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RESUMO

O nifedipino € um antihipertensivo do tipo bloqueador de canal de calcio aceito para
0 uso durante a gestagdo e lactagdo. Estudos demonstram que o nifedipino é
transferida para o leite materno através dos processos de difusdo passiva e
transporte ativo mediado por ABCG2/BCRP. Métodos cromatograficos para a
investigacdo dos fatores que influenciam na transferéncia de nifedipino para o leite
materno sdo necessarios e até a presente data ndo ha descricio de método de
analise de nifedipino em leite materno. O objetivo do presente estudo foi desenvolver
e validar métodos de analise de nifedipino em amostras de plasma e leite materno
humanos por cromatografia liquida de alta eficiéncia. As concentragdes plasmaticas
de nifedipino foram avaliadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccéao por ultravioleta (CLAE-UV). O método de analise de nifedipino por CLAE-
UV mostrou linearidade no intervalo de 10 a 150 ng/mL para o plasma e 5 a 100
ng/mL para o leite materno. A sensibilidade do método se mostrou compativel com a
aplicacdo desejada com limites de quantificagdo de 10 ng/mL e 5 ng/mL para o
plasma e leite materno, respectivamente. A precisao, avaliada pelo coeficiente de
variacao, e a exatidao, avaliada pelo erro padrao relativo, foram inferiores a 15%.
Os métodos validados foram aplicados para a investigagdo da transferéncia de
nifedipino para o leite materno em lactantes hipertensas tratadas com comprimidos
de liberagao controlada na dose de 20 mg a cada 12 horas atendidas no Ambulatorio
de Gestagdao de Alto Risco da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, da

Universidade de Sao Paulo.

Palavras-chave: Nifedipino. Plasma. Leite materno. Lactantes. CLAE



ABSTRACT

Nifedipine is an antihypertensive of the calcium channel blocker type accepted for
use during gestation and lactation. Studies have shown that nifedipine is transferred
into breast milk through passive diffusion and active transport mediated by ABCG2 /
BCRP. Chromatographic methods for an investigation of the factors influencing the
transfer of nifedipine to breast milk are necessary and to this moment there is no
description of the method of analysis of nifedipine in breast milk. The objective of the
present study was to develop and validate methods of nifedipine analysis in human
plasma and human milk samples by high performance liquid chromatography.
Plasma concentrations of nifedipine were assessed by high performance liquid
chromatography with ultraviolet detection (HPLC-UV). The method of analysis of
nifedipine by HPLC-UV showed linearity in the range of 10 to 150 ng/mL for plasma
and 5 to 100 ng/mL for breast milk. The sensitivity of the method was compatible with
a desired application with quantification limits of 10 ng/mL and 5 ng/mL for plasma
and breast milk, respectively. The precision, evaluated by coefficient of variation, and
the accuracy, evaluated by the relative error, was lower than 15%. The methods were
used to investigate the transfer of nifedipine to breast milk in hypertensive lactants
treated with controlled release tablets at a dose of 20 mg every 12 hours attended at
the High Risk Pregnancy Outpatient Clinic of Ribeirdo Preto Medical School,

Univesity of Sdo Paulo.

Keywords: Nifedipine. Plasma. Breast milk. Lactants. HPLC
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1 INTRODUGCAO

Este Trabalho de Concussdo de Curso foi realizado com o intuito de
desenvolver métodos de analise de nifedipino no plasma e no leite materno por
técnicas cromatograficas. Os métodos desenvolvidos e validados neste estudo seréao
aplicados pelo grupo de pesquisa na investigacdo dos fatores que interferem na
transferéncia de nifedipino para o leite materno, como por exemplo, na avaliagao da
influéncia de polimorfismos genéticos de ABCG2/BCRP na transferéncia do farmaco

para o leite.
1.1 Determinagao de farmacos em amostras biolégicas

Constam na literatura diversos métodos de analise de nifedipino em plasma,
seja usando a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgéo por ultravioleta
(GRUNDY et al., 1994; JANKOWSKI et al., 1994; NIOPAS et al., 2003; YRITIA et al.,
2000; ZENDELOVSKA et al., 2006), por espectrometria de massas (FILGUEIRA et
al.,, 2015; GUO et al., 2007; MARTENS et al., 1994; PATEL et al., 2012) ou ainda
métodos que usam a cromatografia gasosa (JANKOWSKI et al., 1994; MARTENS et
al., 1994). Por outro lado até a presente data, ndo foi encontrado nenhum trabalho

cientifico relatando método de analise de nifedipino em leite materno.

Desde o seu surgimento, a cromatografia gasosa tornou-se uma técnica muito
importante na Quimica Analitica, sendo uma de suas grandes vantagens o poder de
separacao (DANDENAU et al., 1979). A cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) é muito eficaz na separagao de compostos nao volateis e termicamente
instaveis, motivo que contribui para que a partir da década de 1990, a CLAE
superasse a cromatografia gasosa, tornando-se a ferramenta mais utilizada nas
Ciéncias Farmacéuticas (LEHOTAY et al., 2002; SNYDER et al., 2010).

Mais recentemente, os sistemas CLUE (Cromatografia de Ultra Performance)
também conhecidos como UHPLC (sigla em inglés para Ultra-High Performance
Liquid Chromatography), demonstraram muitas vantagens quando comparados a
CLAE como analises mais rapidas (em até 5 minutos), melhor resolugdo com picos
mais estreitos, e aumento substancial em detectabilidade (aumento da relagao sinal-
ruido) (LEANDRO et al., 2006). Por outro lado, a tecnologia de CLAE
tradicional ndo é projetada para trabalhar nas altas pressdes necessarias

para as analises por CLUE e nova tecnologia requer instrumentos que
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possam operar em pressdes de até 15000 psi (MALDANER et al., 2009;
ISMAIL et al., 2016).

A complexidade das matrizes biolégicas como o plasma humano ou o leite
materno podem gerar dificuldades para o desenvolvimento de métodos analiticos,
uma vez que € necessaria a realizagao de etapa de preparo de amostra também
chamada de etapa de limpeza (clean up) para reduzir os interferentes da matriz e
minimizar a manutencgao das colunas e do sistema cromatografico (OLIVEIRA et al.,
2008; SNYDER et al., 2010).

O plasma humano é constituido de aproximadamente 7 a 8% de proteinas,
sendo que a albumina corresponde a 55% do total de proteinas, além de alfas-
glicoproteina acida, lipoproteinas, imunoglobulinas, entre outras. Além da fracao
proteica, outras substancias encontradas no plasma s&o eletrdlitos, lipideos,
horménios e metabdlitos, cujas concentragdes estdo sujeitas a variagdes fisioldgicas
e/ou patoldgicas (OLIVEIRA et al., 2008).

O leite materno é constituido por agua (88%), proteinas (3%), lipideos
(aproximadamente 3%) e carboidratos na forma de lactose (6,8%). O colostro que
aparece no inicio da lactacao difere significativamente do leite habitual, pois contém
menos lactose e praticamente ndo contém lipideos. A composi¢ao do leite humano
€ constante a partir da terceira semana apds o0 nascimento do bebé, contudo a
composic¢ao do colostro pode variar muito a partir do inicio da lactagao até a terceira
semana (OLIVEIRA et al., 2008).

No desenvolvimento de métodos analiticos, o preparo das amostras pode se
dar por varias técnicas, sendo que as mais frequentemente empregadas para
amostras bioldgicas sdo a precipitacdo de proteinas, a extragao liquido-liquido
(Liquid-Liquid Extraction, LLE), extracdo em fase sodlida (Solid Phase Extraction,
SPE), e técnicas que envolvem o uso de membranas. Variacbes das técnicas
supracitadas podem ser também utilizadas como a micro-extracao em fase sodlida
(Solid Phase MicroExtraction, SPME), a micro-extracdo em fase liquida (Liquid-
Phase MicroExtraction, LPME), extracdo sortiva em barra magnética (Stir Bar
Sorptive Extraction, SBSE), QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged,
Safe) (Prestes et al., 2011; SNYDER et al., 2010) entre outras.

A preparacdo de amostras foi por algum tempo uma etapa analitica
negligenciada, visto que ao longo dos anos recebeu muito menos atengdo e

pesquisa do que as etapas de separagao cromatografica e deteccao. Entretanto, a
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partir dos anos 80, por conta das preocupacdes ambientais e de saude, tem-se
tentado evitar ao maximo o uso de solventes prejudiciais e o0 processo de extragcéo
por fase sélida tem sido uma boa alternativa (HERCEGOVA et al., 2007).

Em geral, as propriedades desejadas para o preparo de amostra em analises
cromatograficas sdo: a) recuperagao (ou eficiéncia da extragdo) reprodutivel nos
diferentes niveis de concentragdo do analito de interesse; b) remogao suficiente dos
interferentes da amostra para aumentar a seletividade e evitar efeitos de matriz
indesejaveis; c) aumento da concentragdo dos analitos e, portanto, da sensibilidade
do ensaio; d) baixo custos; e) rapida e de facil execugao; h) seguranca que pode se
dar em funcido do pequeno volume de solventes utilizados ou uso de solventes de
menor toxicidade (SNYDER et al., 2010).

1.2 Nifedipino

0] nifedipino (2,6-diamino-4-(piperidina-1-il)3,5-dimetil-2,6-dimetil-4-(2-
nitrofenil)-1,4-diidropiridina-3,5-dicarboxilato), protétipo do grupo das diidropiridinas,
¢ um bloqueador dos canais de Ca®" usado no tratamento da hipertenséo,
insuficiéncia cardiaca e arritmia cardiaca (Figura 1). Seu mecanismo de agao se da
por inibicao do influxo de ions de calcio pela membrana das células da musculatura
lisa de vasos e do coragdo, sem alterar as concentragcdes de calcio no soro. Possui
acao vasodilatadora das artérias coronarianas e € um dos principais medicamentos
utilizados para o tratamento de gestantes hipertensas crénicas em fungéo da sua
atividade inibidora da liberacdo do horménio antidiurético e redugcao da resisténcia
vascular sistémica (SOUSA et al.,, 2006; GARBACZ et al.,, 2009; PODYMOW &
AUGUST, 2011; GIANNUBILO et al., 2012; BRUNTON, 2012).
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Figura 1 — Formula estrutural do nifedipino: uma diidropiridina com um substituinte

aromatico na posigao 4.

Fonte: GUO et al. (2007)

A farmacocinética do nifedipino é caracterizada por grande variabilidade
individual, principalmente com relacdo as concentracbes plasmaticas
(EHRENKRANZ, et al., 1989; MANNINEN & JUHAKOSKI, 1991; SOONS et al.,
1992.). O inicio da ag¢ao do nifedipino apés administracdo oral de comprimidos de
liberagdo normal é de 20 minutos e apds administragéo sublingual € de 1-5 minutos
(PAPATSONIS et al., 2001; KATZUNG, 2012). Sua meia-vida varia de 1,3 h para
capsulas administradas por via oral a 15,2 h apdés a administragdo oral de
comprimidos de liberagao controlada. O nifedipino € absorvida principalmente a
partir do jejuno e sua biodisponibilidade oral varia de 45 a 70% (KATZUNG, 2012)
em funcdo do metabolismo pré-sistémico ndo linear (SCHELLENS et al.,, 1991;
ABOU-AUDA et al., 2000).

O nifedipino é biotransformado principalmente pela isoforma 3A4 do citocromo
P450 (CYP3A4) com formacao dos metabdlitos polares e inativos de hidronifedipino
(M-0), 2,6-dimetil-4-(-nitrofenil)-5-metoxicarbonil-piridina-3-carboxilico (M-1) e o
correspondente acido 2-hidroximetil-piridinocarboxilico (M-Il). Cerca de 70 a 80%
desses metabdlitos sdo excretados pelos rins e o restante é excretado nas fezes
(ABOU-AUDA et al., 2000; PAPATSONIS et al., 2001).
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O nifedipino é de natureza lipofilica e por isso as concentracdes do farmaco
no sangue e no leite materno sao relativamente altas (GHANEM & MOVAHED,
2008). A transferéncia de nifedipino para o leite materno é de 9,33 representada pela
razao de concentragao no leite / plasma (razao L/P) (GHANEM & MOVAHED, 2008).

De acordo com a American Academy of Pediatrics (2001) o nifedipino é
compativel com a amamentacdo. Em seu livro, Dr. Hale a classificou como L2,
indicando que o farmaco foi estudado em um pequeno numero de lactantes sem
observacao de efeitos adversos no lactente ou evidéncia remota de risco na lactagao
(HALE, 2008).

Fundamentalmente todos os farmacos podem ser excretados para o leite
humano, sendo que, para a maioria deles o transporte ocorre por difusdo passiva. A
exposicao de lactentes a farmacos presentes no leite materno dependera
essencialmente dos seguintes fatores: peso molecular, biodisponibilidade oral do
farmaco no trato gastrointestinal do lactente, concentragdo no plasma materno,
lipossolubilidade, grau de ionizacéo e afinidade as proteinas plasmaticas (COSTA &
DOMICIANO, 2008; ROWE et al., 2013).

Ensaios realizados em células de alta expressdo de ABCG2/BCRP
identificaram as 1,4 dihidropiridinas, nicardipina e nifedipino, como substratos de
ABCG2/BCRP. O envolvimento de transportadores na transferéncia de farmacos do
sangue para o leite materno foi inicialmente descrito por Jonker e colaboradores
(JONKER et al., 2005). O transportador ABCG2/BCRP, membro da familia dos
transportadores do tipo ABC (ATP-binding cassete transporters), foi inicialmente
descrito como fator de resisténcia de células de cancer de mama para o tratamento
com adriamicina e, portanto, recebeu o nome de proteina de resisténcia ao cancer
de mama (BCRP, da sigla em inglés para Breast Cancer Resistance Protein).
Tratam-se de transportadores presentes nas células do epitélio alveolar da glandula
mamaria cuja expressao aumenta significativamente durante a lactagdo (Figura 2)
(JONKER et al., 2005; FROMM e KIM, 2004). Relata-se na literatura que por ser
substrato do transportador, o nifedipino apresenta potencial risco de exposi¢gao aos
lactentes decorrente da excrecédo e acumulo de nifedipino no leite materno (SHUKLA
et al., 2006).

Tendo em vista a importdncia de métodos cromatograficos para a
investigacdo dos fatores que influenciam na transferéncia de nifedipino para o leite

materno, o presente trabalho de conclusao de curso teve o intuito de desenvolver e
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validar métodos de analise de nifedipino em diferentes matrizes biologicas. O
meétodo foi aplicado para a determinacédo da concentragado de nifedipino no plasma e
leite colhido de lactantes hipertensas em uso de nifedipino de liberagdo controlada
na dose de 20 mg a cada 12 horas atendidas no Ambulatério de Gestagédo de Alto
Risco da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo
(FMRP-USP). A etapa clinica deste trabalho foi realizada pela mestranda do grupo
de pesquisa Bianca Nayra Malfara sob coordenacgao clinica dos Professores Geraldo
Duarte e Ricardo Cavalli Carvalho da FMRP-USP.

2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar métodos bioanaliticos
para a determinagao das concentragcdes de nifedipino em plasma e leite materno por

cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecg¢ao por UV.

3. METODOLOGIA

3.1 Reagentes
O padrao nifedipino foi adquirido da Sigma Aldrich (98%, St Lous, MO, EUA).

Os solventes metanol e éter dietilico sdo grau CLAE e os reagentes hidréxido de
sodio (Synth, Diadema, Brasil), fosfato de potassio monobasico (Synth, Diadema,
Brasil) e hidrogenofosfato dissodico (Synth, Diadema, Brasil) sdo grau analitico.
Toda a agua utilizada durante o experimento foi obtida em sistema de purificagao
Milli-Q® Plus (Millipore, Belford, MA, EUA).

3.2 Analise de nifedipino em plasma e leite materno por cromatografia

liquida de alta eficiéncia com detec¢ao por ultravioleta

3.2.1. Condigbes cromatograficas

A analise de nifedipino no plasma e no leite materno foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por ultravioleta (CLAE-UV),
utilizando cromatégrafo Perkin Elmer, composto de um sistema quarternario de
bombas Flexar LC Pump e detector Flexar UV/VIS, operando no comprimento de
onda de 238 nm.
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Foi utilizada a coluna LiChrospher® 100 RP-18 capeada (5 pym, 125x4 mm,
Merck, Darmstadt, Alemanha) e fase modvel constituida por mistura de tampao
fosfato 0,020 mol/L (pH 4,8):metanol na propor¢céo 40:60 (v/v) para a analise em
plasma e na proporcao 35:65 (v/v) para a analise em leite materno na vazao de 1
mL/min.

As analises foram realizadas em sala com o auxilio de luz amarela e todas as
amostras foram mantidas em condigbes de protecdo da luz em fungdo da
fotossensibilidade do nifedipino (MARTENS et al., 1994).

3.2.2. Preparo das solugbes padrdo
3.2.2.1. Plasma

A solucao padrdo estoque nifedipino foi preparada na concentracao de 1
mg/mL em metanol. A partir dessa solugdo foram realizadas sucessivas diluicoes
para obtencdo das solugdes de uso nas concentragdes 200, 500, 1000, 1500, 2000
e 3000 ng/mL de metanol. O padrdo interno diazepam foi preparado na
concentracdo de 1 mg/mL em metanol e posteriormente diluido na concentracéo de

1500 ng/mL em metanol.

3.2.2.2. Leite Materno

A solucao estoque do padrao de nifedipino foi preparada na concentragcao de
1 mg/mL em metanol. A partir dessa solugao foram realizadas sucessivas diluicbes
para obtencdo das solugdes de uso nas concentragdes 200, 400, 1000, 2000, 3000
e 4000 ng/mL de metanol. A solucdo estoque de fenacetina (padrdo interno) foi
preparada na concentragdo de 1 mg/mL em metanol e posteriormente diluida na

concentracao de 50 yg/mL em metanol.

3.2.3. Processamento da amostra
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3.2.3.1. Plasma

Aliquotas de 1 mL de plasma foram enriquecidas com 50 yL da solucgéo
contendo padrao interno (diazepam, 1500 ng/mL em metanol), 200 pL de solugao de
hidroxido de sédio 0,1 M e apds agitagdo em vortex por dez segundos, foram
adicionados 3 mL do solvente extrator (éter dietilico). As amostras foram agitadas
durante vinte minutos em mesa agitadora reciprocante (TE-240 Tecnal, 130 + 10
ciclos/min), centrifugadas por dez minutos a 2000 x g. A fase organica (2 mL) de
cada amostra foi transferida para microtubos de 2 mL e evaporada a secura em
sistema de banho seco a 40 °C. O residuo foi reconstituido em 120 yL da fase movel

e 50 pL foram submetidos a analise cromatografica (Figura 2).

Figura 2 — Procedimento de extragao liquido-liquido de nifedipino em plasma
humano.

Agitagéo por 20 min;

Centrifugacéo 1800 x g

Evaporar a secura

Reconstituir em 120 pL de fase
movel

Sistema CLAE-UV

Pl: padrao interno; CLAE-UV: cromatografia liquida de alta eficiéncia por detecgdo em ultravioleta
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3.2.3.2. Leite materno

Aliquotas de 2 mL de leite materno foram enriquecidas com 50 pL da solucéo
contendo padr&o interno (fenacetina, 50 pg/mL em metanol) e agitadas em vortex
por dez segundos. Apds o condicionamento dos cartuchos com 4 mL de metanol e 4
mL de agua, as amostras foram submetidas a extracdo em fase sélida em cartuchos
Chromabond® C+s (500 mg, 3 mL). A lavagem das amostras foi feita com 4 mL de
agua e 2 mL de metanol a 40% em agua. Subsequentemente o nifedipino e o padréo
interno foram eluidos utilizando 2 mL de metanol a 95% em agua. Logo apos o
eluato foi seco em um sistema de vacuo durante 90 min a 60 °C. Todo o processo

de extragao em fase sélida foi realizado sob vacuo a 30 psi (Figura 3).
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Figura 3 — Procedimento de extragao em fase sélida de nifedipino em leite materno
humano.

Agitacado por 10 segundos em vortex;

Condicionamento dos cartuchos com
4 ml de metanol e 4 ml de agua.

Lavagem dos cartuchos com 4 ml de
agua e 2 ml de metanol a 40% em
agua.

Eluicdo de nifedipino e do Pl com 2 ml
de metanol 95% em agua

Secura em sistema de vacuo durante
90 min a 60 °C

Reconstituir em 120 uL de fase mével,
e agitar por 30 segundos

Sistema CLAE-UV
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3.2.4. Validagéo

O processo de validagado atendeu as recomendagdes da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para a validagdao de métodos bioanaliticos (BRASIL,
2012). O objetivo desses procedimentos foi avaliar se os métodos bioanaliticos
poderiam ser aplicados na quantificagcao de nifedipino em plasma e leite materno de
lactantes hipertensas. Conforme recomendagao da legislagédo vigente, os seguintes
parametros foram avaliados: seletividade, efeito residual, linearidade, precisdo e
exatidao intra e interensaios e estabilidade de nifedipino em plasma e leite materno
em temperatura ambiente (curta duragdo), apds ciclos de congelamento e

descongelamento, pés-processamento e longa duragéo.

3.2.4.1. Seletividade

Seletividade é a capacidade do método de analisar o analito e o padrao
interno na presenga dos componentes enddgenos comuns a matriz biolégica de
interesse. Para a avaliacao da seletividade do método em plasma foram utilizadas
amostras de plasma branco obtidas de oito fontes distintas, sendo quatro normais,
duas lipémicas e duas hemolisadas. Para a avaliagdo da seletividade do método
bioanalitico em leite materno foram utilizadas amostras de 6 fontes distintas. Para
que um meétodo seja considerado seletivo, respostas de picos interferentes préximos
ao tempo de retengéo do analito devem ser inferiores a 20% da resposta do analito e
respostas de picos interferentes proximos ao tempo de retengao do padrdo interno
(PI) inferiores a 5% da resposta do Pl quando amostras branco sdo comparadas as

amostras do limite inferior de quantificagdo (LIQ).

3.2.4.2. Efeito Residual

O ensaio de efeito residual objetiva avaliar se ha contaminagbes residuais
entre duas injegdes cromatograficas subsequentes. Este ensaio foi avaliado através
de trés injegcdes da mesma amostra branco, sendo uma antes e duas logo apods a
injecdo de amostra processada no limite superior de quantificagcdo (LSQ). As
respostas de picos interferentes no tempo de retengcdo do analito devem ser
inferiores a 20% e as respostas de picos interferentes no tempo de retencao do PI

inferiores a 5% quando comparados a amostra processada do LIQ.
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3.2.4.3. Linearidade

A curva analitica para avaliacédo de linearidade foi construida a partir da razao
das areas do pico do analito/Pl e pela concentragdo nominal do analito. Foram
construidas e avaliadas trés curvas analiticas incluindo a analise da amostra branco,
da amostra zero e seis mostras de diferentes concentragdes do padrdo adicionadas
de PIl. Para a aceitagdo da curva foram utilizados os critérios definidos pela
Resolugdo RDC n°® 27, 17 de maio de 2012 (BRASIL, 2012). A linearidade do

método foi dada através da utilizagdo da regressao linear ordinaria.

Para o método utilizando do plasma humano, aliquotas de 1 mL de plasma
branco enriquecidas com 50 puL da solucdo padréao foram utilizadas. As amostras
foram extraidas e analisadas como descrito anteriormente (itens 3.2.3.1 e 3.2.1).
Foram construidas e avaliadas trés curvas de calibragdo com concentragdes finais
de 10, 25, 50, 75, 100 e 150 ng/mL de nifedipino em plasma.

Para o método em leite materno humano, aliquotas de 2 mL de leite branco
enriquecidas com 50 uL da solugdo padrdo foram utilizadas. As amostras foram
extraidas e analisadas conforme descricdo nos itens 3.2.3.2 e 3.2.1. Foram
construidas e avaliadas trés curvas de calibracdo concentragdes finais de 5, 10, 25,

50, 75 e 100 ng/mL de nifedipino em leite materno.

3.2.4.4. Precisao e exatidao

A precisao e exatiddo do método foram avaliadas em uma mesma corrida
(intra-ensaios) e em trés corridas diferentes (inter-ensaios). Os controles de
qualidade limite inferior de quantificagdo (LIQ), controle de qualidade de baixa
concentragao (CQB), controle de qualidade de média concentragéo (CQM), controle
de qualidade de alta concentragdo (CQA) e controle de qualidade de diluigdo (CQD)
foram analisados em 5 replicatas. A precisdo € adequada quando o coeficiente de
variagao (CV) nao for superior a 15%, exceto para a menor concentragao, para a

qual é aceitavel o CV de até 20%. O CV foi determinado conforme a Equacgéo 1
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Desvio padrao x 100 (1)

CV = = - .
Concentragdo m dia experimental

A exatidao intra-ensaios e inter-ensaios foi determinada através do calculo do
erro padréo relativo (EPR), o qual deve apresentar valores inferiores a £ 15% do
valor nominal, exceto para o LIQ, para o qual se admitem valores inferiores a + 20%

do valor nominal. O EPR ¢ calculado conforme a equacao 2.

(Concentragdo m dia experimental — Valor nominal) x 100 (2)

EPR = Valor nominal

3.2.4.5. Recuperagdo

Para determinar a eficiéncia do procedimento de extragcao (ou recuperagao)
foram comparadas areas de padrdes nao extraidos aqueles extraidos da matriz
biolégica (plasma ou leite materno) na mesma concentracdo, de acordo com a

equacao 3.

Padr o extra do (3)
R% = x 100
Padr on o extrado

3.2.4.6. Estabilidade

A estabilidade do nifedipino foi analisada usando amostras de CQB e CQA
analisadas em triplicada. A concentragao das amostras foi determinada por curva
analitica recém-preparada. A estabilidade é demonstrada quando a média das
concentracdes obtidas em relagdo ao valor nominal ndo apresentar desvio superior a
15%. A estabilidade do analito na matriz bioldgica foi demonstrada por meio dos
estudos de estabilidade apds ciclos de congelamento e descongelamento,
estabilidade de curta duragado, estabilidade de longa duragdo e estabilidade pos-

processamento.
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3.2.4.6.1. Estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamento

Amostras CQB e CQA foram utilizadas para avaliar a estabilidade apés ciclos
de congelamento e descongelamento. As amostras foram congeladas a -20°C e
mantidas por 24 horas. Na sequéncia, as amostras foram descongeladas até
atingirem temperatura ambiente. Apos atingirem a temperatura ambiente, as
mesmas foram congeladas novamente sob as mesmas condigbes anteriores. Esse
procedimento foi repetido por trés ciclos e apds o ultimo ciclo de congelamento e

descongelamento as amostras foram analisadas.

3.2.4.6.2. Estabilidade de curta duragdo

No estudo de estabilidade de curta duragdo, as amostras foram processadas
e analisadas apos permanecerem a temperatura ambiente por tempo superior ao
utilizado durante o estudo. Para este estudo as amostras permaneceram por 6 horas

em temperatura ambiente e entdo foram processadas e analisadas.

3.2.4.6.3. Estabilidade de pés-processamento

As amostras dos controles de qualidade de baixa e alta concentracdo foram
submetidas as mesmas condi¢gdes de analises utilizadas no estudo, porém por
periodo superior a duragdo da corrida analitica. Neste estudo, antes de realizar a
andlise, as amostras processadas foram mantidas dentro do autoinjetor por um

periodo de 24 horas a temperatura de 18 °C.

3.2.4.6.4. Estabilidade de longa duragéo

As amostras dos controles de qualidade de baixa e alta foram armazenadas
por um periodo superior ao intervalo de tempo entre a coleta das amostras e a
analise. Para esse teste os controles de qualidade foram mantidos por trés meses a

temperatura de -20 °C e entdo analisados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise de nifedipino em plasma

No presente estudo, foi desenvolvido um método de analise de nifedipino por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccgao por ultravioleta. O comprimento
de onda de 238 nm foi selecionado com base em trabalhos descritos na literatura
(JANKOWSKI & LAMPARCZYK, 1994; NIOPAS & DAFTSIOS, 2003). Foi utilizada a
coluna em fase reversa LiChrospher® 100 RP-18 capeada (5 pm, 125x4 mm, Merck,
Darmstadt, Alemanha) e fase mével constituida por mistura de tampao fosfato
0,020mol/L (pH 4,8):metanol (40:60, v/v) na vazao de 1 mL/min.

O diazepam foi empregado como padrédo interno em fungdo do fator de
retencao préximo ao do analito de interesse; por estar bem resolvido do mesmo nas
condigbes cromatograficas selecionadas; e por ser extraido em éter dietilico em
meio basico. O uso da fase movel tampao fosfato 0,020 mol/L pH 4,8:metanol
(40:60, v/v) resultou na observagdo do tempo de retengcdo de 5,6 minutos para
nifedipino e 8,6 minutos para o padrao interno.

As amostras de plasma foram preparadas por extracao liquido-liquido usando
éter dietilico como solvente extrator. Outros trabalhos cujo preparo de amostra se
deu por extracao liquido-liquido utilizaram os solventes diclorometano:n-pentano
(30:70) (FILGUEIRA et al., 2015), acetato de etila (AHMED, 2010), hexano:éter terc-
metil-butilico (25:75) (ZENDELOVSKA et al., 2006). As misturas de solventes
extratores diclorometano:n-pentano (30:70), hexano:éter terc-metil-butilico (25:75) e
acetato de etila foram testadas, porém resultaram em recuperacdo de nifedipino
inferior aquela observada usando o éter dietilico. A Figura 4 corresponde aos
cromatogramas da extracdo em plasma branco e plasma enriquecido com nifedipino
na concentragéo de 100 ng/mL de plasma e padréo interno (diazepam) empregando
a coluna LiChrospher® 100 RP-18 capeada (5 um, 125x4 mm, Merck, Darmstadt,
Alemanha) e fase moével constituida por tampao fosfato 0,020 mol/L (pH 4,8):

metanol (40:60, v/v) na vazao de 1 mL/min.
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Figura 4 — Cromatogramas referentes a extracao de nifedipino em plasma humano.
O cromatograma (A) refere-se ao plasma branco e o cromatograma (B) ao plasma
enriquecido com nifedipino na concentragdo de 100 ng/mL (1) e padrao interno (2).

A)

2

| /‘JKA)JL\ ’\/A/\

Condigdes cromatograficas: Coluna em fase reversa LiChrospher® 100 RP-18 capeada (5 uym, 125x4
mm, Merck); Fase mével: tampéo fosfato 0,020mol/L (pH 4,8):metanol (40:60, v/v), na vazao de 1
mL/min; A =238 nm.

B)

O método para analise de nifedipino em plasma de humanos foi validado
conforme as recomendagdes da resolucdo RDC N° 27, de 17 de maio de 2012 da
ANVISA (BRASIL, 2012). Foram avaliados os parametros seletividade, efeito
residual, linearidade, limite de quantificacao, precisao e exatidao intra e interensaios
e estabilidade em matriz biologica.

A linearidade do método de analise de nifedipino em plasma humano foi
avaliada através da analise de trés curvas analiticas, incluindo a analise da amostra
branco (sem analito e sem padrédo interno) e da amostra zero (apenas padrao
interno). As curvas foram construidas utilizando aliquotas de 1 mL de plasma branco
enriquecidas com 50 pL de solugcdo padrdao de cada solugdo padrdao de uso de
nifedipino, resultando nas concentracdes finais de 10, 25, 50, 75, 100 e 150 ng/mL
de plasma. As amostras foram extraidas e analisadas conforme o item 3.2.3.1 e
3.2.1. Foi observada linearidade na faixa de concentragdes de 10 a 150 ng/mL com
coeficiente de determinacdo (r?) de 0,9809 e % de erro inferiores a 15 % (Figura 5 e
Tabela 1).
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Figura 5 — (A) Curva analitica do método de analise de nifedipino em plasma
humano no intervalo de concentragdes de 10 a 150 ng/mL de plasma. (B) Plote da
porcentagem de erro em relagado a concentracdo do método de analise de nifedipino
em plasma humano por CLAE-UV.
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Condigdes cromatograficas: Coluna em fase reversa LiChrospher® 100 RP-18 capeada (5 uym, 125x4
mm, Merck); Fase mével: tampéo fosfato 0,020mol/L (pH 4,8):metanol (40:60, v/v), na vazao de 1
mL/min; A = 238 nm.

Para avaliagao da seletividade, os testes foram realizados usando amostras
de plasma obtidas de 8 fontes distintas, sendo 4 normais, 2 lipémica e 2
hemolisada. O método foi considerado seletivo, pois no tempo de retengcdo do
nifedipino e do padrao interno ndo foram encontrados picos interferentes com area
superior a 20% e 5% respectivamente quando comparados ao LIQ.

O limite inferior de quantificacdo (LIQ) foi definido como a menor
concentracao analisada (10 ng/mL) a qual apresentou coeficiente de variagcao e erro
padrao relativo inferiores a 20%. O LIQ de 10 ng/mL apresentou precisao intra e
interensaios e exatiddo intra e interensaios com coeficientes de variacdo e erro
padrao relativo inferiores a 15%, respectivamente. O LIQ deste método foi similar ao
de estudos publicados na literatura que usaram CLAE com deteccdo por
ultravioleta, considerando o volume de amostra de 1 mL de plasma (JANKOWSKI e
LAMPARCZYK, 1994; GRUNDY et al., 1994; NIOPAS et al., 2003). O uso da
espectrometria de massas implica em maior detectabilidade com observacao de LIQ
de até 0,05 ng/mL a partir do uso de 0,2 mL de plasma (MARTENS et al., 1994;
GUO et al., 2007; PATEL et al., 2012; FILGUEIRA et al., 2015). Entretanto, esse
detector é encontrado em poucos laboratérios e o seu elevado custo de aquisicao e

manutencao sido ainda limitantes do seu uso em mais laboratorios de pesquisa.
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A precisdo e exatiddo foram determinadas em uma mesma corrida
(intraensaios) e em trés corridas diferentes (interensaios) através da analise em
quintuplicatas dos controles de qualidade LIQ (10 ng/mL), CQB (25 ng/mL), CQM
(75 ng/mL), CQA (120 ng/mL) e CQD (300 ng/mL). A precisao intracorrida e
intercorrida foi avaliada através do coeficiente de variagdo com base em todos os
valores obtidos, o qual ndo apresentou valores superiores a 15%, incluindo o LIQ,
para o qual é aceitavel CV de até 20% (Tabela 1). A exatiddo intraensaio e
interensaio foi determinada através do erro padrao relativo (EPR) o qual apresentou
valores inferiores a £15% do valor nominal para todas as concentracdes analisadas.

Os resultados obtidos mostram que o0 método € preciso e exato.

A estabilidade foi demonstrada apos ciclos de congelamento e
descongelamento, estudo de curta duragdo e pds-processamento. Amostras dos
controles de qualidade CQB (25 ng/mL) e CQA (120 ng/mL) foram preparadas e
analisadas em triplicata e uma curva analitica recém preparada foi utilizada para
determinar a concentracdo das amostras. A estabilidade foi demonstrada, pois a
média das concentracdes obtidas em relacdo ao valor nominal ndo apresentou

desvio superior a 15% (Tabela 1).
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Tabela 1 — Limites de confianga do método de analise de nifedipino em plasma
humano por LC-UV.

Nifedipino
Linearidade (10 — 150 ng/mL) 0,0072x + 0,0674
r? 0,9809
Precisao Interensaios (CV%, n=15)
LIQ (10 ng/mL) 14,9
CQB (25 ng/mL) 12,1
CQM (75 ng/mL) 13,4
CQA (120 ng/mL) 8,0
CQD (300 ng/mL) 13,0
Precisao Intra-ensaio (CV%, n=5)
LIQ (10 ng/mL) 13,1
CQB (25 ng/mL) 10,5
CQM (75 ng/mL) 7,8
CQA (120 ng/mL) 1,5
CQD (300 ng/mL) 7,5
Exatidao Interensaios (EPR%, n=15)
LIQ (10 ng/mL) -7,9
CQB (25 ng/mL) -7,1
CQM (75 ng/mL) 0,3
CQA (120 ng/mL) -6,3
CQD (300 ng/mL) 4,6
Exatidao Intra-ensaio (EPR%, n=5)
LIQ (10 ng/mL) -14,4
CQB (25 ng/mL) -3,3
CQM (75 ng/mL) 11,6
CQA (120 ng/mL) 1,7
CQD (300 ng/mL) 14,6
Estabilidade (EPR%, n=3)
Curta Duragéo (6h a 23°C)
CQB (25 ng/mL) -5,6
CQA (120 ng/mL) 0,7
Poés-processamento (24h a 18°C)
CQB (25 ng/mL) -5,1
CQA (120 ng/mL) -5,5
Congelamento/descongelamento (3 ciclos)
CQB (25 ng/mL) -7,6
CQA (120 ng/mL) -5,8
Longa Duragéo (90 dias a -20°C)
CQB (25 ng/mL) -0,2
CQA (120 ng/mL) 1,1

CV = coeficiente de variagado [(desvio padrdo/média) x 100]; r = coeficiente de correlacéo linear, %
Inexatiddo = [(concentragdo obtida — concentragéo real)/concentragdo real] x 100; LIQ: limite de
quantificagdo; CQB: controle de qualidade de baixa concentragdo; CQM: controle de qualidade de
média concentragcido; CQA: controle de qualidade de alta concentragdo; CQD: controle de qualidade
de diluigao.
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4.2 Analise de nifedipino em leite materno

Até a presente data, ndo ha disponivel na literatura, descricdo de método de
determinacao de nifedipino em leite materno. A fenacetina foi empregada como
padrao interno em fungao do fator de retencédo préoximo ao do analito de interesse;
por estar bem resolvido do mesmo nas condigbes cromatograficas selecionadas. O
uso da fase movel tampéo fosfato 0,020mol/L pH 4,8: metanol (35:65, v/v) resultou
na observagao do tempo de retengdo de 3,6 minutos para nifedipino e 2 minutos
para o padrao interno.

O preparo da amostra na analise de nifedipino em leite materno foi realizado
por extracdo em fase sdlida. A Figura 6 corresponde aos cromatogramas da
extragdo em leite branco e leite enriquecido com nifedipino na concentragdao de 100
ng/mL de leite e padr&o interno (fenacetina) empregando a coluna LiChrospher® 100
RP-18 capeada (5 pm, 125x4 mm, Merck, Darmstadt, Alemanha) e fase mével
constituida por tampao fosfato 0,020 mol/L (pH 4,8): metanol (35:65, v/v) na vazéo
de 1 mL/min. Os cromatogramas do leite branco mostram auséncia de picos

interferentes no tempo de retencéo do nifedipino e do padrao interno.

A gordura extraida de certas matrizes como o leite materno, pode afetar
negativamente a precisdo e a exatiddo do método cromatografico. Além disso, os
lipidios ndo possuem uma boa solubilidade em acetonitrila, um dos solventes mais
usados na cromatografia em fase liquida. A gordura proveniente da matriz bioldgica
que pode ser co-extraida durante o preparo da amostra e deve idealmente ser
removida antes da analise cromatografica. O uso de cartuchos C18 em extracao de
fase solida demonstram remogao efetiva de gorduras na etapa de preparo de
amostras (HERCEGOVA et al., 2007; SNYDER et al., 2010).
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Figura 6 — Cromatogramas referentes a extragdo de nifedipino em leite
materno humano. O cromatograma (A) refere-se ao leite branco e o cromatograma
(B) ao leite enriquecido com nifedipino na concentragao de 100 ng/mL (2) e padrao
interno (1).

A)

Absorbance (mAU)

400 1 [\
B) 35¢

Absorbance (MAU)

Condic¢des cromatograficas: Coluna em fase reversa LiChrospher® 100 RP-18 capeada (5 pym, 125x4
mm, Merck); Fase mével: tampéo fosfato 0,020mol/L (pH 4,8):metanol (35:65, v/v), na vazéo de 1
mL/min; A =238 nm.

O método para analise de nifedipino em leite materno humano foi validado
conforme as recomendacdes da resolugdo RDC N° 27, de 17 de maio de 2012 da
ANVISA (BRASIL, 2012). Foram avaliados os parametros seletividade, efeito
residual, linearidade, limite de quantificagao, precisdo e exatidao intra e interensaios
e estabilidade em matriz bioldgica.

Apesar dos relatos de transferéncia de nifedipino para o leite materno
encontrados na literatura (PENNY e LEWIS, 1989; EHRENKRANZ et al., 1989;
MANNINEN e JUHAKOSKI, 1991), n&o foi encontrado na literatura nenhum trabalho
cientifico descrevendo método de analise de nifedipino no leite materno seja por
técnicas cromatograficas ou outras técnicas analiticas. Portanto, o presente trabalho

apresenta pela primeira vez método de analise de nifedipino no leite materno com
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parametros de validacdo compativeis com a determinag¢do do farmaco em amostras
de leite materno colhidas de lactantes tratadas com doses multiplas do farmaco.

A linearidade do método de analise de nifedipino em leite humano foi avaliada
através da analise de trés curvas analiticas, incluindo a analise da amostra branco
(sem analito e padrao interno) e da amostra zero (apenas padréo interno). As curvas
foram construidas utilizando aliquotas de 2 mL de leite branco enriquecidas com 50
ML de solucdo padrao de cada solugédo padrao de uso de nifedipino, resultando nas
concentracdes finais de 5, 10, 25, 50, 75 e 100 ng/mL de leite. As amostras foram
extraidas e analisadas conforme o item 3.2.3.2 e 3.2.1Foi observada linearidade na
faixa de concentracdes de 5 a 100 ng/mL com coeficiente de determinacdo (r?) de
0,9938 e % de erro inferiores a 15 % (Figura 7).

O método foi considerado seletivo, pois no tempo de retencao do nifedipino e
do padrao interno ndo foram encontrados picos interferentes com area superior a
20% e 5% respectivamente quando comparados ao LIQ.

O limite inferior de quantificacdo (LIQ) foi definido como a menor
concentracao analisada (5 ng/mL) a qual apresentou coeficiente de variagao e erro
padrao relativo inferiores a 20%. O LIQ de 5 ng/mL apresentou precisdo intra e
interensaios e exatiddo intra e interensaios com coeficientes de variacdo e erro

padrao relativo inferiores a 15%, respectivamente.
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Figura 7 — (A) Curva analitica do método de analise de nifedipino em leite humano
no intervalo de concentragdes de 5 a 100 ng/mL de leite. (B) Plote da porcentagem
de erro relagao a concentragdo do método de analise de nifedipino em leite materno
por CLAE-UV.
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Condigdes cromatograficas: Coluna em fase reversa LiChrospher® 100 RP-18 capeada (5 ym, 125x4
mm, Merck); Fase mével: tampao fosfato 0,020mol/L (pH 4,8):metanol (35:65, v/v), na vazdo de 1
mL/min; A =238 nm.

A precisdo e exatiddo foram determinadas em uma mesma corrida
(intraensaios) e em trés corridas diferentes (interensaios) através da analise em
quintuplicatas dos controles de qualidade LIQ (5 ng/mL), CQB (10 ng/mL), CQM (50
ng/mL) e CQA (75 ng/mL). A precisao intracorrida e intercorrida foi avaliada através
do coeficiente de variacdo com base em todos os valores obtidos, o qual nao
apresentou valores superiores a 15%, incluindo o LIQ, para o qual é aceitavel CV de
até 20% (Tabela 2). A exatidao intraensaio e interensaio foi determinada através do
erro padrao relativo (EPR) o qual apresentou valores inferiores a +15% do valor
nominal para todas as concentracdes analisadas. Os resultados obtidos mostram

que o método é preciso e exato.

A estabilidade foi demonstrada apds ciclos de congelamento e
descongelamento, estudo de curta duragcdo e pos-processamento. Amostras dos
controles de qualidade CQB (10 ng/mL) e CQA (75 ng/mL) foram preparadas e
analisadas em ftriplicata e uma curva analitica recém preparada foi utilizada para
determinar a concentracdo das amostras. A estabilidade foi demonstrada, pois a
média das concentracdes obtidas em relacdo ao valor nominal ndo apresentou

desvio superior a 15% (Tabela 2).
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Tabela 2 — Limites de confianga do método de analise de nifedipino em leite materno
humano por LC-UV.

Nifedipino
Linearidade (5 — 150 ng/mL) 0,001x-0,001
r? 0,9938
Precisao Interensaios (CV%, n=15)
LIQ (5 ng/mL) 10,9
CQB (10 ng/mL) 4,5
CQM (50 ng/mL) 4,3
CQA (75 ng/mL) 3.1
Precisao Intra-ensaio (CV%, n=5)
LIQ (5 ng/mL) 11,1
CQB (10 ng/mL) 1,4
CQM (50 ng/mL) 4.4
CQA (75 ng/mL) 1,2
Exatidao Interensaios (EPR%, n=15)
LIQ (5 ng/mL) -4,7
CQB (10 ng/mL) -2,7
CQM (50 ng/mL) -1,4
CQA (75 ng/mL) -2,2
Exatidao Intra-ensaio (EPR%, n=5)
LIQ (5 ng/mL) -2
CQB (10 ng/mL) -0,2
CQM (50 ng/mL) 1,0
CQA (75 ng/mL) 2,6
Estabilidade (EPR%, n=3)
Curta Duragéo (6h a 23°C)
CQB (10 ng/mL) -1,9
CQA (75 ng/mL) -0,1
Poés-processamento (24h a 18°C)
CQB (10 ng/mL) -0,5
CQA (75ng/mL) 0,2
Congelamento/descongelamento (3 ciclos)
CQB (10 ng/mL) 1,0
CQA (75 ng/mL) 0,3

CV = coeficiente de variagao [(desvio padrdo/média) x 100]; r = coeficiente de correlagéo linear, %
Inexatidao = [(concentragdo obtida — concentragao real)/concentragao real] x 100; LIQ: limite de
quantificagdo; CQB: controle de qualidade de baixa concentracdo; CQM: controle de qualidade de
média concentracdo; CQA: controle de qualidade de alta concentragao;
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4.3 Aplicagao do método

O método validado foi aplicado a investigagdo da concentragao plasmatica e
em leite materno de nifedipino em mulheres hipertensas lactantes em uso crénico
do farmaco (comprimidos de liberagdo controlada, na dose de 20 mg a cada 12
horas) atendidas no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto. A Tabela 3 mostra as concentragdes plasmaticas e as concentragoes em leite

materno de nifedipino em cada paciente.

Tabela 3 — Concentracdo de nifedipino no plasma e leite maternos nas pacientes
investigadas no estudo (n=15)

Concentragao Concentragao no leite
Pacientes plasmatica (ng/mL) materno (ng/mL) Razao L/P
1 49,7 4,8 0,10
2 53,2 74,8 1,40
3 443 58,5 1,32
4 46,9 13,1 0,28
5 178,1 10,5 0,06
6 54,8 40,2 0,73
7 38,0 93,8 2,47
8 71,0 5,2 0,07
9 46,0 57,2 1,24
10 11,8 11,8 1,00
11 43,3 25,6 0,59
12 14,6 55 0,37
13 73,8 10,5 0,14
14 13,9 13,9 1,00
15 12,9 32,4 2,52
Média 50,1 30,5 0,9
Desvio padrao 40,6 28,3 0,8
Mediana 46,0 13,9 0,73
Percentil 25-75 26,3-54,0 10,5-48,7 0,21-1,28
5 CONCLUSAO

Os métodos desenvolvidos e validados mostraram seletividade, precisdo e
exatidao, com um limite de quantificacdo de 10 ng/mL para o plasma e 5 ng/mL para
o leite materno, podendo ser aplicados para a analise quantitativa de nifedipino
nesses fluidos bioldgicos.
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