM) atraves de membranas de células Caco-2.

Os estudos de permeabilidade foram realizados para o farmaco puro e também para seus

compostos de inclusdo com a B-ciclodextrina (BCD), nas propor¢des farmaco: BCD de

1:1, 1:2 e 1:3. Na Tabela 4.10 estdo apresentadas as concentragdes médias (n = 3)

obtidas para a anélise do telmisartan na solucdo contida na cAmara basolateral em cada

experimento de permeacdo. Em cada experimento o tempo de recolhimento das

aliquotas foi de 15, 30, 60 e 120 minutos.

Tabela 4.10. Concentracdes de telmisartan obtidas nas analises das soluc@es contidas na

camara basolateral de experimentos de permeacao em células de Caco-2.

] Concentracao
Amostras Tempo (min) o 1 RSD (%)
media (ug L™ £ 3)
15 332,3+48,6 14,6
30 426,3+121,2 28,4
LM 60 684,5 + 131,3 19,2
120 553,64 £ 20,7 3,7
15 709,2 + 160,5 22,6
30 819,8 £ 228,4 27,9
TLM:BCD (1:1) 60 1298,7 + 270,8 20,9
120 1411,3 £ 301,7 21,4
15 134,1 + 26,3 19,6
30 213,3+22,5 10,5
TLM:BCD (1:2) 60 183,7 £ 74,7 40,6
120 363,3 £ 50,2 14,9
15 120,4 £ 25,1 20,8
30 222,7+100,9 45,3
TLM:BCD (1:3)
60 286,2 + 81,6 28,5
120 256,9+11,3 4,4
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A biodisponibilidade (fracdo de uma dose administrada de uma droga néo
alterada que atinge a circulagdo sanguinea) de um farmaco, quando administrado por via
oral, depende de varios fatores, entre os quais a velocidade de dissolugdo, a solubilidade
e a velocidade de absorcao intestinal (Rama et al., 2005). Como observado, a inclusdo
do telmisartan a ciclodextrina na proporcao de 1:1 aumentou tanto a velocidade como o
grau de absor¢do do farmaco através das células de Caco-2. Esse resultado é
particularmente interessante, pois em principio, quanto mais rapida for a absorcao de
um farmaco, mais rapida sera sua acao terapéutica, desde que a dose absorvida seja
suficiente para obtencdo do efeito desejado.

O telmisartan € caracterizado por apresentar uma biodisponibilidade muito
baixa, de apenas ~42%, que pode ser atribuida a sua baixa solubilidade em fluidos
bioldgicos (Singh & Jain, 2013). Assim, a formagdo de complexos TLM:BCD, pode
viabilizar um aumento da biodisponibilidade e, consequentemente a dose administrada
do farmaco sera menor, bem como seus efeitos colaterais.

O aumento de solubilidade do telmisartan quando complexado com a BCD ja
havia sido demonstrado por Singh & Jain (2013). Assim, os dados obtidos nesse
trabalho mostram que esse aumento de solubilidade acarreta também em um aumento da
biodisponibilidade. Estudos adicionais serdo realizados para tentar justificar a
diminuicdo da biodisponibilidade do farmaco quando complexado com BCD em
proporgoes de 1:2 e 1:3.
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5. CONCLUSOES

Diversos trabalhos que objetivam a determinacdo e quantificacdo de anti-
hipertensivos, utilizando técnica semelhante & deste trabalho, estdo descritos na
literatura. Entretanto ndo héa trabalhos que envolvam a analise simultanea do losartan,
valsartan, telmisartan e seus respectivos metabolitos. Além disso, grande parte dos
trabalhos utilizam matrizes como plasma humano, plasma de ratos e urina e, naqueles
onde amostras resultantes de estudos de permeacdo sdo analisadas, a técnica de HPLC-
UV ¢é mais comumente utilizada. Dessa forma, séo escassas as discussdes acerca da
validacdo de métodos que envolvem a determinacdo desse tipo de amostra,
corroborando a necessidade do desenvolvimento e validagdo de novos métodos

analiticos.

A técnica utilizada neste trabalho, LC-ESI/IT/TOF/MS, apresenta grande
vantagem na determinacdo simultanea de compostos, uma vez que apresenta alta
resolucéo e precisdo de massas. Outro fator positivo é o pequeno tempo despendido nas
analises, 14 minutos no total.

A seletividade € um parametro de grande importancia quando o objetivo é a
realizacdo de determinacfes simultdneas. Como observado nos resultados, ndo foi
verificada a presenca de picos no tempo de retencdo dos analitos, quando se injetou a
matriz branca, assim este método pode ser considerado altamente seletivo. Seletividade
esta também proporcionada devido ao uso do analisador tipo TOF de alta preciséo.

A metodologia LC-ESI/IT/TOF/MS utilizada para determinacdo de anti-
hipertensivos, em seus estudos de validagdo, se mostrou linear, com R? > 0,98 para
todos os farmacos. Através dos testes estatisticos, F e t, foi possivel verificar que os
coeficientes angulares das curvas construidas em solvente e em matriz branca da
amostra sdo estatisticamente iguais. Assim, 0 método ndo apresenta efeito de matriz. O
LD e LQ do método foram determinados em 1,0 e 5,0 pug L™, respectivamente, valores
esses que s30 abaixo do ICsq do losartan (8,46 pg L™) e do valsartan (19,54 pg L™). A
precisdo, em termos da repetibilidade, também se mostrou adequada, uma vez que
apresentou valores inferiores a 5,5% para todos os analitos. A exatiddo, avaliada através
de ensaios de recuperacdo, se mostrou semelhante a de outros trabalhos encontrados na
literatura e obteve valores entre 77,4 a 127,2%.

Quando comparados a outros métodos desenvolvidos na literatura, os valores
dos pardmetros de validacdo obtidos neste trabalho se mostram adequados e muitas
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vezes superiores. Assim, pode-se asseverar que a metodologia proposta neste trabalho,
possui caracteristicas desejaveis e se mostra apropriada para a determinacdo simultanea
de anti-hipertensivos em matrizes de estudos de permeacdo de farmacos. Cabe ressaltar
que o método desenvolvido foi até o0 momento aplicado em amostras provenientes de
estudos de permeacéo apenas do telmisartan, mas a metodologia sera aplicada na analise
de outros estudos em ceélulas de Caco-2 envolvendo os demais farmacos e suas

formulagoes.
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