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RESUMO

O Ursodiol, ou Acido ursodesoxicélico (3a, 7p-di-hidroxi-5p-colano-24-6ico) é um écido biliar que
ocorre naturalmente em pequenas quantidades no plasma humano e regula o colesterol
reduzindo os niveis em que o intestino absorve estas moléculas. No figado é conjugado com
glicina ou taurina e depois secretado nos ductos biliares hepaticos, estes conjugados séo
absorvidos no intestino delgado e desconjugados no ileo levando a formacéo de ursodiol livre. O
acido ursodesoxicolico (UDCA) e seus metabdlitos acido tauroursodesoxicélico (TUDCA) e acido
glicoursodesoxicolico (GUDCA), tem sido alvo de diversas pesquisas na area farmacolégica. Por
esta razao o objetivo deste trabalho foi desenvolver métodos de quantificagdo para os compostos
Acido Ursodesoxicdlico, Acido Glicoursodesoxicolico e Acido Tauroursodesoxicolico em plasma
humano adequados e de baixo custo, para aplicacdo em estudos de bioequivaléncia. Além disso,
a determinacdo destes metabolitos no plasma humano pode ser Gtil na compreensdo do
metabolismo do composto original. A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS) é a técnica de escolha para andlise de
farmacos e metabdlitos em matrizes bioldgicas na area farmacéutica. A metodologia de extracao
foi baseada em extracdo liquido-liquido para o acido ursodesoxicélico e para o &cido
glicoursodesoxicolico, utilizando como solvente extrator em ambas extracdes éter dietilico /
diclorometano (70:30 v/v). Para o &cido tauroursodesoxicélico a extracao foi baseada em extragéo
por precipitacdo de proteinas (desproteinizacdo). Em todos os procedimentos de extracdo foram
utilizados padrbes internos deuterados. Os métodos foram validados seguindo normas da
Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 27 de 2012, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), que dispbe sobre os requisitos minimos para a validacdo de métodos
bioanaliticos e que é harmonizado com 0s principais guias internacionais como pré-requisito para
a realizacdo de um estudo in-vivo em voluntérios humanos. A faixa linear foi de 15-10000 ng mL"
! para UDCA e GUDCA, e 5-500 ng mL! para TUDCA. Os métodos analiticos foram
desenvolvidos e validados com sucesso, uma vez que nao apresentaram efeito de matriz e efeito
residual, demonstrando serem seletivos para as moléculas em estudo, com adequada exatidao
e precisdo. Além disso os métodos se apresentaram sensiveis obtendo coeficiente de variagdo
menor que 20% para o limite inferior de quantificacdo de cada composto. Desta forma, os
métodos podem ser aplicados em estudos de bioequivaléncia para determinagéo do Ursodiol e
seus metabdlitos de maneira reprodutivel, simples e eficaz.

Palavras-Chave: Ursodiol. Acido Glicoursodesoxicolico. Acido Tauroursodesoxicélico. Validacao

Analitica. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas
Sequencial (LC-MS/MS).
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ABSTRACT

The Ursodiol, or Ursodeoxycholic acid (3a, 7p-dihydroxy-5p-cholane-24-oic), is a bile acid
naturally occurring in small amounts at human plasma and regulates cholesterol by reducing the
rate at which the intestine absorbs cholesterol molecules. In the liver, it is conjugated with glycine
or taurine and then secreted into the hepatic bile ducts. These conjugates are absorbed in the
small intestine, and then disrupted in the ileum leading to the formation of free Ursodiol.
Ursodeoxycholic acid (UDCA) and its metabolites tauroursodeoxycholic acid (TUDCA) and
glycoursodeoxycholic acid (GUDCA) have been the subject of several pharmacological studies.
The objective of this study was to develop innovative methods for the quantificantion of
Ursodeoxycholic acid, tauroursodeoxycholic acid and glycoursodeoxycholic acid in human plasma
with a lower cost and suitable for application in bioequivalence studies. In addition, the
measurement of these metabolites in human plasma may be useful in understanding the
metabolism of the original compound. High Performance Liquid Chromatography - tandem Mass
Spectrometry (LC-MS/MS) is the technique of choice for the analysis of drugs and metabolites in
biological matrices in the pharmaceutical area. The extraction protocol of the samples was based
on liquid-liquid extraction for ursodeoxycholic acid and glycodesodeoxycholic acid, using diethyl
ether / dichloromethane (70:30 v/v) as extraction solvent in both extractions. For
tauroursodeoxycholic acid, the extraction was based on protein precipitation (deproteinization). In
all the extraction procedures, internal deuterated standards were used. The methods were
validated according to the normative RDC 27 of 2012, of the Brazilian National Agency of Sanitary
Surveillance (ANVISA), that establishes the minimum requirements for the validation of
bioanalytical methods and which is harmonized with the main international guides as a
prerequisite for conducting in-vivo studies in human volunteers. The linear range was 15-10000
ng mL?* for UDCA and GUDCA, and 5-500 ng mL*? for TUDCA. The analytical methods were
successfully developed and validated, since they did not present relevant matrix effect or residual
effect, both proving to be selective for the studied molecules with adequate accuracy and
precision. In addition, the methods were found to be sensitive and reached relative standard
deviation inferior than 20% for the lowest limit of quantificantion for each compound. In this way,
the method can be applied for bioequivalence studies to determine Ursodiol and its metabolites in
reproducible, simple and effective procedures.

Key Words: Ursodiol. Glycoursodeoxycholic Acid. Tauroursodeoxycholic Acid. Analytical
Validation. High Performance Liquid Chromatography tandem Sequential Mass Spectrometry
(HPLC-MS / MS).
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1. INTRODUCAO

Os &cidos biliares, os principais componentes lipidicos da bilis, s@o sintetizados a partir do
colesterol no figado e subsequentemente conjugados com taurina ou glicina, levando a um
aumento na sua solubilidade. Imediatamente apds a sintese, os &cidos biliares sado secretados
na bile, bem como concentrados e armazenados na vesicula biliar. ApGs a ingestédo alimentar, a
vesicula biliar é estimulada pelo entero-horménio colecistocinina para liberar a bile no duodeno,
onde os &cidos biliares auxiliam na digestado e absorcao de lipideos e vitaminas lipossolaveis (LI;
CHIANG, 2014).

Os acidos biliares principais dos seres humanos adultos sdo os acidos coélico (CA),
guenodesoxicolico (CDCA), desoxicélico (DCA), litocdlico (LCA) e ursodesoxicolico (UDCA).
Esses compostos estimulam o fluxo da bile, inibem por retroalimentacdo a sintese do colesterol,
promovem a excrecao intestinal de colesterol e facilitam a disperséo e a absor¢éo dos lipidios e
das vitaminas lipossoluveis. Depois da secrecdo nas vias biliares, os &cidos biliares séo em
grande parte (95%) reabsorvidos no intestino (principalmente no ileo terminal), retornam ao figado
e sdo secretados novamente na bile (circulagdo éntero-hepatica). Acido colico, é&cido
gquenodesoxicdlico, acido desoxicolico constituem 95% dos &cidos biliares, enquanto os acidos
litocdlico e ursodesoxicolico sdo componentes menos significativos. Os acidos biliares sao
encontrados principalmente na forma de conjugados com glicina e taurina, cujos sais sdo
conhecidos como sais biliares. As bactérias do intestino grosso convertem os acidos biliares
primarios (célico e quenodesoxicolico) em acidos secundarios por desconjugacdo e
desidroxilacdo sequenciais (GOODMAN; GILMAN, 2010).

Os acidos biliares secundarios como o acido desoxicolico e o acido litocélico, sdo
constituidos de formas conjugadas de acido célico e acido quenodesoxicélico, respectivamente,
através da flora intestinal. Os &cidos biliares terciarios sdo o acido ursodesoxicolico e o
sulfolitocélico, formados através da epimerizacdo do acido quenodesoxicélico ou sulfatacao do
acido litocdlico, respectivamente. No célon, cerca de 10% dos acidos biliares secretados sédo
reabsorvidos através de difus@o passiva. O resultado € que cerca de 2-5% dos acidos biliares

secretados séo eliminados nas fezes (DEBRUYNE et al., 2001).

O &cido ursodesoxicolico ou ursodiol (UDCA) € um &cido biliar que ocorre naturalmente em
pequenas quantidades no plasma humano. Atua fisiologicamente através da regulacdo do
colesterol, reduzindo a taxa em que o intestino absorve e sintetiza estas moléculas (TONIN;

ARENDS, 2018). Por esta razéo, o UDCA é utilizado farmacologicamente em patologias onde h&a
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disfungéo desta regulacdo, como para o tratamento de célculos biliares formados por colesterol,
sindrome pds colecistectomia, cirosse biliar priméria, discinesias, hipercolesterolemia e
hipertrigliceridemia, colestases, hepatite cronica, entre outras (CHIESI PHARMA INC; ZAMBOM
LAB PHARMA INC, 2015).

O UDCA é um &cido biliar hidrofilico desidroxilado formado pela epimeracéo do &cido biliar
guenodesoxicdlico no intestino pelas bactérias intestinais; esse composto constitui de 1 a 3% das
reservas totais de acidos biliares dos seres humanos, mas esté presente em concentra¢cdes muito
mais alta nos ursos. Quando administrado por via oral, os acidos biliares litoliticos como o
guenodesoxicolico e UDCA podem alterar as concentragdes relativas dos acidos biliares, reduzir
a secrecao lipidica biliar e diminuir o teor de colesterol na bile, de forma que se torne menos
litogénica. O UDCA também pode ter efeitos citoprotetores nos hepatdcitos e efeitos no sistema
imune, que explicam parte dos seus efeitos benéficos nas doengas hepaticas colestaticas
(GOODMAN; GILMAN, 2010).

Apos ingestdo, o UDCA passa pelo figado, onde através de processos de amidacdo é
conjugado com glicina ou taurina, dando origem aos seus principais metabdlitos, o GUDCA e
TUDCA. Depois de secretados nos ductos biliares hepaticos, estes conjugados sdo concentrados
na vesicula e expelidos no duodeno onde sera realizada sua funcéo farmacolégica (ZAMBOM
LAB PHARMA INC, 2015; THAKARE, 2018). Portanto, se faz necesséria a quantificacédo tanto do
farmaco principal (UDCA) quanto de seus metabdlitos (TUDCA e GUDCA) em estudos de
bioequivaléncia (HORKOVICS-KOVATS, 2018).

Os &cidos biliares estédo presentes em baixas concentracdes (umol L 1) no plasma e muitos
deles como os acidos quenodesoxicolico, desoxicélico e ursodesoxicolico sao estruturalmente
similares. Isso implica que a determinagdo e quantificagdo dos &cidos biliares, analisados
individualmente, exige métodos sensiveis e especificos (BURKARD; VON ECKARDSTEIN;
RENTSCH, 2005).

Como os acidos biliares apresentam similaridade entre si, & determinacédo individual de
cada um destes pode indicar mais especificamente o dano hepatico (CHENG; BUCKLEY;
KLAASSEN, 2007). Para a determinacao individual dos &cidos biliares a cromatografia acoplada
a espectrometria de massas (LC-MS) tem sido utilizada para as andlises. A cromatografia gasosa
apresenta maior sensibilidade e resolucdo, porém faz necessaria a derivatizagdo prévia dos
analitos, o que pode ser um fator limitante em relacdo a etapa de extracéo utilizada (KUMAR et

al., 2011). As andlises por LC-MS vém sendo utilizada e nao necessitam de derivatiza¢do prévia
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dos analitos e os procedimentos de extracdo sao compativeis com a analise instrumental
(ALNOUTI; CSANAKY; KLAASSEN, 2008; BENTAYEB et al.,, 2008; TAGUCHI; FUKUSAKI;
BAMBA, 2013).

Uma metodologia, eficiente e simples, para quantificagdo de Ursodiol e seus principais
metabdlitos em baixas concentra¢des no plasma humano através do uso de LC-MS/MS, permite
sua aplicacdo em estudos de bioequivaléncia e biodisponibilidade.

Dados analiticos ndo-confidveis podem conduzir a decisbes desastrosas e a prejuizos
financeiros irreparaveis. Para garantir que um novo método analitico gere informacgdes confiaveis
e interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliagdo denominado validacdo. A
validagdo de um método € um processo continuo que comeca no planejamento da estratégia
analitica e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e transferéncia. Para registro de
novos produtos, todos os 6rgéos reguladores do Brasil e de outros paises exigem a validagéo de
metodologia analitica e, para isso, a maioria deles tem estabelecido documentos oficiais que sao
diretrizes a serem adotadas no processo de validacdo. Um processo de validagdo bem-definido
e documentado oferece as agéncias reguladoras evidéncias objetivas de que os métodos e os
sistemas sdo adequados para o uso desejado (WHO, 1992; CODEX, 1995).

1.1. Acidos Biliares

Os acidos biliares apresentam 24 atomos de carbono em suas estruturas, com um, dois ou
trés grupos hidroxila e uma cadeia lateral com um grupo carboxilico terminal. Sdo compostos
anfipaticos. Assim, esses compostos possuem uma parte polar e outra apolar e podem atuar
como agentes emulsificadores no intestino, ajudando na preparacao dos triacilgliceréis, e de
outros compostos lipidicos da dieta, para a degradacdo pelas enzimas digestivas pancreéticas
(EL KIHEL et al., 2008; VALKONEN et al., 2008; QIAQO et al., 2012).

Os principais acidos biliares (Figura 1) sdo o acido colico (hidroxilacédo na posicdo C-3a, C-
7a e C-12a), acido quenodesoxicolico (hidroxilagéo na posicao C-3a e C-7a), acido desoxicolico
(hidroxilacao na posicdo C-3a, C-7a e C-12a), acido litocdlico (hidroxilagdo na posi¢éo C-3a e C-
24a) e UDCA (hidroxilagc&o na posicéo C-3a, C-7a e C-24a) (GOODMAN; GILMAN, 2010).



22

R3
Acido biliar Rs Rz Ri2 Ro4
Acido célico -OH -OH -OH
Acido quenodesoxicdlico -OH  —OH -H glicina (75%)
Acido desoxicdlico -OH -H -OH taurina (24%:)
Acido litocdlico -S04~/ —OH —H -H | -OH(<1%)

Acido ursodesoxicdlico -OH =OH -H

FIGURA 1. Principais acidos biliares.

A converséao do colesterol em acidos biliares é fundamental para manter a homeostase do
colesterol e evitar o acumulo de colesterol, triglicérides e metabdlitos toxicos, além de lesdes no
figado e outros 6rgaos. A circulacdo entero-hepética de acidos biliares do figado para o intestino
e de volta para o figado desempenha um papel central na absor¢éo e distribuicdo de nutrientes
e na regulacdo e homeostase metabdlica. Este processo fisioldgico é regulado por um complexo
sistema de transporte de membrana no figado e intestino regulado por receptores nucleares
(CHIANG, 2013).

A partir de uma série de reagfes de hidroxilagéo e reducdo do colesterol, sédo produzidos,
nos hepatdécitos, os &cidos biliares primarios célico e quenodesoxicolico, cujas diferencas
estruturais se baseiam nas posicdes dos grupos a-hidroxil. A etapa limitante na produgéo dos
acidos biliares ocorre quando se forma um grupo hidroxila na posi¢cado 7 do colesterol, reagéo
catalisada pela enzima 7a-hidroxilase, a qual é inibida quando a produg&o dos é&cidos biliares
aumenta (LIEBERMAN; MARKS, 2013). Eles s&o secretados na bile geralmente conjugados com
0s aminodcidos glicina ou taurina, o que aumenta sua solubilidade em agua; em pH fisioldgico do
meio duodenal, eles se encontram na forma ionizada, e em geral formam sais com cétions
monovalentes, especialmente o sédio (HOFMANN, 1999). Os &cidos biliares secundéarios sdo

derivados dos primarios através de modificacdes pela microbiota intestinal, sendo as principais
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delas desidroxilacdo e desconjugacgéo; a desconjugacao bacteriana causa a menor solubilidade
das moléculas em meio &cido, caracteristico das por¢cdes mais distais do intestino. Os &cidos
biliares secundarios de maior importancia no organismo sédo os &cidos litocolico (oriundo da
desidroxilagdo do &acido quenodesoxicélico) e desoxicdlico (da desidroxilacdo do acido colico)
(GOWDA et al., 2009). Os &cidos biliares terciarios, o ursodesoxicolico e o sulfolitocélico sdo
produzidos no intestino ou no figado a partir dos secundarios (PIRES; COLACO, 2004).

A manutencdo de um pool de &cido biliar apropriado no corpo é determinada pela sintese
hepatica de acido biliar, secrecao biliar, concentracdo e contracdo da vesicula biliar, transito
intestinal, biotransformagdo microbiana, reabsorgéo intestinal e excrecdo fecal. As bactérias
intestinais desempenham um papel importante no metabolismo de acido biliar porque sé&o
responsaveis pela transformac@o dos acidos biliares primarios em secundarios. As etapas
envolvidas incluem desconjugacgéo, desidroxilagdo e oxidagéo de grupos hidroxila nas posicoes
3, 7 e 12 (RIDLON; KANG; HYLEMON, 2006). A microbiota intestinal humana é um sistema
extremamente dindmico tanto na salude quanto na doenga (BONFRATE, 2013; LONG; GAHAN;
JOYCE, 2017) e, portanto, tem efeitos profundos no perfil final de 4cidos biliares. Esse processo
aumenta significativamente a hidrofobicidade do pool de acidos biliares e, consequentemente, o

risco de efeitos carcinogénicos potenciais (CAO et al., 2017).

Os acidos biliares individuais variam acentuadamente em suas propriedades fisico-
guimicas, funcdes fisioldgicas, afinidades com receptores de superficie e nucleares, bem como
suas toxicidades (POWELL, et al., 2001; KATONA; 2009; CHIANG, 2013). Devido a diversidade
dos seus efeitos fisioldgicos vs. téxicos e devido as diferencas marcantes entre os acidos biliares
individuais, a homeostase de acidos biliares é firmemente regulada em condigbes normais, nos
niveis de sintese, transporte e metabolismo para manter os seus papéis fisioldgicos e prevenir os
seus efeitos patolégicos (ALNOUTI, 2009).

Os acidos biliares tém se destacado no tratamento de diversas patologias, assim como
obesidade e diabetes mellitus 2 (DM2). Estes compostos levam a reducdo do peso corporeo e
depositos de gordura (DA-SILVA et al., 2011; GUO et al., 2015) aumento na -oxidagéo e reducao
na esteatose hepética (GUO et al., 2015), melhora na tolerancia a glicose e sensibilidade a
insulina (OZCAN et al., 2009; YANG et al., 2010; GUO et al., 2015; TURDI; HU; REN, 2013),
modulac&o na secrecéo de insulina e glucagon (DUFER et al., 2012; KUMAR et al., 2016), além

de serem utilizados no tratamento do Alzheimer (DIONISIO et al., 2015), doencas cérdicas
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(TURDI; HU; REN, 2013), renais (WANG et al., 2016), visuais (WOO; KIM; YU, 2010) e
pulmonares (SIDDESHA et al., 2016) em modelos animais.

Foi recentemente determinado que os &cidos biliares tém muitos efeitos metabdlicos além
de sua funcéo digestiva. Efeitos endécrinos e paracrinos de alguns receptores ativados por 4cidos
biliares foram determinados (ARAB, 2017). Foi demonstrado que o receptor farnesoéide X (FXR),
o receptor pregnan X (PXR), o receptor constitutivo de androstano (CAR) e o receptor nuclear de
vitamina D (VDR) séo estimulados por &acidos biliares (LI; CHIANG, 2014).

Acidos biliares, que por décadas foram considerados apenas envolvidos na digest&o lipidica
no limen intestinal e solubilizagdo do colesterol na bile, agora parecem ter efeitos pleiotropicos:
contribuem para a homeostase de lipidios, glicose e outros substratos metabdlicos (LI; CHIANG
2014), afetando as fungbes do sistema imunologico (SIPKA; BRUCKNER 2014), bem como a
composi¢do do microbioma intestinal (RIDLON et al., 2014). Ligando-se a multiplos receptores

citoplasméticos e nucleares em varios 6rgaos e tecidos, eles atuam como hormdnios reais.

Esta se tornando evidente que os acidos biliares ndo podem mais ser considerados como
simples compostos detergentes que sdo Uteis em processos digestivos. A lista de seus papéis
fisiol6gicos, bem como dos processos patoldégicos em que estao envolvidos, seja como agentes
etiolégicos, mediadores do processo patogénico ou simplesmente afetados por alteractes
induzidas por doencas no figado ou no manejo intestinal desses esteroéides, € longo e ainda ndo
esta completa. Além disso, devido as suas peculiares caracteristicas fisico-quimicas e
biol6gicas, a enorme utilidade potencial dos acidos biliares no desenvolvimento de abordagens
farmacéuticas, bem como a sua utilizagdo como farmacos naturais ou como base para a sintese
de novos farmacos semissintéticos, esta a encorajar muitos grupos diferentes em todo o mundo

a investirem esforgos neste sentido (MONTE et al., 2009).

1.2. Acido Ursodesoxicoélico

O UDCA (Figura 2) é um p6 branco de sabor amargo composto por particulas cristalinas
livremente solUveis em etanol e &cido acético glacial, ligeiramente soltvel em cloroférmio, pouco
solavel em éter e praticamente insolivel em agua. O nome quimico do UDCA é 3a,7p-di-hidroxi-

5p-colano-24-oico e sua férmula molecular € Cz4H4004. Possui massa molecular de 392,56 g mol
1
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FIGURA 2. Acido Ursodesoxicélico.

O UDCA foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para a dissolucéo de
calculos biliares e a cirrose biliar primaria. O UDCA é relatado para aumentar o fluxo da bile,
alterar o indice de hidrofobicidade do grupo de &cido biliar e tem efeitos imunossupressores
(BACHRACH; HOMANN, 1982; LEUSCHNER et al., 1985).

O UDCA e o TUDCA foram sintetizados pela primeira vez a partir do acido cdlico em 1954
no Japdao. Hoje, o UDCA é produzido por varios fabricantes em todo o mundo e comercializado
sob varios nomes comerciais, incluindo Ursodiol, Actigall, Ursosan, Urso, Urso Forte e Deursil. O
UDCA é aprovado por varios governos para o tratamento de doencgas do figado e para a
dissolucédo de calculos biliares. Na Italia, TUDCA é comercializado como Taurolite e é usado de
forma semelhante. A dosagem oral tipica de UDCA é 7-15 mg kg de peso corporal por dia. Tanto
o TUDCA quanto o UDCA séo bem tolerados; o efeito colateral mais comum é a diarréia em
menos de 2% das varias populacdes testadas (WARD, et al., 1984; CROSIGNANI, ET AL., 1996)

Um estudo direcionado para investigacdo do efeito do UDCA em criancas, para reduzir
transaminases hepaticas elevadas induzidas por drogas anticonvulsivantes (hepatite induzida por
drogas). O estudo foi conduzido a partir das propriedades citoprotetoras e antioxidantes do UDCA
para serem usadas na inflamacao induzida por farmaco no figado. Vinte e dois pacientes
epiléticos com idade entre 4 meses e 3 anos de idade que estavam sob terapia anticonvulsivante
com drogas como acido valpréico, primidona, levetiracetam, fenobarbital ou qualquer combinagéo
deles demonstraram elevacao das transaminases no figado, ap6s a exclusdo das causas virais-

autoimunes, metabdlicas e anatdmicas, receberam UDCA em dose de 10-15 mg kg*/dia, pelo
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menos durante 6 meses. Os resultados obtidos indicaram que o UDCA foi eficaz e bem toleravel
nas criangas com hipertransaminasemia induzida por drogas. Nenhum efeito colateral foi visto e
registrado e com base no estudo e devido aos resultados apresentados, € recomendado o0 uso
do UDCA como uma escolha segura e efetiva em hepatotoxicidades induzidas por drogas
(Asgarshirazi; et al., 2015).

O UDCA ¢é usado para colelitiase, tratar cirrose biliar, refluxo de bile na gastrite, no
tratamento do céncer coloretal (TAY et al., 2007), colangite esclerosante primaria (LINDOR,
1997), prevencdo da pancreatite causada por microlitiases em pacientes com a vesicula biliar
intacta e também em pacientes com hepatite C aumentando o nivel da enzima alanina
aminotransferase (IKEGAMI; MATSUZAKI, 2008). Pode antagonizar a progressao da doenga
hepatica gordurosa ndo hepatica para esteato-hepatite ndo alcodlica através da protecdo dos
hepatocitos na mediacdo dos sais biliares no trauma mitocondrial, sinalizando caminho
antiapoptético, anti-inflamatoério, antioxidante, funcdo imunomodulatoia, propriedades anti-
fibroticas, que esta sendo largamente usado em doengas hepéaticas (CHO; KIM; PAIK, 2012; LE;
LOOMBA, 2012; HIGUERA-DE LA TAJERA; CAMANO, 2015).

O UDCA ¢é um Aacido biliar hidrofilico de ocorréncia natural, epimero 7p do acido
guenodesoxicélico, que aparenta ter menos propriedades hepatotéxicas comparativamente aos
acidos biliares hidrofébicos enddgenos. Desta forma, a sua principal acdo terapéutica passa pela
substituicdo desses acidos por inibicdo competitiva a nivel do ileo terminal (CAREY, 2015). Ao
inibir a absorgéo intestinal dos &cidos biliares, este farmaco aumenta a sua secregdo e a
eliminacdo de substancias tdxicas dos hepatdcitos. Além disso, atua como anti-inflamatério,
estimula a secre¢do de um fluido rico em bicarbonato pelos colangiécitos, o que diminui a
colestase e aumenta a formacgédo de micelas, diminuindo o efeito téxico dos acidos biliares nas
membranas celulares. Por fim, exerce efeitos imunomoduladores e, ao atuar como agonista dos
receptores dos glicocorticoides, apresenta propriedades antiapoptéticas de grande interesse
(CZUL; PEYTON; LEVY, 2013; CAREY, 2015).

O medicamento UDCA possui registro na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). Os usos aprovados pela ANVISA séo:

1. Dissolucédo dos célculos biliares, formados por colesterol que: Apresentam litiase por
calculos ndo radiopacos, com didmetro inferior a 1cm, em vesicula funcionante ou no canal

colédoco. Recusaram a intervencao cirargica ou apresentam contra-indicagfes para a mesma.
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Apresentam supersaturagcdo biliar de colesterol na analise da bile colhida por cateterismo
duodenal;

2. Tratamento da forma sintomatica da cirrose biliar primaria;

3. Alteracdes qualitativas e quantitativas da bile;

4. Colecistopatia calculosa em vesicula biliar funcionante;

5. Litiase residual do colédoco ou recidivas apos intervencao sobre as vias biliares;

6. Sindrome dispéptico-dolorosas das colecistopatias com ou sem célculos e poés-

colecistectomia; discinesias das vias biliares e sindromes associadas;
7. Alteracdes lipémicas por aumento do colesterol e/ou triglicérides;
8. Terapéutica coadjuvante da litotripsia (BRASIL, 2012a).

Em 28 de abril de 2011, foi publicada a Lei n° 12.401 que dispBe sobre a assisténcia
terapéutica e a incorporagéo de tecnologias em saude no dmbito do SUS. Esta lei € um marco
para o SUS, pois define os critérios e prazos para a incorporacdo de tecnologias no sistema
publico de saude. Define, ainda, que o Ministério da Saude, assessorado pela Comissao Nacional
de Incorporacao de Tecnologias (CONITEC), tem como atribui¢cbes a incorporacdo, exclusao ou
alteracdo de novos medicamentos, produtos e procedimentos, bem como a constituicdo ou
alteracao de protocolo clinico ou de diretriz terapéutica. Os membros da CONITEC presentes na
712 reunido ordinaria, no dia 04 de outubro de 2018, deliberaram (Registro de Deliberagdo n°
379/2018), por unanimidade, por recomendar a incorporacdo no SUS do UDCA para Colangite
Biliar Primaria e atavés da Portaria n® 47, de 16 de outubro de 2018, tornou publica a decisao de
incorporar o UDCA para colangite biliar no ambito do Sistema Unico de Saide — SUS (BRASIL,
2018).

1.2.1. Acido Tauroursodesoxicélico

O éacido Tauroursodeoxicélico (Figura 3) €é formado pela conjugacdo do &cido
ursodeoxicolico (UDCA) com taurina, € um acido biliar hidrofilico aprovado pela Food and Drug
Administration para o tratamento de certas doencgas hepéticas colestaticas (VANG, 2014) O nome
quimico do TUDCA é (2- [(3a, N-(3a,7B-Dihydroxy-5B-cholan-24-oyl)]-taurine; TUDCA), possui

férmula molecular C26H4sNOsS e peso molecular 499.707 g mol™.
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FIGURA 3. Acido Tauroursodesxicdélico.

O &cido biliar conjugado a taurina (TUDCA) apresenta atividade de chaperona quimica,
levando a reducdo do estresse de reticulo em diversos tipos celulares, inclusas células beta
pancreéticas (VETORAZZI, 2017).

O TUDCA tem sido alvo de diversas pesquisas em uma ampla variedade de doencas ndo
hepaticas. Tanto o UDCA quanto o TUDCA sédo potentes inibidores da apoptose, em parte
interferindo na via mitocondrial a montante da morte celular, inibindo a producédo de radicais de
oxigénio, reduzindo o estresse do reticulo endoplasméatico e a estabilizacdo da resposta a
proteina desdobrada. Varios estudos demonstraram que o TUDCA serve como agente
antiapoptético para uma série de doencas neurodegenerativas, incluindo esclerose lateral
amiotréfica, doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson e doenca de Huntington. Além disso,
TUDCA desempenha um papel importante na protegdo contra a morte celular em certos distarbios
da retina, como retinite pigmentosa. Verificou-se que reduz o estresse do reticulo endoplasmatico
associado a niveis elevados de glicose no diabetes, inibindo a ativacédo da caspase, aumentando
a resposta de proteina desdobrada e inibindo as espécies reativas de oxigénio. Obesidade,
acidente vascular cerebral, infarto agudo do miocérdio, lesédo da medula espinhal e uma longa
lista de doencas agudas e cronicas ndo hepéticas associadas ao apoptose sdo possiveis alvos
terapéuticos para TUDCA (VANG, 2014).

Além disso, o UDCA é uma molécula aprovada pela Food and Drug Administration e os
estudos publicados concluiram que o tratamento com UDCA representa uma opgao segura e

efetiva para pacientes com cirrose biliar primaria (LOTTERER et al., 1989). Posteriormente,
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TUDCA também mostrou ser, disponivel oralmente, um agente de penetracao do sistema nervoso
central e com a capacidade de inibir a apoptose (XAVIER et al., 2014).

O TUDCA é um é&cido biliar endégeno produzido em pequenas quantidades. E utilizado
como estratégia terapéutica em individuos com disfunc¢des biliares. O TUDCA demonstrou ser
neuroprotetor em diversos modelos animais de doengas neurodegenerativas (WARD et al., 2011).

O UDCA e seus conjugados perfazem 60% do conteudo total da bile de ursos, sendo
evidenciado que o TUDCA compreende apenas 0,13% do contetdo total de &cidos biliares no
soro de humanos (BOATRIGHT et al., 2009; WOO; KIM; YU, 2010).

1.2.2. Acido Glicoursodesoxicélico

Foi demonstrado que GUDCA (Figura 4) impede a morte celular, bem como a liberagdo de
citocinas pro-inflamatérias em astrécitos expostos a bilirrubina ndo conjugada. O GUDCA (N-
[(3a,5B,7B)-3,7-dihydroxy-24-oxocholan-24-yl] Glycine; GUDCA), possui férmula molecular

C26H43NOs e massa molecular de 449,6 g mol?t

FIGURA 4. Acido Glicoursodesoxicélico.

Ap0s a administracdo oral, 0o UDCA é consequientemente submetido a conjugacao hepatica
com glicina ou taurina, produzindo, respectivamente, os A&cidos glicoursodesoxicélico e

tauroursodesoxicolico. O GUDCA é a espécie principal, responsavel por 79,8% da conjugac¢éo do
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UDCA e, portanto, é a forma com maior relevancia clinica (LAZARIDIS et al., 2001). Estas
espécies conjugadas resultantes mostraram propriedades citoprotetoras em diferentes células do
sistema nervoso central, tais como neur6nios, astrocitos ou microglia (SILVA et al., 2012; VAZ et
al., 2010).

O GUDCA é formado pela conjuga¢do do UDCA com glicina durante o metabolismo de
primeira passagem (VAN DEN BOSSCHE et al., 2017), sendo mais hidrofilico. Em um modelo de
rato com colite, a administracéo oral diaria de GUDCA (500 mg kg*/dia) diminuiu a gravidade dos
sintomas e aumentou a quantidade de uma espécie bacteriana (A. muciniphila) comumente
diminuida em pacientes com doencga inflamatoria intestinal. Tem efeitos antioxidantes in vitro nas
células esofagicas de Barrett e em neurdnios primarios de ratos (BRITO et al., 2008; GOLDMAN
et al., 2010). Também previne a morte celular astroglial da exposic¢ao a bilirrubina ndo conjugada,
um modelo in vitro de hiperbilirrubinemia neonatal, e reduz os niveis de citocinas inflamatérias
em culturas astrogliais (FERNANDEZ et al., 2007).

O UDCA e seu principal conjugado GUDCA sado acidos biliares com propriedades
neuroprotetoras. Estudos anteriores demonstraram suas propriedades anti-apoptéticas, anti-
inflamatérias e antioxidantes em células neurais expostas a niveis elevados de bilirrubina nédo
conjugada como na ictericia grave. Em um modelo simplificado da barreira hematoencefalica,
formada por monocamadas confluentes de uma linha celular de células endoteliais
microvasculares do cérebro humano, a bilirrubina ndo conjugada demonstrou induzir a ativagao
da caspase-3 e a morte celular, bem como a liberacdo de interleucina-6 e a perda de integridade
da barreira hematoencefélica. Foram testados os efeitos preventivos e restauradores desses
acidos biliares em relacdo ao rompimento das propriedades da barreira hematoencefélica pela
bilirrubina n&o conjugada em condigdes in vitro simulando hiperbilirrubinemia neonatal grave e
usando o mesmo modelo experimental de barreira hematoencefalica. Ambos os acidos biliares
reduziram a morte celular apoptética induzida pela bilirrubina ndo conjugada, mas somente o
GUDCA contrabalancou significativamente a ativagdo da caspase-3. Os dados divulgam uma
janela de tempo terapéutico para efeitos preventivos e restaurativos do UDCA e do GUDCA
contra a ruptura da barreira hematoencefalica induzida por bilirrubina ndo conjugada e danos as

células endoteliais microvasculares do cérebro humano (PALMELA, et. al., 2016).

Foi demonstrado que o GUDCA evita a morte celular, bem como a liberacdo de citocinas
pro-inflamatdrias em astrécitos expostos a bilirrubina ndo conjugada. Este efeito imunomodulador

é feito no nivel pos-traducdo, uma vez que afeta principalmente a atividade das enzimas
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conversoras de TNF-a e IL-1[3, evitando assim a maturagao dessas citocinas e sua consequente
liberacdo (FERNANDES et al., 2007b). Além disso, GUDCA contrariou a morte de células
neuronais induzidas por bilirrubina ndo conjugada e o estresse oxidativo, inibindo a oxidagédo da
proteina induzida por bilirrubina ndo conjugada, a peroxidacao lipidica e a perda de glutationa em
neurdnios maduros (BRITO et al., 2008a), além de induzir uma diminuigcéo rapida e sustentada
de concentracdes de bilirrubina ndo conjugada em plasma em modelo de ratos Gunn (CUPERUS
et al., 2009).

1.3. Bioequivaléncia

Para que um medicamento possa ser registrado como genérico ou para obter seu registro
como similar no Brasil € necessaria a execuc¢ao de uma série de testes analiticos regulamentados
por legislagdes e resolucdes do Ministério da Saude. Estes ensaios s6 podem ser realizados por
centros de pesquisa devidamente habilitados pela ANVISA. Um dos testes mais importantes € o
estudo de biodisponibilidade relativa / bioequivaléncia, onde sdo comparados dois medicamentos
de mesma forma farmacéutica e composi¢cdo quimica, sendo um destes o medicamento de
referéncia, também conhecido como inovador, utilizado como comparador e o outro medicamento
chamado de teste, que correspondera aquele medicamento objeto da investigacdo farmacéutica

para estabelecimento de sua intercambialidade (PEREIRA, 2014).

Um estudo de bioequivaléncia tem por objetivo comparar as biodisponibilidades de duas ou
mais formulagcbes de um mesmo farmaco, considerados equivalentes farmacéuticos e que
tenham sido administrados na mesma dose molar de maneira que as formula¢cdes possam ser
consideradas intercambiaveis. Em farmacologia o termo intercambialidade indica a possibilidade
de substituicdo de um medicamento por outro equivalente terapéutico receitado pelo prescritor
(BRASIL, 1999).

Os estudos de bioequivaléncia/biodisponibilidade relativa sdo realizados em seres
humanos e devem assegurar a identidade dos produtos (teste e referéncia) em relagdo a
velocidade da absorgéo e quantidade do farmaco absorvido. Conforme a ANVISA, a resolugéo -
RE n° 1.170, de 19 de abril de 2006: guia para provas de biodisponibilidade relativa /
bioequivaléncia de medicamentos o estudo da bioequivaléncia se desenvolve em trés etapas:
Clinica, Analitica e Estatistica. A etapa clinica compreende o recrutamento e a selecdo de
voluntérios, a administracdo dos medicamentos e a coleta de amostras para analises referentes

ao estudo e de monitoramento clinico dos voluntarios durante as etapas pré e pés-estudo. A
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etapa analitica compreende a andlise das amostras coletadas na etapa clinica com a
quantificagdo do farmaco inalterado e/ou seu metabdlito ativo estudado, utilizando para isso
métodos bioanaliticos validados, desenvolvidos no laboratério ou obtidos de compéndios e
literatura adequada, conforme a legislacdo e normatizacdo vigente. A etapa estatistica
compreende a andlise dos dados obtidos na etapa analitica com o célculo dos parametros
farmacocinéticos através de intervalos de confiancga e testes de hipéteses, utilizando-se para isso
ferramentas como planilhas e softwares devidamente validados. Todas as atividades realizadas
nas trés etapas devem apresentar ferramentas de comprovacao da rastreabilidade, de forma a

permitir a recuperagao segura e confiavel dos dados do estudo (ICTQ, 2018).

Os estudos de equivaléncia e bioequivaléncia sao de relevancia consideravel para a salde
publica e interesses sécio-econémicos, sendo importante a criacdo de mecanismos e ferramentas
gue possam dar garantias de que os medicamentos a serem langados no mercado apresentem
as mesmas caracteristicas e propriedades fisico-quimicas que o medicamento inovador,
conhecido como de referéncia. Sendo assim, faz-se necessario o desenvolvimento de
metodologias seguras e dindmicas de avaliagdo da garantia da qualidade e dos processos

referentes aos estudos realizados.

1.4. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia pode ser considerada um método fisico-quimico de separagéo por conter
uma fase mével e uma estacionaria, sendo que a amostra a ser analisada € injetada na entrada
da coluna e a fase movel é bombeada continuamente fazendo com que a amostra migre de
acordo com as interacdes e as propriedades fisico-quimicas da fase movel e da estacionaria. Do
outro lado da coluna € instalado um detector que transmite para um registrador um sinal que é
interpretado em forma de cromatograma, sendo a area e a altura deste proporcional a
concentracdo do analito (CIOLA, 1985; JIN et al., 2008).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) permite a separacdo de misturas
complexas. Suas principais caracteristicas sdo a boa estabilidade, a resposta rapida, sua alta
confiabilidade, o alto poder de resolugcédo, a separacao rapida de misturas, o monitoramento
continuo do eluente, as acuradas medidas quantitativas, a repetibilidade e reprodutibilidade da
analise com a mesma coluna e a automacéao do procedimento analitico e do manuseio dos dados
(MENDHAM et al., 2002). Na Figura 5, estd demonstrado um esquema dos componentes de um

cromatégrafo liquido.
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FIGURA 5. Esquematizacdo basica de um equipamento de cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

A HPLC é uma das principais técnicas utilizadas na analise de compostos nao volateis e/ou
termicamente instaveis. Apesar de ser uma excelente técnica de separacédo, a HPLC necessita
de uma técnica confirmatéria quando a andlise qualitativa (confirmacao da identidade quimica) é
também necessaria. Dentre as varias opgdes existentes neste momento, a espectrometria de
massas (MS) é a técnica que melhor fornece as informagdes estruturais necessérias; o
acoplamento entre estas duas técnicas da origem a uma ferramenta analitica versétil e de grande
potencial na andlise qualitativa e quantitativa: a cromatogria liquida acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS) (LANCAS, 2009).

1.5. Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas (MS) é uma técnica utilizada no estudo das massas de atomos,
moléculas ou fragmentos de moléculas. De uma forma geral, a espectrometria de massas baseia-
se em propriedades fisicas do analito de forma a determinar a relacdo entre a massa e a carga

(m/z) de espécies ionizadas em fase gasosa (AEBERSOLD et al., 2003).

Em geral, a analise por MS compreende cinco etapas (Figura 6): (1) a introdugéo da
amostra, (2) a ionizagcdo das moléculas, (3) a passagem de um ion por um analisador de massas

gue separa os ions formados de acordo com a m/z ou a permanéncia de um “pacote” de ions no
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interior de um analisador de massas, (4) o detector que “conta” os ions e transforma o sinal em
corrente elétrica ou um sensor que percebe a Orbita dos ions e (5) o0 processador que converte a
magnitude do sinal elétrico em funcdo da m/z ou a transformada de Fourier que desdobra
frequéncias em dados, proporcionando o espectro de massas correspondente.

(2) (3) (4)
e Sepamgio dos ion Detecgio dos 1ons
4 = .
Fonte l === | Analisador ‘ ] w—> | Detector ‘
Intre I to da ! 11:;1‘;.‘:‘1.‘.‘\.‘. ) . Sist. Dados ‘ ] (5)
mostin dos dadk .

(1) l

Sanda de dados
FIGURA 6. Esquema de basico de um espectrémetro de massas (ALVES, 2014).

Quase todas as substancias podem ser analisadas por MS, ja que existem diversos tipos
de fontes de ionizacéo, analisadores de massas e detectores (HOFFMANN; STROOBANT, 2007;
EKMAN et al., 2009).

O acoplamento da cromatografia liquida com a espectrometria de massa (LC-MS) tornou-
se essencial na identificacdo de compostos em nivel trago. No entanto a hifenacdo das duas
técnicas exigiu especial atencdo na solugdo dos problemas de interface, tais como, vaporizagéo
da fase movel vinda do LC, baixa volatilidade e sensibilidade a altas temperaturas dos analitos
separados cromatograficamente. (YOUDIM, 2010; HOLCAPEK; JIRASKO; LISA, 2012).

1.5.1. Métodos de lonizagao

A fonte de ionizacdo é um dispositivo que promove a ionizacdo dos analitos da amostra

antes da sua entrada no analisador de massas. Existe uma grande variedade de técnicas de
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ionizacdo, cuja escolha deve levar em conta as propriedades fisico-quimicas do analito e a
energia transferida durante o processo de ionizagdo (DALMAZIO, 2007).

No presente trabalho foi utilizada a técnica de ionizagéo por Electrospray (ESI).

1.5.2. lonizacdo por ESI

Embora seja normalmente considerada como uma fonte de ionizacéo, o ESI é, na realidade,
um processo de transferéncia de ions pré-existentes em solucao para a fase gasosa. Pode-se
dizer que a efetiva ionizagdo (transformacdo de uma espécie neutra em um ion) € um efeito
secundario. De qualquer forma, é facil entender porque uma técnica que permite a transferéncia
de ions de uma solugdo para a fase gasosa para analise por MS, em tdo pouco tempo, teve um
impulso tdo grande: isto se deve ao fato da maioria dos processos quimicos e biogquimicos
ocorrerem em fase liquida, envolvendo muitas vezes espécies pouco volateis (MORAES; LAGO,
2003).

A fonte de ionizacdo é a parte do equipamento responsavel por converter os analitos de
interesse em ions em fase gasosa, pré-requisito fundamental para qualquer analise por MS. A
compreensdo dos mecanismos envolvidos na ionizagdo de cada uma das fontes é de extrema
importancia, ja que isso define quais sdo os analitos possiveis de serem analisados. Na maioria
dos equipamentos comerciais, algumas fontes de ionizacdo podem ser facilmente substituidas,
aumentando ainda mais a capacidade analitica dos mesmos. A ioniza¢ao pode ocorrer tanto no
modo positivo quanto negativo, dependendo das caracteristicas do analito de interesse, e em
geral ocorre de uma das seguintes formas: i) ejecdo ou captura de elétrons, formando espécies
conhecidas como ion molecular (M™* ou M~); ou ii) protonagdo ou desprotonacado (adicdo ou

remocado de um ion H*), levando a formacao de moléculas protonadas ou desprotonadas.

No processo de ionizacao por ESI, o potencial elétrico (em kV) aplicado a ponta do capilar
metdlico gera o acimulo de cargas na superficie do liquido ocorrendo a deformacdo da gota
denominada de cone de Taylor. Com a evaporacdo do solvente devido ao fluxo de gas
nebulizante (geralmente N) ocorre o aumento da densidade de carga da gota, e no momento em
que a densidade é capaz de vencer a tensdo superficial do liquido, h4 um colapso, e ocorre a
fissdo da gota ascendente formando gotas descendentes cada vez menores. Essa tenséo

superficial faz com que as gotas se tornem cada vez menores ocorrendo o fenébmeno denominado
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“explosdo couldmbica”. Com isso, forma-se o spray eletrostatico (Figura 7) composto por
particulas do solvente e do analito carregados (LANCAS, 2009; CROTTI et al., 2006).

FIGURA 7. Os ions formados no processo electrospray sdo conduzidos para o cone de
amostragem pelo campo elétrico aplicado (LANCAS, 2001).

Em LC-MS/MS as interfaces de ionizag&o por pressédo atmosférica (API) — ESI e APCI (do
inglés, atmospheric-pressure chemical ionization) — permitem a analise de variadas faixas de
polaridade e de massa molecular, além de possibilitar a selecdo do modo de ionizagédo, sendo
predominantemente utilizadas para a andlise de farmacos e seus metabdlitos em varias matrizes
biolégicas (FENN, 2000).

1.5.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas

sequencial

Técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
sequencial (LC-MS/MS) baseiam-se em dois estagios de analise de massas, 0 que caracteriza a
MS sequencial (MS/MS). Dessa forma ha duas selecdes da razdo m/z, uma para 0 precursor e
outra para o fragmento. Um espectrdmetro de massas para um sistema LC-MS/MS pode ser
constituido de um triplo quadrupolo, onde o primeiro e terceiro quadrupolos (Q1 e Q3) funcionam
como seletores de m/z (ou filtros de massa) e o segundo quadrupolo (Q2) funciona como camera
de colisdo. Assim, ions precursores podem ser isolados em Q1, fragmentados em Q2 e terem
seus fragmentos identificados e quantificados em Q3 (Figura 8). Diz-se assim que monitorou uma

transicdo de m/z. Este modo de monitoramento é chamado de MRM (monitoramento de reacfes
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multiplas) e permite a reducgéo significativa do ruido de base da andlise (background) resolvendo
definitivamente o problema na quantificacdo de isbmeros que co-eluem, dede que possuam
fragmentos com diferentes razdes de m/z. Em estudos de quantificacéo, utiliza-se uma transicao
de m/z para quantificar o analito e outra para confirmar sua identidade, o que aumenta ainda mais
a seletividade do método (PORCARI, 2012).

O emprego da técnica MRM permite a deteccdo de ions especificos em amostras
complexas. Maior seletividade é obtida utilizando o sistema QqQ quando comparado a técnicas
que utilizam um anico quadrupolo (PUTRI E FUKUSAKI, 2014).

A
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Gone colisao
Capilar /\ 1 l l l
: o=
| 3\@ E@ Siie=|
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FIGURA 8. Modelo de triplo quadrupolo. (A) triplo quadruplo, fonte: Waters; (B) esquema
de selecdo do ion precursor e sua fragmentacdo. (SOUZA, 2008).

1.6. Aplicagdes dos métodos LC-MS/MS em estudos dos acidos biliares

Varios métodos analiticos foram desenvolvidos para a determinacéo de &cidos biliares em
fluidos biolégicos (RAGHUNADHA et al., 2010). Estes métodos podem né&o ser adequados para
0 processamento de amostras mdultiplas num periodo de tempo limitado para estudos
farmacocinéticos. Nos ultimos anos, os estudos de bioequivaléncia sdo o método comumente
aceito para demonstrar a equivaléncia terapéutica entre os medicamentos. Um método LC-
MS/MS adequado e simples para a determinacdo simultanea de ursodiol e seus metabdlitos
TUDCA e GUDCA ¢é mais importante para estudos farmacocinéticos (SIMONI ET AL., 1995;
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ALVISI et al., 1996). Também a medicdo destes metabolitos no plasma humano pode ser util na
compreensédo do metabolismo do composto original.

Os métodos de deteccao e quantificagédo de acidos biliares centram-se principalmente em
LC com detectores de fluorescéncia e MS e cromatografia gasosa acoplada a MS (GC-MS)
(BURKARD; VON ECKARDSTEIN; RENTSCH, 2005). O método GC-MS exige que os &cidos
biliares sejam tratados por hidrélise e derivatizagdo de acordo com sua categoria (BIRK et al.,
2012; MATYSIK; SCHMITZ, 2013). O método de LC-fluorescéncia também requer derivatizagédo
de fluorescéncia (YOU et al, 2010), enquanto que os acidos biliares conjugados com taurina
requerem derivatizacdo apés a hidrolise, mas o método LC-MS/MS néo exigiu hidrélise e
derivatizagdo, tornando-se um método operacional relativamente simples para a detec¢édo de
varios tipos de acidos biliares no soro ao mesmo tempo com as vantagens de ser rapido,

reprodutivel e relativamente sensivel com alta eficiéncia de separacéo.

Boscolo et al. (2018) desenvolveram um método altamente sensivel de LC-MS/MS
aplicado a deteccdo e quantificagdo de substancias relacionadas ao UDCA (&cido
ursodesoxicélico) como CA (acido colico), DCA (acido desoxicolico), CDCA (acido
guenodesoxicélico) e LCA (acido litocdlico) em matéria-prima e formulacdo farmacéutica. O
método de LC-MS/MS desenvolvido e validado para a determinacdo de UDCA e substancias
relacionadas na matéria-prima e em suspensao foi vantajoso, uma vez que exigia uma quantidade

minima de amostra. Por sua vez, pode ser usado como um método indicador de estabilidade.

Um método rapido e sensivel é descrito para a quantificacdo do ursodiol e de seus principais
metabdlitos, 0 GUDCA e o TUDCA em plasma humano usando um padréo interno Unico (acido
ursodeoxicolico D4). A extracdo em fase solida foi realizada e a separacao cromatogréafica de 5pL
da amostra injetada foi realizada usando coluna Waters Xterra de 5um com uma fase maével
composta de metanol e de formiato de aménio 5 mM com 0,1% de &cido acético (70:30, v/v). O
espectrometro de massas foi utilizado em modo negativo e o monitoramento de multiplas reacfes
utilizando o modo de ionizag&o por ESI como interface. O método foi totalmente validado e as
curvas de calibracédo foram lineares no intervalo de concentracéo de 25,9 a 15300,1 ng mL* para
ursodiol, 2,7 a 1587,5 ng mL? para acido taurorresodesoxicélico e 25,4 a 15040,9 ng mL* para
GUDCA. O método foi sensivel e especifico, com o limite inferior de quantificacdo de 25,9; 2,7 e
25,4 ng mL* para o ursodiol, 0o TUDCA e o &cido glicocoursodesoxicolico, respectivamente. O
método inclui uma preparacdo de amostra simples e rapida com tempo de execucédo de analise

mais curto e menor taxa de fluxo em comparacdo com os métodos relatados anteriormente. O
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método pode ser aplicado em estudo de bioequivaléncia em individuos saudaveis (GANESAN et
al., 2012).

Si et. al. (2016) desenvolveram um método baseado em LC-MS/MS para a determinagéo
de &cidos biliares individuais e seus conjugados em amostras de bilis de suinos. O procedimento
de extracdo em fase soélida (SPE) foi baseado em C18 e otimizado para que os acidos biliares
alvo e seus conjugados com glicina e taurina fossem coletados com altas recuperacgdes para 0s
padrdes (89,1-100,2%). Em seguida, todos os 19 compostos foram separados e quantificados
em uma Unica etapa cromatografica de 12 min. O método foi validado em termos de linearidade,
sensibilidade, precisdo, preciséo e recuperacdo. Um Limite de deteccdo na faixa de partes por
bilh&do (ppb) e com precisbes medidas na faixa de 0,5 a 9,3% foi alcancado. As recuperacgdes
para todos os 19 analitos em amostras de bilis foram todas acima de 80%. O método validado foi
aplicado com sucesso ao perfilamento de 4cidos biliares e seus conjugados na bile de suinos
tratados com peptideo exdgeno tipo glucagon-2 (GLP-2) em um modelo pré-clinico de doenca
hepatica associada a nutricdo parenteral neonatal. O método desenvolvido é rapido e pode ser
facilmente implementado para analises de rotina de acidos biliares e seus conjugados em outros

biofluidos ou tecidos.

O estudo das funcgdes de acidos biliares requer métodos que cubram a complexidade desse
grupo de moléculas estruturalmente diverso. Varios métodos usando LC-MS/MS foram
desenvolvidos permitindo a andlise de &cidos biliares livres e conjugados sem derivatizagdo (YE,
etal., 2007; ALNOUTI; CSANAKY; KLAASSEN, 2008). No entanto, a maioria dos métodos mostra
desvantagens com procedimentos demorados de extracdo (BURKARD; VON ECKARDSTEIN;
RENTSCH, 2005; YE, et al., 2007), longos tempos de analise (BENTAYEB et al., 2008) ou falta
de separacao de linha de base de espécies isobaricas (BURKARD; VON ECKARDSTEIN;
RENTSCH, 2005; YE, et al., 2007; BENTAYEB et al., 2008). A andlise direta de acidos biliares
por LC-ESI-MS/MS nao permite a identificacdo de espécies isobaricas (PERWAIZ et al., 2001).
Para andlise de rotina de acido biliar, o alto rendimento da amostra € de grande importancia.
Portanto, € imperativo desenvolver um método baseado em LC-MS/MS com um tempo de
execucdo abaixo de 10 minutos incluindo a separacao da linha de base de espécies isobaricas.
Este método deve ser aplicado para diagnosticos de rotina de acido biliar, bem como para a

determinacédo de espécies de acidos biliares em grandes ensaios clinicos.
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1.7. Preparo da amostra

Fluidos bioldgicos ndo devem ser injetados diretamente nas colunas analiticas comuns de
LC em virtude das proteinas presentes nas matrizes biolégicas, que causam o entupimento e
perda de eficiéncia das mesmas, por sua adsor¢do acumulativa no suporte. Para evitar a rapida
deteorizacdo da coluna analitica, € necessario realizar um pré-tratamento da amostra antes de
sua injecdo no sistema cromatografico; este pré-tratamento visa obter os analitos livres da
presenca de proteinas e da interferéncia dos compostos enddgenos presentes na matriz biolégica
(HAGESTAM; PINKERTON, 1995; STEVENSON, 1995).

A determinagcdo de farmacos em amostras bioldgicas, principalmente no plasma de
pacientes, coletadas com base no contexto clinico e nos principios da farmacocinética, tem sido
um procedimento usual na area clinica, para assegurar a eficacia terapéutica e minimizar os
efeitos adversos (sintomas de toxicidade) dos farmacos prescritos (QUEIROZ; LANCAS, 2005).

A etapa de preparo de amostra € uma das etapas envolvidas no procedimento analitico.
Essa etapa é de extrema importancia porque visa isolar o analito da matriz, realizar uma limpeza
de interferentes e, quando possivel, pré-concentrar o composto de interesse. Devido a
importancia da analise quimica, o tempo gasto na etapa de preparo de amostra em um

procedimento analitico torna-se cada vez maior (CHEN; QIU, 2008).

A etapa de preparacao de amostra € geralmente o passo limitante de todo o processo
analitico, podendo envolver em média até cerca de dois tercos do tempo total dispendido
(ALMEIDA et al., 2004). Esta etapa abrange, fundamentalmente, a extracdo e concentracao dos
analitos a partir da matriz biolégica, permitindo ndo s6 alcancar menores limites de deteccdo, mas
também a limpeza dos extratos, ou até mesmo a derivatizacdo dos analitos, dependendo das
suas caracteristicas. A escolha do modo de preparacdo de amostras depende principalmente da
natureza dos analitos (ex. volatilidade ou polaridade), da natureza da matriz e dos niveis de
concentracdo que se pretendem detectar. Neste sentido, a preparacdo das amostras € um
processo de vital importancia, dele dependendo o sucesso da analise cromatogréfica, pelo que

as técnicas utilizadas assumem extrema relevancia (ALMEIDA et al., 2004).

As técnicas de extracdo e/ou pré-concentracdo permitem que a analise dos componentes
de interesse se torne possivel. A meta final € a obtencéo de uma subfracdo da amostra original
enriquecida com as substancias de interesse analitico, de forma que se obtenha uma separagéo
cromatogréfica livre de interferentes, com deteccdo adequada e um tempo razoavel de analise
(QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001). Convencionalmente, as técnicas de preparo de amostra
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utilizando precipitagcdo de proteinas, extracao liquido-liquido e extracdo em fase soélida séo as
mais utilizadas em bioanalise (CHAVES et al., 2015; KOLE et al., 2011; NOVAKOVA; VLCKOVA,
20099). A eficiéncia de extracao (recuperacdo) é avaliada a partir das caracteristicas de cada
analito em questdo, como seu pKa, coeficiente de particdo e estabilidade no meio de extracdo
(QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

Precipitacdo proteica: A precipitacdo proteica € uma técnica de preparo de amostra
bastante utilizada visto que € uma técnica simples, rapida, de facil manipulacdo e de baixo custo
(MAJORS, 2014). Essa técnica se baseia na desnaturacdo das proteinas pelos agentes
precipitantes que alteram suas estruturas secundarias e terciarias devido a quebra de interacao
intramoleculares fazendo com que a proteina exponha grupos hidrofébicos e consequentemente
se enovele e precipite (RAJALINGAM et al., 2009). As etapas envolvidas na precipitacdo sao:

adicdo de solvente, agitacdo, centrifugacéo e remogéo do sobrenadante.

Extracdo liquido-liquido: Nessa técnica, em geral, uma das fases possui carater aquoso
(amostra de fluido biol6gico) e a outra fase carater organico e imiscivel (solvente orgéanico). Os
compostos que estdo na fase aquosa quando em contato com a fase orgénica irdo se distribuir,
entre as fases, segundo seus coeficientes de particdo e, apos a agitacdo, migrar para a fase
extratora. Para que ocorra a extragao é importante que a fase organica seja imiscivel na amostra
e ainda solubilize bem os analitos de interesse, tornando assim a fase organica um melhor
aceptor (MAJORS, 2014; BORGES; FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015). Para alguns sistemas, o
valor da constante de distribuicdo, Kp, entre as fases pode ser aumentado pelo ajuste do pH, para
prevenir a ionizagdo de acidos ou bases, pela formacgéo de par idbnico com solutos ionizaveis, pela
formacdo de complexos lipofilicos com ions metalicos ou pela adicdo de sais neutros, para

diminuir a solubilidade de compostos organicos na fase aquosa (SNYDER; KIRKLAND, 1997).

Extracdo em fase soélida: A extracdo em fase solida (SPE) € um método poderoso para
preparacdo de amostras e é atualmente usado para a maioria dos estudos usando cromatografia.
Possui capacidades em uma ampla gama de aplicagdes, como analises ambientais, analises
farmacéuticas e bioquimicas, quimica organica e analises de alimentos. As vantagens da SPE
em comparagdo com a extragdo liquido-liquido classica sdo o baixo consumo de solvente, a
enorme economia de tempo e o potencial de automacédo. Além disso, uma tarefa de preparo de
amostras pode ser resolvida mais especificamente usando SPE, uma vez que sdo possiveis
interagBes diferentes do analito com a fase sélida (adsorvente), e os métodos podem ser

otimizados ajustando as condigbes cromatogréficas. A SPE oferece uma infinidade de
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adsorventes para interacdes polares, hidrofébicas e/ou ibnicas, enquanto a extracdo liquido-
liquido é limitada aos equilibrios de particdo na fase liquida (MACHEREY-NAGEL, 2019). O
método de SPE, embora mais limpo e efetivo, possui alto custo.

1.8. Validacao de Métodos Bioanaliticos

A validacao de métodos analiticos e bioanaliticos € um processo dindmico e constante que
inicia nas fases de selecdo, desenvolvimento e otimizacdo das metodologias, qualificacdo dos
instrumentos, materiais e pessoal. Um processo de validacdo bem definido e documentado
fornece evidéncias objetivas de que o sistema e o método atendem as exigéncias das aplicagbes
analiticas, sendo adequado para o uso pretendido. Os parametros fundamentais avaliados na
validacdo de um método analitico séo: especificidade, linearidade, precisdo, exatidao, robustez,
limite de deteccéo e limite de quantificacdo. No caso de métodos bioanaliticos, devem-se incluir
também parametros de efeito de matriz, recuperacdo e estabilidade do farmaco na matriz
bioldgica (ICH, 1996; CAUSON, 1997; SHAH et al. 2000; FDA, 2001).

Os paréametros que devem ser avaliados, conforme RDC n° 27/2012, na validagdo
bioanalitica s&o: seletividade, efeito residual, efeito matriz, curva de calibragéo, precisdo, exatidao
e estabilidade. A interferéncia de metabdlitos, farmacos de uso concomitante, produtos de
degradacao formados durante o preparo da amostra, nicotina, cafeina e outros possiveis

interferentes deves ser avaliado sempre que necessario (BRASIL, 2012).

A adocdo da Politica Nacional de Medicamentos Genérico pelo Governo Federal (Lei n®
9.787, de 10 de fevereiro de 1999) envolve a producdo de medicamentos de melhor qualidade,
mais seguros e eficazes, comprovados mediante realizacdo de testes de equivaléncia
farmacéutica e bioequivaléncia contribuindo para aumento do acesso aos medicamentos e
fortalecendo a induastria nacional através do desenvolvimento tecnolégico. Para isso, sao
necessarios o desenvolvimento e validagdo de metodologias analiticas capazes de quantificar o
farmaco em fluidos biol6gicos (BRASIL, 1999).

1.8.1. Padréo Interno

O padréo interno (PI) é uma substancia quimica proveniente de uma solucéo padréo de
concentracao fixa, adicionada em uma mesma quantidade aos padrdes de calibracdo, amostras

de controle de qualidade e amostras de estudo (BRASIL, 2012).
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A substancia utilizada como Pl idealmente deve possuir um tempo de retengdo préximo ao
do analito, ndo reagir com o analito, ndo fazer parte da amostra e ficar separada dos componentes
da matriz (RIBANI et al. 2004).

Para que a resposta do PI ndo interfira na resposta do analito, sua escolha deve considerar
o tipo de detector acoplado ao sistema cromatogréfico, e, caso o sistema de detec¢do néo seja
seletivo para essas moléculas, a etapa cromatografica deve ser capaz de separa-las. Como os
sistemas cromatogréaficos acoplados a detectores de massas sequencial (LC-MS/MS) séo
seletivos para moléculas com diferentes pesos moleculares, nessas técnicas pode-se utilizar um
Pl que coelui com o analito, desde que possua massa diferente deste, podendo ser o préprio
analito marcado por is6topo. O padrao deuterado é uma molécula de estrutura idéntica a do
analito que contém um ou mais hidrogénios substituidos por hidrogénios de peso 2 (deutério). E
vantagem desse tipo de padréo a apresentagédo de propriedades fisico-quimicas extremamente
semelhantes as do analito e ainda a diferenciagéo em relacdo aquele no detector MS (VIEIRA,
REDIGUIERI; REDIGUIERI, 2013).

1.8.2. Limite Inferior de Quantificacao (LIQ) e Limite de Detecc¢éo (LD)

O LIQ corresponde a concentracdo minima que o método é capaz de mensurar. Para os
métodos cromatogréficos considera-se o LIQ como a menor concentragcdo na qual se obtém
relacdo sinal/ruido superior a 10. No caso do LD, a menor concentracdo na qual a relacao
sinal/ruido é superior a 3 (BRASIL, 2012).

1.8.3. Amostras de Controle de Qualidade

Os ensaios de validacdo sao realizados através da andlise de amostras de controle de
gualidade. Consistem em amostras de matriz na qual é adicionada uma concentracéo especifica
da substancia a ser analisada e padrao interno. Ao longo dos ensaios de validacédo sao utilizadas
6 concentracbes de controle de qualidade de acordo com a legislacéo e estes sdo descritos a
seguir (BRASIL, 2012).

1- O Limite inferior de quantificacdo (LIQ) corresponde a concentracdo minima que o
método € capaz de mensurar. Para os métodos cromatogréficos considera-se o LIQ
como a menor concentracdo na qual se obtém relagdo sinal/ruido superior a 10. No

caso do LD, a menor concentracdo na qual a relacao sinal/ruido é superior a 3.
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2- O Limite superior de quantificacao (LSC) é a maior concentracdo na curva de calibracdo
do método.

3- O Controle de qualidade baixo (CQB) é preparado com concentragdo equivalente a até
3 vezes o LIQ.

4- O Controle de qualidade médio (CQM) é composto da matriz adicionada do analito em
uma concentragdo proxima entre a média dos limites superior e inferior de quantificagéo
do método.

5- O Controle de qualidade alto (CQA) € preparado com concentracao entre 75 e 85% do
Limite Superior de Quantificagéo (LSQ) do método.

6- O Controle de qualidade de diluicdo (CQD) é uma amostra adicionada com analito
acima da concentragdo do LSQ, analisada por procedimento pré-estabelecido de

diluicdo.

1.9. Validacgao pré-estudo

Na fase de pré-estudo, o procedimento de validagcao consiste em mensurar um conjunto de
amostras para o qual os valores nhominais sejam conhecidos e organizados de acordo com um
desenho de experimento ideal. O desenho devera permitir que sejam mensurados a Veracidade
e a Precisdo nos diferentes valores nominais e, se necessario, prover uma decomposicédo da
precisdo global nos seus diversos componentes de variancias (repetibilidade, entre-ensaios e
entre-laboratérios) (BOULANGER et al., 2007).

E de primordial importancia ter definicdes claras dos parametros de validacéo diferentes
para avaliar a validade deste. Também € necessario ter metodologias de acordo com essas
definicbes e, consequentemente, utilizar métodos estatisticos que sejam relevantes com essas
definicbes, com o objetivo da validacdo e com o objetivo do método analitico (POSSAS et al.,
2012). As condicdes de andlises selecionadas foram: (a) seletividade; (b) efeito residual; (c) efeito
matriz; (d) curva de calibracdo; (e) preciséo; (f) exatiddo; (g) validacdo de farmacos de uso

concomitante; (h) estabilidade.

(a) Seletividade

A seletividade de um método bioanalitico € um importante pardmetro a ser avaliado para

garantir que a quantificacdo do analito de interesse ndo seja afetada pela presenca de
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metabdlitos, produtos de degradacgdo, f&rmacos co-administrados ou compostos enddgenos
(LANG; BOLTON, 1991).

A seletividade é a capacidade do método de diferenciar e quantificar o analito e o Pl na
presenca de outros componentes da amostra. Para 0 ensaio de seletividade € necessario
comparar a matriz biologica de diferentes fontes para investigar interferentes que possam afetar
a seletividade do método. Conforme a aplicacdo do método deve-se testar também amostras
lipémicas (com alto teor de lipideos) e hemolisadas (contendo hemacias lisadas) (BRASIL 2010,
U.S, 2013),

Aplica-se no ensaio de seletividade testes em que o analito na concentracdo do limite
inferior de quantificagédo (LIQ) e o Pl sdo mensurados e seu perfil cromatografico € comparado
aos perfis das diferentes matrizes biolégicas. As respostas de picos interferentes proximo ao
tempo de retengéo do analito devem ser inferiores a 20% (vinte por cento) da resposta do analito
nas amostras do LIQ. Da mesma forma a resposta dos interferentes proximos ao tempo de
retencdo do Pl devem ser inferiores a 5%. Caso estes resultados ndo possam ser obtidos deve-
se alterar o método de forma a garantir a seletividade e testar novamente com novas amostras
de fontes distintas (BRASIL, 2012).

(b) Efeito Residual

O efeito residual, ou carryover, é o efeito gerado por aparecimento ou aumento do sinal do
analito ou PI proveniente de contaminacdo de amostras anteriores. Para que o efeito residual
seja testado € necessario que sejam injetadas consecutivamente, uma amostra em branco, uma
amostra contendo o analito na concentracdo do LSQ e o PI, e depois mais duas amostras em
branco (BRASIL, 2012). Para fins de validacdo compara-se o perfil cromatografico antes e depois
da passagem do analito e PI. As respostas no tempo de retengéo do analito devem ser inferiores
a 20% da resposta do analito em LIQ e inferiores a 5% da resposta do Pl (BRASIL, 2012).

(c) Efeito Matriz

A investigacdo do efeito de matriz durante a quantificacdo de compostos enddégenos ou
exogenos e/ou seus metabdlitos € um importante parédmetro a ser avaliado durante o
desenvolvimento e validagdo de um método bioanalitico. Este efeito ocorre quando substancias

inerentes a matriz biolégica coeluem com os compostos de interesse, sendo alvo de especulagéo
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em métodos bioanaliticos convencionais, tais como: LC-fluorescésncia, LC-ultra violeta, LC-
eletroquimica e em LC-MS/MS (MATUSZEWSK; CONSTANZER; CHAVEZ-ENG, 2003). Este
altimo, em virtude da elevada seletividade e especificidade quando na presenca de matrizes
biol6gicas, apresenta-se propenso a erros, uma vez que a presenca de substancias ndo
monitoradas e que coeluem da matriz podem afetar a deteccdo dos analitos comprometendo a
eficiéncia de ionizagcdo dos mesmos, caracterizando assim o efeito de matriz. Este fenébmeno foi
primeiramente descrito por Tang; Kebarle, 1991 que mostraram que a resposta para bases
organicas em uma determinada matriz, utilizando a fonte de ionizacéo electrospray, diminuiu a
medida que a concentracdo de outras bases organicas foi aumentada. O mecanismo exato do
efeito de matriz é desconhecido, mas, provavelmente, é originado da competi¢&do entre um analito

e a coeluicdo de um componente da matriz ndo monitorado (TAYLOR, 2005).

O uso de LC-MS/MS para determinagdo ou quantificagdo de farmacos em fluidos biolégicos
€ uma estratégia na obtencéo de um método de analise com alta seletividade e sensibilidade
(SENNBRO et al., 2011).

O efeito causado por componentes da matriz biolégica na resposta do analito ou Pl é
denominado efeito matriz, e é necessario realizar um ensaio especifico para sua avaliagdo. S&o
comparadas amostras em concentracdo de quantificacdo baixa (CQB) e concentracdo de
guantificacdo alta (CQA), em solucdo e em matriz biolégica normal, lip€mica e hemolisada. Para

cada amostra deve ser obtido o fator de matriz normalizado por Pl (FMN) (BRASIL, 2012).

O coeficiente de variacdo (CV) dos FMN deve ser inferior a 15%. O FMN é dado pela
seguinte equacéao 1:

(Resposta do Analito em matriz/Resposta do Pl em matriz)
FMN =

(Resposta do Analito em solucdo/Resposta do Pl em solucgéo)

Em casos em que os CV% dos FMN sejam superiores a 15% devido ao resultado de
amostras hemolisadas, calcula-se um novo coeficiente de variacdo apés exclusdo das amostras

hemolisadas, as quais ndo poderado ser analisadas por este método (BRASIL, 2012).
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(d) Curva de Calibracéao

A curva de calibracdo é a relacdo dada entre a resposta do instrumento analitico e a
concentrac@o conhecida do analito. Para obter a curva de concentracdo é necessario utilizar a
mesma matriz proposta para o estudo e adicionar a esta o0 analito e o padrédo interno. A matriz
fortificada com diferentes concentracdes do analito e concentracdo constante de Pl passa por
todo o processo de preparacdo ao qual a amostra deve ser submetida (BRASIL, 2012).

As respostas do instrumento sdo relacionadas através de modelo matematico,
preferencialmente o modelo linear (linearidade). Segundo a legislacao, a curva deve contar com
no minimo 6 amostras de diferentes concentragdes. Aprova-se uma variagdo de no maximo 20%
em relacdo a concentracdo nominal para padrdes de LIQ e 15% para as outras concentragoes.
No minimo 75% dos padrdes de calibragdo devem ser aprovados por estes critérios e no minimo
6 padrdes de concentragdes diferentes devem ser aprovados incluindo LIQ e LSQ. O coeficiente

de correlacéo linear r? da curva deve ser igual ou superior a 0,98 (BRASIL, 2012).

(e) Precisédo

A precisdo denota a proximidade entre os resultados obtidos por repetidas afericbes de
multiplas aliquotas de uma Unica fonte, relata a dispersao dos resultados obtidos. Para validar
um método bioanalitico é necessario determinar a precisdo em uma mesma corrida (intracorrida)
e a precisdo entre 3 corridas diferentes realizadas em dias distintos (intercorrida). Segundo a
norma, em cada corrida sdo analisadas 5 replicatas nas concentracdes de LIQ, CQB, CQM, CQA
e CQD. A precisao é expressa como desvio padréao relativo ou coeficiente de variacao (CV%), o
qual nao deve ser superior a 20% para o LIQ e 15% para as demais concentracées (BRASIL,
2012).

O CV (%) é obtido pela seguinte equacéo 2:

Desvio Padrao x 100

Concentracdo média experimental

(f) Exatidao
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A exatiddo se refere a proximidade dos resultados obtidos pela anélise em relagédo ao valor
de referéncia esperado. O ensaio para validar a exatiddo do método exige que sejam realizadas
pelo menos 3 corridas em dias distintos, com pelo menos 5 replicatas de pelo menos 5
concentracdes: LIQ, CQB, COM, CQA e CQD. A exatiddo deve ser avaliada em uma mesma
corrida com uma mesma curva de calibracéo (intracorrida) e em 3 corridas cada uma comparada

a uma curva de calibragéo diferente e solugdes novas preparadas (intercorridas) (BRASIL, 2012).

A medida da exatiddo é expressa pelo Erro Padrdo Relativo (EPR%), o qual ndo deve ser
superior a 15% em relacdo a concentracao nominal, exceto as amostras de LIQ, na qual o EPR%

ndo deve ser superior a 20% da concentragdo nominal (BRASIL, 2012).

O EPR% ¢ obtido pela seguinte equagéo 3:

EPR% (Concentragdo média experimental - Concentracdo nominal) x 100
0 =

Concentracdo nominal

(g) Validacéo de analise de farmacos de uso concomitante

A andlise de farmacos de uso concomitante tem como objetivo avaliar a interferéncia de

farmacos que podem ser usados durante a etapa clinica de estudos do analito.

(h) Estabilidade

A estabilidade refere-se a manutencdo da concentracdo do analito dentro de limites
estabelecidos, sob condi¢cdes especificas. Relaciona-se com a possivel degradacdo do analito
nas condicfes de ensaio. Para os estudos de estabilidade sdao empregadas no minimo trés
amostras nas concentracfes de CQB e CQA e adicionadas de PI. Admitem-se variacGes de até
15% da média das concentragdes obtidas em relag@o ao valor nominal. A estabilidade é definida
em diferentes condicdes: estabilidade apds ciclos de congelamento e descongelamento,
estabilidade do analito em curta duracdo, longa duracdo e estabilidade pdOs-processamento
(BRASIL, 2012).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Desenvolver e validar trés métodos bioanaliticos por LC-MS/MS que atendam aos critérios
estabelecidos pela RDC n°27, de 17 de maio de 2012 da ANVISA e que possam ser aplicadas a
determinagdo de acido ursodesoxicOlico, &cido glicoursodesoxicolico e  &cido

tauroursodesoxicolico em plasma humano.

2.2. Objetivos especificos
Desenvolver metodologia de extragdo dos analistos em plasma;

Desenvolver métodos LC-MS/MS para deteccdo dos acidos ursodesoxicolico,

glicoursodesoxicolico e tauroursodesoxicolico;

Realizar o processo de validacdo do método proposto, contemplando: seletividade, efeito
residual, efeito matriz, linearidade, precisdo, exatidado, estabilidade e avaliagdo da interferéncia

de farmacos de uso concomitante nas respostas do analito em plasma humano.
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3. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado visando o desenvolvimento e validacdo de métodos bioanaliticos
por LC-MS/MS, seguindo as recomendagbes da RDC n° 27, de 17 de maio de 2012. Os
experimentos foram realizados na Unidade Integrada de Farmacologia e Gastroenterologia
(UNIFAG).

3.1. Materiais
Equipamentos e Materiais

Para o desenvolvimento e validacdo de métodos bioanaliticos dos acidos ursodesoxicolico,
tauroursodesoxicélico e glicoursodesoxicélico foram utilizados diferentes tipos de equipamentos
e materiais. Os equipamentos e materiais utilizados e os componentes do sistema LC-MS/MS

estdo descritos nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

TABELA 1. Descrigdo de equipamentos e materiais.

Descricéo Fabricante / Pais de Origem
Pipetas de volume variavel Gilson / Franga
Ponteiras de pipeta descartaveis Scientific Specialties Inc. / USA
Mesa agitadora (Finemixer) Fine PCR / Coréia
Misturador (vortex) Phoenix / USA
Balanga Analitica Sartorius / Alemanha

TABELA 2. Componentes do CLAE-MS/MS.

Descrig&o Fabricante / Modelo
Espectrometro de Massas Waters / Quattro Micro™ API
Software Waters / MassLynx 4.1
Bomba Analitica Shimadzu / LC 20AD
Autolnjetor Shimadzu / SIL 20A
Controladora Shimadzu / SCL 10A VP

Degaseificador Shimadzu / DGU 20As




51

Padrdes Analiticos

Os padrdes utilizados no desenvolvimento e validagdo dos métodos bioanaliticos do &cido
ursodesoxicolico, &cido tauroursodesoxicolico e acido glicoursodesoxicélico foram padrdes
primarios com certificados rastreaveis, conforme Tabela 3.

TABELA 3. Padrdes utilizados no desenvolvimento e validagcdo da metodologia
analitica.

Descricéo Finalidade
Ursodiol (acido ursodesoxicélico) Analito
Acido ursodesoxicolico D4 Padrao Interno
Acido tauroursodesoxicolico Analito
Acido tauroursodesoxicolico D4 sédico Padré&o Interno
Acido glicoursodesoxicolico Analito
Acido glicoursodesoxicolico D4 Padréo Interno

Reagentes e Solventes

Em todos os testes para o desenvolvimento e validagdo de métodos bioanaliticos foram

utilizados reagentes e solventes de grau analitico conforme a Tabela 4.
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TABELA 4. Reagentes e solventes utilizados para o UDCA, GUDCA e TUDCA.

Descricao Finalidade UDCA | GUDCA | TUDCA
Preparo das solugfes de acido ursodesoxicolico,
acido ursodesoxicélico D4, dimenidrinato,
Metanol . S
paracetamol, cafeina e piridoxina e lavagem da X X X
agulha.
Preparo das solucfes de 4-MAA, escopolamina
Agua (Milli — Q) e metoclopramida, preparo da fase moével e X X X
lavagem da agulha e preparo das amostras
(extracao).
Acetonitrila Preparcg da fase movel e preparo das amostras « « «
(extragdo).
Acetato de aménio Prepartz da fase movel e preparo das amostras
(extragdo). X X X
Acido Cloridrico Preparo das amostras (extrac&o). X X
Eter dietilico Preparo das amostras (extracao). X X
Diclorometano Preparo das amostras (extracao). X X
Acetato de etila Preparo das amostras (extracao). X

Material Biol6gico

Conforme parecer do CEP (Comité de Etica em Pesquisa) de nimero 2.969.992, presente
no Anexo 1, para a validacdo do UDCA, foi coletado plasma humano de diferentes individuos

(N=31), sendo 8 do sexo masculino e 23 do sexo feminino, na faixa etaria de 18 a 50 anos.

Conforme parecer do CEP (Comité de Etica em Pesquisa) de niimero 2.969.992, presente
no Anexo 1, para validacdo do GUDCA foram utilizados lotes de 20 individuos, sendo 11 do sexo

masculino e 9 do sexo feminino, na faixa etaria de 18 a 50 anos.

Conforme parecer do CEP (Comité de Etica em Pesquisa) de niimero 2.969.992, presente
no Anexo 1, para validacao do TUDCA foram utilizados lotes de 23 individuos, sendo 13 do sexo

masculino e 10 do sexo feminino, na faixa etaria de 18 a 50 anos.

As condicdes do plasma utilizado no preparo da matriz para construcdo das curvas de
calibragéo e controles de qualidade foram plasma humano normal. Na seletividade foi avaliado
plasma lipémico e hemolisado para verificacdo da aplicacdo do método para esse tipo de

amostra.
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3.2. Métodos
3.2.1. Preparo da Fase Mével do UDCA, GUDCA e TUDCA

A fase movel utilizada nas andlises do UDCA foi composta de MeCN:NHsAc 30 mM, (42:58,
v/v), com pH ajustado para 7,0, filtrada e degaseificada.

A fase moével utilizada nas anélise do GUDCA foi composta de MeCN:NH4Ac 10
Mm:NH4OH, (57:43:0,5, v/viv), com pH ajustado para 9,0, filtrada e degaseificada.

A fase movel utilizada nas andalises do TUDCA foi MeCN:NHsAc 10 mM, (40:60, v/v), com

pH ajustado para 7,0, filtrada e degaseificada.

3.2.2. Preparo das solucdes padrédo
Solucédo padrédo do UDCA, analito e padréo interno

Analito: Foi pesada uma massa correspondente a 0,00520 g de ursodiol (99,7% de teor)
colocada em um baldo volumétrico (10,0 mL) e preparada em metanol para a obtencdo de uma
solucdo de concentracéo 518,4 ug mL* de ursodiol. A partir desta solugéo foi feita uma diluicéo

na concentracédo de 500,0 ug mL™,

Padréao interno: Foi pesada uma massa correspondente a 0,00225 g de UDCA D4 (99,5%
de teor), colocada em um baldo volumétrico (10,0 mL) e preparada em metanol para a obtengéo
de uma solucédo de concentracdo de 223,9 ug mL* de UDCA D4. A partir desta solucéo foram

feitas diluicdes nas concentracdes de 200,0 ug/mL e 9,0 ug mL™.

Solucédo padrédo de TUDCA, analito e padréo interno

Analito: Foi pesada uma massa correspondente a 0,00126 g de TUDCA (99,5% de teor),
colocada em um baldo volumétrico (10,0 mL) e preparada em metanol para a obtencéo de uma
solucdo de concentracédo 125,4 ug mL* de TUDCA. A partir desta solucéo foi feita uma diluicéo

na concentracéo de 100,0 ug mL™,

Padrao interno: Foi pesada uma massa correspondente a 0,00109 g de TUDCA D4 sédico
(99,86% de teor) foi cuidadosamente pesada, colocada em um baldo volumétrico (10,0 mL) e
preparada em metanol para a obtencédo de uma solucédo de concentracédo de 104,1 ug mL? de
TUDCA D4 (base livre). A partir desta solucédo foram feitas diluicbes nas concentra¢gdes de 100,0
ug mL?t (100 000,0 ng mL?) e 2,0 ug mL? (2000,0 ng mL1).
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Solucédo padrdo de GUDCA, analito e padrédo interno

Analito: Foi pesada uma massa correspondente a 0,00280 g de GUDCA (100% de teor),
colocada em um baldo volumétrico (5,0 mL) e preparada em metanol para a obtencdo de uma
solucéo de concentracéo 560,0 pg mL* de GUDCA. A partir desta solucdo foi feita uma diluicdo

na concentracéo de 500,0 pg mL? (500 000, ng mL™Y),

Padrao interno: Foi pesada ma massa correspondente a 0,00133 g de GUDCA D4 (99,06%
de teor), colocada em um baldo volumétrico (10,0 mL) e preparada em metanol para a obtencéo
de uma solucdo de concentracéo de 131,7 ug mL* de GUDCA D4. A partir desta solucdo foram
feitas diluicbes nas concentracdes de 100,0 pg mL* (100 000,0 ng mL?) e 3,0 ug mL? (3000,0
ng mL?).

3.2.3. Processo de extracdo das amostras na matriz bioldgica

Preparo das amostras do UDCA (extracéo liquido-liquido)

As amostras de UDCA foram preparadas por extracao liquido-liquido através da agitacao
de 450 pL de plasma com 50 pL de solugcdo de UDCA D4 9000,0 ng mL* (diluido em MeOH), 50
pL de solucdo de HCI 1M e 1250 pL de éter dietilico/diclorometano (70:30 v/v) por 5 minutos e
em seguida, centrifugado por 10 minutos (13200 rpm, 4°C). Foram transferidos 850 pL do
sobrenadante para outro microtubo e reservado. Foi adicionado 1250 uyL de éter dietilico/
diclorometano (70:30 v/v) ao plasma remanescente, este foi agitado por 5 minutos e em seguida,
centrifugado por 10 minutos (13200 rpm, 4°C). Foram transferidos 850 pL do sobrenadante ao
microtubo reservado e este foi seco sob fluxo de nitrogénio e ressuspendido em 150 pL de
MeCN/NHsAc 10 mM/NH4OH (70:30:0,1 v/v/v), agitado por 2 minutos e entdo injetado 30 L para

analise.

Preparo das amostras do GUDCA (extracao liquido-liquido)

As amostras de GUDCA foram preparadas de forma similar ao UDCA, também por
extracdo liquido-liquido, através da agitacdo de 300 pL de plasma com 50 pL de solucédo de
GUDCA D4 3000 ng mL*,0 (MeOH) e 50 pL de solugéo de HCI 1M por 1 minuto em mesa
agitadora. Apos, foi adicionado a mistura 1250 uL de éter dietilico/diclorometano (70:30, v/v) e foi
agitado novamente por 5 minutos em mesa agitadora e em seguida, centrifugado por 10 minutos

(13200 rpm, 4°C). Foi transferido 900 pL do sobrenadante para outro microtubo, este foi seco sob
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fluxo de nitrogénio e ressuspendido em 150 pL de MeCN/NHsAc 10 mM/NH4OH (70:30:0,1 viviv),
agitado por 2 minutos e entao injetado 15 pL para analise.

Preparos das amostras de TUDCA (extracao por precipitacao)

As amostras de TUDCA foram preparadas por extracdo de desproteinizacao
(precipitacdo) através da agitacao de 400 pL de plasma com 50 pL sol. TUDCA D4 2000,0 ng mL
1 (MeCN) e 1250 uL de Acetato de Etila 100% por 3 minutos e em seguida, centrifugado por 5
minutos (13200 rpm, 4°C). A amostras foram congeladas por 10 minutos em freezer -70 °C, o
sobrenadante foi descartado e apés o total descongelamento do remanescente, foi adicionado
600 pL de MeCN 100%. A mistura foi agitada por 5 minutos e centrifugada por 10 minutos (13200
rpm, 4°C). Foi transferido 500 L do sobrenadante para outro microtubo, adicionou-se 150 pL de

H.O Milli-Q, agitou-se por 2 minutos e entdo injetado 20 pL para andlise.

3.2.4. Preparo dos padrdes da curva de calibracdo e das amostras controle de qualidade

A curva de calibragdo foi construida incluindo a analise de uma amostra branco (matriz
biolégica isenta de padrédo do farmaco e do padrdo interno), uma amostra zero (matriz biolégica
com adicdo de padréo interno) e de amostras contendo padrao do farmaco e padréo interno
contemplando a faixa prevista de concentracdes analisadas. Os padrdes da curva de calibracdo

foram preparados adicionando-se o analito a ser analisado ao plasma humano.

Os controles de qualidade (CQ) tém 2 objetivos distintos: Os definidos por LIQ séo utilizados
para determinar o Limite Inferior de Quantificacdo (LIQ) do método analitico. Os controles de
gualidade baixo (CQB), controles de qualidade médio (CQM), os controles de qualidade alto
(CQA) e os controles de qualidade de diluicdo (CQD) foram utilizados para monitorar a precisdo

e exatidao do método de quantificacao durante os ensaios.

3.25. Preparo da curva de calibracdo do acido ursodesoxicélico, &cido

glicoursodesoxicélico e acido tauroursodesoxicdlico

Os padrdes da curva de calibracdo foram preparados adicionando-se o analito a ser
analisado ao plasma humano. Foram preparadas solu¢des dos acidos ursodesoxicolico (50000,0

ng mL™?), glicoursodesoxicdlico (50000,0 ng mL?) e tauroursodesoxicolico (5000,0 ng mL?t) em
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plasma branco. A partir dessas solucdes realizaram-se as diluicbes obtendo solugbes dos
padrdes de calibracéo (Tabela 5).

TABELA 5. PadrBes da curva de calibracdo do UDCA, GUDCA e TUDCA.

Concentragédo Nominal (ng mL™?)

Nivel Amostra
UDCA GUDCA TUDCA
B Branco 0 0 0
Z Zero 0 0 0
1 Ponto da Curva 15 15 5
2 Ponto da Curva 50 50 10
3 Ponto da Curva 100 100 20
4 Ponto da Curva 1000 1000 50
5 Ponto da Curva 2000 2000 100
6 Ponto da Curva 4000 4000 200
7 Ponto da Curva 6000 6000 300
8 Ponto da Curva 10000 10000 500

3.2.6. Preparo dos controles de qualidade do UDCA, GUDCA e TUDCA

Todas as amostras dos controles de qualidade foram preparadas adicionando-se o analito
a ser analisado ao plasma humano. Foram preparadas solu¢cfes dos acidos ursodesoxicolico
(50000,0 ng mL™1), glicoursodesoxicoélico (50000,0 ng mL™?) e tauroursodesoxicolico (5000,0 ng
mL™) em plasma branco. A partir dessas solugdes realizaram-se as diluicdes obtendo as solugées

dos padrdes de calibragédo, conforme Tabela 6.
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TABELA 6. Amostras de Controle de Qualidade do UDCA, GUDCA e TUDCA.

Valor definido  Valor definido

Tipodo Identificacdo . . UDCA e TUDCA
CcQ do CQ Definicao de faixa GUDCA (ng ) )
mL™2)
CQ LIQ LIQ Mesma concentracdo do LIQ 15 5
CQ Baixo CQB Menor ou igual 3 x LIQ 45 15
oy Aproximadamente a média
CQ Médio CQM entre LIQ e LSC 5000 250
CQ Alto CQA 75-85% do LSC 8000 400
CQ : Oh (F —
e CQD LSC acrescido de 70% (f=4) 4250 2125
Diluicéo

3.2.7. Condic¢Oes cromatografica e de detecgdo no espectrémetro de massas sequencial

UDCA e UDCA D4

Parametros Cromatograficos

As andlises cromatograficas foram realizadas usando uma coluna analitica Phenomenex (5
pn C18 - 100A 250 x 4,6 mm) a temperatura ambiente. O fluxo no HPLC foi programado para
operar com 0,450 mL mint, um volume de injecdo de 30 L e o tempo total de corrida foi ajustado
para 6,50 minutos. As analises foram realizadas com auto-injetor a temperatura ambiente. O

tempo de retencdo para o UDCA foi de 3,47 minutos e do UDCA D4 foi de 3,42 minutos.

Parametros de Deteccdo no Espectrémetro de Massas Sequencial

Na Tabela 7 sdo demonstrados os parametros do equipamento utilizados para a deteccdo do
UDCA e UDCA D4.
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UDCA: 391,30 > 373,41

MRM UDCA D4: 395,42 > 377,15
lonizagao ES -
Temperatura da fonte 105 °C
Temperatura de dessolvatacao 450 °C
Fluxo dos gases do cone Nulo
Fluxo dos gases de 750 L/h
dessolvatacao
Capilar 3,00 KV
Cone UDCA: 40,0 V
UDCA D4: 40,0 V
Energia de colisdo UDCA: 30,0V
UDCA D4: 30,0 V
Pressédo de Argbnio 2,96e mbar

TUDCA e TUDCA D4

Parametros Cromatogréaficos

As analises cromatograficas foram realizadas usando uma coluna analitica Phenomenex

Luna (5 p C18 — 100A 250 x 4,6 mm) a temperatura ambiente. O fluxo de LC foi programado para

operar com 0,200 mL min* um volume de inje¢éo de 20 pL e o tempo total de corrida foi ajustado

para 8,00 minutos. As andlises foram realizadas com autoinjetor a temperatura ambiente. O
tempo de retencdo para o TUDCA foi de 3,19 minutos e do TUDCA D4 foi de 3,18 minutos.

Parametros de Detecc¢do no Espectrometro de Massas Sequencial

Na Tabela 8 sdo demonstrados os parametros do equipamento utilizados para a detec¢do do

TUDCA e TUDCA D4.
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MRM TUDCA: 498,00 > 79,63
TUDCA D4: 502,44 > 79,54
lonizagao ES -
Temperatura da fonte 105 °C
Temperatura de dessolvatacao 450 °C
Fluxo dos gases do cone Nulo
Fluxo dos gases de 600 L/h
dessolvatacao
Capilar 3,00 KV
Cone TUDCA:65,0 V
TUDCA D4: 65,0V
Energia de coliséo TUDCA: 65,0 V
TUDCA D4: 65,0V
Pressédo de Argbnio 2,99¢e® mbar

GUDCA e GUDCA D4
Parametros Cromatogréaficos

As analises cromatograficas foram realizadas usando uma coluna analitica Phenomenex
(51 C18 — 100A 250 x 4,6 mm) a temperatura ambiente. O fluxo no Cromatdgrafo Liquido de Alta
Eficiéncia foi programado para operar com 0,700 mL min* um volume de inje¢éo de 15 uL e o
tempo total de corrida foi ajustado para 5,00 minutos. As andlises foram realizadas com
autoinjetor a temperatura ambiente. O tempo de retencédo para o GUDCA foi de 3,34 minutos e
do GUDCA D4 foi de 3,34 minutos.

Pardmetros de Detecc¢do no Espectrometro de Massas Sequencial

Na Tabela 9 sdo demonstrados os parametros do equipamento utilizados para a deteccdo
do GUDCA e GUDCA D4.
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MRM GUDCA: 448,46 > 73,70
GUDCA D4: 451,92 > 73,70
lonizagao ES -
Temperatura da fonte 105 °C
Temperatura de dessolvatacao 450 °C
Fluxo dos gases do cone Nulo
Fluxo dos gases de 700 L/h
dessolvatacao
Capilar 3,00 KV
Cone GUDCA: 25,0V
GUDCA D4: 25,0V
Energia de colisdo GUDCA: 35,0 V
GUDCA D4: 35,0V
Pressédo de Argbnio 3,03 e mbar

3.2.8. Validacdo dos métodos bioanaliticos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplado a espectrometria de massas sequencial

Para a realizagcdo destes testes foram utilizados padrées de referéncia com procedéncia

identificavel para o preparo das solugdes.

3.2.8.1. Validacdo do método de analise do UDCA, GUDCA e TUDCA

Foram avaliados os mesmos parametros de validacdo de métodos bioanaliticos para os
trés analitos: UDCA, GUDCA e TUDCA.

3.2.8.2. Validacgéo pré-estudo

Na realizacdo destes testes foram utilizados padrdes de referéncia com procedéncia
rastreaveis para o preparo das solucbes. Os padrées de referéncia utilizados nesta validacao

estavam todos dentro da vigéncia determinada pelo fabricante.

3.2.8.2.1. Seletividade

Para confirmar a seletividade do método, foram analisadas amostras branco de plasma

humano obtidas de 6 individuos sendo 4 amostras normais, 1 lip€émica e 1 hemolisada.
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3.2.8.2.2. Efeito Residual (Carryover)

Para avaliar se existe efeito residual (carryover), foram analisadas 3 inje¢cbes da mesma
amostra branco, sendo 1 antes e 2 logo ap0s a injecdo de pelo menos uma amostra processada
do limite superior de quantificagcéo.

3.2.8.2.3. Efeito de Matriz

Para avaliar se existe efeito de matriz, foram analisadas amostras de 8 fontes distintas,
sendo 4 normais, 2 lipémicas e 2 hemolisadas, adicionando-se posteriormente analito e Pl nas

mesmas concentragdes de CQB e CQA.

3.2.8.2.4. Curvade calibragédo

Para definir a relag@o entre a resposta do instrumento e a concentragcdo conhecida do
analito, foi gerada para cada método uma curva de calibragdo com no minimo 6 (seis) padrdes
contendo o farmaco e padréo interno. As concentragfes dos padrdes foram definidas em testes
preliminares, incluindo a primeira quantificagdo de amostras, levando-se em consideracdo a
sensibilidade do método e a faixa prevista das concentragcbes das amostras a serem

determinadas.

3.2.8.2.4.1. Determinacgao do limite inferior de quantificagdo

O limite inferior de quantificag&o foi definido levando-se em consideragéo a sensibilidade,
especificidade, precisdo e exatiddo do método analitico. Para avaliar a sensibilidade, precisao e
exatidao do método, amostras de controle de qualidade do LIQ também foram incluidas no

procedimento de validacgéo.

3.2.8.2.4.2. Linearidade/ Curva de calibracéo
A linearidade da curva de calibracéo foi avaliada dentro dos seguintes critérios:

a) Desvio menor ou igual a 20% em relacdo a concentragdo nominal para o LIQ.
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b) Desvio menor ou igual a +15% em relacdo a concentragdo nominal para as outras

concentracdes da curva de calibragéo.

c) Desvio menor ou igual a 15% em relacdo a concentracdo nominal para o Limite Superior

da Curva.

d) No minimo 75% das concentracdes da curva de calibragdo devem cumprir com o0s

critérios acima descritos, incluindo o LIQ e o Limite Superior da Curva de calibragéo.

Os dados referentes as curvas de calibracdo do UDCA, TUDCA e GUDCA estédo

apresentados na Tabela 10.

TABELA 10. Dados referentes as curvas de calibracdo de cada analito.

Concentragdo Nominal (ng mL™)

Nivel Amostra Ac. Ac. Ac.
Ursodesoxicicblico  Glicoursodesoxicolico  Tauroursodesoxicélico

B Branco 0 0 0
4 Zero 0 0 0
1 Ponto da Curva 15 15 5
2 Ponto da Curva 50 50 10
3 Ponto da Curva 100 100 20
4 Ponto da Curva 1000 1000 50
5 Ponto da Curva 2000 2000 100
6 Ponto da Curva 4000 4000 200
7 Ponto da Curva 6000 6000 300
8 Ponto da Curva 10000 10000 500

3.2.8.2.5. Precisao e Exatidao

Para avaliar a preciséo e exatiddo do método, 5 concentracdes distintas (LIQ, CQB, CQM,
CQA e CQD), na faixa esperada de concentracdes foram analisadas, utilizando-se determinacdes
por concentragdo. A precisdo e exatiddo foram determinadas em uma mesma corrida

(intracorrida) e em corridas diferentes (intercorridas).
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3.2.8.2.6. Determinacdo das concentracfes dos controles de qualidade

Para a determinacdo das concentracdes dos controles de qualidade usou-se as mesmas
concentragdes para o UDCA e GUDCA. As concentragbes das amostras de controles de
qualidade do UDCA e GUDCA e os critérios utilizados para a definicdo de tais concentracdes
estdo apresentadas na Tabela 11.

TABELA 11. Definicdo dos controles de qualidade (CQ) de UDCA e GUDCA.

Tipo do CQ 'deggfgggao Definicdo de faixa Va'(‘r’]gdrs‘zﬂ;do
CQLIQ LIQ Mesma concentragdo do LIQ 15
CQ Baixo cQB Menor ou igual 3 x LIQ 45
CQ Médio CQM Aproximadamente a média entre LIQ e LSC 5000
CQ Alto CQA 75-85% do LSC 8000
CQ Diluicéo CQD LSC acrescido de 70% (fa=4) 4250

As concentracdes das amostras de controles de qualidade do TUDCA e os critérios

utilizados para a definicdo de tais concentracdes sao apresentadas na Tabela 12.

TABELA 12. Definicado dos controles de qualidade (CQ) de TUDCA.

Tipo do CQ Ider(;ttl)ﬂ(c::(aggéo Definicdo de faixa Val((r)‘;drﬁf_l_q;do
CQ-LIQ LIQ Mesma concentracéo do LIQ 5
CQ Baixo CcQB Menor ou igual 3 x LIQ 15
CQ Médio CQM Aproximadamente a média entre LIQ e LSC 250
CQ Alto CQA 75-85% do LSC 400
CQ Diluicao CQD LSC acrescido de 70% (fa=4) 212,5

3.2.8.2.7. Validacgéo intracorrida

A precisé@o e exatidao intracorrida foram determinadas utilizando-se um lote contendo as

seguintes amostras:

a) Uma curva de calibracdo contendo os padrdes definidos anteriormente.
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b) No minimo 5 (cinco) réplicas de cada controle de qualidade definido acima.

Os seguintes critérios foram seguidos, para que a precisao e exatiddo intracorrida fosse
considerada aprovada:

a) Precisdo: para os controles CQB, CQM, CQA e CQD o coeficiente de variacdo (CV %)
ndo deveria exceder +15% e para o LIQ ndo deve exceder +20%.

b) Exatiddo: o valor da exatiddo (expresso pelo Erro Padrdo Relativo — EPR) para as
amostras CQB, CQM, CQA e CQD deve estar dentro do desvio de + 15% do valor nominal e para

o LIQ, admitiu-se valores dentro do desvio de +20%.

3.2.8.2.8. Validagéo intercorridas

Os seguintes critérios foram seguidos para considerar a precisao e exatidao intercorridas

aprovadas:

a) Preciséo: para os controles CQB, CQM, CQA e CQD o coeficiente de variacdo (CV) ndo

deveria exceder +15% e para o LIQ ndo deve exceder +20%.

b) Exatiddo: o valor da exatiddo (expresso pelo Erro Padrdo Relativo — EPR) para as
amostras CQB, CQM, CQA e CQD dentro do desvio de = 15% do valor nominal e para o LIQ,

admitiu-se valores dentro do desvio de +20%.

3.2.8.2.9. Validagéo da reinjecao

Serdo consideradas amostras reinjetadas, aquelas que forem quantificadas mais de uma

vez.

A validacao da reinjecdo tem como objetivo avaliar a validade deste procedimento, quando
necessario. A validacao da reinjecéo foi demonstrada através dos resultados obtidos de precisédo

e exatidao.

3.2.8.2.10. Validacéo de analise de farmacos de uso concomitante

Conforme a RDC 27/2012, em seu artigo sétimo, a interferéncia de metabdlitos, farmacos

de uso concomitante, produtos de degradacéo formados durante o preparo da amostra, nicotina,
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cafeina e outros possiveis interferentes devem ser avaliados durante a validagéo de um estudo

de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia.

A Nota técnica 04/2014, elaborada em agosto de 2014, relata quais ensaios devem ser
realizados quando houver a administracao de farmacos concomitantes (medicamentos eventuais
e comedicacdo) durante estudos de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia ou quando o
voluntério do estudo fizer uso de substancias possivelmente interferentes (tais como cafeina e

nicotina).

A avaliacdo da interferéncia analitica deve ser feita no momento da validacdo do método
analitico e deve contemplar os testes de seletividade e efeito matriz com e sem possiveis

interferentes.

Os parametros avaliados na validacdo de analise de farmacos de uso concomitantes foram

0s mesmos para UDCA, tauroursodesoxicélico e glicoursodesoxicélico.

Os padr6es de referéncia utilizados na validacao dos farmacos de uso concomitante foram:
Cloridrato 4-MAA, Dimenidrinato, Paracetamol, Cloridrato de Metoclopramida, Bromidrato de

Escopolamina, Cloridrato de Piridoxina e Cafeina.

3.2.8.2.10.1. Seletividade na presenc¢a de farmacos de uso concomitante

A andlise de seletividade na presenca de farmacos de uso concomitante tem como objetivo
avaliar a interferéncia dos farmacos concomitantes que podem ser usados durante a etapa clinica
do estudo de UDCA. Para confirmar a seletividade do método, foram analisadas amostras branco
de plasma humano obtidas de 6 (seis) individuos sendo 4 (quatro) amostras normais, 1 (uma)

lipémica e 1 (uma) hemolisada contaminados com os farmacos de uso concomitante.

3.2.8.2.10.2. Efeito de Matriz na presenc¢a de farmacos de uso concomitante

O uso de farmacos concomitantes durante a etapa clinica deve ser avaliada para investigar
a interferéncia dos mesmos na metodologia analitica proposta. Com este objetivo avaliou-se a

interferéncia dos farmacos concomitantes.

Para avaliar se existe efeito de matriz, foram analisadas amostras de 8 (oito) fontes

distintas, sendo 4 (quatro) normais, 2 (duas) lipémicas e 2 (duas) hemolisadas, adicionando-se
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posteriormente solucbes de analito e Pl nas mesmas concentracbes de CQB e CQA

contaminados com os farmacos de uso concomitante.

3.2.8.2.10.3. Exatidao e Preciséo na presenca de farmacos de uso concomitante

Para avaliar a precisdo e exatiddo do método na presenca de farmacos de uso
concomitante, 9 (nove) réplicas distintas (CQB, CQM, CQA), foram analisadas ap0s a adi¢cdo dos
farmacos concomitantes na faixa de concentracdo maxima esperada para cada um destes

farmacos avaliados.

3.2.8.2.11. Estudo de establidade do farmaco no fluido biolégico

Para gerar resultados confidveis e reprodutiveis, as amostras, os padrdes e reagentes

usados devem ser estaveis por um periodo razoavel.

3.2.8.2.11.1. Amostras recém preparadas

Foram avaliados os controles de qualidades (CQB e CQA) para as seis (6) amostras recém-
preparadas utilizadas nos testes de estabilidade do farmaco em ciclos de congelamento e degelo,

estabilidade de curta duracéo e estabilidade de longa duragéo.

Comparou-se os valores obtidos para os controles de qualidade CQB e CQA das amostras
recém-preparadas e analisadas, com relacdo ao valor nominal. As concentra¢cdes nominais dos
valores de controles de qualidade das amostras foram: UDCA CQB = 45 ng mL* e CQA = 8000
ng mL?; TUDCA, CQB =15 ng mL* e CQA =400 ng mL*; GUDCA, 45 ng mL* e CQA = 8000 ng

mL1.

3.2.8.2.11.2. Estabilidade de curta duracéo

Baseado no tempo em que as amostras do estudo serdo mantidas a temperatura ambiente,

foram analisadas 6 (seis) amostras de 2 (duas) diferentes concentracoes (CQB e CQA).

Comparou-se o0s valores médios obtidos de seis (6) amostras para os controles de
qualidade CQB e CQA mantidos em até 24 horas a temperatura ambiente com relagcéo ao valor

nominal. As concentra¢cfes nominais dos valores de controles de qualidade das amostras foram:
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UDCA, CQB =45 ng mL* e CQA = 8000 ng mL?*; TUDCA, CQB = 15 ng mL* e CQA =400 ng
mL*; GUDCA, 45 ng mL* e CQA = 8000 ng mL™,

3.2.8.2.11.3. Estabilidade do farmaco em ciclos de congelamento e degelo

Para avaliar a estabilidade de UDCA durante trés ciclos de congelamento e degelo, foram
analisadas 6 (seis) amostras de 2 (duas) diferentes concentracdes (CQB e CQA), nas seguintes
condicBes; amostras CQB e CQA (degelo 1): as amostras foram congeladas a -20 °C e mantidas
nesta temperatura por no minimo 12 horas. Apos este tempo, as amostras foram submetidas ao
degelo natural, a temperatura ambiente. Depois de completamente degeladas, as amostras foram
novamente congeladas a -20 °C, mantidas nesta temperatura (por no minimo 12 horas) e entéo
submetidas ao degelo natural, (degelo 2). Para completar os degelos as amostras foram
novamente congeladas a -20 °C, mantidas nesta temperatura (por no minimo 12 horas) e entao
submetidas ao degelo natural, (degelo 3) e apds este tempo, as amostras foram extraidas e
guantificadas.

3.2.8.2.11.4. Estabilidade p6s processamento

Para avaliar a estabilidade do farmaco no tempo e condi¢cdes de andlise, as amostras
processadas foram mantidas dentro do autoinjetor, aproximadamente 22 °C, e cada amostra de

controle de qualidade foi analisada em 6 (seis) réplicas nos tempos 00:00 e 24 horas.

3.2.8.2.11.5. Estabilidade de longa duracéo

Para avaliar a estabilidade do farmaco, em plasma, em condi¢6es de longa duracéo, o
tempo de armazenamento deve exceder o intervalo de tempo compreendido entre a coleta da

primeira amostra e a analise da Ultima amostra dos voluntarios.

Foram preparadas seis amostras de duas diferentes concentracdes (CQB e CQA) no tempo
inicial e estas amostras foram estocadas nas mesmas condi¢cdes que as amostras de plasma dos
voluntérios analisados (-20°C). As amostras armazenadas foram analisadas apés 133 dias para
0 UDCA, 154 dias para o GUDCA e 119 dias para o TUDCA em plasma humano.
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Os valores para as variagbes entre as médias dos CQB e CQA para as amostras
armazenadas durante o tempo compreendido entre a coleta da primeira amostra em estudo e a
analise da ultima com relac@o ao valor nominal devem ser comparados e o0s desvios devem ser

inferiores a 15%.

3.2.8.2.11.6. Estudo de Estabilidade de solu¢bes padrédo

As avaliacdes da estabilidade das solug¢des foram realizadas com solugéo primaria de maior

concentracé@o do analito e do Pl e solucdo de trabalho de menor concentragdo do analito e do PI.

Comparou-se as variagdes das médias das respostas do analito e do padrdo interno para
as solucdes analisadas ap6s horas de preparo mantidas a temperatura ambiente e amostras
analisadas ap0s dias mantidas sob refrigeracdo, em relacdo as médias obtidas para as solugdes

recém preparadas, sendo que os desvios encontrados devem ser inferiores a 10%.

3.2.8.2.12. Célculos das concentracdes de amostras

Os célculos foram baseados em funcéo da curva de calibragédo construida para o farmaco
analisado, no sistema de dados do MassLynx 4.1, utilizando os padrdes de calibragédo. As funcdes
de calibracdo foram calculadas através da razéo entre as areas dos picos do padrédo e padréao
interno. As concentracdes do analito nas amostras foram calculadas a partir da equacdo de
regressao linear ponderada (1/x?), obtida com a curva de calibragdo (concentracédo do analito em
funcdo das razdes das areas). Tal modelo de regresséao (1/x?) foi utilizado devido a amplitude da
curva de calibragéo, acido urosdesoxicoélico de 15,0 a 10 000,0 ng mL*, TUDCA de 5,0 a 500,0
ng mL! e GUDCA de 15,0 a 10 000,0 ng mL* e por apresentar o menor valor para a soma dos
erros relativos dos valores nominais dos padrdes de calibracdo versus seus valores obtidos pela

equacédo da curva.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Pré-Desenvolvimento

No processo de desenvolvimento da metodologia analitica para quantificagdo do &cido
ursodesoxicolcio e seus metabolitos (Figura 9) em plasma humano, levou-se em consideracdo
dois aspectos principais, primeiro as caracteristicas estruturais de cada molécula, assim como,
suas propriedades fisico-quimicas tais como solubilidade, polaridade, acidez / basicidade e
segundo, a curva de concentracdo plasméatica esperada com base em dados da literatura.

FIGURA 9. Estrutura quimica do UDCA (A) e seus principais metabdlitos, TUDCA (B) e GUDCA (C).

A faixa linear esperada para os ativos sdo de 15 a 10 000 ng mL* para o UDCA e GUDCA
e de 5 a 500 ng mL* para o TUDCA, portanto, para este Ultimo, foi necessario um processo de

extracdo e pré-concentracdo maior do que para os demais.

Conforme mencionado previamente, o UDCA é um &cido carboxilico com caracterisca
molecular apolar, sendo solivel em etanol e &cido acético glacial, ligeiramente solivel em

cloroférmio, pouco solluvel em éter e praticamente insollvel em agua, enquanto seu pKa é de 5,1.

O GUDCA aprenseta estrutura molecular e solubilidade semelhante, distinguindo-se pela

presenca de um grupamento amida e um pKa de 3,8, 0 que a torna uma molécula mais &cida. Ja
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o TUDCA se distingue pela presenca de um grupo suféxido e um pKa de aproximadamente -1,0,

caracterizando-se como uma molécula mais 4cida e mais polar do que as demais.

Usualmente, para o tratamento de compostos em estudos fazendo uso da técnica LC-
MS/MS, os métodos de extracdo mais utilizados séo: fase solida, liquido-liquido e precipitagao.
O método por fase solida, embora mais limpo e efetivo, ndo foi empregado devido ao seu alto
custo e o intuito do trabalho foi desenvolver uma metodologia que seja viavel para o ambito de
pesquisa.

Dessa forma, atécnica de extracao liquido-liquido é mais indicada para compostos apolares
pois nNo seu processo é feito uso de solventes e reagentes com essa mesma caracteristica e no

caso da precipitacdo, € mais indicada para moléculas com caracteristica predominante polar.

4.2. Desenvolvimento da Metodologia Bioanalitica
4.2.1. Obtencdo do Espectro de Massas (MS)
UDCA

Utilizando a solucdo de 5000 ng mL ! realizou-se os experimentos de MS e MS/MS para
definicdo do canal MRM 391,30 > 373,5 para quantificacdo do analito, operando no modo

negativo de ionizacdo, conforme a Figura 10.
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FIGURA 10. Espectro MS/MS Acido Ursodesoxicolico: lon precursor m/z 391.3 Da e ion
produto, utilizado para formacé&do do canal de monitoramento, m/z 373.5 Da.

UDCA D4

Utilizando a solucdo de 3000 ng mL™* realizou-se os experimentos de MS e MS/MS para

definicdo do canal MRM 395,3 > 377,1, para monitoramento do padréo interno, com funcéo de

correcdo de desvios do processo analitico, operando no modo negativo de ionizagao, conforme

a Figura 11.
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FIGURA 11. Espectro MS/MS Acido Ursodesoxicolico D4: lon precursor m/z 395.3 Da e
ion produto, utilizado para formac¢édo do canal de monitoramento, m/z 377.1 Da.

GUDCA

Utilizando a solugédo de 1000 ng mL™* realizou-se os experimentos de MS e MS/MS para
definicdo do canal MRM 448,5 > 73,7 para quantificacdo do analito, operando no modo negativo

de ionizagéo, conforme a Figura 12.
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FIGURA 12. Espectro MS/MS Acido Glicoursodesoxicolico: lon precursor m/z 448.5 Da

e ion produto, utilizado para formacdo do canal de monitoramento, m/z 73.7 Da.

GUDCA D4

Utilizando a solucdo de 1000 ng mL™* realizou-se os experimentos de MS e MS/MS para

definicdo do canal MRM 451,9 > 73,7, para monitoramento do padréo interno, com fungéo para

correcdo de desvios no processo analitico, operando no modo negativo de ionizagao, conforme

a Figura 13.
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FIGURA 13. Espectro MS/MS Acido Glicoursodesoxicolico D4: lon precursor m/z 451.9
Da e ion produto, utilizado para formacdo do canal de monitoramento, m/z 73.7 Da.

TUDCA

Utilizando a solucdo de 1000 ng mL* realizou-se os experimentos de MS e MS/MS para
definicdo do canal MRM 498,0 > 79,6 para monitoramento na quantificacdo do analito, operando

no modo negativo de ionizacdo, conforme a Figura 14.
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FIGURA 14. Espectro MS/MS Acido Tauroursodesoxicélico: lon precursor m/z 498.0 Da
e ion produto, utilizado para formacdo do canal de monitoramento, m/z 79.6 Da.

TUDCA D4

Utilizando a solucéo de 1000 ng mL™* realizou-se os experimentos de MS e MS/MS para

definicdo do canal MRM 502,4 > 79,5 para monitoramento o padréo interno, com funcéo de

correcao de desvios do processo analitico, operando no modo negativo de ioniza¢do conforme a

Figura 15.
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FIGURA 15. Espectro MS/MS Acido Tauroursodesoxic6lico Da: lon precursor m/z 502.4
Da e ion produto, utilizado para formacdo do canal de monitoramento, m/z 79.5 Da.

4.2.2. Otimizagdo do Equipamento, Separacdo Cromatogréfica e Processo de Extracéo
Acido ursodesoxicolico

As condigdes cromatograficas foram definidas a partir de diversos ensaios, buscando obter
uma maior resposta de pico, com boa resolucao, simetria e 0 menor tempo de corrida, utilizando
0s materiais disponiveis.

A fase movel para quantificacao de UDCA foi definida apds diversos testes, primeiramente
utilizou-se MeCN:H>O:NH;OH (90:10:0,05 e 20:80:0,05) e MeCN:H>O (60:40 v/v), onde foi
observado a existéncia de um pico no mesmo tempo de retencdo do analito apdés realizagédo de
testes com plasma branco, que persistiu mesmo na auséncia de modificadores orgéanicos. O
aumento de 4gua (80mL) acarretou em uma leve separacao destes picos quando comparou-se
a amostras branco e amostras dopadas. Estes resultados mostraram que o pico observado nas
amostras de plasma correspondia a um intenso interferente, de mesma transicao, que eluia
juntamente com o ativo. Assim, foram realizados testes com fase mével em diversos volumes de
MecN:H,O, MeCN:NHsAc 10 mM:NH4sOH, MeCN:H,O:NH4sOH; MeCN:NH:Ac 10 mM,

MeCN:NH:Ac 20 mM e MeCN:NHsAc 30 mM. Esta ultima solugdo apresentou uma excelente
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separacao e resolugdo cromatografica na proporcao 42:58 (v/v), sendo portanto, a escolhida para
o método. Nestes testes observou-se que a adicdo de NH.Ac na fase movel favoreceu a
diminuicdo do tempo de retengéo dos picos enquanto também minimizou a varia¢éo e separagao
cromatogréfica entre analito e interferentes. O NHsOH havia sido adicionado como um
modificador organico com caracteristicas basicas, porém apesar de promover um aumento
bastante significativo do sinal eletrbnico, ocasionou uma menor separacdo e resolucao
cromatogréfica. A dgua foi retirada pois seu aumento levou a uma diminui¢cdo do sinal eletrdnico,
dificultando a quantificacdo do LIQ.

Testou-se também as seguintes colunas para determinagdo de UDCA: Synergi Fusion 25
cm, Luna Phenyl Hexyl 25 cm e Ace PFP C18 15 cm e Luna 5 um C18 100A 25 cm, sendo esta
dltima a mais eficiente na separagéo do interferente que eluiu apdés o pico de interesse. Para
estabilizar possiveis variagbes na temperatura da coluna que poderiam estar afetando sua
estabilidade, acoplou-se um forno mantendo-a numa temperatura de 30 °C e paralelamente,
aumentou-se o parametro de tempo de Dwell (velocidade scan) para minimizar a quantidade de
scans por segundos, diminuindo varia¢cdes no tempo de retencgéo.

A solucdo de ressuspensdo de UDCA foi obtida a partir de diversos testes buscando
melhorar o sinal eletrbnico. Foram testadas diversas propor¢cbes de MeCN:H»O:CH-0y;
MeCN:H20; MeCN:H20:NH4OH; MeCN:NH;Ac 10 mM; MeCN:H,O:NH4OH, onde observou-se
gue apesar desta Ultima opcéo apresentar um bom sinal eletrénico (90:10:0,05 v/v/v) a exclusdo
da base na solucédo de ressuspensdao foi fundamental para estabilizacdo do tempo de retencéo,
portanto a solu¢éo escolhida foi MeCN:NH4Ac (90:10 v/v).

A separacdo cromatografica foi feita através de uma coluna 250x4.6 mm 5u C18 100A
Phenomenex Luna (Torrence, USA) com uma fase movel que consiste em MeCN:NH4Ac 30 mM
(42:58, viv) pH 7.0. Para andlise de UDCA foi definido um fluxo de 0,450 mL min? a partir de
testes, com gradiente, o que levou a diminuicdo consideravel do tempo de cada analise. Os
canais definidos foram MRM m/z 391,30 > m/z 373,5 para UDCA e canal MRM m/z 395,3 > m/z
377,1 para UDCA D4 operando em Eletronspray ion source (ESI) em modo negativo de ionizagéo.
O canal m/z 391,20 > m/z 355,04 foi testado para o analito, porém apresentou interferentes
cromatogréficos.

Na&o foi necessério o uso de spliter. Nestas condi¢ges, o UDCA eluiu no tempo de 3.47,
minutos com um total de tempo de corrida de 6.50 minutos. O ion foi monitorado pelo
espectrdmetro de massas equipado com ESI, operando em modo negativo de ionizagdo. A

quantificagdo dos analitos em plasma humano foi baseado na razdo da &rea dos picos dos
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analitos pelo padrédo interno. A determinacdo da concentracdo dos analitos em plasma humano
foi determinada a partir de curvas de calibragdo que foram analisadas por regressao linear com
método dos minimos quadrados (coeficiente de correlacéo linear 1/x?).

Acido Glicoursodesoxicolico e Acido Tauroursodesoxicélico

A fase mobvel utilizada para quantificacdo dos metabdlitos inicialmente foi
MeCN:H>0O:NH4OH (80:20:0,05 v/v/v) pois ocasionou um ganho de sinal eletrénico para os dois
ativos, porém ao longo dos testes foi observado desdobramentos nos picos de interesse, desta
forma testou-se novas fases moveis, sem NH4sOH e com a adicdo de NH4Ac em seu lugar. Além
da juncdo dos dois modificadores, NH,OH e NH4Ac. A fase movel com NH:Ac 10 mM, somente,
apresentou o melhor resultado principalmente para os testes de precipitagdo, assim utilizou-se a
fase movel (MeCN:NH4Ac 10 mM (57:43 v/v) para TUDCA. Porém apds testes de exatidao para
GUDCA observou-se picos interferentes, sendo a fase mével alterada para MeCN:NHsAc 10 mM
60:40, o que levou a separacdo dos picos, porém de forma insuficiente. Desta maneira foram
testadas outras proporgdes: 80:20 — 50:50 — 40:60 v/v, sendo a proporcao de 40:60 a apresentar
melhores resultados. Além disso, adicionou-se modificadores organicos (NH4sOH) nesta fase
moével na expectativa de melhorar o sinal e separacdo cromatogréafica. A nova fase movel se
demonstrou eficaz e ficou com a seguinte propor¢do MeCN:NHsAc 10mM:NH4OH (40:60:0,5
VIVIV).

Para TUDCA e GUDCA foram testadas as colunas Luna 5 um C18 100 x 4,6 mm,
Phenomenex C18 100 x 4,6mm, Phenomenex de 15 cm C18, Phenyl — Hexyl 15cm e Luna
Phenomenex C18 100A 25 cm, sendo esta Ultima a apresentar melhor resultado na separacao
de picos interferentes que haviam sido encontrados para GUDCA, obtendo também resultado
satisfatério para TUDCA.

Ja o uso HCI 1M nas extracdbes de GUDCA apresentou melhores resultados de
recuperacao, além disso, foram realizados diversos testes para ressuspensao deste metabdlito:
MeCN:NH4Ac 10mM:NH40H 40:60:0,5, 80:20:01 e 70:30:0,1 v/v/v, sendo esta ultima opgéo a
escolhida pois auxiliou na eliminagéo de problemas de desdobramento de picos.

Durante realizacdo dos testes de extragéo foi determinado o uso da técnica liquido-liquido,
pois € a mais indicada para compostos predominantemente apolares, como o GUDCA, uma vez
gue no seu processo é feito uso de solventes e reagentes com essa mesma caracteristica. Para
TUDCA foi utilizada a técnica de precipitagéo, devido sua caracteristica polar. O método por fase

sélida, embora mais limpo e efetivo, ndo foi empregado devido ao seu alto custo.
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Para os metabdlitos observou-se sinais de suas respectivas massas somente em modo
negativo de ionizagdo (ESI"), utilizando um fluxo de 0,700 mL min* para GUDCA e 0,200 mL*
para TUDCA, sendo também necessario utilizar gradiente. Os canais foram definidos como
especificado em materiais e métodos.

A separacdo cromatografica foi feita através de uma coluna 250x4.6 mm 5u C18 100A
Phenomenex Luna (Torrence, USA) para os ativos com uma fase movel que consiste em
MeCN:NHsAc 10mM:NH4OH (40:60:0.5, v/v/v) e pH 9,0 para 0o GUDCA e MeCN:NHsAc 10mM
(570:430, v/v) e pH 7.0 para o TUDCA. A fase mével foi carregada através de um fluxo de 0.700
mL min. (Com gradiente: 0,01 a 2,50 min. — 0,700 mL min* — 85 Kgf; 2,51 a 4,75 min — 0,35 mL
min! — 44 Kgf; 4,76 min. — 0,700 mL min't — 85 Kgf) para GUDCA e 0.200 mL min (com gradiente:
0,01 a 0,1 min./ 1,21 a 5,5 min. e 7,51 min.— 0,200 mL min! — 20 Kgf; 0,11 a 1,2min.e 5,51 a7,5
min. — 1,5 mL min.! — 130 Kgf) para TUDCA.

A gquantificag@o dos analitos em plasma humano foi baseado na raz&o da area dos picos
dos analitos pelo padréo interno. A determinacdo da concentracdo dos analitos em plasma
humano foi determinada a partir de curvas de calibracdo que foram analisadas por regressao

linear com método dos minimos quadrados (coeficiente de correlagéo linear 1/x2).

4.3. Validac&o da Metodologia Bioanalitica

Nas Tabelas 13, 14 e 15 estdo apresentadas as datas de preparo das amostras de cada
uma das andlises da validacdo de UDCA, GUDCA e TUDCA, respectivamente.



Tabela 13. Datas de preparo das amostras de cada andlise da validacdo do UDCA.
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Descricdo da Anédlise Preparo das amostras Anélise
Seletividade 29/05/2017 29/05/2017
Efeito residual (Carryover) 31/05/2017 31/05/2017
Efeito de matriz 30/05/2017 30/05/2017
Linearidade (Lote 01) 31/05/2017 31/05/2017
Linearidade (Lote 02) 31/05/2017 31/05/2017
Linearidade (Lote 03) 31/05/2017 31/05/2017
Exatidao CQD (Lote 01) 01/06/2017 01/06/2017
Exatiddo CQD (Lote 03) 05/06/2017 05/06/2017
Exatiddo CQD (Lote 04) 06/06/2017 06/06/2017
LIQ 06 08/06/2017 08/06/2017
LIQ 07 09/06/2017 09/06/2017
LIQ 08 12/06/2017 12/06/2017
Validag&o da reinjecéo 05/06/2017 05/06/2017
fomacos de use concomitant 26/05/2017 2910512017

Exatiddo/Precisdo na presenca

de farmacos de uso 20/06/2017 20/06/2017

concomitante




Tabela 14. Datas de preparo das amostras de cada andlise da validacdo do GUDCA.

81

Descricdo da Analise Preparo das amostras Analise
Seletividade 26/05/2017 26/05/2017
Efeito residual (Carryover) 31/05/2017 31/05/2017
Efeito de matriz 29/05/2017 29/05/2017
Linearidade (Lote 01) 30/05/2017 30/05/2017
Linearidade (Lote 02) 30/05/2017 30/05/2017
Linearidade (Lote 03) 30/05/2017 30/05/2017
Exatiddo CQD LIQ (Lote 01) 30/05/2017 30/05/2017
Exatiddo CQD LIQ (Lote 02) 31/05/2017 31/05/2017
Exatiddo CQD LIQ (Lote 03) 01/06/2017 01/06/2017
Validacdo da reinjecao 30/05/2017 31/05/2017
fomacos de uso concomtante 2608/2017 26/05/2017
{aamacas de uso concomiante 20105/2017 2010512017

Exatiddo/Precisédo na presenca

de farmacos de uso 02/06/2017 02/06/2017

concomitante




Tabela 15. Datas de preparo das amostras de cada analise da validagdo do TUDCA.
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Descricdo da Analise Preparo das amostras Analise
Seletividade 12/06/2017 12/06/2017
Efeito residual (Carryover) 12/06/2017 12/06/2017
Efeito de matriz 13/06/2017 13/06/2017
Linearidade (Lote 01) 19/06/2017 19/06/2017
Linearidade (Lote 02) 19/06/2017 19/06/2017
Linearidade (Lote 03) 19/06/2017 19/06/2017
Exatiddo CQD LIQ (Lote 02) 21/06/2017 21/06/2017
Exatiddo CQD LIQ (Lote 03) 22/06/2017 22/06/2017
Exatiddo CQD LIQ (Lote 04) 23/06/2017 23/06/2017
Validacdo da reinjecao 23/06/2017 23/06/2017
fomacos de uso concomtante 12/06/2017 12/08/2017
{aamacas de uso concomiante 1310612017 130612017

Exatiddo/Precisédo na presenca

de farmacos de uso 03/07/2017 03/07/2017

concomitante

4.3.1. Seletividade

As amostras foram testadas, utilizando o procedimento de extracdo e as condigbes

cromatogréficas desenvolvidas, para avaliar possiveis interferentes no tempo de retencdo do

farmaco e do padrao interno. Os resultados foram comparados com aqueles obtidos com amostra
processada do LIQ, Tabelas 16,17 e 18.



Tabela 16. Amostras branco de plasma do UDCA.
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Areado  Areado padréo

Individuo Descricao Origem Lote fArmaco interno
01 Individuo 1: EDTA UNIFAG PLS 76/2017 - -
02 Individuo 2: EDTA UNIFAG PLS 111/2017 - -
03 Individuo 3: EDTA UNIFAG PLS 54/2017 - -
04 Individuo 4: EDTA UNIFAG PLS 148/2017 - -
05 Individuo 5: EDTA/Lipémico UNIFAG PLS 464/2016 - -
06 Individuo 6: EDTA/Hemolisado ~ UNIFAG PLS 36/2017 - -
07 LIQ 15 ng mL? UNIFAG PLS 76/2017 1110 21489

Nas Figuras abaixo estdo demonstrados os cromatogramas referentes ao plasma normal

(Figuras 16, 17, 18 e 19), ao plasma lipémico (Figura 20), ao plasma hemolisado (Figura 21) e ao

da amostra processada do LIQ (Figura 22) para o UDCA.

Name: -Seletividade 01, Description: Individuo 01: PLS 76/2017 (EDTA), Date: 29-May-2017, Time: 16:38:12

Ac.Ursodesoxicolico

-Saletividade_01 Smoath{hMn,3x3) F1:MBM at 1 channal ES-
Individuwa 01: PLS 762017 (EDTA) 3.3 > 3734
4.92 9.653a+003

1o — — - 1 B
T
0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 .00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00

Ac.Ursodesoxicolico d4

-Seletividade_01 Smooth{Mn 3x3) F2:MBM of 1 channal ES-
Individuwa 01: PLS 762017 (EDTA) 3054237715
0.48 3.26 __ 7.934e+003

100 — — e — I — — B
0

L L R
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 2,00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.80 5.00

FIGURA 16. Plasma branco normal lote PLS 76/2017 referente ao analito e PI.
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Name: -Seletividade_02, Description: Individuo 02: PLS 111/2017 (EDTA), Date: 23-May-2017, Time: 16:45:34

Ac.Ursodesoxicolico
-Seletividade_02 Smooth(Mn,3x3) F1:MAM of 1 channel ES-
Individue 02: PLS 111/2017 (EDTA) 391.3 > 373.41
4.92 9.961a+003
‘09‘-“3_'1 2.28 8w~
L
0~ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Tl
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00
Ac.Ursodesoxicolico d4
-Seletividade_02 Smooth(Mn,3x3) F2:MAM of 1 channel ES-
Individue 02: PLS 111/2017 (EDTA) 395.42-377.15
100~ _ 238 3.18 . 4.37 6.11. 7.6692+003
%
L o o e o o o e o a2 et At L A o A s = m AR
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 B.00

FIGURA 17. Plasma branco normal lote PLS 111/2017 referente ao analito e PI.

Name: -Seletividade 03, Description: Individuo 03: PLS 54/2017 (EDTA), Date: 29-May-2017, Time: 16:52:57

Ac.Ursodesoxicolico
-Seletividade_03 Smooth{Mn, 3x3) F1:MAM of 1 channal ES-
Individue 03: PLS 542017 (EDTA) 391.3 = 373.41
4.94 8.774a4+003
100— 2.85 —
— e —— e ———— e —— i — -— shp—
%2
D—:|||| I R B I I I S B B o e R AR s 1
2.50 3.00 3.50 4.00
Ac.Ursodesoxicolico d4
-Seletividade 03 Smoath(Mn, 3x3) F2:MAM of 1 channel ES-
Individue 03: PLS 542017 (EDTA) 395.42=377.15
100— 2,08 o 5.20 7.862e+003
%3
0= T T T T T T T T T T T T T T T T T T fir
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 B6.00

FIGURA 18. Plasma branco normal lote PLS 54/2017 referente ao analito e PI.

Name: -Seletividade 04, Description: Individuo 04: PLS 148/2017 (EDTA), Date: 29-May-2017, Time: 17:00:18

Ac.Ursodesoxicolico

-Soletividade_04 Smoath{Mn, 3x3) F1:MAM of 1 channal ES-
Individue 04: PLS 148/2017 (EDTA) 391.3 = 373.41
4.92 1.0280+004
et T
Yo
S U L [ i e EAmaamaaas LT
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00
Ac.UrsodesoXicolico d4
-Seletividade_04 Smoath{Mn, 3x3) F2:MAM of 1 channal ES-
Individuo 04: PLS 148/2017 (EDTA) 395.42-377.15
100213 _ 343 4.98 7.853e+003
%2
[ N R R R AR RN N R A R R L R O R R R T T N R R R N R R N RN E R T N R TR RET
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 B.00

FIGURA 19. Plasma branco normal lote PLS 148/2017 referente ao analito e PI.
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Name: -Seletividade_ 05, Description: Individuo 05: PLS 464/2016 (EDTA / Lipemico), Date: 29-May-2017, Time: 17:07:39

Ac.Ursodesoxicolico
-Seletividade_05 Smoath{Mn, 3x3) F1:MAM of 1 channel ES-
Individue 05: PLS 464/2016 (EDTA / Lipemico) 391.3 = 37341
100~ 4,88 9.887e+003
[ 2.09 _ 2.63 s T T -
%
R N L R B B R B B B L B L L N B NI R IR L I R T L o B B e o B e S S S R T
0.50 1.00 1.50 2.00 250 .00 3,50 4.00 4.50 5.00 5.80 6.00
Ac.Ursodesoxicolico dd
-Seletividade_05 Smoath{Mn, 3x3) F2:MAM of 1 channel ES-
Individuo 05: PLS 454/2016 (EDTA / Lipemice) 395.42=377.15
100013, 243 375 R I - ) B 7.74590+003
%
0= T T T T T T T T T T T T T T T T T T mir
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3,50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00
FIGURA 20. Plasma branco lipémico lote PLS 464/2016 referente ao analito e PI.
Name: -Seletividade 06, Description: Individuo 06: PLS 36/2017 (EDTA / Hemolisado), Date: 29-May-2017, Time: 17:15:01
Ac.Ursodesoxicolico
-Selatividade_06 Smooth{Mn, 3x3) F1:MAM af 1 channal ES-
Individuo 06: PLS 36/2017 (EDTA § Hemolisado) 391.3 » 37341
92 938704003
100 _2.98 308 T
W2
L B L R I B B B B B L A B e R B B L e B e 1
Q.50 1.00 1.50 2.00 250 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00
Ac.Ursodesoxicolico d4
-Salatividade_06 Smooth(Mn, 3x3) F2:MAM af 1 channal ES-
Individue 08: PLS 36/2017 (EDTA / Hemelisado) 395.42-377.15
3.02 4.07 4.98 778804003
100 - — —_—
%

[ L I I [ I I I I [ [ I I I I [ I I I S 1
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 550 6.00
FIGURA 21. Plasma branco hemolisado lote PLS 36/2017 referente ao analito e PI.

Name: -Seletividade 09, Description: Ac. Ursodesoxicolico 15 ng/mL + Pl, Date: 29-May-2017, Time: 17:37:06
Ac.Ursodesoxicolico
-Seletividade_09 SmoothiMn,3x3) F1:MAM of 1 channal ES-
Ac. Ursodesawcobce 15 ng/mL + Pl 3091.3 = 37341
Ac.Ursodesexicolicnzd. 41;1110.16960 1.0260+004
100 4.84
} - —_ —
o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T min
0.50 1.00 1.50 2.00 250 3.00 .50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00
Ac. Ursodesoxicolico d4
-Seletividade 09 SmoothiMn,3x3) F2-MAM of 1 channel ES-
Ac. Ursodesaxcolice 15 ng/mL + Pl 3V5.42>377.15
1 06 Ac.Ursodesaxicolico d4;3.37:21488. 727 bb 6.568e+004
36
T T T T T T T T I_- T T T T T T T min

FIGURA 22. Plasma branco normal lote PLS 76/2017 referente ao analito e PI.



Tabela 17. Amostras branco de plasma do GUDCA.
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Areado  Areado padrdo

Individuo Descricao Origem Lote f4rmaco | % interno
01 Individuo 1: EDTA UNIFAG PLS 65/2017 - -
02 Individuo 2: EDTA UNIFAG PLS 453/2016 - -
03 Individuo 3: EDTA UNIFAG PLS 147/2017 - -
04 Individuo 4: EDTA UNIFAG PLS 388/2016 197/16,32 -
05 Individuo 5: EDTA/Lipémico UNIFAG PLS 464/2016 - -
06 Individuo 6: EDTA/Hemolisado UNIFAG PLS 36/2017 197/ 16,32 -
07 LIQ 15 ng mL1 UNIFAG PLS 65/2017 1207 39237

Nas figuras abaixo estdo demonstrados os cromatogramas referentes ao plasma normal (Figuras

23, 24, 25 e 26), ao plasma lipémico (Figura 27), ao plasma hemolisado (Figura 28) e ao da

amostra processada do LIQ (Figura 28) para o GUDCA.

MName: Seletividade-01, Description: Individuo 01: PLS 65/2017 (EDTA), Date: 26-May-2017, Time: 15:30:06

Ac. Glicoursodesoxicolico
Seletividade -01 Smooth(Mn,3x3)
Individuo 01: PLS B5/2017 (EDTA)

1007

o5

Fi:MRAM of 1 channel ES-
448 46 = 737

100

0%

4.25 2.941e+004
_'3'—d S _,a-'/\'\-\__
o T T T T T T T T T T T T T T T min
050 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 .50 4.00 4.50
Ac. Glicoursodesoxicolico D4
Seletividade-01 Smooth(Mn,3x3) F2:MRM of 1 channel ES-
Individuo 01: PLS 652017 (EDTA) 451 92 = 73.7
_ - ] 6.0260+003
L T T T T T T T T T T T T T T T min
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 .00 4.50 5.00

FIGURA 23. Plasma branco normal lote PLS 65/2017 referente ao analito e PI.



Name: Seletividade-02, Description: Individuo 02

Ac. Glicoursodesoxicolico
Saletividade-02 Smooth(Mn_3x3)
Individuo 02: PLS 453/2016 (EDTA)

: PLS 453/2016 (EDTA), Date

87

: 26-May-2017, Time: 15:35:55

F1:MRM of 1 channel ES-
448 46 = 737

10 4.25 2.858e+004
% 3.34
0T —T T T T T T T T T T T T T T T T T mim
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50
Ac. Glicoursodesoxicolico D4
Seletividade-02 Smooth(Mn.3x3) F2:MAM of 1 channel ES-
Individuo 02: PLS 453/2016 (EDTA) 451.92 = 73.7
5.004e+003
10 — — S— S
B
e | o | P | e min
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00

FIGURA 24. Plasma branco normal lote PLS 453/2016 referente ao analito e PI.

Mame: Seletividade-03, Description: Individuo 03: PLS 147/2017 (EDTA), Date: 26-May-2017, Time: 15:41:43

Ac. Glicoursodesoxicolico
Saletividade-03 Smooth(Mn, 3x3)
Individuo 03: PLS 1472017 (EDTA)

F1:MBM of 1 channel ES-

448,46 =737
100+ 4.27 2.7540+004
% 3.34 .
o T T T T T T T T T T T T T T T T min
00 1.00 1.50 2.00 2.50 2.00 3.50 .00 4,50
Ac. Glicoursodesoxicolico D4
Saletividade-03 Smooth(Mn,3x3) F2:MBM of 1 channel ES-
Individuo 03: PLS 1472017 (EDTA) 451.82 =737
1.03 5.0408+003
100 = e
e
o T T T T T T T T T T T T T T T T T T min
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00

FIGURA 25. Plasma branco normal lote PLS 147/2017 referente ao analito e PI.

Name: Seletividade-04, Description: Individuo 04: PLS 388/2016 (EDTA), Date: 26-May-2017, Time: 15:47:31

Ac. Glicoursodesoxicolico
Seletividade-04 Smoothi{Mn,3x3)
Individuo 04: PLS 388/2016 (EDTA)

F1:MBM of 1 channal ES-

448,46 = 737
4.27 2.641e+005
10
%
o T T T T T T T T T T T ! T I T T T = min
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50
Ac. Glicoursodesoxicolico D4
Seletividade-04 SmoothiMn,3x3) F2:MBM of 1 channel ES-
Individuo O4: PLS 388/2016 [EDOTA) 451.92 = 73.7
4.30 5.371e+003
100 — —_— =
%
o T T T T T T T T T T T T T T T T T T min
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4,00 4.850 5.00
FIGURA 26. Plasma branco normal lote PLS 388/2016 referente ao analito e PI.
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Mame: Seletividade-05, Description: Individuo 05: PLS 464/2016 (EDTA / Lipemice), Date: 26-May-2017, Time: 15:53:21

Ag. Glicoursodesoxicolico

Seletividade-05 Smooth({Mn,3x3) F1:MRM of 1 channel ES-
Individuo 05: PLS 484/2016 (EDTA 7 Lipernica) 44848 = TI.T
4,25 3.271e+004
100+
1 _ _ _ _—ﬁ__\_/\
- rTr--r-rrr-r—Trr--rrr——r T min
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 2.00 3.50 .00 4.50

Ac. Glicoursodesoxicolico D4

Seletividade-05 Smooth(Mn.3x3) F2:MAM of 1 channel ES-
Individuo 05: PLS 46842016 (EDTA / Liparmico) 451.92 = 73.7
0.83 6.065a+003
100 —_— == - - = — e — —_
Bt
O T T T T e e | i
1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 .00 4.50 )

FIGURA 27. Plasma branco lipémico lote PLS 464/2016 referente ao analito e PI.

MName: Seletividade-06, Description: Individuo 06: PLS 36/2017 (EDTA / Hemolisado), Date: 26-May-2017, Time: 15:59:09

Ac. Glicoursodesoxicolico
Seletividade-06 Smooth(Mn,3x3)

F1:MRM of 1 channel,ES-
Individuo 06: PLS 3872017 (EDTA / Hemolisadao)

448 46 = 737

100 4.27 2.640e+005
%‘%
" T T T T T T T T T T T T T T T T == min

0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.850 4.00 4.50

Ac. Glicoursodesoxicolico D4
Sealetividade-06 SmoothiMn.3x3)

F2:MRM of 1 channel ES-
Individuo 06: PLS 38/2017 (EDTA / Hemaolisado)

451.82 = 73.7

100 _4.30 5.338e+003
s T T T T T T T T T T T T T T T T T mir
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 a.50 .00 4.50 5.00

FIGURA 28. Plasma branco hemolisado lote PLS 36/2017 referente ao analito e PI.

MName: Seletividade-09, Description: Ac. Glicoursodesoxicolico 15 ng/mL + Pl, Date: 26-May-2017, Time: 16:16:35

Ac. Glicoursodesoxicolico

Seletividade-09 Smooth(Mn,3x3) F1:MRM of 1 channel ES-
A, Glicoursodesoxicalico 15 ngémL + PI 44846 = 737
Ac. Glicoursodesoxcolico;3.34;1206.602;bo 1.07%e+004
100 _-/—\\_ 4.20
I _-/ﬁ\\-._,_
%] T E— -
o T T T T T T T T T T T T T T T T min
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 450
Ac. Glicoursodesoxicolico D4
Saletividade-02 Smooth(Mn,3x3) F2:MRM of 1 channel [ES-
Ac. Glicowrsodesaxicolico 15 ngimL + PI 451.82 = 73.7
100 Ac. Glicoursodesoxicolice D4;3.33,39236.531;bb 1.644a+005
e
L T B e e e e B L I B e ey B B B i e B I B o e e B w min
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 .50 4.00 4.50 5.00

FIGURA 29. Plasma branco normal lote PLS 65/2017 referente ao analito e PI.



Tabela 18. Amostras branco de plasma do TUDCA.
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. . . Area do Acelel
Individuo Descricao Origem Lote f4rmaco / % padrao
interno
01 Individuo 1: EDTA UNIFAG PLS 388/2016 - -
02 Individuo 2: EDTA UNIFAG PLS 50/2017 - -
03 Individuo 3: EDTA UNIFAG PLS 127/2017 - -
04 Individuo 4: EDTA UNIFAG PLS 39/2017 - -
05 Individuo 5: EDTA/Lipémico UNIFAG PLS 34/2017 - -
06 Individuo 6: EDTA/Hemolisado UNIFAG PLS 139/2017 - -
07 LIQ 5ng mL? UNIFAG PLS 388/2016 200 7311

Nas figuras abaixo estdo demonstrados os cromatogramas referentes ao plasma normal

(Figuras 30, 31, 32 e 33), ao plasma lipémico (Figura 33), ao plasma hemolisado (Figura 34) e ao

da amostra processada do LIQ (Figura 35) para o TUDCA.

Name: Seletividade 01, Description: Individuo 01: PLS 388/2016 (EDTA), Date: 12-Jun-2017, Time: 13:21:16

Ac.Tauroursodesoxicolico

Seletividade 01 Smooth(Mr, 3x3) F1:MRM of 1 channel ES-
Individuo 01: PLS 388/2016 (EDTA) 498 = 79.63
. 423 4.7160+003
% / Nazs
: _1.81 S _ T—
o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1_min
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 500 550 600 6.50 700 7.50 8.00

Ac.Tauroursodesoxicolico D4

Seletividade_01 Smooth{Mn, 3x3) F2:MRAM of 1 channel ES-
Individuo 01: PLS 388/2016 (EDTA) 502.44 = 70.54
1.7508+003
o E = [ EEE o EEE o FEf b= F o[ PR b= [ o[~ FbE [ bmF [EE= F=FFE b= o E E[EEE=[ P 00 40 =8 888 0= 8888881 1- 11711111 = 111 {1119 1191 {11151 111110 ] 111 1111 {1111 [Hin

I 1.50 2. 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50

FIGURA 30. Plasma branco normal lote PLS 388/2016 referente ao analito e PI.
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Name: Seletividade 02, Description: Individuo 02: PLS 50/2017 (EDTA), Date: 12-Jun-2017, Time: 13:30:16

Ac.Tauroursodesoxicolico
Seletividade_02 Smooth(Mn, 3x3) F1:MRAM of 1 channel . ES-

Individuo 02: PLS 50/2017 (EDTA) 498 = 70.63
100 423 4.858e+003
: /\J-?Z
e
E 1.81 _
[ R S LR R R R e R AL L AR A R A R e RAR il S RS e A s S - - - T T T T T T T T T [ T T [T T T T pi
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 550 6.00 6.50 T.00 7.50 8.00

Ac.Tauroursodesoxicolico D4

Seletividade 02 Smooth(Mn, 3x3) F2:MRM of 1 channel ES-
Individua 02: PLS 50/2017 (EDTA) 502.44 = 79.54
100+ 1.834e+003
J0.02
3 311
%] 387 5.06
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T min
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 5.00 6.50 7.00 7.50

FIGURA 31. Plasma branco normal lote PLS 50/2017 referente ao analito e PI.

Name: Seletividade 03, Description: Individuo 03: PLS 127/2017 (EDTA), Date: 12-Jun-2017, Time: 13:39:17

Ac.Tauroursodesoxicolico

Seletividade 03 Smoath(Mn, 3x3) F1:MBM of 1 channel.ES-
Individuo 03: PLS 127/2017 (EDTA) 488 = 79.63
423 4. T50e+003
/\’w\
T EF TP T e TR CFrFr T R TEr Y T s S Ee e [T YEr T T T v er [Er T Er TR rr i e I s [Eerrpreer ey rrery Ity
050 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 450 5.00 550 600 B6.50 F.00 7.50 8.00
Ac.Tauroursodesoxicolico D4
Seletividade 03 Smooth(Mn, 3x3) F2:MRM of 1 channel ES-
Individuo 03: PLS 127/2017 (EDTA) 502.44 > 79.54
100+ 2.586e+003
2%
o min
0.50 1.00 1.50 2.00 250 3.00 3.50 4.00 450 5.00 5.50 E.00 B.50 T.00 7.50

FIGURA 32. Plasma branco normal lote PLS 127/2017 referente ao analito e PI.

Name: Seletividade 04, Description: Individuo 04: PLS 39/2017 (EDTA), Date: 12-Jun-2017, Time: 13:48:17

Ac.Tauroursodesoxicolico
Seletividade_04 Smooth{Mn,3x3) F1:MRM of 1 channel ES-
Individuo 04: PLS 30/2017 (EDTA) 498 = 70,63
4 4.5040+003
10077
E 475
E 1.83
o 1 l I l T T T T T T T T T T 1 1 1 1 1 1 1 1 T 1 min

1
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00

Ac.Tauroursodesoxicolico D4

Seletividade_04 Smooth{Mn,3x3) F2:MAM of 1 ehannel ES-
Individuo 04: PLS 30/2017 (EDTA) 502.44 > 79.54
00— 1.973e+003
.02
—— ——

o

[ R R RN R AR LR RE R L h R S RLE RS BAAA o LAt o A A LA R LR  RRLE ! 1 T T T T T T T e i

T
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50

FIGURA 33. Plasma branco normal lote PLS 39/2017 referente ao analito e PI.
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Name: Seletividade_ 05, Description: Individuo 05: PLS 34/2017 (EDTA/Lipemico), Date: 12-Jun-2017, Time: 13:57:16

Ac.Tauroursodesoxicolico

Seletividade_05 Smooth(Mn,3x3) F1:MAM of 1 channel, ES-
Individue 05: PLS 34/2017 (EDTA/Lipemico) 498 = 79,63
425 479 139404003
100
E 1.55
o —
Ol T TR TR R TR e ey s g, L L TR TeT min

0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 a.50 4.00 4.50 5.00 5.50 500 B6.50 7.00 7.50 a.00

Ac.Tauroursodesoxicolico D4

Seletividade 05 Smooth(Mn, 3x3) F2:MBM of 1 channel ES-
Individuo 05: PLS 34/2017 (EDTA/Lipemico) 50244 = 79.54
, 1.894e+003
.02
% o 2a7
o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T min

T T T T T
0.50 1.00 1.50 2.00 250 3.00 3.50 4.00 450 5.00 5.50 5.00 6.50 7.00 7.50

FIGURA 34. Plasma branco lipémico lote PLS 34/2017 referente ao analito e PI.

Name: Seletividade_ 06, Description: Individuo 06: PLS 139/2017 (EDTA/ Hemolisado), Date: 12-Jun-2017, Time: 14:06:15

Ac.Tauroursodesoxicolico

Seletividade_06 SmoothiMn, 3x3) F1:MRBM of 1 channel ES-
Individua 06: PLS 138/2017 (EDTAS Hemalisado) 498 = 79,63
4.25 8.880e+003
100+
7] 4.77
o] /\f\
T T T T l T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T _I min

I
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 a.50 4.00 4.50 5.00 550 6.00 5.50 700 7.50 a.00

Ac.Tauroursodesoxicolico D4

Seletividade_086 SmoothiMn, 3x3) F2:MBM of 1 channel ES-
Individua 06: PLS 138/2017 (EDTA/ Hamalisado) 502.44 = 79.54
100+ 4.430e+003
i - 248
CF e e e e e e - T T T T T T T T T T T T fif

0.50 1.00 1.50 2.00 250 3.00 3.50 4.00 450 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50

FIGURA 35. Plasma branco hemolisado lote PLS 139/2017 referente ao analito e PI.
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MName: Seletividade 09, Description: Ac. Tauroursodesoxicolico 5 ng/mL + Pl, Date: 12-Jun-2017, Time: 14:33:17

Ac.Tauroursodesoxicolico

Seletividade 09 SmoothiMn,3x3) F1:MBM of 1 channel ES-
Ac. Tauroursodesoxicolico 5 ng/mL + PI Ac. Tauroursodesoxicolica 498 = 7963
1 T 425 3.178e+003
200.004 AN
bb —
9% LB e S/ T —
Ry T T T T T T [T T T T e T T T T T T T e reee| Mmin

e AR Lan r SremergTeotemsrapsotarraTrTiyTIcipTITTOacTajIITols
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 750 8.00
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FIGURA 36. Plasma branco normal lote PLS 388/2016 referente ao analito e PI.

4.3.2. Efeito Residual (Carryover)

Para avaliar se existe efeito residual (carryover), foram analisadas 3 (trés) inje¢cbes da
mesma amostra branco, sendo 1 (uma) antes e 2 (duas) logo apés a injecdo de pelo menos uma
amostra processada do LSC. Apos a injecéo de cada amostra para o ensiao de efeito residual foi
realizado a lavagem da agulha com MeOH:H0 (80:20, v/v), MeOH:H,0 (50:50, v/v) e MeOH:H,O
(50:50, v/v) para o UDCA, GUDCA e TUDCA, respectivamente.

Os resultados foram comparados com aqueles obtidos na amostra processada do LIQ e

estdo apresentados na Tabela 19, 20 e 21 para os trés ativos, respectivamente.

Tabela 19. Efeito Residual (Carryover) do UDCA.

Area do padrdo

Amostra Area do farmaco interno

Acido ursodesoxicélico 15 ng mL1 (LIQ) 1325 30372
Branco - -

Acido ursodesoxicélico 10000 ng mL* (LSC) 239288 26587
Branco - -

Branco - -




Tabela 20. Efeito Residual (Carryover) do GUDCA.
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Amostra Area do farmaco Area do padr&o interno

Acido glicoursodesoxicolico 15 ng mL
(LIQ)
Branco -
Acido glicoursodesoxicolico 10000 ng mL?
(LSC)
Branco -

961

417958

Branco -

28342

25094

Tabela 21. Efeito Residual (Carryover) do TUDCA.

Area do padrdo

Amostra Area do farmaco interno
Acido tauroursodesoxicolico 5 ng mL1 (LIQ) 182 7239
Branco - -
Acido tauroursodesoxicolico 500 ng mL* (LSC) 15194 7083
Branco - -
Branco - -

4.3.3. Efeito de Matriz

Para avaliar se existe efeito de matriz, foram analisadas amostras de 8 (oito) fontes

distintas, sendo 4 normais, 2 lipémicas e 2 hemolisadas, adicionando-se posteriormente analito

e Pl nas mesmas concentracdes de CQB e CQA.

Os resultados foram avaliados a partir do calculo do fator de matriz normalizado (FMN), e

estdo apresentados na Tabela 22, 23 e 24 para os trés ativos, respectivamente.



Tabela 22. Efeito de matriz do UDCA.

Resposta Analito/ Resposta Analito/
. lUCH FMN*
Amostra Resposta Pl na Matriz Resposta Pl na Solucao
CQB CQA CQB CQA CQoB CQA
PLS 148/2017 0,069 10,808 0,072 10,884 1,004 1,013
PLS 112/2017 0,082 10,410 0,067 10,677 1,193 0,976
PLS 87/2017 0,079 10,720 0,067 10,674 1,149 1,005
PLS 24/2017 0,073 10,687 0,068 10,587 1,062 1,002
PLS. 4f37{2016 0,074 10,619 0,067 10,614 1,076 0,995
(Lipémico)
PLS 3:3/.2017 0,070 10,742 0,065 10,500 1,018 1,007
(Lipémico)
PLS 25./2017 0,073 10,744 0,069 10,654 1,062 1,007
(Hemolisado)
PLS 46.3/2016 0,077 10,922 0,075 10,773 1,120 1,024
(Hemolisado)
Média 0,069 10,670 1,085 1,003
DP 0,065 0,014
CV (%) 5,947 1,392
Média FMN de todos Controles (n=16) 1,044
DP (n=16) 0,062
CV (%) 5,927

DP= Desvio Padréo, CV= Coeficiente de Variacdo e FMN= Fator de Matriz Normalizado.
*Este parametro (FMN) foi obtido utilizando Resposta em Matriz Individual / Média da Resposta em Solugao.



Tabela 23. Efeito de matriz do GUDCA.
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Resposta Analito/

Resposta Analito/

*
Amostra Resposta Pl na Matriz Resposta Pl na Solucéao FMN
CQB CQA CQB CQA CQoB CQA
PLS 65/2017 0,092 12,804 0,088 13,445 1,050 0,969
PLS 453/2016 0,069 12,848 0,088 13,093 0,787 0,972
PLS 147/2017 0,095 13,024 0,092 13,094 1,084 0,985
PLS 128/2017 0,091 12,870 0,086 13,280 1,039 0,974
PLS. 4f34/.2016 0,095 12,819 0,087 13,113 1,084 0,970
(Lipémico)
PLS 3:4/.2017 0,095 12,924 0,085 13,171 1,084 0,978
(Lipémico)
PLS 36./2017 0,096 13,185 0,090 13,345 1,096 0,998
(Hemolisado)
PLS 139/2017 0,094 12,825 0,085 13,199 1,073 0,970
(Hemolisado)
Média 0,088 13,218 1,037 0,977
DP 0,103 0,010
CV (%) 9,903 1,018
Média FMN de todos Controles (n=16) 1,007
DP (n=16) 0,077
CV (%) 7,650

DP= Desvio Padréo, CV= Coeficiente de Variacdo e FMN= Fator de Matriz Normalizado.

*Este parametro (FMN) foi obtido utilizando Resposta em Matriz Individual / Média da Resposta em Solugéo.
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Tabela 24. Efeito de matriz do TUDCA.

Resposta Analito / Resposta Analito / EMN*
Resposta Pl na Matriz Resposta Pl na Solucao
Amostra COB CQA COB CQA COB CQA
PLS 388/2016 0,064 1,816 0,066 1,821 0,968 1,012
PLS 50/2017 0,065 1,794 0,066 1,780 0,983 1,000
PLS 127/2017 0,065 1,789 0,066 1,776 0,983 0,997
PLS 39/2017 0,066 1,805 0,064 1,782 0,998 1,006
PLS 34/2017
(Lipémico) 0,070 1,776 0,066 1,772 1,059 0,990
PLS 464/2016
(Lipémico) 0,068 1,726 0,066 1,784 1,028 0,962
PLS 36/2017
Hemolisado) 0,067 1,803 0,071 1,810 1,013 1,005
(
PLS 139/2017
(Hemolisado) 0,067 1,755 0,064 1,829 1,013 0,978
Media 0,066 1,794 1,006 0,994
bpP 0,029 0,017
CV (%) 2,898 1,671
Média FMN de todos Controles (n=16) 1.000
DP (n:16) 0,024
EV () 2,374

DP= Desvio Padréo, CV= Coeficiente de Variacdo e FMN= Fator de Matriz Normalizado.
*Este pardmetro (FMN) foi obtido utilizando Resposta em Matriz Individual / Média da Resposta em Solugéo.

4.3.4. Curvade Calibragao

A linearidade da curva de calibracao foi avaliada dentro dos seguintes critérios:
a) Desvio menor ou igual a 20% em relacdo a concentracdo nominal para o LIQ.
b) Desvio menor ou igual a +15% em relacdo a concentracdo nominal para as outras
concentracdes da curva de calibracéo.
c) Desvio menor ou igual a 15% em relagédo a concentracdo nominal para o Limite Superior da
Curva.
d) No minimo 75% das concentracdes da curva de calibragdo devem cumprir com 0s critérios

acima descritos, incluindo o LIQ e o Limite Superior da Curva de calibracéo.
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Os dados referentes as 3 (trés) curvas de calibracdo estdo apresentados nas Tabelas 25, 26 e
27, assim como, os gréficos correspondentes nas Figuras 37, 38 e 39.

Tabela 25. Dados das curvas de calibragcdo de UDCA.

Lote 1l Lote 2 Lote 3
Conc.
nominal (ng anc. _ anc. _ anc. _
mL™) Experimental Desvio (%) Experimental Desvio (%) Experimental Desvio (%)
(ng mL?) (ng mL?) (ng mL?)
15 14,446 -3,69 14,635 -2,44 15,282 1,88
50 55,624 11,25 54,570 9,14 37,511 -24,98*
100 102,702 2,70 97,945 -2,05 86,926 -13,07
1000 957,397 -4,26 1018,494 1,85 1009,823 0,98
2000 1967,726 -1,61 1966,279 -1,69 2139,443 6,97
4000 3991,371 -0,22 3893,776 -2,66 4109,517 2,74
6000 5791,528 -3,47 5968,888 -0,52 6120,767 2,01
10000 9930,706 -0,69 9836,070 -1,64 9848,776 -1,51
Equaco y = 0,00139156x + y = 0,00134053x + y = 0,00130278x +
R 0,0191452 0,0230972 0,0385574

* Desvios acima do limite permitido de 15%, este valor ndo foi incluido no calculo da equacéo da curva.
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FIGURA 37. Representacao gréafica das linearidades UDCA.
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Tabela 26. Dados das curvas de calibracdo de GUDCA.

Lote 1 Lote 2 Lote 3
Conc.
nominal (ng conc. Desvio conc. Desvio conc. -
mL™) Experimental %) Experimental %) Experimental Desvio (%)
(ng mL) (ng mLY) (ng mLY)
15 14,906 -0,63 14,932 -0,45 15,131 0,87
50 50,538 1,08 50,543 1,09 48,650 -2,70
100 102,042 2,04 100,792 0,79 99,197 -0,80
1000 991,528 -0,85 1010,979 1,10 1036,006 3,60
2000 2037,794 1,89 1988,106 -0,59 2017,091 0,85
4000 4036,213 0,91 3938,251 -1,54 4044,814 1,12
6000 5974,005 -0,43 6082,838 1,38 5968,408 -0,53
10000 9599,408 -4,01 9823,318 -1,77 9758,223 -2,42
Equacio y = 0,0019909x + y = 0,00199617x + y = 0,00196984x +
quag 0,00610845 0,00795389 0,00750074
Linearidades
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FIGURA 38. Representacao grafica das linearidades do GUDCA.



Tabela 27. Dados das curvas de calibragcdo de TUDCA.
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Lote 1 Lote 2 Lote 3
Conc.
nominal (ng anc. . anc. . anc. _
mL™) Experimental Desvio (%) Experimental Desvio (%) Experimental Desvio (%)
(ng mLY) (ng mLY) (ng mLY)
5 4,932 -1,37 4,871 -2,58 5,162 3,24
10 9,956 -0,44 10,692 6,92 9,750 -2,50
20 21,486 7,43 19,238 -3,81 18,245 -8,77
50 52,590 5,18 53,262 6,52 51,009 2,02
100 85,046 -14,95 88,543 -11,46 81,921 -18,08*
200 184,987 -7,51 186,820 -6,59 184,426 -7,79
300 313,981 4,66 321,609 7,20 324,854 8,28
500 534,977 7,00 518,950 3,79 527,573 5,51
Equacio y = 0,00403375x + y =0,00412367x + y =0,00427581x +
quac 0,0125843 0,0123351 0,010892

* Desvios acima do limite permitido de 15%, este valor ndo foi incluido no célculo da equagéo da curva.
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FIGURA 39. Representacao grafica das linearidades do TUDCA.
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4.3.5. Precisao e Exatidao: Validacao intracorrida
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A precisdo e exatidao intracorrida foram determinadas utilizando-se lotes contendo as
concentracdes de CQB, COM, CQA, CQD e LIQ.
Os resultados das analises intracorrida estdo apresentados nas Tabelas 28, 29 e 30 e nas
Figuras 40, 41 e 42 para o UDCA.

Tabela 28. Analise intracorrida dos controles de qualidade CQB, CQM e CQA de UDCA.

= Galfeae CQB CQB CQB CQM CQM CQM CQA CQA CQA
(lote1l) (lote3) (lote4) (lotel) (lote3) (lote4) (lotel) (lote3) (lote 4)

1 42,937 48,232 43,368 5059,116 4938,003 5034,173 7800,461 8064,551 8100,458

2 46,268 49,659 38,383 4890,471 4983,678 5176,529 7772,815 8094,350 7898,155

3 35,871 43,679 48,232 4945,182 5007,768 5094,032 7764,136 8116,010 8023,432

4 40,883 43,896 45,705 4910,271 4832,111 5117,485 7894,919 7863,502 7955,561

5 42,733 46,134 43,200 4838,019 4969,694 5041,345 7798,731 8189,372 8302,712

6 40,511 45,217 34,501 5033,431 5032,610 4896,208 8065,449 8062,161 7914,531

7 51,355 47,444 41,767 5160,019 4895,598 5021,632 7817,152 7790,191 8065,026

8 41,764 54,042 54,531 4978,620 5138,064 4938,226 7914,393 8030,848 8199,134

9 45,883 45,080 52,383 4911,008 5102,559 4910,553 7745,523 7971,592 7958,597

Média 43,134 47,043 44,674 4969,571 4988,898 5025,576 7841,509 8020,286 8046,401
DP 4,355 3,291 6,381 99,720 95,988 96,083 101,452 125,976 136,082
CV (%) 10,097 6,995 14,283 2,007 1,924 1,912 1,294 1,571 1,691
EPR (%) -4,147 4,539 -0,723  -0,609 -0,222 0,512 -1,981 0,254 0,580

Concentracdo Nominal: CQB = 45 ng mLt, CQM = 5000 ng mL* e CQA = 8000 ng mL, DP= Desvio Padrdo, CV=
Coeficiente de Variacdo e EPR= Erro Padréo Relativo.
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Exatidao Intracorrida 1

r 1 | | EPR (%)
CQD | | Zﬁ
| | | ] | 2,354
COA | e ‘
| 18 |
caMm | - a— ‘ -1,981
‘ 2,007
B | | E— " -0,609
uq | I — |
E 1006677 e 3,002
$ 0,000 S —— ' =
10,000
20,000
Coeficiente de Variagdo (CV) %
M Coeficiente de Variagdo Encontrado Limites do Coeficiente de Variagdo

FIGURA 40. Resultados obtidos das analises intra-lote (lote 1) dos controles de
qualidade e do LQ para matriz (plasma) normal de UDCA.

TABELA 29. Analise intracorrida do controle de qualidade CQD (diluido com plasma
branco, usando uma diluicdo de 1:3) para UDCA.

Replicatas CQD (lote 1) CQD (lote 3) CQD (lote 4)

4319,418 4344,419 4407,700

2 4350,232 4364,708 4408,992

3 4478,437 4233,289 4243,121

4 4322,103 4439,703 4302,394

5 4188,107 4268,515 4375,605

6 4505,645 4237,319 4392,097

7 4355,921 4175,361 4210,778

8 4349,207 4305,616 4247,717

9 4281,145 4332,987 4466,890

Média 4350,024 4300,213 4339,477
DP 95,800 80,391 90,442
CV (%) 2,202 1,869 2,084
EPR (%) 2,354 1,181 2,105

Concentracdo Nominal Diluida: CQD = 4250 ng mL™%, DP= Desvio Padrdo, CV= Coeficiente de Variacdo e EPR= Erro
Padréo Relativo.
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FIGURA 41. Resultados obtidos das analises
qualidade e do LIQ para matriz (plasma) normal de UDCA.

Exatidao Intracorrida 2
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TABELA 30. Analise intracorrida do controle de qualidade LIQ de UDCA.
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intra-lote (lote 2) dos controles de

Replicatas LIQ (lote 6) LIQ (lote 7) LIQ (lote 8)
1 15,556 17,576 12,876
2 15,073 26,553 15,242
3 15,486 16,889 16,865
4 15,723 16,862 17,346
5 11,539 15,606 11,991
6 11,856 14,844 15,099
7 13,917 19,077 12,066
8 15,555 15,540 17,586
9 16,242 17,464 13,886
Média 14,550 17,823 14,773
DP 1,737 3,514 2,199
CV (%) 11,938 19,714 14,886
EPR (%) -3,002 18,823 -1,513

Concentragdo Nominal: LIQ = 15 ng mL1, DP= Desvio Padrdo, CV= Coeficiente de Variagdo e EPR= Erro Padréo

Relativo.
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Exatidao Intracorrida 3
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FIGURA 42. Resultados obtidos das analises intra-lote (lote 3) dos controles de
gualidade e do LIQ para matriz (plasma) normal do UDCA.

Os resultados das analises intracorrida estdo apresentados nas Tabelas 31, 32 e 33 e nas
Figuras 43, 44 e 45 para o GUDCA.



TABELA 31. Analise intracorrida dos controles de qualidade CQB,
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CQOM e CQA de

GUDCA.

= alfee CQB CQB CQB CQM CQM CQM CQA CQA CQA
(lotel) (lote2) (lote3) (lotel) (lote2) (lote3) (lotel) (lote2) (lote 3)

1 52,991 44,028 42,885 4737,555 5118,198 4769,366 8046,023 8053,081 7745,047

2 49,265 50,997 46,802 5087,259 5134,282 5051,911 8014,004 8226,989 7940,033

3 49,583 49,577 43,873 4989,421 5085,059 5030,231 8040,710 7953,166 7948,807

4 48,545 47,215 45,917 4984,061 5179,974 5072,581 7996,381 8028,415 8042,292

5 49,321 48,256 47,442 5013,309 5165,256 5007,383 8000,062 7793,443 7879,569

6 48,023 51,623 45,645 4960,306 5106,975 5132,615 7981,114 7835,735 7913,276

7 51,574 49,145 43,983 5136,551 5087,524 4950,345 7933,994 7894,688 7962,699

8 49,996 48,351 47,598 4996,648 5242,800 4937,802 7736,357 7749,960 7941,035

9 47,049 51,291 45,377 5171,884 5109,504 4968,142 8162,365 7887,982 7981,175

Média 49,594 48,943 45,502 5008,555 5136,619 4991,153 7990,112 7935,940 7928,215
DP 1,798 2,380 1,653 125575 51,237 103,896 113,847 148,415 82,064
CV (%) 3,625 4,863 3,633 2,507 0,997 2,082 1,425 1,870 1,035
EPR (%) 10,209 8,761 1,117 0,171 2,732 -0,177 -0,124 -0,801 -0,897

Concentragdo Nominal: CQB = 45 ng mL, CQM = 5000 ng mL* e CQA = 8000 ng mL%, DP= Desvio Padrdo, CV=

Coeficiente de Variacdo e EPR= Erro Padrdo Relativo.

Exatidao Intracorrida 1

cap || }EE
caa || L
| g 1,425
cam || + ot
| | 2,507
caB || - a— .
Lug | _iﬁﬁ
-20,000 mnm""'--l-...__.__
o 0,000

10,000
Coeficiente de Variagio (CV) %

B Coeficiente de Variacdo Encontrado

20,000

EPR (%)
5,280
0,124
0,171
10,209

-5,292

Limites do Coeficiente de VariacBo

FIGURA 43. Resultados obtidos das analises intra-lote (lote 1) dos controles de

qualidade e do LIQ para matriz (plasma) normal de GUDCA.
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TABELA 32. Analise intracorrida do controle de qualidade CQD (diluido com plasma
branco, usando uma diluicdo de 1:3) para GUDCA.

Replicatas CQD (lote 1) CQD (lote 2) CQD (lote 3)

1 4392,020 4383,650 4190,198

2 4524,253 4415,823 4610,887

3 4414,651 4309,285 4414,068

4 4387,503 4405,789 4447,256

5 4487,126 4331,870 4379,782

6 4472,789 4352,902 4364,732

7 4528,563 4350,610 4429,616

8 4612,784 4322,452 4371,347

9 4449,821 4340,127 4382,674

Média 4474,390 4356,945 4398,951

DP 73,523 37,072 108,721
CV (%) 1,643 0,851 2,472
EPR (%) 5,280 2,516 3,505

Concentracdo Nominal Diluida: CQD = 4250 ng mL™%, DP= Desvio Padrdo, CV= Coeficiente de Variagdo e EPR= Erro
Padrédo Relativo.

Exatidao Intracorrida 2
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FIGURA 44. Resultados obtidos das analises intra-lote (lote 2) dos controles de
qualidade e do LIQ para matriz (plasma) normal de GUDCA.



106

TABELA 33. Analise intracorrida do controle de qualidade LIQ de GUDCA.

Replicatas LIQ (lote 1) LIQ (lote 2) LIQ (lote 3)

1 14,680 14,628 15,330

2 14,744 17,114 16,514

3 14,187 14,287 16,275

4 14,139 17,878 16,436

5 14,638 14,355 17,553

6 12,292 15,823 16,191

7 13,086 15,680 17,448

8 15,359 14,152 15,666

9 14,731 18,078 15,975
Média 14,206 15,777 16,376
DP 0,951 1,570 0,738
CV (%) 6,691 9,949 4,508
EPR (%) -5,292 5,181 9,176

Concentragdo Nominal: LIQ = 15 ng mL, DP= Desvio Padréo, CV= Coeficiente de Variacdo e EPR= Erro Padr&o
Relativo.
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FIGURA 45. Resultados obtidos das analises intra-lote (lote 3) dos controles de
qualidade e do LIQ para matriz (plasma) normal de GUDCA.
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Os resultados das analises intracorrida estdo apresentados nas Tabelas 34, 35 e 36 e nas
Figuras 46, 47 e 48 para o TUDCA.

TABELA 34. Analise intracorrida dos controles de qualidade CQB, CQM e CQA de

TUDCA.

Réplicas CQB CQOB CQOB CQOM CQOM CQM CQA CQA CQA
(lote2) (lote3) (lote4) (lote2) (lote3) (loted) (lote2) (lote3) (lote 4)

1 14,921 15,095 13,918 242,750 274,462 249,977 378,692 410,344 388,441

2 14,028 15,769 14,469 242,625 258,308 247,716 389,617 409,043 383,525

3 14,745 13,767 15,070 248,511 257,457 238,979 385,260 415,893 384,224

4 14,967 14,698 15,552 238,208 262,063 240,431 374,190 416,787 387,881

5 15,122 15,263 14,906 242,102 239,820 236,259 380,243 412,562 400,144

6 15,572 14,069 15,724 238,759 257,869 233,571 384,140 409,581 392,492

7 15,497 15,294 14,990 242,978 250,122 249,425 394,347 403,607 383,327

8 15,281 14,430 14,741 245,080 263,750 240,386 389,088 402,457 398,730

9 13,451 15,898 14,958 236,330 254,909 241,035 384,261 424,968 402,042

Média 14,843 14,920 14,925 241,927 257,640 241,975 384,426 411,694 391,201
DP 0,695 0,734 0,538 3,721 9,500 5,816 6,155 6,933 7,451
CV (%) 4,681 4,919 3,603 1,538 3,687 2,403 1,601 1,684 1,905
EPR (%) -1,049 -0,531 -0,498 -3,229 3,056 -3,210 -3,893 2,923 -2,200

Concentragdo Nominal: CQB = 15 ng mL, CQM = 250 ng mL™* e CQA = 400 ng mL*, DP= Desvio Padrdo, CV=

Coeficiente de Variacdo e EPR= Erro Padréo Relativo.

Exatidao Intracorrida 1

_ EPR (%)
cap ! | | T — |
| | 1,868 . -3,056
cam || 1 L , -3.893
cag || 1. '
|| T — , ' -3,229
ua & B
000 -—% 1043
e -10,000 DDD"""'------...__
’ 10,000 0,640

20,000
Coeficiente de Variacdo (CV) %

u Coeficiente de Variacdo Encontrado Limites do Coeficiente de Variacio

FIGURA 46. Resultados obtidos das andlises intra-lote (lote 1) dos controles de qualidade e do
matriz (plasma) normal de TUDCA.

LQ para
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TABELA 35. Analise intracorrida do controle de qualidade CQD (diluido com plasma
branco, usando uma diluicdo de 1:3) para TUDCA.

Replicatas CQD (lote 2) CQD (lote 3) CQD (lote 4)

1 206,416 221,936 218,113

2 205,070 222,931 221,912

3 209,863 222,821 209,038

4 203,266 218,480 213,565

5 210,344 222,199 217,294

6 199,512 217,905 222,474

7 205,031 219,267 220,032

8 211,142 216,932 216,879

9 203,405 226,952 193,700

Média 206,005 221,047 214,779
DP 3,849 3,167 8,932
CV (%) 1,868 1,433 4,159
EPR (%) -3,056 4,022 1,072

Concentracdo Nominal Diluida: CQD = 212,5 ng mL1, DP= Desvio Padrédo, CV= Coeficiente de Variacdo e EPR= Efro
Padrédo Relativo.

Exatidao Intracorrida 2

T | | EPR (%)
« | o |
, . 1 . 4,022
COA | b
| 1,684 |
cam || ' | — ' 2,923
cas |- _Iﬂ ! 3,056
uq | , .
“ -0,531
-20,000 0000 H% .
: 0,000 ——— 0,587
10,000
20,000
Coeficiente de Variacdo (CV) %
u Coeficiente de Variacio Encontrado Limites do Coeficiente de VariacSo

FIGURA 47. Resultados obtidos das analises intra-lote (lote 2) dos controles de
qualidade e do LIQ para matriz (plasma) normal de TUDCA.
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TABELA 36. Analise intracorrida do controle de qualidade LIQ de TUDCA.

Replicatas LIQ (lote 2) LIQ (lote 3) LIQ (lote 4)

1 4,677 4,897 5,775

2 4,585 5,650 4,118

3 5,407 4,899 5,574

4 4,681 4,706 5,491

5 4,502 4,171 4,448

6 5,589 5,226 5,082

7 4,654 5,397 4,263

8 4,967 5,836 4,724

9 6,226 3,954 5,460
Média 5,032 4,971 4,993
DP 0,587 0,634 0,622
CV (%) 11,659 12,745 12,450
EPR (%) 0,640 -0,587 -0,144

Concentracdo Nominal: LIQ = 5 ng mLt, DP= Desvio Padrdo, CV= Coeficiente de Variagdo e EPR= Erro Padrdo
Relativo.

Exatidao Intracorrida 3
I | EPR (%)

[ 1,072

cam || 8 -2,200

B | = ! 3,210
|
|
-20,000 —

-10,000 L / 0,144
10,000

Coeficiente de Variacdo (CV) %

B Coeficiente de Variacdo Encontrado Limites do Coeficiente de Variacdo

FIGURA 48. Resultados obtidos das analises intra-lote (lote 3) dos controles de
qualidade e do LQ para matriz (plasma) normal de TUDCA.
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4.3.6. Precisao e extatidao: Validacéo intercorridas

Os seguintes critérios foram seguidos para considerar a precisao e exatidao intercorridas
aprovadas:
a) Preciséo: para os controles CQB, CQM, CQA e CQD o coeficiente de variacdo (CV) ndo deveria
exceder +15% e para o LIQ nédo deveria exceder +20%.
b) Exatidao: o valor da exatid&do (expresso pelo Erro Padrdo Relativo — EPR) para as amostras
CQB, CQM, CQA e CQD dentro do desvio de + 15% do valor nominal e para o LIQ, admitiu-se
valores dentro do desvio de £20%.

Nas Tabelas 37, 38 e 39 e na Figura 49, estdo apresentados os resultados obtidos na
avaliacdo da precisdo e exatiddo intercorridas utilizando-se todos os valores obtidos de
concentracdo dos controles de qualidade (LIQ, CQB, CQM, CQA, CQD) para o UDCA.

TABELA 37. Andlise intercorridas dos controles de qualidade CQB, CQM e CQA de
UDCA.

CQB COM CQA
Média 44,950 4994,682 7969,399
DP 4,938 96,413 149,527
CV (%) 10,984 1,930 1,876
EPR (%) -0,110 -0,106 -0,383

Concentragdo Nominal: CQB = 45 ng mLt, CQM = 5000 ng mL* e CQA = 8000 ng mL", DP= Desvio Padrdo, CV=
Coeficiente de Variacdo e EPR= Erro Padrédo Relativo.

TABELA 38. Anélise intercorridas do controle de qualidade CQD (diluido com plasma
branco, usando uma diluicdo de 1:3) de UDCA.

CQD

Média 4329,905
DP 88,353
CV (%) 2,041
EPR (%) 1,880

Concentracdo Nominal Diluida: CQD = 4250 ng mL™%, DP= Desvio Padrdo, CV= Coeficiente de Variacdo e EPR= Erro
Padréo Relativo.
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TABELA 39. Analise intercorridas do controle de qualidade LIQ de UDCA.

LIQ
Média 15,715
DP 2,921
CV (%) 18,586
EPR (%) 4,769

Concentragdo Nominal: LIQ = 15 ng mL, DP= Desvio Padrdo, CV= Coeficiente de Variagdo e EPR= Erro Padréo
Relativo.

Exatidao Intercorridas

1 | | EPR (%)
cap 1 |
[
COA |I II 1,880
|
cam || -0,383
|
|
cag || -0,106
ua | '
-0,110
-20,000
-10,000 4,769
10,000
20,000
Coeficiente de Variacdo (CV) %
B Copeficiente de Variacio Encontrado Limites do Coeficiente de Variacgo

FIGURA 49. Resultados obtidos das anélises interlote dos controles de qualidade e do
LIQ para matriz (plasma) normal de UDCA.

Nas Tabelas 40, 41 e 42 e na Figura 50, estdo apresentados os resultados obtidos na

avaliacdo da precisdo e exatidao intercorridas utilizando-se todos os valores obtidos de

concentracdo dos controles de qualidade (LIQ, CQB, CQM, CQA, CQD) para o GUDCA.
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TABELA 40. Anédlise intercorridas dos controles de qualidade CQB, CQM e CQA de
GUDCA.

COB CQM CQA

Média 48,013 5045,442 7951,422

DP 2,631 115,542 116,727
CV (%) 5,481 2,290 1,468
EPR (%) 6,696 0,909 -0,607

Concentragdo Nominal: CQB = 45 ng mLt, CQM = 5000 ng mL* e CQA = 8000 ng mL%, DP= Desvio Padrdo, CV=
Coeficiente de Variagédo e EPR= Erro Padrdo Relativo.

TABELA 41. Anélise intercorridas do controle de qualidade CQD (diluido com plasma
branco, usando uma diluicdo de 1:3) de GUDCA.

CQD

Média 4410,095
DP 90,415
CV (%) 2,050
EPR (%) 3,767

Concentracdo Nominal Diluida: CQD = 4250 ng mL™%, DP= Desvio Padrdo, CV= Coeficiente de Variacdo e EPR= Erro
Padréo Relativo.

TABELA 42. Analise intercorridas do controle de qualidade LIQ de GUDCA.

LIQ
Média 15,453
DP 1,440
CV (%) 9,318
EPR (%) 3,022

Concentragdo Nominal: LIQ = 15 ng mL1, DP= Desvio Padrdo, CV= Coeficiente de Variagdo e EPR= Erro Padréo
Relativo.
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Exatidao Intercorridas

i_-—-'l | EPR (%)
cap 1 | |
' | 3,767
con |1 | '
|
cam || || -0,607
|
|
cas || II 0,909
Lq | ' '
- [ 6,696
-20,000 — '
-10,000 o / 3,022
20,000
Coeficiente de Variagdo (CV) %
B Cpeficiente de Variagdo Encontrado Limites do Coeficiente de Variac8o

FIGURA 50. Resultados obtidos das anélises interlote dos controles de qualidade e do
LIQ para matriz (plasma) normal de GUDCA.

Nas Tabelas 43, 44 e 45 e na Figura 51, estdo apresentados os resultados obtidos na
avaliacdo da precisdo e exatiddo intercorridas utilizando-se todos os valores obtidos de
concentracdo dos controles de qualidade (LIQ, CQB, CQM, CQA, CQD) para o TUDCA.

TABELA 43. Analise intercorridas dos controles de qualidade CQB, CQM e CQA de
TUDCA.

COB CQM CQA

Média 14,896 247,181 395,774
DP 0,636 9,962 13,530
CV (%) 4,271 4,030 3,419
EPR (%) -0,693 -1,128 -1,057

Concentragdo Nominal: CQB = 15 ng mLt, CQM = 250 ng mL* e CQA = 400 ng mL!, DP= Desvio Padrdo, CV=
Coeficiente de Variacdo e EPR= Erro Padréo Relativo.
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TABELA 44. Analise intercorridas do controle de qualidade CQD (diluido com plasma
branco, usando uma diluicdo de 1:3) de TUDCA.

CQD
Média 213,944
DP 8,468
CV (%) 3,958
EPR (%) 0,679

Concentragdo Nominal Diluida: CQD = 212,5 ng mL, DP= Desvio Padrédo, CV= Coeficiente de Variagdo e EPR= Erro
Padréo Relativo.

TABELA 45. Analise intercorridas do controle de qualidade LIQ de TUDCA.

LIQ
Média 4,998
DP 0,591
CV (%) 11,818
EPR (%) -0,030

Concentragdo Nominal: LIQ = 5 ng mL?, DP= Desvio Padrdo, CV= Coeficiente de Variagdo e EPR= Erro Padrdo
Relativo.

Exatidao Intercorridas

| EPR (%)
cap ,I 'I 4 ;J__ . |
[
| 0,679
coa || | E . ;
I' | ' 3 'I 1,057
cam | | — . -1,
1 | |
CaB MR | — [ | -1,128
ua | ' — '
- N ﬁ_‘ [ -0,693
20,000 0000 ' |
! U,UUU -h"---._______." 'DrDED
10,000
20,000
Coeficiente de Variagao (CV) %
Coeficiente de Variacdo Encontrado Limites do Coeficiente de Variacdo

FIGURA 51. Resultados obtidos das analises interlote dos controles de qualidade e do
LQ para matriz (plasma) normal de TUDCA.
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4.3.7. Validacao dareinjecéao

Serdo consideradas amostras reinjetadas, aquelas que forem quantificadas mais de uma
vez.
Os resultados da 1?2 injecéo e a reinjecéo estdo apresentados na Tabela 46, 47 e 48 para

os trés ativos, respectivamente.

TABELA 46. Anédlise intracorrida dos controles de qualidade CQB, CQM e CQA de
UDCA.

12 Injecéao* Reinjecéo
Réplicas CQB CQM CQA CQB CQM CQA
1 48,232 4938,003 8064,551 42,051 5031,777 7937,010
2 49,659 4983,678 8094,350 53,106 5067,315 8040,472
3 43,679 5007,768 8116,010 54,492 5078,884 7642,573
4 43,896 4832,111 7863,502 52,636 4990,151 7793,507
5 46,134 4969,694 8189,372 38,330 4954,846 7829,552
6 45,217 5032,610 8062,161 45,639 4990,345 8052,590
7 47,444 4895,598 7790,191 41,907 4850,404 7913,160
8 54,042 5138,064 8030,848 44,871 5035,636 7616,454
9 45,080 5102,559 7971,592 42,145 4874,468 7866,150
Média 47,043 4988,898 8020,286 46,131 4985,981 7854,608
DP 3,291 95,988 125,976 5,852 80,336 154,164
CV (%) 6,995 1,924 1,571 12,685 1,611 1,963
EPR (%) 4,539 -0,222 0,254 2,513 -0,280 -1,817

Concentragdo Nominal: CQB = 45 ng mL, CQM = 5000 ng mL* e CQA = 8000 ng mL"1, DP= Desvio Padrdo, CV=
Coeficiente de Variacdo e EPR= Erro Padréo Relativo. *Referente a Exatiddo 03.



116

TABELA 47. Anédlise intracorrida dos controles de qualidade CQB, CQM e CQA de

GUDCA.
12 Injecao* Reinjecéo
Réplicas CQB CQM CQA CQB CQM CQA
1 52,991 4737,555 8046,023 47,667 4751,503 7804,548
2 49,265 5087,259 8014,004 45,249 5004,817 7719,556
3 49,583 4989,421 8040,710 51,030 4920,569 7798,172
4 48,545 4984,061 7996,381 47,813 5000,957 7821,405
5 49,321 5013,309 8000,062 48,555 4816,676 7749,459
6 48,023 4960,306 7981,114 50,380 4895,294 7723,519
7 51,574 5136,551 7933,994 46,741 4934,476 7714,763
8 49,996 4996,648 7736,357 47,683 4913,392 7787,453
9 47,049 5171,884 8162,365 48,980 5041,338 7921,625
Média 49,594 5008,555 7990,112 48,233 4919,891 7782,278
DP 1,798 125,575 113,847 1,769 92,467 65,903
CV (%) 3,625 2,507 1,425 3,667 1,879 0,847
EPR (%) 10,209 0,171 -0,124 7,185 -1,602 -2,722

Concentragdo Nominal: CQB = 45 ng mL, CQM = 5000 ng mL* e CQA = 8000 ng mL1, DP= Desvio Padrdo, CV=
Coeficiente de Variacdo e EPR= Erro Padrdo Relativo. *Referente a Exatiddo 01.
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TABELA 48. Anédlise intracorrida dos controles de qualidade CQB, CQM e CQA de
TUDCA.

12 Injecao* Reinjecéao
Réplicas CQB CQM CQA CQB CQM CQA
1 13,918 249,977 388,441 13,790 248,934 382,277
2 14,469 247,716 383,525 13,350 249,801 401,864
3 15,070 238,979 384,224 12,395 242,413 382,306
4 15,552 240,431 387,881 15,046 251,437 405,560
5 14,906 236,259 400,144 16,461 242,499 399,582
6 15,724 233,571 392,492 14,757 241,276 380,501
7 14,990 249,425 383,327 13,533 249,506 401,955
8 14,741 240,386 398,730 13,756 250,399 398,590
9 14,958 241,035 402,042 12,882 253,625 410,631
Média 14,925 241,975 391,201 13,997 247,766 395,918
DP 0,538 5,816 7,451 1,240 4,497 11,241
CV (%) 3,603 2,403 1,905 8,857 1,815 2,839
EPR (%) -0,498 -3,210 -2,200 -6,689 -0,894 -1,020

Concentragdo Nominal: CQB = 15 ng mL%, CQM = 250 ng mL™* e CQA = 400 ng mL*, DP= Desvio Padrdo, CV=
Coeficiente de Variagdo e EPR= Erro Padrdo Relativo. *Referente a Exatidédo 04.

Nas Tabelas 49, 50 e 51 sédo apresentadas as varia¢cdes das médias para cada controle de
qualidade (CQB, CQM e CQA) da reinjecdo em relacdo as médias obtidas para as amostras da

primeira inje¢do para os trés ativos, respectivamente.

TABELA 49. Variagdo das médias dos controles de qualidade para UDCA na reinje¢édo
em relacdo as médias obtidas para as amostras da primeira injecao.

Reinjecéao

CQB CQM CQA

Variag3o (%) -1,938 -0,058 -2,066
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TABELA 50. Variacdo das médias dos controles de qualidade para GUDCA na reinjecéo
em relacdo as médias obtidas para as amostras da primeira injecao.

Reinjecédo
CQB CQM CQA
Variagao (%) -2,744 -1,770 -2,601

TABELA 51. Variacdo das médias dos controles de qualidade para TUDCA na reinjecéo
em relacdo as médias obtidas para as amostras da primeira injecao.

Reinjecéao
CQB CQM CQA
Variacéo (%) -6,222 2,393 1,206

4.3.8. Validac&o de Farmacos de Uso Concomitante

Na Tabela 52, estdo descritos os padrées de referéncia do analito ursodiol (UDCA), do

padréo interno (UDCA D4) e dos farmacos de uso concomitante utilizados na metodologia.



TABELA 52. Padrdes de referéncia utilizados na validacao.
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Padréao Finalidade Fabricante/Endereco Lote Validade
Ursodiol U.S.Pharmacopeia
(acido Analito 12601 Twinbrook Parkway Rockville, HOH204 Vigente
ursodesoxicolico) MD 20852
- IsoSciences
ursode SAO‘;:"C%”CO b4 Padréo interno 1017 W 9th Ave K%%'gglle" 12/09/2017
King of Prussia, PA 19406 USA
Purity Grade Standards (PGS)
Cloridrato de Farmaco 1750 Montgomery Street3rd Floor 1757- 20/09/2017
4-MAA concomitante Waterfront PlazaSan Francisco, CA 057A2
94111 USA
. o FArmaco Q.S.Pharmacopeia '
Dimenidrinato . 12601 Twinbrook Parkway Rockville, J1H302 30/06/2017
concomitante
MD 20852
FArmaco Fundagéo Oswgldo Cruz . .
Paracetamol concomitante Av. Brasil, 4365 - Rio de Janeiro. 2009 Vigente
CEP 21045-900 - Brasil
Cloridrato de Farmaco Funqagéo Oswaldo Cruz -
metoclopramida concomitante Av. Brasil, 4365 - Rio de Ja_nelro. 1008 Vigente
CEP 21045-900 - Brasil
Bromidrato de Farmaco Q.S.Pharmacope|a .
escopolamina concomitante 12601 Twinbrook Parkway Rockuville, LOMO54 31/03/2018
MD 20852
Cloridrato de Farmaco Q.S.Pharmacopela . _
piridoxina concomitante 12601 Twinbrook Parkway Rockuville, R031S0 Vigente
MD 20852
) FArmaco Q.S.Pharmacopeia _
Cafeina 12601 Twinbrook Parkway Rockuville, KOK210 30/09/2017

concomitante

MD 20852

Na Tabela 53, estdo descritos os padrées de referéncia do analito (GUDCA), do padréo

interno (GUDCA D4) e dos farmacos de uso concomitante utilizados na metodologia.
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TABELA 53. Padrdes de referéncia utilizados na validacéo.

Padréo Finalidade Fabricante/Endereco Lote Validade
Purity Grade Standards (PGS) 1750
_ Addo Analito Montgomery Street3rd Floor H0486 05/04/2019
glicoursodesoxicolico Waterfront Plaza San Francisco,
CA 94111 USA
. Acido o Padrio IsoSC|er?ces 1017 W 9th Ave SJ5-2017-
glicoursodesoxicélico interno King of Prussia, 206AL 13/02/2020
D4 PA 19406 USA
Purity Grade Standards (PGS) 1750
Cloridrato de Farmaco Montgomery Street3rd Floor
4-MAA concomitante  Waterfront Plaza San Francisco, 1757-057A2  29/09/2017
CA 94111 USA
U.S.Pharmacopeia,
Dimenidrinato Farmaco 12601 Twinbrook Parkway J1H302 30/06/2017
concomitante Rockville,
MD 20852
FArmaco Fundacao Oswaldo Cruz
Paracetamol Av. Brasil, 4365 - Rio de Janeiro. 2009 Vigente

concomitante CEP 21045-900 - Brasil

Fundacédo Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4365 - Rio de Janeiro. 1008 Vigente
CEP 21045-900 - Brasil

Cloridrato de Farmaco
metoclopramida concomitante

U.S.Pharmacopeia,

2;22";21::2'22 Coiignr;i‘;?lte 12601 Twinbrook Parkway LOMO54  31/03/2018
Rockville, MD 20852
. ; U.S.Pharmacopeia,
Cg:::gi?]se CO';?;Tn?; N 12601 Twinbrook Parkway R031S0 Vigente
Rockville, MD 20852
: U.S.Pharmacopeia,
Farmaco

Cafeina concomitante 12601 Twinbrook Parkway KOK210 30/09/2017
Rockville, MD 20852

Na Tabela 54 estdo descritos os padrdes de referéncia do analito (TUDCA), do padrdo

interno (TUDCA D4) e dos farmacos de uso concomitante utilizados na metodologia.
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Padré&o Finalidade Fabricante/Endereco Lote Validade
Purity Grade Standards (PGS)
Acido o Analito 1750 Montgomery Street3rd .Floor H0369 31/03/19
tauroursodesoxicélico Waterfront Plaza San Francisco,
CA 94111 USA
Acido . IsoSciences
tauroursodesoxicolico I:ﬂ?grrsg 1017 W 9th Ave King of Prussia, SJ156-$216- 21/04/19
D4 sédico PA 19406 USA
Purity Grade Standards (PGS)
Cloridrato de Farmaco 1750 Montgomery Street3rd Floor
4-MAA concomitante  Waterfront Plaza San Francisco, 1757-057A2  29/09/2017
CA 94111 USA
. U.S.Pharmacopeia
. - Farmaco .
Dimenidrinato concomitante 12601 Twinbrook Parkway J1H302 30/06/2017
Rockville, MD 20852
FArmaco U.S.Pharmacopeia
Dimenidrinato concomitante 12601 Twinbrook Parkway RO41EOQO Vigente
Rockville, MD 20852
. Fundacéo Oswaldo Cruz
Farmaco . . . .
Paracetamol concomitante Av. Brasil, 4365 - Rio de Janeiro. 2009 Vigente
CEP 21045-900 - Brasil
. . Fundacao Oswaldo Cruz
mcezlgggart;:;a colrzlicr)nl;?t(;%te Av. Brasil, 4365 - Rio de Janeiro. 1008 Vigente
P CEP 21045-900 - Brasil
. , U.S.Pharmacopeia
Z;Z?'i:g:;’igz Co';gg;i;?] N 12601 Twinbrook Parkway LOMO54  31/03/2018
P Rockville, MD 20852
. . U.S.Pharmacopeia
Cloi:gf;?];e colrzlitr)nl;?t(;?lte 12601 Twinbrook Parkway R031S0 Vigente
P Rockville, MD 20852
FArmaco U.S.Pharmacopeia
Cafeina 12601 Twinbrook Parkway KOK210 30/09/2017

concomitante

Rockville, MD 20852

4.3.9. Seletividade na presenca de farmacos de uso concomitante

Para confirmar a seletividade do método, foram analisadas amostras branco de plasma

humano obtidas de 6 (seis) individuos sendo 4 (quatro) amostras normais, 1 (uma) lipémica e 1

(uma) hemolisada contaminados com os farmacos de uso concomitante.

Nas Tabelas 55, 56 e 57 estdo apresentados os resultados das analises em areas da

seletividade na presenca de farmacos de uso concomitante para os trés ativos, respectivamente.
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TABELA 55. Seletividade do analito e do padrédo interno na presenca de farmacos de
uso concomitante para UDCA.

. . . Area do A o
Individuo Descricao Origem Lote farmaco /(%) padréo
interno
01 Individuo 1: EDTA UNIFAG PLS 76/2017 - -
02 Individuo 2: EDTA UNIFAG PLS 111/2017 - -
03 Individuo 3: EDTA UNIFAG PLS 54/2017 - -
04 Individuo 4: EDTA UNIFAG PLS 148/2017 - -
05 Individuo 5: EDTA/Lipémico UNIFAG PLS 464/2016 - -
06 Individuo 6: EDTA/Hemolisado  UNIFAG PLS 36/2017 - -
07 LIQ 15 ng mL1 UNIFAG PLS 76/2017 1023 20643

TABELA 56. Seletividade do analito e do padrdo interno na presenca de farmacos de
uso concomitante para GUDCA.

. . . Area do iz s
Individuo Descricéo Origem Lote . padréo
interno
01 Individuo 1: EDTA UNIFAG PLS 65/2017 - -
02 Individuo 2: EDTA UNIFAG PLS 453/2016 771(6,1) -
03 Individuo 3: EDTA UNIFAG PLS 147/2017 - -
04 Individuo 4: EDTA UNIFAG PLS 388/2016 134/ (10,6) -
05 Individuo 5: EDTA/Lipémico UNIFAG PLS 464/2016 151/ (11,9) -
06 Individuo 6: EDTA/Hemolisado  UNIFAG PLS 36/2017 - -
07 LIQ 15 ng mL? UNIFAG PLS 65/2017 1261 40173
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TABELA 57. Seletividade do analito e do padrédo interno na presenca de farmacos de
uso concomitante para TUDCA.

. . . Area do sz
Individuo Descricao Origem Lote farmaco /(%) padréo
interno
01 Individuo 1: EDTA UNIFAG PLS 388/2016 - -
02 Individuo 2: EDTA UNIFAG PLS 50/2017 - -
03 Individuo 3: EDTA UNIFAG PLS 127/2017 - -
04 Individuo 4: EDTA UNIFAG PLS 39/2017 - -
05 Individuo 5: EDTA /Lipémico UNIFAG PLS 34/2017 - -
06 Individuo 6: EDTA UNIFAG  PLS 139/2017 . .
/Hemolisado
07 LIQ 5ng mL? UNIFAG PLS 388/2016 199 7237

4.3.10. Efeito de Matriz na presenca de farmacos de uso concomitante

O uso de farmacos concomitantes durante a etapa clinica deve ser avaliada para investigar

a interferéncia dos mesmos na metodologia analitica proposta. Com este objetivo avaliou-se a

interferéncia dos farmacos apresentados anteriormente, respectivamente para os trés ativos.

Para avaliar se existe efeito de matriz, foram analisadas amostras de 8 (oito) fontes

distintas, sendo 4 (quatro) normais, 2 (duas) lipémicas e 2 (duas) hemolisadas, adicionando-se

posteriormente solu¢cdes de analito e Pl nas mesmas concentracbes de CQB e CQA

contaminados com os farmacos de uso concomitante.

Os resultados foram avaliados a partir do calculo do fator de matriz normalizado (FMN), e

estdo apresentados nas Tabelas 58, 59 e 60 para os trés ativos, respectivamente.



124

TABELA 58. Efeito de matriz para UDCA na presenca de farmacos de uso concomitante.

Resposta Analito/ Resposta Analito/
. lUCH FMN*
Amostra Resposta Pl na Matriz Resposta Pl na Solucao
CQB CQA CQB CQA CQoB CQA
PLS 148/2017 0,079 10,576 0,072 10,884 1,149 0,991
PLS 112/2017 0,073 10,317 0,067 10,677 1,062 0,967
PLS 87/2017 0,084 10,466 0,067 10,674 1,222 0,981
PLS 24/2017 0,076 10,139 0,068 10,587 1,105 0,950
PLS. 4f37{2016 0,077 10,249 0,067 10,614 1,120 0,961
(Lipémico)
PLS 3:3/.2017 0,079 10,199 0,065 10,500 1,149 0,956
(Lipémico)
PLS 25./2017 0,071 10,362 0,069 10,654 1,033 0,971
(Hemolisado)
PLS 46.3/2016 0,080 10,339 0,075 10,773 1,164 0,969
(Hemolisado)
Média 0,069 10,670 1,125 0,968
DP 0,060 0,013
CV (%) 5,303 1,371
Média FMN de todos Controles (n=16) 1,047
DP (n=16) 0,091
CV (%) 8,724

DP= Desvio Padréo, CV= Coeficiente de Variacdo e FMN= Fator de Matriz Normalizado.
*Este pardmetro (FMN) foi obtido utilizando Resposta em Matriz Individual / Média da Resposta em Solugéo.



TABELA 59. Efeito de matriz para
concomitante.
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GUDCA na presenca de farmacos de uso

Resposta Analito/

Resposta Analito/

. N FMN*
Amostra Resposta Pl na Matriz Resposta Pl na Solucao
CQB CQA CQB CQA CQB CQA
PLS 65/2017 0,092 13,222 0,088 13,445 1,050 1,000
PLS 453/2016 0,071 13,199 0,088 13,093 0,810 0,999
PLS 147/2017 0,099 13,230 0,092 13,094 1,130 1,001
PLS 128/2017 0,097 13,263 0,086 13,280 1,107 1,003
PLS. 4?4/.2016 0,098 12,964 0,087 13,113 1,118 0,981
(Lipémico)
PLS 3:4/.2017 0,093 13,183 0,085 13,171 1,061 0,997
(Lipémico)
PLS 36_/2017 0,097 13,006 0,090 13,345 1,107 0,984
(Hemolisado)
PLS 139/2017 0,094 12,891 0,085 13,199 1,073 0,975
(Hemolisado)
Média 0,088 13,218 1,057 0,993
DP 0,104 0,011
CV (%) 9,809 1,089
Média FMN de todos Controles (n=16) 1,025
DP (n=16) 0,079
CV (%) 7,671

DP= Desvio Padrédo, CV= Coeficiente de Variacdo e FMN= Fator de Matriz Normalizado.

*Este pardmetro (FMN) foi obtido utilizando Resposta em Matriz Individual / Média da Resposta em Solugéo.
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TABELA 60. Efeito de matriz para TUDCA na presenca de farmacos de uso
concomitante.

Resposta Analito/_ Resposta Analito/ ) EMN*
APEEia Resposta Pl na Matriz Resposta Pl na Solucao
CQB CQA CQB CQA cQB CQA
PLS 388/2016 0,069 1,813 0,066 1,821 1,043 1,010
PLS 50/2017 0,072 1,788 0,066 1,780 1,089 0,997
PLS 127/2017 0,069 1,776 0,066 1,776 1,043 0,990
PLS 39/2017 0,066 1,816 0,064 1,782 0,998 1,012
P(II_?p:éArfrﬁizc%§7 0,070 1,823 0,066 1,772 1,059 1,016
PLS 464/2016 0,070 1,768 0,066 1,784 1,059 0,985
(Lipémico)
(IID4LeSm?;6Ii/52;d107) 0,068 1,828 0,071 1,810 1,028 1,019
PLS 139/2017 0,067 1,797 0,064 1,829 1,013 1,002
(Hemolisado)
Média 0,066 1,794 1,042 1,004
DP 0,029 0,012
CV (%) 2,737 1,238
Média FMN de todos Controles (n=16) 1,023
DP (n=16) 0,029
CV (%) 2,820

DP= Desvio Padrédo, CV= Coeficiente de Variagdo e FMN= Fator de Matriz Normalizado.
*Este pardmetro (FMN) foi obtido utilizando Resposta em Matriz Individual / Média da Resposta em Solugéo.

4.3.11. Exatidao e Precisdo na presenca de farmacos de uso concomitante

Para avaliar a Exatiddo e Precisdo do método na presenca de farmacos de uso
concomitante, 9 (nove) réplicas distintas (CQB, CQM, CQA), foram analisadas ap6s a adicdo dos
farmacos apresentados anteriormente para cada ativo, respectivamente, na faixa de
concentracdo maxima esperada para cada um destes farmacos avaliados.

Nas Tabelas 61, 62 e 63 estdo apresentados os resultados da avaliacdo da precisédo e
exatiddo expressa pelo coeficiente de variacdo (CV) e pelo erro padréo relativo (EPR), para os

ativos em avaliacdo, respectivamente.
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TABELA 61. Exatiddo e Precisdo na presenca de farmacos de uso concomitante para

UDCA.

Replicatas CQB CQM CQA

1 48,796 5019,362 7916,329

2 46,145 5068,558 8026,255

3 50,793 4977,002 8047,385

4 42,317 4992,940 8248,785

5 38,665 5082,548 8076,674

6 44,580 5010,013 8208,197

7 43,187 5084,444 8054,671

8 50,944 5130,878 8094,839

9 46,470 5028,436 7997,350

Média 45,766 5043,798 8074,498

DP 4,066 50,463 101,916
CV (%) 8,885 1,001 1,262
EPR (%) 1,703 0,876 0,931

Concentracdo Nominal: CQB = 45 ng mL, CQM = 5000 ng mL* e CQA = 8000 ng mL1, DP= Desvio Padrdo, CV=

Coeficiente de Variacdo e EPR= Erro Padrdo Relativo.

TABELA 62. Exatiddo e Precisdo na presenca de farmacos de uso concomitante para

GUDCA.
Replicatas CcQB CQM CQA
1 45,116 4942,520 7822,216
2 44,562 4820,318 7841,616
3 43,282 4919,977 7889,272
4 43,414 4908,667 7585,878
5 46,710 4876,262 7812,521
6 46,184 4962,316 7640,385
7 45,184 4959,839 7713,905
8 41,149 4885,137 7740,527
9 45,500 4897,279 7851,086
Média 44,567 4908,035 7766,378
DP 1,711 45,147 103,115
CV (%) 3,839 0,920 1,328
EPR (%) -0,963 -1,839 -2,920

Concentragdo Nominal: CQB = 45 ng mL, CQM = 5000 ng mL* e CQA = 8000 ng mL-1, DP= Desvio Padrdo, CV=

Coeficiente de Variacdo e EPR= Erro Padréo Relativo.
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TABELA 63. Exatiddo e Precisdo na presenca de farmacos de uso concomitante para

TUDCA.

Replicatas CcQB CQM CQA

1 16,218 270,782 429,554

2 14,072 267,236 429,165

3 15,314 264,062 420,518

4 16,276 265,312 427,394

5 14,617 269,609 415,613

6 14,301 263,321 419,460

7 15,815 269,154 431,364

8 15,165 264,753 429,342

9 12,849 265,839 427,136

Média 14,959 266,674 425,505
DP 1,119 2,652 5,526
CV (%) 7,478 0,994 1,299
EPR (%) -0,276 6,670 6,376

Concentragdo Nominal: CQB = 15 ng mL?, CQM = 250 ng mL* e CQA = 400 ng mL, DP= Desvio Padrédo, CV=

Coeficiente de Variacdo e EPR= Erro Padrdo Relativo.

4.3.12. Estudo de estabilidade do farmaco em fluido biolégico

Nas Tabelsas 64, 65 e 66 estdo apresentadas as datas de preparo das amostras de cada

uma das andlises do estudo de estabilidade para cada ativo, respectivamente.
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TABELA 64. Datas de preparo das amostras de cada andlise do estudo de estabilidade

do UDCA e UDCA D4.

Descricdo da Anédlise Preparo das amostras Anédlise
Recém-preparada (Valor-inicial) 13/06/2017 13/06/2017
Estabilidade de curta duragéo
(20:50h na bancada) 13/06/2017 14/06/2017
Estabilidade pds processamento
C2.00hmolautoinictar 13/06/2017 13/06/2017
Degelo 03 13/06/2017 19/06/2017
Estabilidade de solucédo recém-preparada
para acido ursodesoxicélico e acido 23/05/2017 23/05/2017
ursodesoxicolico D4
Estabilidade de solugé&o 25:40 horas de
bancada para acido ursodesoxicdlico e 23/05/2017 24/05/2017
acido ursodesoxicélico D4
Estabilidade de solucdo 29 dias de
preparo para acido ursodesoxicolico e 23/05/2017 21/06/2017
acido ursodesoxicélico D4
Estabilidade de longa duragéo 13/06/2017 24/10/2017

TABELA 65. Datas de preparo das amostras de cada analise do estudo de estabilidade

do GUDCA e GUDCA DA4.

Descricdo da Analise Preparo das amostras Analise
Recém-preparada (Valor-inicial) 05/06/2017 05/06/2017
Estabilidade de curta duracéo
(22:15h na bancada) 05/06/2017 06/06/2017
Estabilidade p6s processamento
(22:00h no autoinjetor) 06/06/2017 06/06/2017
Degelo 03 05/06/2017 07/06/2017
Estabilidade de solucédo recém-preparada
para acido glicoursodesoxicélico e acido 25/05/2017 25/05/2017
glicoursodesoxicélico D4
Estabilidade de solucéo 24:40 horas de
bancada para acido g|ICOUl’S,OquOXICO|ICO 25/05/2017 26/05/2017
e 27:00 horas para acido
glicoursodesoxicoélico D4
Estabilidade de solucéo 18 dias de
preparo para acido glicoursodesoxicoélico 25/05/2017 12/06/2017
e acido glicoursodesoxicdlico D4
Estabilidade de longa duracao 05/06/2017 06/11/2017




TABELA 66. Datas de preparo das amostras de cada analise do estudo de estabilidade

TUDCA E TUDCA D4.

Descricdo da Analise Preparo das amostras Anédlise
Recém-preparada (Valor-inicial) 27/06/2017 27/06/2017
Estabilidade de curta duracéao
(23:20h na bancada) 27/06/2017 28/06/2017
Estabilidade p6s processamento
(24:00h no autoinjetor) 28/06/2017 28/06/2017
Degelo 03 27/06/2017 29/06/2017
Establllde}dg de solucéo recem-'pr'e.parada 08/06/2017 08/06/2017
para &cido tauroursodesoxicolico
Establllc’ja_de de solucéo recer_n—!oreparada 09/06/2017 09/06/2017
para acido tauroursodesoxicdlico D4
Estabilidade de solucéo 22:00 horas de
bancada para acido 08/06/2017 09/06/2017
tauroursodesoxicolico
Estabilidade de solucéo 07:00 horas de
bancada para acido 09/06/2017 09/06/2017
tauroursodesoxicélico D4
Estabilidade de solugdo 26 dias de 08/06/2017 04/07/2017
preparo para acido tauroursodesoxicolico
Estabilidade de solucéo 25 dias de
preparo para acido tauroursodesoxicoélico 09/06/2017 04/07/2017
D4
Estabilidade de longa duragéo 27/06/2017 24/10/2017

4.3.13. Estabilidade P6s Processamento

Para avaliar a estabilidade do farmaco no tempo e condi¢cdes de andlise, as amostras
processadas foram mantidas dentro do autoinjetor, aproximadamente 22 °C e cada amostra de
controle de qualidade foi analisada em 6 (seis) réplicas nos tempos 00:00 e 22:00 horas. Os
resultados apresentados nas Tabelas 67, 68 e 69 mostram que as variacdes se encontram dentro

da faixa permitida = 15% até o tempo de 22:00 horas em relacao ao valor nominal.



TABELA 67. Estabilidade p6s-processamento (autoinjetor) de UDCA.
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t (0:00 h) t (22:00 h)
Réplicas
CQB CQA CQB CQA
1 43,889 7965,247 39,742 8034,233
2 48,298 8262,878 53,702 8103,984
3 50,389 8193,744 45,540 8132,168
4 44,728 7842,480 38,986 7999,187
5 56,372 7971,218 47,053 7910,536
6 48,212 8073,456 54,819 7863,433
Média 48,648 8051,504 46,640 8007,257
DP 4,495 156,825 6,698 105,633
CV (%) 9,240 1,948 14,361 1,319
EPR (%) 8,107 0,644 3,645 0,091

Concentragdo Nominal: CQB = 45 ng mL™* e CQA = 8000 ng mL%, DP= Desvio Padrédo, CV= Coeficiente de Variagéo

e EPR= Erro Padrao Relativo.

Comparando-se as variagdes entre as médias dos CQB e CQA para amostras de t (0:00h)

com relacdo ao valor nominal e as médias dos CQB e CQA para amostras de t (22:00h) com

relagdo ao valor nominal, conclui-se que o UDCA analisado no plasma humano foi estavel por

22:00 horas, uma vez que os desvios encontrados foram inferiores a 15%.



TABELA 68. Estabilidade pO6s-processamento (autoinjetor) de GUDCA.
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t (0:00 h) t (22:00 h)
Réplicas

CQB CQA CQB CQA

1 46,604 7985,593 46,601 8119,425

2 46,352 8013,929 47,026 8199,318

3 46,196 7932,023 49,636 8121,676

4 46,823 8087,024 47,565 8209,524

5 47,023 8102,828 47,454 8081,375

6 43,559 8053,344 46,944 8167,453

Média 46,093 8029,124 47,538 8149,795
DP 1,277 64,693 1,086 50,450
CV (%) 2,771 0,806 2,286 0,619
EPR (%) 2,429 0,364 5,639 1,872

Concentragdo Nominal: CQB = 45 ng mL™* e CQA = 8000 ng mL%, DP= Desvio Padrédo, CV= Coeficiente de Variagéo
e EPR= Erro Padréo Relativo.

Comparando-se as variagdes entre as medias dos CQB e CQA para amostras de t (0:00h)

com relacdo ao valor nominal e as médias dos CQB e CQA para amostras de t (22:00h) com

relag@o ao valor nominal, conclui-se que o GUDCA analisado no plasma humano foi estavel por

22:00 horas, uma vez que os desvios encontrados foram inferiores a 15%.
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TABELA 69. Estabilidade pos-processamento (autoinjetor) de TUDCA.
t (0:00 h) t (24:00 h)
Réplicas
CcoB CQA CcoB COA
1 14,911 409,472 16,653 416,634
2 15,076 415,218 18,202 415,181
3 15,077 414,096 15,786 423,811
4 16,638 409,417 18,200 402,460
5 13,592 407,304 15,481 404,668
6 14,723 406,104 17,210 405,931
Média 15,003 410,269 16,922 411,448
DP 0,976 3,651 1,166 8,377
CV (%) 6,505 0,890 6,889 2,036
EPR (%) 0,019 2,567 12,813 2,862

Concentragdo Nominal: CQB = 15 ng mL* e CQA = 400 ng mL, DP= Desvio Padrdo, CV= Coeficiente de Variacdo e
EPR= Erro Padréo Relativo.

Comparando-se as variacfes entre as médias dos CQB e CQA para amostras de t (0:00h)

com relacdo ao valor nominal e as médias dos CQB e CQA para amostras de t (24:00h) com

relagéo ao valor nominal, conclui-se que o TUDCA analisado no plasma humano foi estavel por

24:00 horas, uma vez que os desvios encontrados foram inferiores a 15%.

4.3.14. Amostras recém-preparadas utilizadas nos estudos de estabilidade do farmaco

As Tabelas 70, 71 e 72 apresentam os resultados obtidos para os controles de qualidades

(COB e CQA) para as amostras recém-preparadas utilizadas nos testes de estabilidade do

farmaco em ciclos de congelamento e degelo, estabilidade de curta duracdo e estabilidade de

longa duracéo para cada um dos ativos, respectivamente.
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TABELA 70. Amostras recém-preparadas utilizadas no estudo de estabilidade de UDCA.

Amostras Recém-Preparadas

Réplicas CQB CQA
1 49,790 8432,287
2 44,764 8231,418
3 44,289 8042,307
4 40,231 8134,280
5 40,474 8205,827
6 51,691 8134,982
Média 45,207 8196,850
DP 4,717 132,915
CV (%) 10,434 1,622
EPR (%) 0,459 2,461

Concentragdo Nominal: CQB = 45 ng mL™* e CQA = 8000 ng mL%, DP= Desvio Padrédo, CV= Coeficiente de Variagéo
e EPR= Erro Padréo Relativo.

Comparando-se os valores obtidos para os controles de qualidade CQB e CQA das
amostras recém-preparadas e analisadas, com relagdo ao valor nominal, concluiu-se que as
amostras podem ser utilizadas nos estudos de estabilidade, uma vez que os desvios encontrados

foram inferiores a 15%.
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TABELA 71. Amostras recém-preparadas utilizadas no estudo de estabilidade de
GUDCA.

Amostras Recém-Preparadas

Réplicas CQB CQA

1 49,699 8293,425

2 48,103 8227,970

3 51,717 8385,134

4 47,579 8389,715

5 47,126 8272,299

6 47,999 8173,246

Média 48,704 8290,298
DP 1,714 85,787
CV (%) 3,518 1,035
EPR (%) 8,231 3,629

Concentracdo Nominal: CQB = 45 ng mL™ e CQA = 8000 ng mLt, DP= Desvio Padrédo, CV= Coeficiente de Variacdo
e EPR= Erro Padrdo Relativo.

Comparando-se os valores obtidos para os controles de qualidade CQB e CQA das
amostras recém-preparadas e analisadas, com relagdo ao valor nominal, concluiu-se que as
amostras podem ser utilizadas nos estudos de estabilidade, uma vez que os desvios encontrados

foram inferiores a 15%.
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TABELA 72. Amostras recém-preparadas utilizadas no estudo de estabilidade de
TUDCA.

Amostras Recém-Preparadas

Réplicas CQB CQA

1 17,086 415,347

2 14,968 413,446

3 16,809 408,085

4 16,734 410,433

5 16,894 410,879

6 17,077 414,205

Média 16,595 412,066
DP 0,809 2,726
CV (%) 4,877 0,662
EPR (%) 10,631 3,016

Concentracdo Nominal: CQB = 15 ng mL* e CQA = 400 ng mL, DP= Desvio Padrédo, CV= Coeficiente de Variacdo e
EPR= Erro Padrdo Relativo.

Comparando-se os valores obtidos para os controles de qualidade CQB e CQA das
amostras recém-preparadas e analisadas, com relagdo ao valor nominal, concluiu-se que as
amostras podem ser utilizadas nos estudos de estabilidade, uma vez que os desvios encontrados

foram inferiores a 15%.

4.3.15. Estabilidade do farmaco em ciclos de congelamento e degelo

Para avaliar a estabilidade de UDCA durante trés ciclos de congelamento e degelo, foram
analisadas 6 (seis) amostras de 2 (duas) diferentes concentracdes (CQB e CQA), nas seguintes
condi¢gBes; amostras CQB e CQA (degelo 1): as amostras foram congeladas a -20 °C e mantidas
nesta temperatura por no minimo 12 horas. ApGs este tempo, as amostras foram submetidas ao
degelo natural, & temperatura ambiente. Depois de completamente degeladas, as amostras foram
novamente congeladas a -20 °C, mantidas nesta temperatura (por no minimo 12 horas) e entao
submetidas ao degelo natural, (degelo 2). Para completar os degelos as amostras foram
novamente congeladas a -20 °C, mantidas nesta temperatura (por no minimo 12 horas) e entao
submetidas ao degelo natural, (degelo 3) e apds este tempo, as amostras foram extraidas e

guantificadas.
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As Tabelas 73, 74 e 75 apresenta os resultados obtidos para cada controle de qualidade
(CQB e CQA) apos o terceiro ciclo de congelamento e degelo.

TABELA 73. Estabilidade de UDCA submetido a trés ciclos de congelamento e degelo.

Degelo 03
Réplicas CQB CQA
1 43,554 7513,218
2 43,462 7173,763
3 45,998 7317,686
4 48,855 7530,418
5 39,141 7264,370
6 43,117 6967,987
Média 44,021 7294,574
DP 3,238 212,663
CV (%) 7,357 2,915
EPR (%) -2,175 -8,818

Concentragdo Nominal: CQB = 45 ng mL™* e CQA = 8000 ng mL%, DP= Desvio Padrédo, CV= Coeficiente de Variagéo
e EPR= Erro Padréo Relativo.

TABELA 74. Estabilidade de GUDCA submetido a trés ciclos de congelamento e degelo.

Degelo 03
Réplicas CQB CQA
1 47,643 8646,997
2 50,546 8687,143
3 48,784 8563,595
4 49,482 8423,570
5 51,697 8685,930
6 48,214 8509,248
Média 49,394 8586,081
DP 1,515 106,502
CV (%) 3,066 1,240
EPR (%) 9,765 7,326

Concentracdo Nominal: CQB = 45 ng mL™* e CQA = 8000 ng mL%, DP= Desvio Padrédo, CV= Coeficiente de Variagéo
e EPR= Erro Padréo Relativo.
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TABELA 75. Estabilidade de TUDCA submetido a trés ciclos de congelamento e degelo.

Degelo 03
Réplicas CQB CQA
1 16,995 439,917
2 17,499 428,456
3 17,625 428,550
4 16,022 430,868
5 15,429 429,419
6 16,481 434,763
Média 16,675 431,996
DP 0,860 4,533
CV (%) 5,159 1,049
EPR (%) 11,168 7,999

Concentragdo Nominal: CQB = 15 ng mL* e CQA = 400 ng mL, DP= Desvio Padrdo, CV= Coeficiente de Variagdo e
EPR= Erro Padréo Relativo.

Comparando-se as variaces entre as médias dos CQB e CQA do terceiro ciclo de
congelamento e degelo com relag&o ao valor nominal, conclui-se que os trés ativos analisados
no plasma humano foram estaveis nos trés ciclos de congelamento e degelo quando armazenada

a -20 °C, uma vez que os desvios encontrados foram inferiores a 15%.

4.3.16. Estabilidade de curta duracgéo

Baseado no tempo em que as amostras do estudo serdo mantidas a temperatura ambiente,
foram analisadas 6 (seis) amostras de 2 (duas) diferentes concentracdes (CQB e CQA) para 0s
trés ativos, respectivamente.

A Tabela 76 apresenta os resultados obtidos para cada controle de qualidade (CQB e CQA)
para as amostras que se mantiveram estaveis até 20:50 horas a temperatura ambiente em

relacdo ao valor nominal.
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Amostras analisadas ap6s
20:50 horas a temperatura ambiente

Réplicas CQB CQA
1 47,781 7768,232
2 45,849 7800,765
3 50,105 7583,344
4 43,031 7811,038
5 38,562 7711,829
6 44,652 7477,682
Média 44,997 7692,148
DP 3,999 134,121
CV (%) 8,887 1,744
EPR (%) -0,007 -3,848

Concentracdo Nominal: CQB = 45 ng mL™ e CQA = 8000 ng mLt, DP= Desvio Padrédo, CV= Coeficiente de Variacdo

e EPR= Erro Padrao Relativo.

Comparando-se os valores médios obtidos para os controles de qualidade CQB e CQA

mantidos durante 20:50 horas a temperatura ambiente com relagédo ao valor nominal, conclui-se

que o UDCA analisado no plasma humano foi estavel no tempo em que permaneceu na bancada,

uma vez que os desvios encontrados foram inferiores a 15%.

A Tabela 77 apresenta os resultados obtidos para cada controle de qualidade (CQB e CQA)

para as amostras que se mantiveram estaveis até 22:15 horas a temperatura ambiente em

relacdo ao valor nominal.
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TABELA 77. Estabilidade de curta duracdo de GUDCA.

Amostras analisadas ap6s
22:15 horas a temperatura ambiente

Réplicas CQB CQA
1 44,710 8455,812
2 47,898 8301,112
3 51,160 8237,308
4 47,442 8388,273
5 48,011 8614,779
6 47,630 8634,072
Média 47,809 8438,559
DP 2,052 162,172
CV (%) 4,292 1,922
EPR (%) 6,241 5,482

Concentracdo Nominal: CQB = 45 ng mL™ e CQA = 8000 ng mL%, DP= Desvio Padrédo, CV= Coeficiente de Variacéo
e EPR= Erro Padrdo Relativo.

Comparando-se os valores médios obtidos para os controles de qualidade CQB e CQA
mantidos durante 22:15 horas a temperatura ambiente com relagéo ao valor nominal, conclui-se
que o GUDCA analisado no plasma humano foi estavel no tempo em que permaneceu na
bancada, uma vez que os desvios encontrados foram inferiores a 15%.

A Tabela 78 apresenta os resultados obtidos para cada controle de qualidade (CQB e CQA)
para as amostras que se mantiveram estaveis até 23:20 horas a temperatura ambiente em

relacdo ao valor nominal.
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TABELA 78. Estabilidade de curta duracdo de TUDCA.

Amostras analisadas ap6s
23:20 horas a temperatura ambiente

Réplicas CQB CQA

1 15,139 432,518

2 15,751 426,345

3 15,393 430,666

4 15,155 427,083

5 15,363 430,636

6 16,807 434,063

Média 15,601 430,219
DP 0,631 3,009
CV (%) 4,043 0,699
EPR (%) 4,009 7,555

Concentracdo Nominal: CQB = 15 ng mL* e CQA = 400 ng mL, DP= Desvio Padrdo, CV= Coeficiente de Variacdo e
EPR= Erro Padrdo Relativo.

Comparando-se os valores médios obtidos para os controles de qualidade CQB e CQA
mantidos durante 23:20 horas a temperatura ambiente com relagdo ao valor nominal, conclui-se
que o TUDCA analisado no plasma humano foi estavel no tempo em que permaneceu na

bancada, uma vez que os desvios encontrados foram inferiores a 15%.

4.3.17. Estabilidade de solugdes padréo

Nas Tabelas 79 e 80 estdo apresentados os resultados das andlises realizadas com solucao
primaria de maior concentracao de UDCA (30 pg/mL) e UDCA D4 (9 pg/mL) e solugéo de trabalho
de menor concentracdo de UDCA (15 pg/mL) e UDCA D4 (3 pg/mL). Os resultados estédo
apresentados comparando as areas individuais do analito (UDCA) e as areas individuais do
padréo interno (UDCA D4).
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Amostras analisadas ap6s

Recém Preparada 25:40 horas de preparo a

Amostras analisadas ap6s
29 dias de armazenamento

Réplicas temperatura ambiente em refrigeracéo
Trabalho Priméria Trabalho Priméria Trabalho Priméria
1 182978 384786 193269 336300 192898 355983
2 180766 383204 184234 404299 194703 358548
3 183941 383611 173878 351931 190239 367419
Média 182562 383867 183794 364177 192613 360650
DP 1627,930 821,482 9702,996 35615,071 2245573 6000,777
CV (%) 0,892 0,214 5,279 9,780 1,166 1,664
Variagdo (%) 0,675 -5,129 5,506 -6,048

DP = Desvio Padréo e CV = Coeficiente de Variagéao.

TABELA 80. Estabilidade das solucdes padrdo de UDCA D4.

Amostras analisadas apo6s

Recém Preparada 25:40 horas de preparo a

Amostras analisadas apo6s
29 dias de armazenamento

Réplicas temperatura ambiente em refrigeracéo

Trabalho Priméria Trabalho Priméria Trabalho Priméria

1 33763 102309 34433 98553 36355 99823

2 33470 98751 34284 100132 36797 98644

3 32818 100504 34182 105582 35986 98314

Média 33350 100521 34300 101422 36379 98927
DP 483,732 1779,063 126,231 3687,876 406,047 793,308

CV (%) 1,450 1,770 0,368 3,636 1,116 0,802

Variacéo (%) 2,847 0,896 9,082 -1,586

DP = Desvio Padréo e CV = Coeficiente de Variagao.

Comparando-se as varia¢des das médias das respostas do analito e do padréo interno para

as solugbes analisadas apos 25:40 horas de preparo para UDCA e para UDCA D4 mantidas a

temperatura ambiente e amostras analisadas ap6s 29 dias mantidas sob refrigeracéo, em relacéo

as médias obtidas para as solu¢des recém preparadas, pode-se concluir que as solugfes de

UDCA e UDCA D4 foram estaveis, uma vez que os desvios encontrados foram inferiores a 10%.

Nas Tabelas 81 e 82 estdo apresentados os resultados das andlises realizadas com solucao
primaria de maior concentracdo de GUDCA (20000 ng mL') e GUDCA D4 (3000 ng mL?) e
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solugédo de trabalho de menor concentragdo de GUDCA (10000 ng mL™*) e GUDCA D4 (1000 ng
mL™?). Os resultados estédo apresentados comparando as areas individuais do analito (GUDCA) e
as areas individuais do padréo interno (GUDCA D4).

TABELA 81. Estabilidade das solu¢des padrdo de GUDCA.

Amostras analisadas apds  Amostras analisadas apés

Recém Preparada 24:40 horas de preparo a 18 dias de armazenamento
Réplicas temperatura ambiente em refrigeracao
Trabalho Primaria Trabalho Primaria Trabalho Primaria
1 429493 639685 428672 698741 413885 655808
2 429143 654024 432215 664791 413614 655150
3 418083 653417 425081 668410 422403 669841
Média 425573 649042 428656 677314 416634 660266
DP 6488,891 8109,081 3567,027 18644,343 4997,938 8298,429
CV (%) 1,525 1,249 0,832 2,753 1,200 1,257
Variacéo (%) 0,724 4,356 -2,100 1,729

DP = Desvio Padréo e CV = Coeficiente de Variagéao.

TABELA 82. Estabilidade das solu¢cdes padrdo de GUDCA D4.

Amostras analisadas ap6s  Amostras analisadas apoés

Recém Preparada 27:00 horas de preparo a 18 dias de armazenamento
Réplicas temperatura ambiente em refrigeracéo
Trabalho Priméria Trabalho Priméria Trabalho Priméria
1 77439 198466 68518 197789 64639 188113
2 69996 197141 64958 202385 66781 189708
3 67792 193401 68141 202679 67832 187805
Média 71742 196336 67206 200951 66417 188542
DP 5055,038 2626,704 1955,642 2742,315 1627,268 1021,461
CV (%) 7,046 1,338 2,910 1,365 2,450 0,542
Variagcao (%) -6,324 2,351 -7,422 -3,970

DP = Desvio Padrdo e CV = Coeficiente de Variagéo.

Comparando-se as varia¢des das médias das respostas do analito e do padréo interno para
as solucbes analisadas apds 24:40 horas de preparo para GUDCA e 27:00 horas para GUDCA

D4 mantidas a temperatura ambiente e amostras analisadas apés 18 dias mantidas sob
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refrigeracéo, em relacdo as médias obtidas para as solu¢des recém preparadas, pode-se concluir
que as solu¢Bes de GUDCA e GUDCA D4 foram estaveis, uma vez que os desvios encontrados
foram inferiores a 10%.

Nas Tabelas 83 e 84 estdo apresentados os resultados das andlises realizadas com solucao
primaria de maior concentracdo de TUDCA (500 ng mL*?) e TUDCA D4 (500 ng mL™?) e solucéo
de trabalho de menor concentracdo de TUDCA (73,3 ng mL?) e TUDCA D4 (73,3 ng mL?). Os
resultados estdo apresentados comparando as areas individuais do analito (TUDCA) e as areas
individuais do padrao interno (TUDCA D4).

TABELA 83: Estabilidade das solu¢cbes padrdo de TUDCA.

Amostras analisadas apds  Amostras analisadas apés

Recém Preparada 22:00 horas de preparo a 26 dias de armazenamento
Réplicas temperatura ambiente em refrigeracéo
Trabalho Primaria Trabalho Primaria Trabalho Primaria
1 19511 116508 19245 105835 20025 111763
2 19568 122125 17663 115830 19991 109840
3 19819 118627 17853 123196 19420 118782
Média 19633 119087 18254 114954 19812 113462
DP 163,867 2836,572 863,760 8713,613 339,907 4706,797
CV (%) 0,835 2,382 4,732 7,580 1,716 4,148
Variacéo (%) -7,024 -3,471 0,913 -4,723

DP = Desvio Padréo e CV = Coeficiente de Variagao.
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TABELA 84. Estabilidade das solucdes padrdo de TUDCA D4.

Amostras analisadas apés  Amostras analisadas apés

Recém Preparada 07:00 horas de preparo a 25 dias de armazenamento
Réplicas temperatura ambiente em refrigeracéo
Trabalho Priméria Trabalho Priméria Trabalho Priméria
1 21126 109167 22498 114018 21730 104814
2 20647 111063 21862 113568 21845 104504
3 20866 111354 21996 113938 21597 105537
Média 20880 110528 22119 113841 21724 104952
DP 239,792 1187,607 335,275 240,069 124,109 530,081
CV (%) 1,148 1,074 1,516 0,211 0,571 0,505
Variagao (%) 5,934 2,998 4,044 -5,045

DP = Desvio Padréo e CV = Coeficiente de Variagéao.

Comparando-se as varia¢des das médias das respostas do analito e do padréo interno para
as solugdes analisadas apos 22:00 horas de preparo para TUDCA e 07:00 horas para TUDCA
D4 mantidas a temperatura ambiente e amostras analisadas apos 26 dias para TUDCA e 25 dias
para TUDCA D4 mantidas sob refrigeracdo, em relagdo as médias obtidas para as solucdes
recém preparadas, pode-se concluir que as solu¢cdes de TUDCA e TUDCA D4 foram estaveis,

uma vez que os desvios encontrados foram inferiores a 10%.

4.3.18. Estabilidade de longa duracgéo

Para avaliar a estabilidade do farmaco, em plasma, em condi¢6es de longa duracao, o
tempo de armazenamento deve exceder o intervalo de tempo compreendido entre a coleta da
primeira amostra e a analise da Ultima amostra dos voluntarios.

Para o UDCA, foram preparadas seis amostras de duas diferentes concentracbes (CQB e
CQA) no tempo inicial (13/06/2017) estas amostras foram estocadas nas mesmas condicdes que
as amostras de plasma dos voluntarios analisados (-20°C). As amostras armazenadas foram
analisadas apés 133 dias (24/10/2017) em plasma humano conforme os resultados apresentados
na Tabela 85.



146

TABELA 85. Estabilidade de longa dura¢cdo de UDCA.

Estabilidade de longa duracéo

(24/10/2017)
Réplicas CQB CQA
1 39,976 7765,838
2 39,622 7750,520
3 42,631 7920,686
4 43,279 8445,906
5 49,081 7895,684
6 46,770 7770,860
Média 43,560 7924,916
DP 3,744 265,238
CV (%) 8,595 3,347
EPR (%) -3,200 -0,939

Concentracdo Nominal: CQB = 45 ng mL™ e CQA = 8000 ng mL%, DP= Desvio Padrédo, CV= Coeficiente de Variacéo
e EPR= Erro Padrdo Relativo.

Comparando-se as variagfes entre as meédias dos CQB e CQA para as amostras
armazenadas durante 133 dias com relacdo ao valor nominal, conclui-se que o UDCA analisado
no plasma humano (armazenadas nas mesmas condicdes dos controles analisados),
permaneceu estavel durante o periodo em que ficou armazenada (120 dias), uma vez que 0s
desvios encontrados foram inferiores a 15%.

Para o GUDCA, foram preparadas seis amostras de duas diferentes concentragbes (CQB
e CQA) no tempo inicial (05/06/2017) estas amostras foram estocadas nas mesmas condi¢bes
gue as amostras de plasma dos voluntarios analisados (-20°C). As amostras armazenadas foram
analisadas apés 154 dias (06/11/2017) em plasma humano conforme os resultados apresentados
na Tabela 86.
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Estabilidade de longa duracéo

(06/11/2017)
Réplicas CQB CQA
1 50,878 7927,227
2 47,210 7998,193
3 46,761 7901,441
4 45,869 7835,178
5 46,685 7839,618
6 49,703 8031,187
Média 47,851 7922,141
DP 1,974 80,625
CV (%) 4,125 1,018
EPR (%) 6,336 -0,973

Concentracdo Nominal: CQB = 45 ng mL* e CQA = 8000 ng mL!, DP= Desvio Padrédo, CV= Coeficiente de Variacéo

e EPR= Erro Padrao Relativo.

Para o TUDCA, foram preparadas seis amostras de duas diferentes concentragbes (CQB e

CQA) no tempo inicial (27/06/2017) estas amostras foram estocadas nas mesmas condi¢des que

as amostras de plasma dos voluntarios analisados (-20°C). As amostras armazenadas foram

analisadas apés 119 dias (24/10/2017) em plasma humano conforme os resultados apresentados

na Tabela 87.
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TABELA 87. Estabilidade de longa dura¢cdo de TUDCA.

Estabilidade de longa duracéo

(24/10/2017)
Réplicas CQB CQA
1 14,299 396,788
2 14,710 380,859
3 13,975 393,059
4 19,416 376,150
5 17,733 390,372
6 17,193 396,211
Média 16,221 388,907
DP 2,212 8,513
CV (%) 13,636 2,189
EPR (%) 8,140 -2,773

Concentracdo Nominal: CQB = 15 ng mL* e CQA = 400 ng mL, DP= Desvio Padrédo, CV= Coeficiente de Variacdo e
EPR= Erro Padrdo Relativo.

Comparando-se as variagbes entre as meédias dos CQB e CQA para as amostras
armazenadas durante 119 dias com relagé@o ao valor nominal, conclui-se que o TUDCA analisado
no plasma humano (armazenadas nas mesmas condicdes dos controles analisados),
permaneceu estavel durante o periodo em que ficou armazenada (115 dias), uma vez que 0s

desvios encontrados foram inferiores a 15%.
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5. CONCLUSOES

Concluiu-se que os métodos analiticos foram desenvolvidos e validados com sucesso, uma
vez que cumpriram todos os critérios estabelecidos para validagdo de métodos bioanaliticos. Os
métodos desenvolvidos ndo apresentaram efeito de matriz e efeito residual, demonstrando ser
seletivo para as moléculas em estudo, com adequada exatiddo e precisdo. Além disso 0s
métodos se apresentaram sensiveis obtendo CV menor que 20% para o LIQ de cada composto.
Desta forma, o método pode ser aplicado em estudos de bioequivaléncia para determinacgao do

Ursodiol e seus metabdlitos de maneira reprodutivel, simples e eficaz.
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7. ANEXOS

. Anexo i: Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa. Nimero do Parecer:
2.969.992
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FRANCISCO-SP %aﬂl

ANEXO 1: PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: TCLE - Pool Plasma

Pesquisador: Marcia Aparecida Antonio

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 00343018.4.0000.5514

Instituicdo Proponente: CASA DE NOSSA SENHORA DA PAZ ACAO SOCIAL FRANCISCANA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.969.992

Apresentacdo do Projeto:
TCLE - verséo 4.0 para obtencédo de Plasma.

Objetivo da Pesquisa:
Obtencéo de plasma utilizado em desenvolvimento de metodologia analitica para farmacos diversos.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Né&o se aplica.

Beneficios:

Néo se aplica.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O protocolo baseia-se no envio ao CEP do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (verséo 4.0), que
sera aplicado a voluntarios para coleta de 80 mL de sangue com o objetivo de obtengéo de plasma utilizado
no desenvolvimento de metodologias analiticas diversas.

Consideracdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoéria:
Todos os Termos de apresentacgéo obrigatéria foram enviados corretamente.

Recomendacgdes:
Nao ha.

Enderego: SAO FRANCISCO DE ASSIS 218
Bairro: JARDIM SAO JOSE CEP: 12.916-900
UF: SP Municipio: BRAGANCA PAULISTA

Telefone: (11)2454-8981 Fax: (11)4034-1825 E-mail: comite.etica@saofrancisco.edu.br
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.pdf 20:46:12
TCLE/Termos de |TCLE_PLASMA_POOL_vs4_15_10_201) 02/10/2018 [Maira Eduarda Zanin| Aceito
Assentimento / 8.pdf 20:45:48
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | Carta_Submis_TCLE_POOL_vs4_2018.| 02/10/2018 |Maira Eduarda Zanin| Aceito
Brochura pdf 20:45:30
Investigador

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:
Nao

BRAGANCA PAULISTA, 18 de Outubro de 2018

Assinado por:
Alessandra Gambero

(Coordenador(a))
Enderego: SAO FRANCISCO DE ASSIS 218
Bairro: JARDIM SAO JOSE CEP: 12.916-900
UF: SP Municipio: BRAGANCA PAULISTA

Telefone: (11)2454-8981 Fax: (11)4034-1825 E-mail: comite.etica@saofrancisco.edu.br
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. Anexo ii: Method development and validation of ursodiol and its major metabolites in human

plasma by HPLC-tandem mass spectrometry.
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Thisarticlewas published in the following Dove Press journal:
Clinical Pharmacology:Advances and Applications

Background: Ursodeoxycholic acid (UDCA) and its metabolites tauroursodeoxycholic acid
(TUDCA) and glycoursodeoxycholic acid (GUDCA) have been the subject of several pharma-
cological studies. The objective of this study was to develop an innovative method of quanti-
fication by HPL-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), with a lower cost and suitable, fr
application in bioequivalence studies.

Methods: The procedure involved liquid-liquid extraction for quantiication of UDCA/
GUDCA and precipitation extraction for TUDCA, using deuterated substances as internal
standards (ISs) and Phenomenex Tuna 250x4.6 mm 5u C,  100A column. The mobile phase

used was acetonitrile/ammonium acetate 30 mM (420: 580 v/v pH 7) for UDCA, acetonitrile/

ammonium acetate 10 mM/ammonium hydroxide (400:600: 0.5 v/v/v pH 9) for GUDCA,
and acetonitrile/ammonium acetate 10 mM (570: 430 v/v pH 7) [or TUDCA. Ions were
monitored by the electrospray ion source (ESI) mass spectrometer, operating in a negative
ionization mode. Compound determination was performed by LC-MS/MS system using a
calibration curve of 15-10,000 ng/mI. for UDCA/GUDCA and 5-500 ng/ml. for TUDCA.
The method was developed and validated according to the Brazilian National Health Surveil-
lance Agency (ANVISA) of Brazil norms harmonized with the main international guidelines
as a prerequisite for conducting in vivo study in human volunteers.

Results: The method did not present matrix effect and residual effect, showing to be selec-
tive for studied molecules, with adequate accuracy and precision. In addition, the method was
considered sensitive presenting a coeflcient of variation less than 20% for the lower limit of
quantiication of each compound.

Conclusion: This method can be applied in bioequivalence studies to determine ursodiol and
its metabolites reproducibly, simply, and effectively with the use of readily accessible analytical
materials and instrumentation.

Keywords: ursodcoxycholic acid, glicoursodeoxycholic acid, tauroursodeoxycholic acid,
bioequivalence, LC-MS/MS

Introduction

Ursodeoxycholic acid or ursodiol (3c, 7-p-dihydroxy-5-B-cholanic acid [UDCA])
is a bile acid that naturally occurs in small amounts in human plasma. It acts physi-
ologically in the regulation of cholesterol, reducing the rate at which the intestine
absorbs and synthesizes these molecules.'*For this reason, UDCA is used pharma-
cologically in pathologics where there is dysfunction of that regulation, such as for
the trecatment of gallstoncs formed by cholesterol, postcholecystectomy syndrome,
primary biliary cirrhosis, dyskinesias, hypercholesterolemia and hypertriglyceri-
demia, cholestasis, and chronic hepatitis, among others.* ¢
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After ingestion, UDCA passes through the liver where,
by amidation proccsscs, it is conjugated with glycine or
taurine, originating from its main  metabolites
glycoursodeoxycholic acid ((N-[(3a.5B,7p)- 3,7-dihydro
Xy-24-0  xocholan-24-yl]-gl ycine [GUDCA]) and
tauroursodeoxycholic acid (2-[[(3x.N- (3, 7p-dihydroxy-
5B-cholan-24-oyl)-taurine [TUDCA]). After being secreted
into the hepatic bile ducts. these conjugales are
concentrated in the gallbladder and expelled into the
duodenum, where their pharmacological functions will be
performed."*” Therefore, it is necessary to quan- tify both
the unaltered drug (UDCA) and its metabolites (TUDCA
and GUDCA) in bioequivalence studies.® The chemical
structures of these compounds are presented in Figure 1.

There are countless researches on new applications of
UDCA nowadays, and so far, results have demonstrated
that this drug is able to delay the progression of cataract
in rats with diabetes induced by hyperglycemia due to its
potential antioxidant action;” the UDCA has also been
shown to promote healing in the epithelium of the colonic
mucosa of rats and has been identilied as a natural regula-
tor of that process:;'’ the previous studies have also shown
that the ursodiol metabolite TUDCA promotes decreased
insulin resistance in the liver, skeletal muscle, and adipose
tissue in obese rats, and similar results have been
obtaincd in humans;"! UDCA has shown anti-
inflammatory effects and promoted functional recovery
in rats with spinal cord injury:® male rats with cholestasis
were treated with UDCA and it led to the prevention of the
development of obesity associated with hypertension in
their male litters," among several other studies. The
cxistence of recent rescarch for trcatment and control of
several pathologies either associ- ated with or not
associatcd with liver problems shows that

UDCA has broad therapeutic potential and could well
become the target of pharmacological discoveries. This
makes the development of generic UDCA drugs especially
attractive because it brings with it the possibility of new
drug therapies at a lower cost (o the population.

Scveral analytical methods have been developed
for determining bile acids in biological fluids.
among them the UCDA and its metabolites, cach onc with
its own particularities.*®** The development of a suit-
able and simple mcthod in LC-MS/MS (HPLC-tandem
mass spectrometr y) for UDCA, GUDCA, and
TUDCA determination could be useful in enabling an
understanding of the original compound’s metabolism
as well as in obtaining new generic drugs that are more
accessible and less costly for the population and the phar-
maccutical industry.

This study aimed to develop a new, eflicient, and simple
mcthodology for quantification of ursodiol and its main
metabolites in low concentrations in human plasma through
the usc of LC-MS/MS mcthodology. thereby cnabling its
application in bioequivalence/bioavailability studies. In
addition, a full validation of the method was performed in
accordance with the guidelines of the Brazilian National
Health Surveillance Agency (ANVISA), which are har-
monized with the main international guidelines and are
a prerequisite for conducting an in vivo study in human
volunteers.

Materials and methods

Materials

The UDCA reference standard was purchased from British
Pharmacopeia (Queen’s Road, Teddington, UK), and its
mctabolitcs, TUDCA sodium salt and GUDCA, wecre
purchased from Synfne Research (Ontario, Canada),

Figure 1 Chemical structure of UdCA (A) and its main metabolites, gUdCA (B) and tUdCA (C).
Abbreviations: gUdCA, glycoursodeoxycholic acid; tUdCA, tauroursodeoxycholic acid; UdCA, ursodeoxycholic acid.
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while their respective deuterated internal standards (ISs)
were purchased from IsoSciences (Pennsylvania, Ambler.
USA). Human plasma was obtained from UNIFAG (Bra-
ganca Paulista, SP, Brazil). The type I water HPLC grade
was obtained internally using a Millipore Academic puri-
fication system. Acetonitrile and methanol (MeOH) were
purchased from J.T. Baker-Avantor (Xalostoc, Mexico),
and ammonium acctate, hydrochloric acid (HCI), dicthyl
ether, dichloromethane., ammonium hydroxide, and ethyl
acctate were purchased from EMD Millipore (Billerica,
MA.USA).

Stock solutions and standards

The stock solutions of analytcs (UDCA, GUDCA, and
TUDCA) and their respective deuterated IS were prepared
by mixing appropriate amounts of the standards with MeOH
to obtainsolutions at the respective concentrations: 100.0 pg/
mL forTUDCA. TUDCA D,,and GUDCA D,: 200.0 pg/mL
forUDCAD,, and 500.0 pg/mL for UDCA and GUDCA. The
stock solutions were stored in a refrigerator with controlled
temperature in a range of 2°C-8°C£2°C.

From thesc solutions, the respective working solutions
were prepared and used to obtain the calibration curve com-
posed of eight points in the range of 15-10,000 ng/mL for
UDCA/GUDCA and 5-500 ng/mL for TUDCA. Spiking was
performed on human plasma with an appropriate amount of
cach analyte. Quality controls (QCs) were spiked similarly
to calibration curve points at the concentration of 45, 5.000.
and 8,000 ng/mL for UDCA/GUDCA and 15, 250, and 400
ng/mL for TUDCA.

Sample preparation

UdCA

The UDCA samples were prepared by liquid—liquid extrac-
tion done by shaking 450 pL of UDCA spiked plasma
samples with 50 pL of 9.0 pg/mL UDCA D, solution prepared
in MeOH, 50 pL of 1M HCI solution, and 1.250 pL diethyl
ether/dichloromethane (70:30 v/v) for 5 minutes on a shaker
table and then centrifuged for 10 minutes (relative centrifugal
force [RCF]: 18.506x g. 4°C). 850 pL of the supernatant was
transferred to another microtube and reserved. 1.250 pL of
dicthyl cther/dichloromethane (70:30 v/v) was added to the
remaining plasma; it was shaken for 5 minutes and then
centrifuged for 10 minutes (RCF: 18,506x g, 4°C). 850 L
of supernatant was transferred to the reserved microtube and
was dricd under nitrogen flow and resuspended in 150 pL of
acetonitrile/ammonium acetate 10 mM/ammonium hydroxide
(70:30:0.1 v/v/v), was shaken for 2 minutes, and then 30 uL
was injected for analysis.

gUdCA

Like the UDCA samples. the GUDCA samples were prepared
by liquid-liquid extraction, shaking 300 pL of GUDCA
spiked plasma with 50 pL of 3.0 pg/mL glycosodeoxycholic
D, solution in McOH and 50 pL of 1M HCI solution for 1
minute on a shaker table. Then. 1.250 pL of diethyl ether/
dichloromethane (70:30 v/v) was added. and the sample
was shaken again for 5 minutes and then centrifuged for 10
minutes (RCF: 18.506x g, 4°C). 900 uL of the supernatant
was transferred to another microtube. This was dried under
nitrogen flow and resuspended in 150 pL of acetonitrile/
ammonium acctate 10 mM/ammonium hydroxide (70:30:0.1
v/v/v), shaken for 2 minutes and then 15 puL were inject for
analysis.

tUdCA

TUDCA samples were prepared by deproteinization extrac-
tion (precipitation), shaking 400 pL of TUDCA spiked
plasma with 50 pL of 2.0 pg/mL TUDCA D, solution in
acetonitrile (MeCN) and 1,250 pL of ethyl acetate for 3
minutes on a shaker table and then centrifuged for 5 minutes
(RCF: 18,506x g, 4°C). Samplcs were frozen for 10 minutes
in a=70°C freezer, the supernatant was discarded, and after
complete thawing of the residual sample, 600 pL of acctoni-
trile was added. The mixture was shaken for 5 minutes and
centrifuged for 10 minutes (RCF: 18,506 g, 4°C). 500 uL of
supernatant was transferred to another microtube, 150 pL of
Milli-Q ultrapure water was added and shaken for 2 minutes,
and then 20 pL was injected for analysis.

Chromatography and quantification

The chromatographic systems used were HPLC (Shimadzu,
Japan) coupled to a Quattro Micro/Quattro Premier mass
spectrometer (Waters, Milford, MA, USA) for each of
the threc analytes. The chromatographic scparation was
done through a Phenomenex Luna 5p C18 100A 250 x
4.6 mm (Torrence, USA) column for the three analytes,
with a mobilc phasc consisting of acctonitrile/ammonium
acetate 30 mM (420:580, v/v), pH 7.0, for the UDCA ace-
tonitrile/ammonium acctatc 10 mM/ammonium hydroxide
(400:600:0.5, v/v/v), pH 9.0, for the GUDCA; and aceto-
nitrile/ammonium acetate 10 mM (570:430, v/v), pH 7.0,
for the TUDCA. The mobile phase flows were set at 0.450
mL/min for UDCA (with gradient: 0.01-0.51 minute, 0.45
mL/min — 50 kgf; 0.52—1.90 minutes. 2.00 mL/min — 200
Kgf: 1.91 minute, 0,45 mL/min — 50 kgf). 0.700 mL/min
for GUDCA (with gradient: 0.01-2.50 minutes, 0.700 mL/
min — 85 kgf: 2.51-4.75 minutes, 0.35 mL/min — 44 kgf;
4.76 minute, 0.700 mL/min - 85 kgf), and 0.200 mL/min
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for TUDCA (with gradient: 0.01-0.1 minute/1.21-5.5 min-
utes and 7.51 minutes, 0.200 mL/min — 20 kgf: 0.11-1.2
minutes and 5.51-7.5 minutes, 1.5 mL/min — 130 kgf).
The use of a splitter was not necessary. Under the
described conditions, the UDCA, GUDCA, and TUDCA
clution times arc of 3.47, 3.34, and 3.19 with a total
run time of 6.50, 5.00. and 8.00, respectively. lons were
monitored by an clectrospray ion source (ESI) mass spec-
trometer, operating in a negative ionization mode, and the

Ursodiol 5 ug/mL FM-FM MeCN/H,O/NH,OH 90/10/0.05
Desevolvimento 14-01-2016_265 (0.227) Cm (4.5)
100,

%

263.3 317.6

2434

1
aa Te321303 154.4 162.1 1924 219.1

transitions measured were m/z 391.30 > m/z 373.41 for
UDCA, m/z 395.42 > m/z 377.15 UDCA D,, m/z 448.46
> m/z 73.70 for GUDCA, m/z 451.92 > m/z 73.70 for
GUDCA D,. m/z 498.00 > m/z 79.63 for TUDCA, andm/z
502.44 > m/z 79.54 for TUDCA D,, as shown in Figures
2-7. The quantification of analytes in human plasma was

bascd on the peak arca ratio of the analytes by the IS. The
determination of the concentration of analytes in human
plasma was determined from calibration curves that were

Daughters of 391ES-
3913 3.51e5

p91.9

45 520.3, 6455
41454356 o58| 037556455800 oy 59,3 688.4 698.4

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

Figure 2 MS/MS spectrum of ursodeoxycholic acid: precursor ion m/z 391.3 da product ion, used to form the monitoring channel, m/z 373.5 da.

Abbreviation: MS/MS, tandem mass spectrometry.

Ursodial D4 3 ug/mL MeCN/NH4Ac 10m M90/10 v/v FM MeCN/NH4Ac30mM 42/58 viv

Desenvolvimento-04-04-017_07 8 (0.134) Cm (7:11)
100+

%

Daughters of 395ES-
395.3. 5234

3944

681.5

ootk | Lotbber, MVZ

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

Figure 3 MS/MS spectrum of ursodeoxycholic acid d,; precursor ion m/z 395.3 da product ion, used to form the monitoring channel, m/z 377.1 da.

Abbreviation: MS/MS, tandem mass spectrometry.
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analyzed by linear regression using the least squares
method (linear correlation coeflicient 1/x7).

Results and discussion

Method development

The chromatographic conditions were defined from several
internal tests, seeking (o obtain a higher peak response, with
good resolution, symmetry, and the shortest running time,
using the available materials.

The mobile phase for quantification of UDCA was
defined after several tests, first acetonitrile/water/ammonium
hydroxide (90:10:0.05-20:80:0.05 v/v/v) and acctonitrile/
water (60:40 v/v), where the existence of a peak at the
same retention time of analyte was observed afier testing with
blank plasma, which persisted cvenin the absence of organic
modi- fiers. An increases in water (80 mL) resulted ina slight
scpa- ration of thcsc pcaks when compared to blank
samples and spiked samples. These results showed that the
peak obscrved

Glico 1 ug/mL 80/20 MeCN/NH4Ac10 mM FM MeCN/NH4Ac10 mM/80/20 col Phenomenex C18 100 mm

Desenvolvimento-27-04-17_06 105 (2291) Cm (103:110-34:42)
100 737

740

Daughters of 448ES-
2.49e5

4485

*®
4479
373.0386.8
44784456
b O105.3 219.0 74| [87 4002“” i
56.7 60 56, 1310 170.8188.0203.3 3853 TA31OU71 44797 5144532750, 5886, o 6518 6701
/ 5028 \ 6278 \660.6 701.1 737.3 763.57818

4060 80 100120 140 160180 200 220 240 260280300 320340360380 400 420440 460 480500 520 540 560 580600620 640 660 680 700 720 740 760 780 800

Figure 4 MS/MS spectrum of glycosodeoxycholic acid: precursor ion m/z 448.5 da product ion, used to form the monitoring channel, m/z73.7 da.

Abbreviation: MS/MS, tandem mass spectrometry.

Glico 1 ug/mL FM FM MeCN/H20 80/20 s col

Desenvolvimento-19-04-17_1509 (0.196) Sm (Mn, 1x0.50). Cm (8:11)
737
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Figure 5 MS/MS spectrum of glycosodeoxycholic acid d,: precursor ion m/z 451.9 da product ion, used to form the monitoring channel, m/z73.7 da.

Abbreviation: MS/MS, tandem mass spectrometry.
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Figure 6 MS/MS spectrum of taurodeoxycholic acid: precursor ion m/z 498.0 da product ion, used to form the monitoring channel, m/z 79.6 da.

Abbreviation: MS/MS, tandem mass spectrometry.
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Figure 7 MS/MS spectrum of tauroursodeoxycholic acid d; precursor ion m/z 502.4 d
Abbreviation: MS/MS, tandem mass spectrometry.

in plasma samples corresponded to an intensc cluting with
the active. Accordingly, mobile phase tests were performed in
several volumes of acetonitrile/water, acetonitrile/ammonium
acetate 10 mM/ammonium hydroxide, acetonitrile/water/
ammonium hydroxide: acetonitrile/ammonium acetate 10
mM; acetonitrile/ammonium acetate 20 mM; and acetoni-
trile/ammonium acetate 30 mM. The last solution presented
an excellent separation and chromatographic resolution in
the proportion of 42:58 (v/v), and so this was thc mobilc
phase chosen for the method. In these tests, the addition of

a product ion, used to form the monitoring channel, m/z79.5 da.

ammonium acctate to the mobile phasc favored a decrcasc
in retention time of the peaks, while also minimizing the
chromatographic variation and separation between analytes
and interferents. The ammonium hydroxide was added as an
organic modilier with basic characteristics. but in spite of
promoting a significant increase of the electronic signal, i
caused a smaller separation and chromatographic resolution.
The water increase leads to an electronic signal decrease,
making it difiicult to quantify the lower limit of quantiication
(LLOQ), and so it was withdrawn from the final solution.
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The mobile phase initially used to quantify the metabo-
lites was acetonitrile/water/ammonium hydroxide (80:20:0.05
v/v/v), which resulted in an electronic signal gain for the two
substances. However. these tests revealed peak spreading at
the area of interest, so new mobile phases were tested as fol-
lows: without ammonium hydroxide, with ammonium acctatc
in its place, and with the presence of both those modifers.
The mobile phase with 10 mM ammonium acctate only
presented the best result for precipitation tests, and so the
mobilc phasc acctonitrile/ammonium acctatc 10 mM (57:43
v/v) was used for TUDCA. However, after accuracy tests
for GUDCA, interference peaks were observed. and so the
mobile phase was changed to acetonitrile/ammonium acetate
10 mM (60:40 v/v), which leads to the separation of those
peaks, but it was insuflcient. Other proportions were tested:
80:20-50:50—40:60 v/v and the 40:60 v/v that presented the
best results. Furthermore, organic modifers were added o
that mobilc phasc (ammonium hydroxide) in the hopes of
improving the signal and chromatographic separation. The
ncw mobile phasc demonstrated cffcctivencss witha propor-
tion of acetonitrile/ammonium acetate 10 mM/ammonium

hydroxide (40:60:0.5 v/v/v).

The following columns were also tested for UDCA deter-
mination: Synergi Fusion 25 cm, Luna Phenyl Hexyl 25 cm,
Acc PFP C18 15 cm, and Luna 5 1 C18 100A 25 cm, the last
onc being the most cfficient in scparation of the inrftrer
that cluted after the peak of interest. To stabilize possible
variations in the column temperature that could affect its
stability, an column oven was coupled keeping it at a tem-
peraturc of 30°C and the dwell time parameter (speed scan)
was increased to minimize the number of scans per seconds,
thereby decreasing variations in retention time. ForTUDCA
and GUDCA, Luna 5 pm C18 100x4.6 mm, Phenomenex C18
100x4.6 mm, Phenomenex 15 cm C18, Phenyl-Hexyl 15 cm,
and Luna Phenomenex 5 p C18 100A 25 cm columns were
tested. The last one presented the best results in the separation
of interfering peaks that had been found for GUDCA, also
in obtaining a satisfactory result for TUDCA.

The UDCA resuspension solution was obtained from sev-
eral tests to improve the electronic signal. Several proportions
of acctonitrile/water/formic acid; acctonitrile/water; accto-
nitrile/water/ammonium hydroxide: acetonitrile/ammonium
acctate 10 mM: and acctonitrile/watcr/ammonium hydroxide
were tested. Although the last option presented a good elec-
tronic signal (90:10:0.05 v/v/v), the exclusion of base from
the resuspension solution was important for the stabilization
of retention time: thus, the solution chosen was acetonitrile/
ammonium acetate 10 mM (90/10 v/v). The use of IMHCI

in extractions of GUDCA showed better recovery results.
In addition, several tests were performed for resuspension
solution of this metabolite: acetonitrile/ammonium acetate
10 mM/ammonium hydroxide in 40:60:0.5, 80:20:01, and
70:30:0.1 v/v/v proportions, and the last option was cho-
sen since it assisted in the climination of pcak spreading
problems.

During extraction tests, the liquid-liquid technique was
used because it is the most suitable method for predomi-
nantly nonpolar compounds, such as UDCA and GUDCA,
especially because in its extraction process was made use of
solvents and reagents with this characteristic. For TUDCA,
the deproteinization technique was used due to its polar
nature. The solid phase method, albeit cleaner and more
effective, was not chosen due to its high cost, which made it
infcasible for the purposc of this study.

For UDCA analysis, a flow of 0.450 mL/min was defined
bascd on the gradient tests, which led to a considcrable
reduction in the time for each analysis. The channels defined
were MRM m/z 391.30 > m/z 373.5 for UDCA and MRM

channelm/z395.3 >m/z377.1 for UDCA | operating on
D

ESI in a negative ionization mode (ESI-). The m/z 391.20>
m/z 355.04 channel was also tested for the analyte, but
showed chromatographic interferences and poor solubility.
For metabolites, signals of their respective masses were
only observed in a negative ionization mode (ESI-). using
a flow of 0.700 mL/min for GUDCA and 0.200 mL/min for
TUDCA, and a gradient was also necessary. The channels
were deiined as speciiied carlicr.

Thus, a test of accuracy and precision was carried out
to conirm the cficiency and cffectivencss of the method.
With the chosen technique, a triplicate curve was obtained,
nine QCs of each concentration and nine LLOQs (lower
limit of quantiication) for each compound separately
(UDCA, GUDCA, and TUDCA). The test was injected
and reinjected. There was no change in the analytes” reten-
tion times.

Validation of the analytical methodology

Selectivity

Selectivity is the ability of a method to differentiate and quan-
tify the analytc and IS in the presence of other components
of the sample. In this test, it is necessary to compare the bio-
logical matrix, obtaincd fromdifferent sources, to investigate
interferents that may affect the selectivity of method. Thus,
lipcmic samples (with high lipid content) and hemolysatc
(containing lysed erythrocytes) must also be tested.”'" To
coniirm the selectivity of the method, blank samples of
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The mobile phase initially used to quantify the metabo-
lites was acetonitrile/water/ammonium hydroxide (80:20:0.05
v/v/v), which resulted in an electronic signal gain for the two
substances. However. these tests revealed peak spreading at
the area of interest, so new mobile phases were tested as fol-
lows: without ammonium hydroxide, with ammonium acctatc
in its place, and with the presence of both those modifers.
The mobile phasc with 10 mM ammonium acctatc only
presented the best result for precipitation tests, and so the
mobilc phasc acctonitrile/ammonium acctatc 10 mM (57:43
v/v) was used for TUDCA. However, after accuracy tests
for GUDCA, interference peaks were observed, and so the
mobile phase was changed (o acetonitrile/ammonium acetate
10 mM (60:40 v/v), which leads to the separation of those
peaks, but it was insuflicient. Other proportions were ftested:
80:20-50:50-40:60 v/v and the 40:60 v/v that presented the
best results. Furthermore, organic modiliers were added ©
that mobilc phasc (ammonium hydroxide) in the hopes of
improving the signal and chromatographic separation. The
new mobile phase demonstrated cffectivencss witha propor-
tion of acetonitrile/ammonium acetate 10 mM/ammonium

hydroxide (40:60:0.5 v/v/v).

The following columns were also tested for UDCA deter-
mination: Synergi Fusion 25 cm, Luna Phenyl Hexyl 25 cm,
AccPFP C18 15 cm, and Luna 5 p C18 100A 25 cm, the last
onc being the most cficient in scparation of the inkrforer
that cluted after the peak of interest. To stabilize possible
variations in the column temperature that could affect its
stability, an column oven was coupled keeping it at a tem-
peraturc of 30°C and the dwell time parameter (speed scan)
was increased to minimize the number of scans per seconds,
thereby decreasing variations in retention time. For TUDCA
and GUDCA, Luna 5 pm C18 100x4.6 mm, Phenomenex C18
100x4.6 mm, Phenomenex 15 cm C18, Phenyl-Hexyl 15 cm,
and Luna Phenomenex 5 p C18 100A 25 c¢m columns were
tested. The last one presented the best results in the separation
of interfering peaks that had been found for GUDCA., also
in obtaining a satisfactory result for TUDCA.

The UDCA resuspension solution was obtained from sev-
eral tests to improve the electronic signal. Several proportions
of acctonitrile/water/formic acid; acctonitrile/water; accto-
nitrile/water/ammonium hydroxide: acetonitrile/ammonium
acctate 10 mM: and acctonitrile/watcr/ammonium hydroxide
were tested. Although the last option presented a good elec-
tronic signal (90:10:0.05 v/v/v), the exclusion of base from
the resuspension solution was important for the stabilization
of retention time; thus, the solution chosen was acetonitrile/
ammonium acctate 10 mM (90/10 v/v). The usc of IMHCI

in extractions of GUDCA showed better recovery results.
In addition, several tests were performed for resuspension
solution of this metabolite: acetonitrile/ammonium acetate
10 mM/ammonium hydroxide in 40:60:0.5, 80:20:01, and
70:30:0.1 v/v/v proportions, and the last option was cho-
sen since it assisted in the climination of peak sprcading
problems.

During extraction tests, the liquid-liquid technique was
used because it is the most suitable method for predomi-
nantly nonpolar compounds, such as UDCA and GUDCA,
especially because in its extraction process was made use of
solvents and reagents with this characteristic. For TUDCA,
the deproteinization technique was used due to its polar
nature. The solid phase method. albeit cleaner and more
effective, was not chosen due to its high cost, which made it
infcasible for the purposc of this study.

For UDCA analysis. a flow of 0.450 mL/min was defined
bascd on the gradient tests, which led to a considcrable
reduction in the time for each analysis. The channels defined
were MRM m/z 391.30 > mv/z 373.5 for UDCA and MRM

channelm/z395.3 >m/z377.1 for UDCA | operating on
D

ESI in a negative ionization mode (ESI-). The m/z 391.20>
m/z 355.04 channel was also tested for the analyte, but
showed chromatographic interferences and poor solubility.
For metabolites. signals of their respective masses were
only observed in a negative ionization mode (ESI-), using
a flow of 0.700 mL/min for GUDCA and 0.200 mL/min for
TUDCA, and a gradient was also necessary. The channels
were dcfined as specificd carlicr.

Thus, a test of accuracy and precision was carried out
to confirm the cficiency and cffectivencss of the method.
With the chosen technique, a triplicate curve was obtained,
nine QCs of each concentration and nine LLOQs (lower
limit of quantiication) for each compound separately
(UDCA, GUDCA, and TUDCA). The test was injected
and reinjected. There was no change in the analytes” reten-
tion times.

Validation of the analytical methodology

Selectivity

Selectivity is the ability of a method to differentiate and quan-
tify the analyte and IS in the presence of other components
of the sample. In this test, it is necessary to compare the bio-
logical matrix, obtaincd from different sources, to investigate
interferents that may affect the selectivity of method. Thus,
lipemic samples (with high lipid content) and hemolysate
(containing lysed erythrocytes) must also be tested.”'" To
coniirm the selectivity of the method, blank samples of
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human plasma obtained from six different individuals were
analyzed. with four normal samples. one lipemic sample. and
onc hemolysed sample for cach analyte.

The samples were tested using the extraction procedure
and the chromatographic conditions developed to cvaluate
possible interferences in retention time of the drug and IS.

The results were compared with those obtained with pro-
cessed samples of LLOQ from each analyte (Figures 8-10).
The interfering peak responses near the retention time
of the analyte should be less than 20% of the analyte
response in the LLOQ samples and less than 5% of the IS
response. As a result, there were no significant interfering
responses at the retention times of analytes and IS, demon-
strating the selectivity of the method in a biological matrix
composed of human plasma.

Residual effect (carryover)

The residual cffect, or carryover, is the cffect gencrated by
the appearance of or increase in the analyte or IS signal from
contamination of previous samples. For that to be tested, it is
necessary to consecutively inject a blank sample, a sample

containing the analyte in the upper limit of quantifcation

(ULOQ) concentration with IS, and then two blank samples.'

To evaluate whether there was any carryovereffect, three
injections of the same white sample were analyzed, with one
made before and two soon after injection of the ULOQ samplc.

Results were compared with those obtained in the LLOQ
processed sample for cach analyte.

The interfering peak responses near the retention time of
the analyte should be less than 20% of the analyte response
in the LLOQ samples and less than 5% of the IS response.
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Figure 8 Normal blank plasma PIS 76/2017 related to analyte and internal standard.
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Figure 9 Normal blank plasma PLS 65/2017 related to analyte and internal standard.
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As a result, there were no interfering responses at the reten-
tion time of the analytes and IS, ie. no residual effect was
observed in the methods developed.

Matrix effect

Substances cocluted with the analyte, but undctected, may
reduce or increase the signal intensity corresponding to the
mass transition of that analytc, affccting precision,
accuracy, robustness, selectivity, and sensitivity of the
method. This is a phenomenon called matrix effect, and its
determination in the development and validation stages is
fundamental to ensure the reliability and selec- tivity of the
method.'®' Therefore, to evaluate whether there was a
matrix effect, samples from eight different sources were
analyzed (four normal. two lipemic, and two hemolysates),
and analyte and IS were spiked at the same concentrations
of lower and higher QC. The results were evaluated from
the normalized matrix factor (NMF)

Name: ivi 09, Description: Ac. Taurosod!
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-Seletividade_09 smooth(Mn, 3x03)

Ac.Taurosodesoxicolico 5 ng/mL+P|

Ac.Taurosodesoxicolico
3.15
100 200.004
bb

% ___fifs .

calculation for the three analytes, respectively. The result
showed that there was no significant interference of the
plasma matrix.

Lower limit of quantification, linearity,
precision, andaccuracy

The established LLOQ was 15 ng/mL for UDCA
and GUDCA and 5 ng/mL for TUDCA. A lincar
response for the peak area ratio (response) vs concentrationin
arange of 15-10,000 ng/mL for UDCA/GUDCA and 5-500
ng/mL for TUDCA (Tables 1-3. respectively), with a mean
linear correlation coeficient of 0.9985 (n=8) or better must be
evaluate. Intralot accuracy and precision were determined by
the analysis of nine replicates of LLOQ, lower CQ, medium
QC, higher QC, and a diluted QC in five levels of concentra-
tion extracted on the same day, while the inter-lot evaluation
was determined by the analysis of three calibration curves
with each one of those nine controls with at least two being
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Figure 10 Normal blank plasma PIS 388/2016 related to analyte and internal standard.

Table 1 Ursodeoxycholic acid calibration curve data

Nominal Lot 1 Lot 2 Lot 3
concentration Experimental Deviation Experimental Deviation Experimental Deviation
(ng/mL) concentration (%) concentration (%) concentration (%)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
15 14,446 -3.69 14,635 -2.44 15,282 1.88
50 55,624 11.25 54,570 9.14 37,511 -24.98
100 102,702 2.70 97,945 -2.05 86,926 -13.07
1,000 957,397 -4.26 1,018,494 1.85 1,009,823 0.98
2,000 1,967,726 -1.61 1,966,279 -1.69 2,139,443 6.97
4,000 3,991,371 -0.22 3,893,776 -2.66 4,109,517 2.74
6,000 5,791,528 -3.7 5,968,888 -0.52 6,120,767 2.01
10,000 9,930,706 -0.69 9,836,070 -1.64 9,848,776 -1.1
Equation y=0.00139156 x+0.0191452 y=0.00134053 x+0.0230972 y=0.00130278 x+0.0385574

Note: *deviations above the allowed limit of 15%, this value was not included in the calculation of the curve equation.
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Table 2 glycoursodeoxycholic acid calibration curve data
Nominal Lot 1 Lot 2 Lot 3
concentration Experimental Deviation (%) | Experimental Deviation Experimental Deviation
(ng/mL) concentration concentration (%) concentration (ng/ | (%)
(ng/mL) (ng/mL) mL)
15 14,906 -0.63 14,932 -0.45 15,131 0.87
50 50,538 1.08 50,543 1.09 48,650 -2.70
100 102,042 2.04 100,792 0.79 99,197 -0.80
1,000 991,528 -0.85 1,010,979 1.10 1,036,006 3.60
2,000 2,037,794 1.89 1,988,106 -0.59 2,017,091 0.85
4,000 4,036,213 0.91 3,938,251 -1.54 4,044,814 112
6,000 5,974,005 0.43 6,082,838 1.38 5,968,408 0.53
10,000 9,599,408 -4.01 9,823,318 -1.77 9,758,223 -2.42
Equation y=0.0019909 x+0.00610845 y=0.00199617 x+0.00795389 y=0.00196984 x+0.00750074

Table 3 tauroursos

deoxycholic acid calibration curve data

Nominal Lot 1 Lot 2 Lot 3
concentration Experimental Deviation Experimental Deviation Experimental Deviation (%)
(ng/mL) concentration (%) concentration (%) concentration

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
D 4,932 =137 4,871 -2.58 5,162 3.24
10 9,956 -0.44 10,692 6.92 9,750 -2.50
20 21,486 7.43 19,238 -3.81 18,245 -8.77
50 52,590 5.18 53,262 6.52 51,009 2.02
100 85,046 -14.95 88,543 -11.46 81,921 -18.08*
200 184,987 -7.51 186,820 -6.59 184,426 -7.79
300 313,981 4.66 321,609 7.20 324,854 8.28
500 534,977 7.00 518,950 3.79 527,573 5.51
Equation y=0,00403375 x+0,0125843 y=0,00412367 x+0,0123351 y=0,00427581 x+0,010892

Table 4 Intraassay and interassay analyses of UdCA

Note: *deviations above the allowed limit of 15%, this value was not included in the calculation of the curve equation.

Intraassay precision and accuracy

LQC MQC HQC
Replicates (n=9) Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 1 Lot 2 Lot 3
Mean 43,134 47,043 44,674 4,969,571 4,988,898 5,025,576 | 7,841,509 | 8,020,286 | 8,046,401
Sd 4,355 3,291 6,381 99,720 95,988 96,083 101,452 125,976 136,082
CV (%) 10,097 6,995 14,283 2,007 1,924 1,912 1,294 1,571 1,691
RSe (%) -4,147 4,539 -0,723 -0,609 -0,222 0,512 -1,981 0,254 0,580
Replicates (n=9) DQC (lot 1) DQC (lot 2) DQC (lot 3)
Mean 4,350,024 4,300,213 4,339,477
Sd 95,800 80,391 90,442
CV (%) 2,202 1,869 2,084
RSe (%) 2,354 1,181 2,105
Replicates (n=9) LLOQ (lot 1) LLOQ (lot 2) LLOQ (lot 3)
Mean 14,550 17,823 14,773
sd 1,737 3,514 2,199
CV (%) 11,938 19,714 14,886
RSe (%) -3,002 18,823 -1,513
Interassay precision and accuracy
Replicates (n=27) | LQC MQC HQC DQC LLOQ
Mean 44,950 4,994,682 7,969,399 4,329,905 15,715
Sd 4,938 96,413 149,527 88,353 2,921
CV (%) 10,984 1,930 1,876 2,041 18,586
RSe (%) -0,110 -0,106 -0,383 1,880 4,769

Note: Nominal concentration: LQC=45 ng/ml, MQC=5,000 ng/ml, hQC=8,000 ng/ml, dQC=4,250 ng/mlL (1:3), LLoQ=15 ng/mlL.
Abbreviations: CV, coefficient of variation; LLOQ, lower limit of quantification; RSE, relative standard error; UDCA, ursodeoxycholic acid; LQC, lower quality control;
MQC, medium quality control; HQC, high quality control; DQC, dilution quality control; LLOQ, lower limit of quantification.
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Table 5 Intraassay and interassay analyses of gUdCA

Intraassay precision and accuracy

LQc MQC HQC
Replicates (n=9) Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 1 Lot 2 Lot 3
Mean 49,594 48,943 45,502 5,008,555 | 5,136,619 |4,991,153 |7,990,112 |7,935,940 | 7,928,215
Sd 1,798 2,380 1,653 125,575 51,237 103,896 113,847 148,415 82,064
CV (%) 3,625 4,863 3,633 2,507 0,997 2,082 1,425 1,870 1,035
RSe (%) 10,209 8,761 T 0,171 2,732 -0,177 -0,124 -0,801 -0,897
Replicates (n=9) | DQC (Lot 1) DQC (ot 2) DQC (lot 3)
Mean 4,474,390 4,356,945 4,398,951
Sd 73,523 37,072 108,721
CV (%) 1,643 0,851 2,472
RSe (%) 5,280 2,516 3,505
Replicates (n=9) | LLOQ (lot 1) LLOQ (lot 2) LLOQ (lot 3)
Mean 14,206 15,777 16,376
Sd 0,951 1,570 0,738
CV (%) 6,691 9,949 4,508
RSe (%) -5,292 5,181 9,176
Interassay precision and accuracy
Replicates LQc MQC HQC DQC LLOQ
(n=27)
Mean 48,013 5,045,442 7,951,422 4,410,095 15,453
Sd 2,631 115,542 116,727 90,415 1,440
CV (%) 5,481 2,290 1,468 2,050 9,318
RSe (%) 6,696 0,909 -0,607 3,767 3,022

Note: Nominal concentration: LQC=15 ng/mL, MQC=250 ng/ml, hQC=400 ng/ml, dQC-212,5 ng/mL (1:3), LLoQ=5 ng/mL.

Abbreviations: CV, coefficient of variation; GUDCA, glycoursodeoxycholic acid; LLOQ, lower limit of quantification; RSE, relative standard error; LQC, lower quality

control; MQC, medium quality control; hQC, high quality control; dQC, dilution quality control.

Table 6 Intraassay and interassay analyses of tUdCA

Intraassay precision and accuracy
LQcC MQC HQC
Replicates Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 1 Lot 2 Lot 3
(n=9)
Mean 14,843 14,920 14,925 241,927 257,640 241,975 384,426 411,694 391,201
dpP 0,695 0,734 0,538 3,721 9,500 5,816 6,155 6,933 7,451
CV (%) 4,681 4,919 3,603 1,538 3,687 2,403 1,601 1,684 1,905
ePR (%) -1,049 -0,531 -0,498 23,229 3,056 -3,210 -3,893 2,923 -2,200
Replicates DQC (lot 1) DQC (lot 2) DQC (lot 3)
(n=9)
Mean 206,005 221,047 214,779
dP 3,849 3,167 8,932
CV (%) 1,868 1,433 4,159
ePR (%) -3,056 4,022 1,072
Replicates LLOQ (lot 1) LLOQ (lot 2) LLOQ (lot 3)
(n=9)
Mean 5,032 4,971 4,993
dp 0,587 0,634 0,622
CV (%) 11,659 12,745 12,450
ePR (%) 0,640 -0,587 -0,144
Interassay precision and accuracy
Replicates LQC MQC HQC DQC LLOQ
(n=27)
Mean 14,896 247,181 395,774 213,944 4,998
dP 0,636 9,962 13,530 8,468 0,591
CV (%) 4,271 4,030 3,419 3,958 11,818
ePR (%) -0,693 -1,128 -1,057 0,679 -0,030

Note: Nominal concentration: LQC=45 ng/ml, MQC=5,000 ng/ml, hQC-8,000 ng/mL, dQC-4,250 ng/ml (1:3), LlLoQ =15 ng/mL.

Abbreviations: CV, coefficient of variation; LLOQ, lower limit of quantification; RSE, relative standard error; TUDCA, tauroursodeoxycholic acid; LQC, lower quality

control; MQC, medium quality control; hQC, high quality control; dQC, dilution quality control.
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ondifferent days. The details of the results obtained in those
tests are presented in Tables 4-6.

The samples considered as reinjected were those that were
quantifed more than once. The validation of reinjection aims
to evaluate the validity of this procedure, whennecessary.

The validation of the reinjection for cach analyte was
demonstrated through the results obtained during the precision
and accuracy test, where the mean valucs for cach QC (lower
quality control [LQC], medium quality control [MQC], and
high quality control [HQC]) of the reinjection were cvaluated
in relation to the means obtained for the samples of the first
injection. No deviation above 15% was observed among them.

Stability

The stability of the UDCA., GUDCA, and TUDCA plasma
samples was determined in the conditions of use and storage:
top-bench, autosampler, frecze—thaw, and long term. The solu-
tions used were also evaluated in the top-bench conditions
(room temperature) and in refrigerator conditions. Initially,
a calibration curve and samples at lower QC and higher QC
concentrations were spiked, extracted, quantified, freshly
prepared. and evaluated according to the acceptance criteria
of 15% in comparison to the nominal value of each concen-
tration (this criterion was applied to other stabilities, except
for solution). After acceptance, the samples are suitable for
determining other stabilities. Thus, a fraction of those spiked
plasma QCs used in the initial assay was kept on the bench at
controlled room temperature (18°C-24°C) for a period of 20
hours and 50 minutes for UDCA, 20 hours and 15 minutes for
GUDCA, and 23 hours and 20 minutes for TUDCA. All of
them remained stable during the period according to the previ-
ously established criterion. The processed samples were kept
at autosampler (approximately 22°C), and each QC sample
was analyzed insix replicates initially (at zero time) and after
24 hours for the three analytes. The results showed that they
remained stable during that period. The spiked samples were
also used for the freczing and thawing process in three cycles
for each analyte at —20°C. After comparing the results, it was
obscrved that they remained stable after the process.

The long-term stability of the stored (-20°C) spiked
human plasma samples was evaluated for each analyle
after 133 days (UDCA), 154 days (GUDCA), and 119 days
(TUDCA). Comparing the variations between the lower QC
and higher QC means from the stored samples in relation to
the nominal value, the analyzed compounds remained stable
during that period, since the deviations found were in align-
ment with the established criteria.

Stability analyses were carried out witha primary solution
of higher concentration and a work solution of lower concen-

tration for each analyte and its respective IS. The results were
evaluated comparing the individual areas of analyte and the
individual areas of IS. Comparing the mean values of ana-
Iyte and IS responses for the solutions analyzed after 25:40
hours (UDCA/UDCA D,). 24:40 hours (GUDCA/GUDCA
D,), and 22:00 hours (TUDCA/TUDCA D,) maintained at
room temperature and samples analyzed after 29, 18, and
26 days kept under refrigeration, for each analyte and its IS,
respectively, with the means obtained from freshly prepared
solutions, it can be concluded that the solutions were stable.
since the deviations found were less than 10%.

Conclusion

After all thosc tests, it was concluded that the analytical
method was successfully developed and validated, since it
did not present matrix effect and residual effect. proving to
be selective for the molecules under study., with adequate
accuracy and precision. Accordingly, the method was sensi-
tive, having a cocflicient of variation less than 20% for the
LLOQ of each compound. In this way, the method can be
applied in bioequivalence studies to determine ursodiol and
its metabolites in a reproducible, simple. and cffective way.
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