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Resumo:

As doencas cardiovasculares pertencem a classe de patologias relacionadas a0 coragdo e vasos
sanguineos, atingindo cerca de 17,5 milhdes de 6bitos por ano no Brasil. Dentre os tratamentos de
doencas coronarianas,pode-se optar pelos antiplaguetérios, e uma opcdo de recurso terapéutico € o
cloridrato de tirofibana, um medicamento ndo-peptidico intravenoso que mimetiza os sitios da sequéncia
arginina-glicina-&cidoaspartico. O cloridrato de tirofibana foi lancado em 1998, pela Merck® e no
mesmo ano se tornou o0 medicamento mais utilizado para doencas cardiovasculares. No Brasil é
comercializado pelo nome de Agrastat®, dispensado na forma de solucdo injetavel na concentragcdo de
0,25 mg/mL. Sabendo da preocupacéo constante sobre a qualidade de medicamentos, foi desenvolvido
método analitico, eficaz e confiavel, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para
determinacéodo cloridrato de tirofibana, visto que ndo existe monografia para sua avaiacdo em
compéndios oficiais. O trabalho visou encontrar condicbes cromatogréficas satisfatérias para a
determinacdo do cloridrato de tirofibana, a partir da diluicdo do f&rmacoAgrastat® em metanol para
obter uma solucdo de trabalho na concentracdo de 50ug/mL. O desenvolvimento da metodologia foi
realizado em CLAE com detector DADa 226nm, utilizando coluna C18 (250 mm x 4,6 mm X 5 pm) em
temperatura ambiente,com fase movel composta por trietilamina 0,1%acidificada e acetonitrila, em
diferentespH's e proporcbes. O pH da fase movel foi acidificado com &acido fosforico e testado nos
valores de 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5 e 6,0, sendo o resultado mais satisfatério obtido em pH 5,5. Os
ensai os realizados com diferentes proporgdes de fase mével foram compostos por 78:22, 75:25, 70:30 e
65:35, trietilamina 0,1%:acetonitrila, respectivamente. A melhor proporcdo foi em 75:25, apresentando
otima adequabilidade do sistema, com tempo de retencéo 6,6 minutos, pratos tedricos de 9814 e simetria
do pico igua a 1,0. O método foi otimizado e os resultados obtidos apresentam boas perspectivas para
sua validagdo. No mesmo sentido, pretende-se evoluir os estudos e avaliar sua capacidade indicativa da
estabilidade, bem como, seu emprego na determinacgao das principais impurezas de sintese da tirofibana.
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DESENVOLVIMENTO E OTIMIZAGAO DE METOQO POR CLAE PARA
DETERMINACAO DA TIROFIBANA EM PREPARACOES FARMACEUTICAS

1. INTRODUGAO

As doengas cardiovasculares pertencem a classe de patologias ligadas ao
coragao e vasos sanguineos, que podem desencadear complicagdes como enfarte
no miocardio ou acidente vascular cerebral. A incidéncia destas enfermidades pode
estar relacionada a aterosclerose, pressao alta, diabetes mellitus, eao estilo de vida
das pessoas. Os fatores que agravam as doencgas cardiovasculares sao o fumo,
alcool, sedentarismo, obesidade, dieta e alguns fatores hereditarios (TOWNSEND
etal., 2016).

Os antiplaquetarios auxiliam a prevenir coagulos sanguineos que podem
acarretar nessas doencas coronarianas. Apesar de comprovada eficacia clinica,
estes farmacos apresentam algumas limitagdes, como a inibicdo relativamente
fracada agregacdo plaquetaria e a possibilidade de causar efeitos colaterais
sistémicos como Uulceras pépticas que podem ser ocasionadas pela administracao
de aspirina, ou ainda a agranulocitosepor vezes relacionada a administragdo da
ticlopidina (GOMES et al., 2000). A fim de diminuir os efeitos colaterais e juntamente
com a descoberta do receptor glicoproteina llb/llla como via final da agregagéao
plaquetaria, iniciou-se a investigacao de antagonistas terapéuticos para este sitio,
como abciximab (anticorpo monoclonal), eptifibatide (heptapeptideo sintético) e a
tirofibana (nao-peptidico intravenoso mimético dos sitios da sequéncia arginina-
glicina-acido aspartico (RGD)) (ROCHA, 2001).

Atirofibana (figura 1) foi langcada em 1998 pela Merck, sendo aprovado pela
FoodandDrugsAdministration (FDA) no mesmo ano e tornou-se o farmaco mais
utilizado para sindromes coronarianas entre seu langamento e o ano 2000 (KING et
al., 2016). Em 2001 a tirofibana foi submetida a comparagao de estudos com outros
antiplaquetarios o abciximab e verificou-se que era menos eficaz o que acarretou em
diminuicdo de vendas. Novos estudos foram realizados com elevagao de dose da
tirofibana onde foi apurado que a inibicdo plaquetaria tornara-se mais rapida, sendo
novamente aprovada pela FDA em 2013 (NAZIF et al.,, 2014; NEY et al., 2011;
MOLITERNO et al., 2011; OCHOA et al., 2015; STONE et al., 2007; TEBET et al.,
2007; VALGIMIGLI et al., 2008; VALGIMIGLI et al., 2010; VALGIMIGLI et al., 2012;
VALGIMIGLI et al., 2013).
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Figura 1. Estrutura quimica da tirofibana.



A tirofibana é apresentada como solugédo concentrada injetavel em ampolas
de 50 mL, sendo um medicamento de uso restritamente hospitalar (GOMES, et al.,
2000). Atualmente, no Brasil, esse farmaco € comercializado com o nome de
Agrastat®pela parceria entre as industrias Aspen Pharma e Merck Sharp &Dohme.

Para avaliar a qualidade dos farmacos, métodos analiticos eficazes e
confiaveis sao utilizados, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), que
faz a separacdo de compostos quimicos em solugdo. A aplicacdo de metodologia
correta, bem como sua qualidade e acuracia estdo sendo cada vez mais
reconhecidas e exigidas. Dados analiticos nao confiaveis podem conduzir a
decisbes desastrosas e a prejuizos financeiros irrecuperaveis tornando-se
imprescindivel o desenvolvimento e validagcdo de rotinas analiticas que garantam a
qualidade e confiabilidade dos resultados e favoregam sua implantagdo em
comparagao aos métodos usuais(ANVISA, 2004; LA ROCA, 2007).

Sabendo da crescente preocupag¢ao com a qualidade dos medicamentos, este
trabalho se propbés adesenvolver um método analitico por CLAE para determinagao
de tirofibana em preparacgdes farmacéuticas.

2. METODOLOGIA

Para o desenvolvimento da metodologia foi utilizado o farmaco Agrastat®
(cloridrato de tirofibana), na concentragéo de 0,25 mg/mL. A solugédo de trabalho foi
obtida através da diluicado de 1mL do farmaco até 5 mLem metanol, obtendo
concentracéo final de 50ug/mL.

As anadlises cromatograficas foram realizadas utilizando CLAE (UHPLC
Ultimate 3000 ThermoScientific® com Software Chromeleon™ 6.8 Chromatography
Data System) com detecgao por arranjo de diodos (DAD) a 226nm, utilizando coluna
C18 (250 mm x 4,6 mm x 5 ym), em temperatura ambiente. Para adequagéo das
condigbes cromatograficas utilizou-se fase mével composta por uma mistura binaria
de solucdo aquosa de trietilamina 0,1%, acidificada com acido fosférico e
acetonitrila, em diferentes proporcoes e pH da fase aquosa, fluxo de 1,0 mL/min e
volume de inje¢ao de 20pL.

A variagao do pH da porcédo aquosa da fase mével contemplou diversas faixas
entre os pH 3,0 e 6,0. J&4 a fase movel foi testada sempre em fluxo isocratico,
abrangendo as faixas compreendidas entre 65:35 e 78:22 (trietilamina
0,1%:acetonitrila).

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

Para a definicao inicial da fase mével a ser utilizada na quantificacido de
tirofibana foram testadas diferentes propor¢des e pH de fase mével. O pH da porcao
aquosa foi ajustado com acido fosférico, para obtengdo dos valores de pH 3,0; pH
4,0; pH 4,5; pH 5,0; pH 5,5 e pH 6,0, respectivamente. A influéncia do pH no tempo
de retencdo, bem como na adequabilidade do sistema, podem ser observados
através da sobreposig¢do dos cromatogramas ilustrados na figura 2.
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Figura 2. Cromatogramas da solugéo de tirofibana a 50ug/mL. Fase mével composta
portrietilamina 0,1 % acidificadaem diferentes pH e acetonitrila (75:25).1- pH 3,0; 2- pH 4,0;

3- pH 4,5; 4- pH 5,0; 5-pH 5,5 e 6- pH 6,0.

Os testes foram realizados em diferentes proporcbes de fase movel,
buscando a melhor adequabilidade do sistema. Observou-se que o tempo de
retencdo aumentou bruscamente empH de 3,0 (15,1 minutos), apresentando
simetria de 1,52. Ao elevar o pH da solugado de trietilamina, ocorreu diminuigdo no
tempo de retencdo, apresentando os valores de7,2 minutos para o pH 4,0; 6,7
minutos para o pH 3,0; 6,6 minutos para o pH 5,0 epH 5,5; e 6,5 minutos para o pH
6,0. Foi possivel também observar melhores simetrias associadas a elevagao do pH,
sendo de 0,93 para o pH 4,0; 0,99 a pH 4,5 e 1,0 para os demais pH mencionados.

As fases moéveis majoritariamente aquosas sao indicadas para compostos
neutros, enquanto que para compostos ionizaveis como atirofibana é preferivel o uso
combinado com uma fase organica e solugdes com pH adequado, uma vez que
estes mantém o grau de ionizagdo das moléculas e evitam os problemas de
retencao secundaria, responsaveis pela formacao de picos com caudas. A variagao
do pH da fase mével permitiu o ajuste do tempo de retengcdoda tirofibana e,
consequentemente, a realizacao de corridas mais curtas (HARRIS, 2001).

Observou-se que o tempo de retengdo € maior em pH acido que em fases
moveis com pH mais elevado, o que era esperado, pois, por se tratar de um acido
fraco, de pKa3,3, atirofibana encontra-se predominantemente ionizado em valores
de pH alcalinos e, desta forma, a interagdo do farmaco ionizado com a fase reversa
€ menor e o tempo de retengdo provavelmente diminui. De modo contrario, valores
de pH acidos favorecem a forma molecular do farmaco e aumentam a afinidade do
mesmo por colunas de fase reversa, elevando o tempo de retencéo (HARRIS, 2001).

Além do pH da fracdo aquosa da fase movel, a proporcado de combinacéo
com a acetonitrila também foi testada, conforme ilustrado na figura 3.
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Figura 3. Cromatogramas da solugéo de tirofibana a 50ug/mL. Fase mdvel composta
portrietilamina 0,1% acidificada a pH 5,5 e ACN, nas proporgoes de:
1- 78:22; 2- 75:25; 3- 70:30 e 4- 65:35.

Embasando-se na figura 3, foi possivel constatar que pequenas mudancgas na
propor¢cao da fase moével significaram grandes alteracbes no tempo de retencao.
Pois enquanto que com a proporcao de fase mével 78:22, o tempo de retencéo foi
de 12,46 minutos, na proporgcao de 75:25, o tempo de retengao foi reduzido para
6,61 minutos. Na proporgao de 70:30 o tempo de retencao obtido foi de 3,55 minutos
e, na proporgao de 65:35, o tempo de retengao do produto foi de 3,19 minutos, o que
nao apresentou eficiéncia nem satisfatoriedade em relagao ao volume morto.

Por fim, as condi¢des definidas foram: trietilamina 0,1% pH 5,5 (ajustado com
acido fosférico) e acetonitrila, na propor¢cédo 75:25 e fluxo de 1,0 mL/min. Esta
condicdo apresentou melhores resultados nos parametros de adequabilidade do
sistema, como tempo de retencdo de 6,6 minutos, numero de pratos tedricos de
9814 e simetria do pico igual a unidade.

4. CONSIDERAGOES FINAIS

O método foi otimizado e os resultados obtidos apresentam boas perspectivas
para sua validagdo. No mesmo sentido, pretende-se evoluir os estudos e avaliar sua
capacidade indicativa da estabilidade, bem como, seu emprego na determinagao
das principais impurezas de sintese da tirofibana.
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