DESENVOLVIMENTO DE METODOL OGIA ANALITICA PARA DETERMINACAO DE
CLORIDRATO DE TIROFIBANA E IMPUREZASDE SINTESE

Adriane Feijo 1
Fernanda Macke Hellwig 2

M ar celo Donadel M alesuik 3

Resumo:

As doencas cardiovasculares figuram entre as principais causas de mortalidade mundial, sendo
responsaveis por 17,3 milhdes de obitos anuais. Uma das formas de tratamento destas doengas € através
da administracdo de antiplaquetarios. A tirofibana é um farmaco antiplaquetario que atua no final da
cascata de coagulacdo, especificamente como antagonista dos receptores da glicoproteina l1b/111a, sendo
o farmaco desta categoria mais utilizado mundialmente. Considerando que os farmacos utilizados no
processo de producdo das formulacbes farmacéuticas ndo sdo totalmente puros, guias regulatorios
descrevem a necessidade de sua determinagéo e avaliagdo do perfil de impurezas presentes. Neste
contexto, buscou-se desenvolver metodologia analitica por cromatografia liquida de alta eficiéncia para
determinacéo de tirofibana e duas de suas impurezas de sintese, a impureza A e impureza C. Para o
desenvolvimento da metodologia foi utilizada vazéo de 1 mL/min e volume de injecdo de 20 L,
diferentes colunas de fase reversa C18 e diferentes proporcoes de fase mével, sendo estas compostas de
uma fragdo aguosa de trietilamina 0,1%, acidificada com &cido fosférico em diferentes pH (entre 3,0 e
6,0) e outra fracdo acetonitrilica, em proporgdes entre 50:50 e 90:10. A coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5
um) apresentou maior eficiéncia na separacdo dos compostos. Dentre as condicfes testadas, a utilizacéo
da fase moével trietilamina 0,1% pH 5,5 e acetonitrila, na propor¢do 75:25 apresentou melhores
resultados nos parametros de adequabilidade do sistema para o cloridrato de tirofibana, no entanto, a
impureza A apresentou baixo fator de capacidade, e a impureza C, tempo de retengdo excessivamente
longo. Sendo assim, optou-se por eluicdo em gradiente com variages nas proporcdes de fase movel. A
condicdo que se apresentou adequada foi trietilamina 0,1% pH 5,5 e acetonitrila 78:22 entre 0,0 e 2,5
minutos, passando para 75:25 até os 6,0 minutos, 65:35 até os 17,0 minutos e retornando a proporcgao
inicial dos 17 aos 20 minutos. Na avaliagdo da performance do sistema cromatografico foi possivel
verificar que o pico do farmaco e das impurezas apresentaram simetria (proximo a 1), resolucéo (> 2) e
elevado nimero de pratos tedricos (> 2000), conforme preconizado na literatura. O perfil cromatogréfico
desenvolvido mostrou-se adequado para andlise de cloridrato de tirofibana, na presenca das impurezas A
e C, com parametros de adequabilidade do sistema satisfatérios. Os resultados obtidos para 0 método
desenvolvido apresentam Gtimas perspectivas para 0 emprego no controle de qualidade de rotina do



farmaco.
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DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA DETERMINA(;AO
DE CLORIDRATO DE TIROFIBANA E IMPUREZAS DE SINTESE

1 INTRODUCAO

Atualmente, as doengas cardiovasculares estdo entre as principais causas de mortalidade
no mundo, sendo responsdveis por 17,3 milhdes de mortes por ano (TOWNSEND et al., 2016).
No Brasil, segundo dados da Sociedade Brasileira de Cardiologia, as doencas cardiovasculares sao
as que mais matam no pais, com registros de cerca de 350 mil 6bitos anuais. As disfun¢des mais
comuns sao o infarto do miocardio, a insuficiéncia cardiaca e o acidente vascular encefilico
(AVE) (LORGA FILHO et al., 2016).

Uma das formas de tratamento destas doengas € através da administracio de
antiplaquetdrios. A tirofibana € um farmaco antiplaquetdrio inibidor molecular ndao peptidico
derivado da tirosina que inibe a agregacdo plaquetdria no final da cascata de coagulacio,
especificamente como antagonista dos receptores da glicoproteina (GP) IIb/IIla. E o inibidor desta
GP mais utilizado mundialmente desde a aprovacdo de sua nova dosagem pela FDA em 2013, sob
nome comercial de Agrastat® (KING et al., 2016).

Levando-se em conta que os farmacos utilizados no processo de produ¢do das formulacdes
farmacéuticas ndo sdo considerados totalmente puros, os guias regulatérios descrevem a
necessidade da caracterizagdo e avaliagdao do perfil de impurezas presentes no farmaco ou no
produto farmacéutico por meio do desenvolvimento de métodos analiticos. Atualmente é
observada uma escassez de trabalhos sobre a determinagdo do cloridrato de tirofibana na presenga
de impurezas de sintese e produtos de degradacdo. El-Bagary e colaboradores (2018)
desenvolveram metodologia para andlise do firmaco na presenga da tirosina, todavia, faz-se
necessario método analitico capaz de determinar diferentes impurezas, ji que diferentes rotas
sintéticas para a concepcao de um mesmo farmaco podem gerar impurezas distintas (NG; LUNN;
FAUSTINO, 2007). Além disso, sao necessarios métodos que possam avaliar o cloridrato de
tirofibana na presenca de seus produtos de degradagdo, que também sdao impurezas, mas obtidas
da decomposi¢ao do farmaco.

Considerando o exposto, o presente trabalho buscou desenvolver metodologia analitica
indicativa da estabilidade por CLAE para determinagd@o de tirofibana e duas de suas principais
impurezas de sintese, a impureza A e impureza C.

2 METODOLOGIA

Para o desenvolvimento da metodologia foi utilizado um cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia Thermo Scientific Ultimate 3000 (Dionex), acoplado a detector de arranjo de diodos
(DAD). A vazdo utilizada foi 1 mL/min e volume de inje¢do de 20 uL. A aquisi¢do e andlise de
dados foi realizada pelo software Chromeleon versao 6.8 (Dionex, Thermo Fisher Scientific Inc.).
A determinacdo do comprimento de onda foi realizada mediante varredura espectral, na regido do
ultravioleta, utilizando o DAD.

Durante a etapa de otimizacdo da metodologia utilizou-se diferentes colunas de fase
reversa CI8 (50 x 2,1 mm, 3 uym e 250 x 4,6 mm, 5 pm) a temperatura ambiente. Foram
experimentadas ainda diferentes propor¢des de fase mével, sendo estas compostas de uma fracao
aquosa de trietilamina 0,1%, acidificada com 4cido fosforico em diferentes pH, e uma fracao
organica composta por acetonitrila grau HPLC. A fase mdvel foi filtrada com membrana 0,45 um
e sonicada por 15 minutos para degaseificacao.

Foram preparadas solugdes mae do cloridrato de tirofibana e das impurezas A e C, nas
concentracdes de 580 pg/mL, 240 pg/mL e 280 pg/mL, respectivamente, mediante solubilizagdo
do p6 dos padrdes analiticos em metanol, com o auxilio de sonica¢do por 5 minutos. As solugdes
foram armazenadas em frasco ambar e mantidos sob refrigeracao.

Para preparar as solugdes de trabalho, as solu¢cdes mae foram diluidas em metanol para
obtencdo das concentracdes de 200 pug/mL para o cloridrato de tirofibana e 10 pg/mL para as
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impurezas. A solucdo de trabalho da amostra comercial foi preparada mediante a diluicdo do
Agrastat® em metanol para obtengdo da concentracdo de 200 pg/mL. As amostras foram filtradas
com filtro de seringa de nylon (0,45 pum; 13 mm) antes da inje¢do no cromatégrafo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi realizada a varredura espectral para o cloridrato de tirofibana, o medicamento
Agrastat® e para as impurezas, sendo que os miximos de absor¢do encontrados foram muito
proximos entre as amostras. O farmaco e a amostra comercial apresentaram os mesmo maximos
de absorcdo, em 226 € 276 nm. A impureza A apresentou em 224 e 276 e a impureza C em 226 e
255 nm. Neste contexto, o comprimento de onda selecionado para o desenvolvimento da
metodologia foi de 226 nm.

Considerando a necessidade de ensaios rdpidos e eficientes, optou-se pela utilizagdo de
coluna cromatografica com menor tamanho de particula, visando elevar a eficiéncia de separacao
(Cigde 50 x 2,1 mm, 3um; Agela Technologies, Venusil ASB).

A composicdo da fase movel foi avaliada em diferentes propor¢cdes de aquoso e organico,
compreendidas entre 50:50 e 90:10 (v/v), respectivamente. A fracdo aquosa foi acidificada com
acido fosforico para obtencdo de solu¢des com pH compreendido entre 2,3 e 5,0. O fluxo foi
isocratico (1 mL/min) e o volume de injecdo foi de 20 pL. Porém, nestas condi¢des nao foi
possivel obter uma condi¢do cromatografica com resultados aceitdveis para os parametros de
adequabilidade do sistema, sendo necessario readequar a metodologia.

A coluna foi substituida por uma C;3 com maiores dimensoes (250 x 4,6 mm, 5 um; Agela
Technologies, Promosil C18) e as condi¢des da fase moével também foram readequadas,
modificando-se sua composi¢dao e ampliando-se a faixa de pH estudado (2,5 e 6,0). A propor¢do
entre trietilamina 0,1% acidificada e acetonitrila foi restringida para a faixa entre 65:35 e 75:25
(VIv).

As alteracdes propostas permitiram melhor interagao do farmaco com a coluna e a fase
movel, proporcionando maior tempo de reten¢do. Pequenas alteracdes na proporcao da fase mével
proporcionaram mudangas bruscas no tempo de retencdo, um fator incomum, ndo relatado na
bibliografia estudada. Na proporcao de fase mével 78:22 o tempo de retengdo foi de 12,46 min. A
reducdo de apenas 3,0% da fracdo aquosa (proporcao de 75:25) reduziu o tempo de retencio para
praticamente a metade (6,61 min). Na propor¢cdao de 70:30, com redugdo de 5,0% da fracdo
aquosa, o tempo de retencdo obtido novamente reduziu a metade, apresentando o pico em 3,55
min. J4 na propor¢do de 65:35, novamente reducdo de 5,0% da fracdo aquosa, o tempo de
retencdo apresentou menor oscilagdo (3,19 min), porém esta condi¢do ndo apresentou eficiéncia
cromatogréfica.

A variacdo em relacdo ao tempo de retencdo pode ocorrer devido ao cardter da mistura
dgua acidificada e acetonitrila, associada a capacidade de ionizacdo do analito. Quando isolada, o
carater protico e polar da dgua (um forte doador de ligacdes de hidrogénio) é amplificado ao ser
acidificada, apresentando maior tendéncia de doar H ao soluto, enquanto que o solvente
acetonitrila (cardter menos polar que a dgua, mas que apresenta H alcano de hibridiza¢do) possui
capacidade de receber H do soluto (ANAIA, 2014).

Quando em mistura, d4gua e acetonitrila apresentam cariter moderadamente bdésico, pelos
pares elétricos isolados de ambos constituintes, favorecem que a mistura doe H para o soluto. Esta
capacidade sofre grande variacdo de acordo com a propor¢do da mistura, com elevacdo da
constante dielétrica na medida em que a fracdo aquosa € elevada, e da camada de solvatacdo,
sendo amplificada pela acidificacdo do meio. Estas reacdes ndo se limitam a interacdo
solvente/solvente, estendem-se a ligacdo quimica com a molécula. A mistura dgua/acetonitrila €
microscopicamente heterogénea e apresenta interacao inferior a intera¢do entre agrupamentos de
moléculas com acetonitrila (ANAIA, 2014).

Quando a molécula analisada apresenta baixa ionizacdo, a propor¢do da fase modvel
composta por agua/acetonitrila apresenta menor interferéncia, visto que hd menor interacdo
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molécula/acetonitrila, favorecendo o equilibrio solvente-solvente, pela solubilidade de
Hildebrand, definida pela energia requerida para separar as moléculas do solvente entre si
(ANAIA, 2014).

A tirofibana € um 4cido fraco e se encontra majoritariamente ionizada, com dependéncia
do pH do meio (O’NEIL, et al., 2013). Apresenta em sua estrutura molecular amina primdria e
acido carboxilico que favorece a protonacdo e subsequente liberacao de hidrogénio para o meio.
Associando esta caracteristica a capacidade da mistura na fase moével utilizada em receber
hidrogénio, sugere-se uma variacdo na capacidade de solvatacdo entre a mistura
(microscopicamente heterogénea) constituinte da fase moével. A interacdo com acetonitrila é
favorecida pela forca da ligac@o acetonitrila/molécula apresentando maior interacdo com a fase
movel, diminuindo o tempo de retengcdo, em outro momento, a interacdo com a fase aquosa é
favorecida elevando o tempo de reten¢do. A camada de solvatagdo da fase aquosa € amplificada
quando acidificada, estendendo ainda mais o tempo de retencdo, devido a interacdo da fase
molecular ndo dissociada da tirofibana e a cadeia da fase estaciondria.

As fases moveis majoritariamente aquosas sao indicadas para compostos neutros, enquanto
que para compostos ionizdveis como a tirofibana é preferivel o uso combinado com uma fase
organica e solugdes com pH adequado, uma vez que estes mantém o grau de ionizagcdo das
moléculas e evitam os problemas de retencdo secunddria, responsaveis pela formagao de picos
com caudas (HARRIS, 2012).

O pH da fase mével aquosa também demonstrou influéncia sobre o tempo de retengcao do
cloridrato de tirofibana. Observou-se que o tempo de retencdo aumentou bruscamente em pH de
3,0 (15,1 minutos), apresentando simetria de 1,52. Ao elevar o pH da solucdo de trietilamina
ocorreu diminui¢do no tempo de retencao, apresentando os valores de 7,2 minutos para o pH 4,0;
6,7 minutos para o pH 3,0; 6,6 minutos para o pH 5,0 e pH 5,5; e 6,5 minutos para o pH 6,0. Foi
possivel também observar melhores simetrias associadas a elevacdao 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.

A variacdo do pH da fase mével permitiu o ajuste do tempo de retencdo da tirofibana e,
consequentemente, a realizacdo de corridas mais curtas. Observou-se que o tempo de retencao é
maior em pH &4cido que em fases méveis com pH mais elevado, o que era esperado, pois por se
tratar de um 4cido fraco (pKa 3,3) a tirofibana encontra-se predominantemente ionizado em
valores de pH alcalinos e, desta forma, a interacdo do farmaco ionizado com a fase reversa é
menor e o tempo de retencdo provavelmente diminui. De modo contrario, valores de pH 4cidos
favorecem a forma molecular do fairmaco e aumentam a afinidade do mesmo por colunas de fase
reversa, elevando o tempo de retencao.

As metodologias analiticas desenvolvidas para andlise do cloridrato de tirofibana em
forma farmacéutica descritas na literatura relatam, sem exce¢do, o controle do pH utilizado na
fase mdvel, sendo em sua maioria dcidos, com pH 2,3 (BERGQUIST et al., 1999; GARABITO et
al., 2001), pH 3,0 (NATARAJ et al., 2013; RANJITHA & RAO, 2011) e pH 5,0
(GANDHIMATHI et al., 2013).

Por apresentar menor variacdo no tempo de retencdo, melhor simetria e para evitar pH
préximo ao pKa do farmaco, optou-se por trabalhar com o pH 5,5 na fase aquosa, visto que o pH
da fase mével pode deslocar o equilibrio da ionizac¢do do soluto para sua forma molecular.

Dentre as condigOes testadas, a utilizagdo da fase movel trietilamina 0,1% pH 5,5 e
acetonitrila, na propor¢dao 75:25 sob fluxo de 1,0 mL/min apresentou melhores resultados nos
parametros de adequabilidade do sistema, com tempo de retencdo de 6,6 minutos e simetria do
pico igual a unidade. Nestas condi¢des, a impureza A apresentou tempo de retencdo de 3,8
minutos, com baixo fator de capacidade. A impureza C apresentou tempo de retencdo de 78
minutos, tempo excessivo para viabilizar a determinacdo destes compostos em uma rotina
analitica. Sendo assim, iniciou-se o desenvolvimento de metodologia com emprego de gradiente.

O emprego de gradiente possibilita obter uma metodologia com boa resolucio entre os
compostos analisados, com tempo de corrida inferior, quando comparado com a eluicio
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isocrética. Para elui¢do das substancias por gradiente deve ser levado em consideragdo o tempo de
residéncia da fase mével que resulta em variacdes nos tempos de retengdo, que pode comprometer
a resolucdo no sinal das alteragdes dos teores dos constituintes da fase mével. Visando minimizar
o efeito da transicao durante a eluicdo foi realizado um branco, utilizando o solvente diluente do
padrdo (metanol), para desconto da linha de base.

Para o desenvolvimento do método foram mantidas as varidveis de tipo de coluna, fluxo,
volume de injecdo e deteccdo ja estipulados. Foram estudados gradientes com variacdes nas
proporcdes de fase mdvel, com alteracdo em diferentes tempos de corridas, visando obter uma
condicdo que permitisse a deteccdo da tirofibana e suas impurezas, com adequabilidade do
sistema, em um tempo de corrida que permitisse aplicagdo em rotinas analiticas.

Sendo assim, a condi¢do do gradiente mais adequado foi com a propor¢ado de trietilamina
0,1% pH 5,5 e acetonitrila em 78:22 entre 0,0 e 2,5 minutos, passando para 75:25 até os 6,0
minutos, 65:35 até os 17,0 minutos e retornando a propor¢do inicial até os 20 minutos. O
cromatograma obtido a partir destas condicdes estd ilustrado na figura 1.

Figura 1. Cromatograma do método desenvolvido para andlise de cloridrato de tirofibana e impurezas.
Picos: 1- Impureza A (10 pg/mL). 2- Tirofibana (200 ug/mL). 3- Impureza C (10 pg/mL).
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Fonte: do autor, 2018.

A eluicdo do cloridrato de tirofibana (padrdo) coincidiu com o tempo de retengdao
apresentado para a formulacdo comercial Agrastat®, sendo assim, a metodologia desenvolvida
permite identificar o cloridrato de tirofibana na forma farmacéutica, demonstrando adequabilidade
da metodologia.

A literatura preconiza a verificacdo dos pardmetros de adequabilidade do sistema apds o
desenvolvimento e otimizacdo de um método analitico, para posteriormente realizar a validacio
do mesmo (BRASIL, 2017). Na avaliacdo da performance do sistema cromatografico foi possivel
verificar que o pico do firmaco e das impurezas apresentaram simetria (préximo a 1), resolu¢ao
(> 2) e elevado niimero de pratos tedricos (> 2000), conforme preconizado na literatura (ERMER
e MILLER, 2005).

4 CONSIDERA COES FINAIS

O perfil cromatogréfico desenvolvido mostrou-se adequado para andlise de cloridrato de
tirofibana, na presenca das impurezas A e C, com parametros de adequabilidade do sistema
satisfatorios. Os resultados obtidos para o método desenvolvido apresentam Gtimas perspectivas
para o emprego no controle de qualidade de rotina do farmaco.
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