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RESUMO 

O Ursodiol, ou Ácido ursodesoxicólico (3a, 7p-di-hidroxi-5p-colano-24-óico) é um ácido biliar que 
ocorre naturalmente em pequenas quantidades no plasma humano e regula o colesterol 
reduzindo os níveis em que o intestino absorve estas moléculas. No fígado é conjugado com 
glicina ou taurina e depois secretado nos ductos biliares hepáticos, estes conjugados são 
absorvidos no intestino delgado e desconjugados no íleo levando à formação de ursodiol livre. O 
ácido ursodesoxicólico (UDCA) e seus metabólitos ácido tauroursodesoxicólico (TUDCA) e ácido 
glicoursodesoxicólico (GUDCA), tem sido alvo de diversas pesquisas na área farmacológica. Por 
esta razão o objetivo deste trabalho foi desenvolver métodos de quantificação para os compostos 
Ácido Ursodesoxicólico, Ácido Glicoursodesoxicólico e Ácido Tauroursodesoxicólico em plasma 
humano adequados e de baixo custo, para aplicação em estudos de bioequivalência. Além disso, 
a determinação destes metabólitos no plasma humano pode ser útil na compreensão do 
metabolismo do composto original. A cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à 
espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS) é a técnica de escolha para análise de 
fármacos e metabólitos em matrizes biológicas na área farmacêutica. A metodologia de extração 
foi baseada em extração líquido-líquido para o ácido ursodesoxicólico e para o ácido 
glicoursodesoxicólico, utilizando como solvente extrator em ambas extrações éter dietílico / 
diclorometano (70:30 v/v). Para o ácido tauroursodesoxicólico a extração foi baseada em extração 
por precipitação de proteínas (desproteinização). Em todos os procedimentos de extração foram 
utilizados padrões internos deuterados. Os métodos foram validados seguindo normas da 
Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) nº 27 de 2012, da Agência Nacional de Vigilância 
Sanitária (ANVISA), que dispõe sobre os requisitos mínimos para a validação de métodos 
bioanalíticos e que é harmonizado com os principais guias internacionais como pré-requisito para 
a realização de um estudo in-vivo em voluntários humanos. A faixa linear foi de 15-10000 ng mL-

1 para UDCA e GUDCA, e 5-500 ng mL-1 para TUDCA. Os métodos analíticos foram 
desenvolvidos e validados com sucesso, uma vez que não apresentaram efeito de matriz e efeito 
residual, demonstrando serem seletivos para as moléculas em estudo, com adequada exatidão 
e precisão. Além disso os métodos se apresentaram sensíveis obtendo coeficiente de variação 
menor que 20% para o limite inferior de quantificação de cada composto. Desta forma, os 
métodos podem ser aplicados em estudos de bioequivalência para determinação do Ursodiol e 
seus metabólitos de maneira reprodutível, simples e eficaz. 

 

Palavras-Chave: Ursodiol. Ácido Glicoursodesoxicólico. Àcido Tauroursodesoxicólico. Validação 
Analítica. Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada à 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-1 for UDCA and GUDCA, and 5-500 ng mL-1 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. INTRODUÇÃO 

Os ácidos biliares, os principais componentes lipídicos da bílis, são sintetizados a partir do 

colesterol no fígado e subsequentemente conjugados com taurina ou glicina, levando a um 

aumento na sua solubilidade. Imediatamente após a síntese, os ácidos biliares são secretados 

na bile, bem como concentrados e armazenados na vesícula biliar. Após a ingestão alimentar, a 

vesícula biliar é estimulada pelo entero-hormônio colecistocinina para liberar a bile no duodeno, 

onde os ácidos biliares auxiliam na digestão e absorção de lipídeos e vitaminas lipossolúveis (LI; 

CHIANG, 2014). 

Os ácidos biliares principais dos seres humanos adultos são os ácidos cólico (CA), 

quenodesoxicólico (CDCA), desoxicólico (DCA), litocólico (LCA) e ursodesoxicólico (UDCA). 

Esses compostos estimulam o fluxo da bile, inibem por retroalimentação a síntese do colesterol, 

promovem a excreção intestinal de colesterol e facilitam a dispersão e a absorção dos lipídios e 

das vitaminas lipossolúveis. Depois da secreção nas vias biliares, os ácidos biliares são em 

grande parte (95%) reabsorvidos no intestino (principalmente no íleo terminal), retornam ao fígado 

e são secretados novamente na bile (circulação êntero-hepática). Ácido cólico, ácido 

quenodesoxicólico, ácido desoxicólico constituem 95% dos ácidos biliares, enquanto os ácidos 

litocólico e ursodesoxicólico são componentes menos significativos. Os ácidos biliares são 

encontrados principalmente na forma de conjugados com glicina e taurina, cujos sais são 

conhecidos como sais biliares. As bactérias do intestino grosso convertem os ácidos biliares 

primários (cólico e quenodesoxicólico) em ácidos secundários por desconjugação e 

desidroxilação sequenciais (GOODMAN; GILMAN, 2010). 

Os ácidos biliares secundários como o ácido desoxicólico e o ácido litocólico, são 

constituídos de formas conjugadas de ácido cólico e ácido quenodesoxicólico, respectivamente, 

através da flora intestinal. Os ácidos biliares terciários são o ácido ursodesoxicólico e o 

sulfolitocólico, formados através da epimerização do ácido quenodesoxicólico ou sulfatação do 

ácido litocólico, respectivamente. No cólon, cerca de 10% dos ácidos biliares secretados são 

reabsorvidos através de difusão passiva. O resultado é que cerca de 2-5% dos ácidos biliares 

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

O ácido ursodesoxicólico ou ursodiol (UDCA) é um ácido biliar que ocorre naturalmente em 

pequenas quantidades no plasma humano. Atua fisiologicamente através da regulação do 

colesterol, reduzindo a taxa em que o intestino absorve e sintetiza estas moléculas (TONIN; 

ARENDS, 2018). Por esta razão, o UDCA é utilizado farmacologicamente em patologias onde há 
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disfunção desta regulação, como para o tratamento de cálculos biliares formados por colesterol, 

síndrome pós colecistectomia, cirosse biliar primária, discinesias, hipercolesterolemia e 

hipertrigliceridemia, colestases, hepatite crônica, entre outras (CHIESI PHARMA INC; ZAMBOM 

LAB PHARMA INC, 2015). 

O UDCA é um ácido biliar hidrofílico desidroxilado formado pela epimeração do ácido biliar 

quenodesoxicólico no intestino pelas bactérias intestinais; esse composto constitui de 1 a 3% das 

reservas totais de ácidos biliares dos seres humanos, mas está presente em concentrações muito 

mais alta nos ursos. Quando administrado por via oral, os ácidos biliares litolíticos como o 

quenodesoxicólico e UDCA podem alterar as concentrações relativas dos ácidos biliares, reduzir 

a secreção lipídica biliar e diminuir o teor de colesterol na bile, de forma que se torne menos 

litogênica. O UDCA também pode ter efeitos citoprotetores nos hepatócitos e efeitos no sistema 

imune, que explicam parte dos seus efeitos benéficos nas doenças hepáticas colestáticas 

(GOODMAN; GILMAN, 2010). 

Após ingestão, o UDCA passa pelo fígado, onde através de processos de amidação é 

conjugado com glicina ou taurina, dando origem aos seus principais metabólitos, o GUDCA e 

TUDCA. Depois de secretados nos ductos biliares hepáticos, estes conjugados são concentrados 

na vesícula e expelidos no duodeno onde será realizada sua função farmacológica (ZAMBOM 

LAB PHARMA INC, 2015; THAKARE, 2018). Portanto, se faz necessária a quantificação tanto do 

fármaco principal (UDCA) quanto de seus metabólitos (TUDCA e GUDCA) em estudos de 

bioequivalência (HORKOVICS-KOVATS, 2018). 

Os ácidos biliares estão presentes em baixas concentrações (mol L -1) no plasma e muitos 

deles como os ácidos quenodesoxicólico, desoxicólico e ursodesoxicólico são estruturalmente 

similares. Isso implica que a determinação e quantificação dos ácidos biliares, analisados 

individualmente, exige métodos sensíveis e específicos (BURKARD; VON ECKARDSTEIN; 

RENTSCH, 2005).  

Como os ácidos biliares apresentam similaridade entre si, à determinação individual de 

cada um destes pode indicar mais especificamente o dano hepático (CHENG; BUCKLEY; 

KLAASSEN, 2007). Para a determinação individual dos ácidos biliares a cromatografia acoplada 

à espectrometria de massas (LC-MS) tem sido utilizada para as análises. A cromatografia gasosa 

apresenta maior sensibilidade e resolução, porém faz necessária a derivatização prévia dos 

analitos, o que pode ser um fator limitante em relação a etapa de extração utilizada (KUMAR et 

al., 2011). As análises por LC-MS vêm sendo utilizada e não necessitam de derivatização prévia 
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dos analitos e os procedimentos de extração são compatíveis com a análise instrumental 

(ALNOUTI; CSANAKY; KLAASSEN, 2008; BENTAYEB et al., 2008; TAGUCHI; FUKUSAKI; 

BAMBA, 2013). 

Uma metodologia, eficiente e simples, para quantificação de Ursodiol e seus principais 

metabólitos em baixas concentrações no plasma humano através do uso de LC-MS/MS, permite 

sua aplicação em estudos de bioequivalência e biodisponibilidade.  

Dados analíticos não-confiáveis podem conduzir a decisões desastrosas e a prejuízos 

financeiros irreparáveis. Para garantir que um novo método analítico gere informações confiáveis 

e interpretáveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliação denominado validação. A 

validação de um método é um processo contínuo que começa no planejamento da estratégia 

analítica e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e transferência. Para registro de 

novos produtos, todos os órgãos reguladores do Brasil e de outros países exigem a validação de 

metodologia analítica e, para isso, a maioria deles tem estabelecido documentos oficiais que são 

diretrizes a serem adotadas no processo de validação. Um processo de validação bem-definido 

e documentado oferece às agências reguladoras evidências objetivas de que os métodos e os 

sistemas são adequados para o uso desejado (WHO, 1992; CODEX, 1995).  

 

1.1. Ácidos Biliares 

Os ácidos biliares apresentam 24 átomos de carbono em suas estruturas, com um, dois ou 

três grupos hidroxila e uma cadeia lateral com um grupo carboxílico terminal. São compostos 

anfipáticos. Assim, esses compostos possuem uma parte polar e outra apolar e podem atuar 

como agentes emulsificadores no intestino, ajudando na preparação dos triacilgliceróis, e de 

outros compostos lipídicos da dieta, para a degradação pelas enzimas digestivas pancreáticas 

(EL KIHEL et al., 2008; VALKONEN et al., 2008; QIAO et al., 2012). 

Os principais ácidos biliares (Figura 1) são o ácido cólico (hidroxilação na posição C-3α, C-

7α e C-12α), ácido quenodesoxicólico (hidroxilação na posição C-3α e C-7α), ácido desoxicólico 

(hidroxilação na posição C-3α, C-7α e C-12α), ácido litocólico (hidroxilação na posição C-3α e C-

24α) e UDCA (hidroxilação na posição C-3α, C-7α e C-24α) (GOODMAN; GILMAN, 2010). 
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FIGURA 1. Principais ácidos biliares. 

 

A conversão do colesterol em ácidos biliares é fundamental para manter a homeostase do 

colesterol e evitar o acúmulo de colesterol, triglicérides e metabólitos tóxicos, além de lesões no 

fígado e outros órgãos. A circulação entero-hepática de ácidos biliares do fígado para o intestino 

e de volta para o fígado desempenha um papel central na absorção e distribuição de nutrientes 

e na regulação e homeostase metabólica. Este processo fisiológico é regulado por um complexo 

sistema de transporte de membrana no fígado e intestino regulado por receptores nucleares 

(CHIANG, 2013). 

A partir de uma série de reações de hidroxilação e redução do colesterol, são produzidos, 

nos hepatócitos, os ácidos biliares primários cólico e quenodesoxicólico, cujas diferenças 

estruturais se baseiam nas posições dos grupos α-hidroxil. A etapa limitante na produção dos 

ácidos biliares ocorre quando se forma um grupo hidroxila na posição 7 do colesterol, reação 

catalisada pela enzima 7α-hidroxilase, a qual é inibida quando a produção dos ácidos biliares 

aumenta (LIEBERMAN; MARKS, 2013). Eles são secretados na bile geralmente conjugados com 

os aminoácidos glicina ou taurina, o que aumenta sua solubilidade em água; em pH fisiológico do 

meio duodenal, eles se encontram na forma ionizada, e em geral formam sais com cátions 

monovalentes, especialmente o sódio (HOFMANN, 1999). Os ácidos biliares secundários são 

derivados dos primários através de modificações pela microbiota intestinal, sendo as principais 
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delas desidroxilação e desconjugação; a desconjugação bacteriana causa a menor solubilidade 

das moléculas em meio ácido, característico das porções mais distais do intestino. Os ácidos 

biliares secundários de maior importância no organismo são os ácidos litocólico (oriundo da 

desidroxilação do ácido quenodesoxicólico) e desoxicólico (da desidroxilação do ácido cólico) 

(GOWDA et al., 2009).  Os ácidos biliares terciários, o ursodesoxicólico e o sulfolitocólico são 

produzidos no intestino ou no fígado a partir dos secundários (PIRES; COLAÇO, 2004). 

A manutenção de um pool de ácido biliar apropriado no corpo é determinada pela síntese 

hepática de ácido biliar, secreção biliar, concentração e contração da vesícula biliar, trânsito 

intestinal, biotransformação microbiana, reabsorção intestinal e excreção fecal. As bactérias 

intestinais desempenham um papel importante no metabolismo de ácido biliar porque são 

responsáveis pela transformação dos ácidos biliares primários em secundários. As etapas 

envolvidas incluem desconjugação, desidroxilação e oxidação de grupos hidroxila nas posições 

3, 7 e 12 (RIDLON; KANG; HYLEMON, 2006). A microbiota intestinal humana é um sistema 

extremamente dinâmico tanto na saúde quanto na doença (BONFRATE, 2013; LONG; GAHAN; 

JOYCE, 2017) e, portanto, tem efeitos profundos no perfil final de ácidos biliares. Esse processo 

aumenta significativamente a hidrofobicidade do pool de ácidos biliares e, consequentemente, o 

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

Os ácidos biliares individuais variam acentuadamente em suas propriedades físico-

químicas, funções fisiológicas, afinidades com receptores de superfície e nucleares, bem como 

suas toxicidades (POWELL, et al., 2001; KATONA; 2009; CHIANG, 2013). Devido à diversidade 

dos seus efeitos fisiológicos vs. tóxicos e devido às diferenças marcantes entre os ácidos biliares 

individuais, a homeostase de ácidos biliares é firmemente regulada em condições normais, nos 

níveis de síntese, transporte e metabolismo para manter os seus papéis fisiológicos e prevenir os 

seus efeitos patológicos (ALNOUTI, 2009). 

Os ácidos biliares têm se destacado no tratamento de diversas patologias, assim como 

obesidade e diabetes mellitus 2 (DM2). Estes compostos levam a redução do peso corpóreo e 

depósitos de gordura (DA-SILVA et al., 2011; GUO et al., 2015) aumento na β-oxidação e redução 

na esteatose hepática (GUO et al., 2015), melhora na tolerância a glicose e sensibilidade a 

insulina (OZCAN et al., 2009; YANG et al., 2010; GUO et al., 2015; TURDI;  HU; REN, 2013), 

modulação na secreção de insulina e glucagon (DÜFER et al., 2012; KUMAR et al., 2016), além 

de serem utilizados no tratamento do Alzheimer (DIONÍSIO et al., 2015), doenças cárdicas 
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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 ácidos biliares têm muitos efeitos metabólicos além 

de sua função digestiva. Efeitos endócrinos e parácrinos de alguns receptores ativados por ácidos 

biliares foram determinados (ARAB, 2017). Foi demonstrado que o receptor farnesóide X (FXR), 

o receptor pregnan X (PXR), o receptor constitutivo de androstano (CAR) e o receptor nuclear de 

vitamina D (VDR) são estimulados por ácidos biliares (LI; CHIANG, 2014).  

Ácidos biliares, que por décadas foram considerados apenas envolvidos na digestão lipídica 

no lúmen intestinal e solubilização do colesterol na bile, agora parecem ter efeitos pleiotrópicos: 

contribuem para a homeostase de lipídios, glicose e outros substratos metabólicos (LI; CHIANG 

2014), afetando as funções do sistema imunológico (SIPKA; BRUCKNER 2014), bem como a 

composição do microbioma intestinal (RIDLON et al., 2014). Ligando-se a múltiplos receptores 

citoplasmáticos e nucleares em vários órgãos e tecidos, eles atuam como hormônios reais.  

Está se tornando evidente que os ácidos biliares não podem mais ser considerados como 

simples compostos detergentes que são úteis em processos digestivos. A lista de seus papéis 

fisiológicos, bem como dos processos patológicos em que estão envolvidos, seja como agentes 

etiológicos, mediadores do processo patogênico ou simplesmente afetados por alterações 

induzidas por doenças no fígado ou no manejo intestinal desses esteróides, é longo e ainda não 

está completa. Além disso, devido às suas peculiares características físico-químicas e 

biológicas, a enorme utilidade potencial dos ácidos biliares no desenvolvimento de abordagens 

farmacêuticas, bem como a sua utilização como fármacos naturais ou como base para a síntese 

de novos fármacos semissintéticos, está a encorajar muitos grupos diferentes em todo o mundo 

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

 

1.2.  Ácido Ursodesoxicólico 

O UDCA (Figura 2) é um pó branco de sabor amargo composto por partículas cristalinas 

livremente solúveis em etanol e ácido acético glacial, ligeiramente solúvel em clorofórmio, pouco 

solúvel em éter e praticamente insolúvel em água. O nome químico do UDCA é 3a,7p-di-hidroxi-

5p-colano-24-oico e sua fórmula molecular é  C24H40O4. Possui massa molecular de 392,56 g mol-

1.  
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  FIGURA 2.  Ácido Ursodesox icól ico.  

 

O UDCA foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para a dissolução de 

cálculos biliares e a cirrose biliar primária. O UDCA é relatado para aumentar o fluxo da bile, 

alterar o índice de hidrofobicidade do grupo de ácido 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 ácido cólico em 1954 

no Japão. Hoje, o UDCA é produzido por vários fabricantes em todo o mundo e comercializado 

sob vários nomes comerciais, incluindo Ursodiol, Actigall, Ursosan, Urso, Urso Forte e Deursil. O 

UDCA é aprovado por vários governos para o tratamento de doenças do fígado e para a 

dissolução de cálculos biliares. Na Itália, TUDCA é comercializado como Taurolite e é usado de 

forma semelhante. A dosagem oral típica de UDCA é 7-15 mg kg-1 de peso corporal por dia. Tanto 

o TUDCA quanto o UDCA são bem tolerados; o efeito colateral mais comum é a diarréia em 

menos de 2% das várias populações testadas (WARD, et al., 1984; CROSIGNANI, ET AL., 1996)  

Um estudo direcionado para investigação do efeito do UDCA em crianças, para reduzir 

transaminases hepáticas 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 inflamação induzida por fármaco no fígado. Vinte e dois pacientes 

epiléticos com idade entre 4 meses e 3 anos de idade que estavam sob terapia anticonvulsivante 

com drogas como ácido valpróico, primidona, levetiracetam, fenobarbital ou qualquer combinação 

deles demonstraram elevação das transaminases no fígado, após a exclusão das causas virais-

autoimunes, metabólicas e anatômicas, receberam UDCA em dose de 10-15 mg kg-1/dia, pelo 
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menos durante 6 meses. Os resultados obtidos indicaram que o UDCA foi eficaz e bem tolerável 

nas crianças com hipertransaminasemia induzida por drogas. Nenhum efeito colateral foi visto e 

registrado e com base no estudo e devido aos resultados apresentados, é recomendado o uso 

do UDCA como uma escolha segura e efetiva em hepatotoxicidades induzidas por drogas 

(Asgarshirazi; et al., 2015). 

O UDCA é usado para colelitíase, tratar cirrose biliar, refluxo de bile na gastrite, no 

tratamento do câncer coloretal (TAY et al., 2007), colangite esclerosante primária (LINDOR, 

1997), prevenção da pancreatite causada por microlitíases em pacientes com a vesícula biliar 

intacta e também em pacientes com hepatite C aumentando o nível da enzima alanina 

aminotransferase (IKEGAMI; MATSUZAKI, 2008). Pode antagonizar a progressão da doença 

hepática gordurosa não hepática para esteato-hepatite não alcoólica através da proteção dos 

hepatócitos na mediação dos sais biliares no trauma mitocondrial, sinalizando caminho 

antiapoptótico, anti-inflamatório, antioxidante, função imunomodulatóia, propriedades anti-

fibróticas, que está sendo largamente usado em doenças hepáticas (CHO; KIM; PAIK, 2012; LE; 

LOOMBA, 2012; HIGUERA-DE LA TAJERA; CAMANO, 2015). 

O UDCA é um ácido biliar hidrofílico de ocorrência natural, epímero 7β do ácido 

quenodesoxicólico, que aparenta ter menos propriedades hepatotóxicas comparativamente aos 

ácidos biliares hidrofóbicos endógenos. Desta forma, a sua principal ação terapêutica passa pela 

substituição desses ácidos por inibição competitiva a nível do íleo terminal (CAREY, 2015). Ao 

inibir a absorção intestinal dos ácidos biliares, este fármaco aumenta a sua secreção e a 

eliminação de substâncias tóxicas dos hepatócitos. Além disso, atua como anti-inflamatório, 

estimula a secreção de um fluido rico em bicarbonato pelos colangiócitos, o que diminui a 

colestase e aumenta a formação de micelas, diminuindo o efeito tóxico dos ácidos biliares nas 

membranas celulares. Por fim, exerce efeitos imunomoduladores e, ao atuar como agonista dos 

receptores dos glicocorticoides, apresenta propriedades antiapoptóticas de grande interesse 

(CZUL; PEYTON; LEVY, 2013; CAREY, 2015). 

O medicamento UDCA possui registro na Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA). Os usos aprovados pela ANVISA são:   

1. Dissolução dos cálculos biliares, formados por colesterol que: Apresentam litíase por 

cálculos não radiopacos, com diâmetro inferior a 1cm, em vesícula funcionante ou no canal 

colédoco. Recusaram a intervenção cirúrgica ou apresentam contra-indicações para a mesma. 
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Apresentam supersaturação biliar de colesterol na análise da bile colhida por cateterismo 

duodenal;  

2. Tratamento da forma sintomática da cirrose biliar primária; 

3. Alterações qualitativas e quantitativas da bile;  

4. Colecistopatia calculosa em vesícula biliar funcionante;  

5. Litíase residual do colédoco ou recidivas após intervenção sobre as vias biliares;  

6. Síndrome dispéptico-dolorosas das colecistopatias com ou sem cálculos e pós-

colecistectomia; discinesias das vias biliares e síndromes associadas;  

7. Alterações lipêmicas por aumento do colesterol e/ou triglicérides;  

8. Terapêutica coadjuvante da litotripsia (BRASIL, 2012a). 

Em 28 de abril de 2011, foi publicada a Lei n° 12.401 que dispõe sobre a assistência 

terapêutica e a incorporação de tecnologias em saúde no âmbito do SUS. Esta lei é um marco 

para o SUS, pois define os critérios e prazos para a incorporação de tecnologias no sistema 

público de saúde. Define, ainda, que o Ministério da Saúde, assessorado pela Comissão Nacional 

de Incorporação de Tecnologias (CONITEC), tem como atribuições a incorporação, exclusão ou 

alteração de novos medicamentos, produtos e procedimentos, bem como a constituição ou 

alteração de protocolo clínico ou de diretriz terapêutica. Os membros da CONITEC presentes na 

71ª reunião ordinária, no dia 04 de outubro de 2018, deliberaram (Registro de Deliberação nº 

379/2018), por unanimidade, por recomendar a incorporação no SUS do UDCA para Colangite 

Biliar Primária e atavés da Portaria nº 47, de 16 de outubro de 2018, tornou pública a decisão de 

incorporar o UDCA para colangite biliar no âmbito do Sistema Único de Saúde – SUS (BRASIL, 

2018). 

 

1.2.1. Ácido Tauroursodesoxicólico 

O ácido Tauroursodeoxicólico (Figura 3) é formado pela conjugação do ácido 

ursodeoxicólico (UDCA) com taurina, é um ácido biliar hidrofílico aprovado pela Food and Drug 

Administration para o tratamento de certas doenças hepáticas colestáticas (VANG, 2014) O nome 

químico do TUDCA é (2- [(3α, N-(3α,7β-Dihydroxy-5β-cholan-24-oyl)]-taurine; TUDCA), possui 

fórmula molecular C26H45NO6S e peso molecular 499.707 g mol-1.  
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FIGURA 3.  Ácido Tauroursodesxicól ico.  

 

O ácido biliar conjugado a taurina (TUDCA) apresenta atividade de chaperona química, 

levando a redução do estresse de retículo em diversos tipos celulares, inclusas células beta 

pancreáticas (VETORAZZI, 2017). 

O TUDCA tem sido alvo de diversas pesquisas em uma ampla variedade de doenças não 

hepáticas. Tanto o UDCA quanto o TUDCA são potentes inibidores da apoptose, em parte 

interferindo na via mitocondrial a montante da morte celular, inibindo a produção de radicais de 

oxigênio, reduzindo o estresse do retículo endoplasmático e a estabilização da resposta à 

proteína desdobrada. Vários estudos demonstraram que o TUDCA serve como agente 

antiapoptótico para uma série de doenças neurodegenerativas, incluindo esclerose lateral 

amiotrófica, doença de Alzheimer, doença de Parkinson e doença de Huntington. Além disso, 

TUDCA desempenha um papel importante na proteção contra a morte celular em certos distúrbios 

da retina, como retinite pigmentosa. Verificou-se que reduz o estresse do retículo endoplasmático 

associado a níveis elevados de glicose no diabetes, inibindo a ativação da caspase, aumentando 

a resposta de proteína desdobrada e inibindo as espécies reativas de oxigênio. Obesidade, 

acidente vascular cerebral, infarto agudo do miocárdio, lesão da medula espinhal e uma longa 

lista de doenças agudas e crônicas não hepáticas associadas ao apoptose são possíveis alvos 

terapêuticos para TUDCA (VANG, 2014).  

Além disso, o UDCA é uma molécula aprovada pela Food and Drug Administration e os 

estudos publicados concluíram que o tratamento com UDCA representa uma opção segura e 

efetiva para pacientes com cirrose biliar primária (LOTTERER et al., 1989). Posteriormente, 
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TUDCA também mostrou ser, disponível oralmente, um agente de penetração do sistema nervoso 

central e com a capacidade de inibir a apoptose (XAVIER et al., 2014). 

O TUDCA é um ácido biliar endógeno produzido em pequenas quantidades. É utilizado 

como estratégia terapêutica em indivíduos com disfunções biliares. O TUDCA demonstrou ser 

neuroprotetor em diversos modelos animais de doenças neurodegenerativas (WARD et al., 2011). 

O UDCA e seus conjugados perfazem 60% do conteúdo total da bile de ursos, sendo 

evidenciado que o TUDCA compreende apenas 0,13% do conteúdo total de ácidos biliares no 

soro de humanos (BOATRIGHT et al., 2009; WOO; KIM; YU, 2010). 

 

1.2.2. Ácido Glicoursodesoxicólico 

Foi demonstrado que GUDCA (Figura 4) impede a morte celular, bem como a liberação de 

citocinas pró-inflamatórias em astrócitos expostos à bilirrubina não conjugada. O GUDCA (N-

[(3α,5β,7β)-3,7-dihydroxy-24-oxocholan-24-yl] Glycine; GUDCA), possui fórmula molecular 

C26H43NO5 e massa molecular de 449,6 g mol-1. 

 

 

FIGURA 4.  Ácido Gl icoursodesox icól ico.  

 

Após a administração oral, o UDCA é conseqüentemente submetido à conjugação hepática 

com glicina ou taurina, produzindo, respectivamente, os ácidos glicoursodesoxicólico e 

tauroursodesoxicólico. O GUDCA é a espécie principal, responsável por 79,8% da conjugação do 
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UDCA e, portanto, é a forma com maior relevância clínica (LAZARIDIS et al., 2001). Estas 

espécies conjugadas resultantes mostraram propriedades citoprotetoras em diferentes células do 

sistema nervoso central, tais como neurônios, astrócitos ou microglia (SILVA et al., 2012; VAZ et 

al., 2010).  

O GUDCA é formado pela conjugação do UDCA com glicina durante o metabolismo de 

primeira passagem (VAN DEN BOSSCHE et al., 2017), sendo mais hidrofílico. Em um modelo de 

rato com colite, a administração oral diária de GUDCA (500 mg kg-1/dia) diminuiu a gravidade dos 

sintomas e aumentou a quantidade de uma espécie bacteriana (A. muciniphila) comumente 

diminuída em pacientes com doença inflamatória intestinal. Tem efeitos antioxidantes in vitro nas 

células esofágicas de Barrett e em neurônios primários de ratos (BRITO et al., 2008; GOLDMAN 

et al., 2010). Também previne a morte celular astroglial da exposição à bilirrubina não conjugada, 

um modelo in vitro de hiperbilirrubinemia neonatal, e reduz os níveis de citocinas inflamatórias 

em culturas astrogliais (FERNANDEZ et al., 2007). 

O UDCA e seu principal conjugado GUDCA são ácidos biliares com propriedades 

neuroprotetoras. Estudos anteriores demonstraram suas propriedades anti-apoptóticas, anti-

inflamatórias e antioxidantes em células neurais expostas a níveis elevados de bilirrubina não 

conjugada como na icterícia grave. Em um modelo simplificado da barreira hematoencefálica, 

formada por monocamadas confluentes de uma linha celular de células endoteliais 

microvasculares do cérebro humano, a bilirrubina não conjugada demonstrou induzir a ativação 

da caspase-3 e a morte celular, bem como a liberação de interleucina-6 e a perda de integridade 

da barreira hematoencefálica. Foram testados os efeitos preventivos e restauradores desses 

ácidos biliares em relação ao rompimento das propriedades da barreira hematoencefálica pela 

bilirrubina não conjugada em condições in vitro simulando hiperbilirrubinemia neonatal grave e 

usando o mesmo modelo experimental de barreira hematoencefálica. Ambos os ácidos biliares 

reduziram a morte celular apoptótica induzida pela bilirrubina não conjugada, mas somente o 

GUDCA contrabalançou significativamente a ativação da caspase-3. Os dados divulgam uma 

janela de tempo terapêutico para efeitos preventivos e restaurativos do UDCA e do GUDCA 

contra a ruptura da barreira hematoencefálica induzida por bilirrubina não conjugada e danos às 

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

Foi demonstrado que o GUDCA evita a morte celular, bem como a liberação de citocinas 

pró-inflamatórias em astrócitos expostos a bilirrubina não conjugada. Este efeito imunomodulador 

é feito no nível pós-tradução, uma vez que afeta principalmente a atividade das enzimas 
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conversoras de TNF-α e IL-1β, evitando assim a maturação dessas citocinas e sua consequente 

liberação (FERNANDES et al., 2007b). Além disso, GUDCA contrariou a morte de células 

neuronais induzidas por bilirrubina não conjugada e o estresse oxidativo, inibindo a oxidação da 

proteína induzida por bilirrubina não conjugada, a peroxidação lipídica e a perda de glutationa em 

neurônios maduros (BRITO et al., 2008a), além de induzir uma diminuição rápida e sustentada 

de concentrações de bilirrubina não conjugada em plasma em modelo de ratos Gunn (CUPERUS 

et al., 2009). 

 

1.3. Bioequivalência  

Para que um medicamento possa ser registrado como genérico ou para obter seu registro 

como similar no Brasil é necessária a execução de uma série de testes analíticos regulamentados 

por legislações e resoluções do Ministério da Saúde. Estes ensaios só podem ser realizados por 

centros de pesquisa devidamente habilitados pela ANVISA. Um dos testes mais importantes é o 

estudo de biodisponibilidade relativa / bioequivalência, onde são comparados dois medicamentos 

de mesma forma farmacêutica e composição química, sendo um destes o medicamento de 

referência, também conhecido como inovador, utilizado como comparador e o outro medicamento 

chamado de teste, que corresponderá àquele medicamento objeto da investigação farmacêutica 

para estabelecimento de sua intercambialidade (PEREIRA, 2014). 

Um estudo de bioequivalência tem por objetivo comparar as biodisponibilidades de duas ou 

mais formulações de um mesmo fármaco, considerados equivalentes farmacêuticos e que 

tenham sido administrados na mesma dose molar de maneira que as formulações possam ser 

consideradas intercambiáveis.  Em farmacologia o termo intercambialidade indica a possibilidade 

de substituição de um medicamento por outro equivalente terapêutico receitado pelo prescritor 

(BRASIL, 1999). 

Os estudos de bioequivalência/biodisponibilidade relativa são realizados em seres 

humanos e devem assegurar a identidade dos produtos (teste e referência) em relação à 

velocidade da absorção e quantidade do fármaco absorvido. Conforme a ANVISA, a resolução - 

RE nº 1.170, de 19 de abril de 2006:  guia para provas de biodisponibilidade relativa / 

bioequivalência de medicamentos o estudo da bioequivalência se desenvolve em três etapas: 

Clínica, Analítica e Estatística. A etapa clínica compreende o recrutamento e a seleção de 

voluntários, a administração dos medicamentos e a coleta de amostras para análises referentes 

ao estudo e de monitoramento clínico dos voluntários durante as etapas pré e pós-estudo. A 
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etapa analítica compreende a análise das amostras coletadas na etapa clínica com a 

quantificação do fármaco inalterado e/ou seu metabólito ativo estudado, utilizando para isso 

métodos bioanalíticos validados, desenvolvidos no laboratório ou obtidos de compêndios e 

literatura adequada, conforme a legislação e normatização vigente. A etapa estatística 

compreende a análise dos dados obtidos na etapa analítica com o cálculo dos parâmetros 

farmacocinéticos através de intervalos de confiança e testes de hipóteses, utilizando-se para isso 

ferramentas como planilhas e softwares devidamente validados. Todas as atividades realizadas 

nas três etapas devem apresentar ferramentas de comprovação da rastreabilidade, de forma a 

permitir a recuperação segura e confiável dos dados do estudo (ICTQ, 2018). 

Os estudos de equivalência e bioequivalência são de relevância considerável para a saúde 

pública e interesses sócio-econômicos, sendo importante a criação de mecanismos e ferramentas 

que possam dar garantias de que os medicamentos a serem lançados no mercado apresentem 

as mesmas características e propriedades físico-químicas que o medicamento inovador, 

conhecido como de referência. Sendo assim, faz-se necessário o desenvolvimento de 

metodologias seguras e dinâmicas de avaliação da garantia da qualidade e dos processos 

referentes aos estudos realizados. 

  

1.4. Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

  A cromatografia pode ser considerada um método físico-químico de separação por conter 

uma fase móvel e uma estacionária, sendo que a amostra a ser analisada é injetada na entrada 

da coluna e a fase móvel é bombeada continuamente fazendo com que a amostra migre de 

acordo com as interações e as propriedades físico-químicas da fase móvel e da estacionária. Do 

outro lado da coluna é instalado um detector que transmite para um registrador um sinal que é 

interpretado em forma de cromatograma, sendo a área e a altura deste proporcional a 

concentração do analito (CIOLA, 1985; JIN et al., 2008). 

A cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) permite a separação de misturas 

complexas. Suas principais características são a boa estabilidade, a resposta rápida, sua alta 

confiabilidade, o alto poder de resolução, a separação rápida de misturas, o monitoramento 

contínuo do eluente, as acuradas medidas quantitativas, a repetibilidade e reprodutibilidade da 

análise com a mesma coluna e a automação do procedimento analítico e do manuseio dos dados 

(MENDHAM et al., 2002). Na Figura 5, está demonstrado um esquema dos componentes de um 

cromatógrafo líquido. 
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FIGURA 5.  Esquemat ização bás ica de um equipamento de cromatograf ia l íquida de a lta 

ef ic iênc ia.  

 

A HPLC é uma das principais técnicas utilizadas na análise de compostos não voláteis e/ou 

termicamente instáveis. Apesar de ser uma excelente técnica de separação, a HPLC necessita 

de uma técnica confirmatória quando a análise qualitativa (confirmação da identidade química) é 

também necessária. Dentre as várias opções existentes neste momento, a espectrometria de 

massas (MS) é a técnica que melhor fornece as informações estruturais necessárias; o 

acoplamento entre estas duas técnicas dá origem a uma ferramenta analítica versátil e de grande 

potencial na análise qualitativa e quantitativa: a cromatogria líquida acoplada a espectrometria de 

massas (LC-MS) (LANÇAS, 2009).  

 

1.5. Espectrometria de Massas 

A espectrometria de massas (MS) é uma técnica utilizada no estudo das massas de átomos, 

moléculas ou fragmentos de moléculas. De uma forma geral, a espectrometria de massas baseia-

se em propriedades físicas do analito de forma a determinar a relação entre a massa e a carga 

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

Em geral, a análise por MS compreende cinco etapas (Figura 6): (1) a introdução da 

amostra, (2) a ionização das moléculas, (3) a passagem de um íon por um analisador de massas 

que separa os íons formados de acordo com a m/z ou a permanência de um “pacote” de íons no 
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interior de um analisador de massas, (4) o detector que “conta” os íons e transforma o sinal em 

corrente elétrica ou um sensor que percebe a órbita dos íons e (5) o processador que converte a 

magnitude do sinal elétrico em função da m/z ou a transformada de Fourier que desdobra 

frequências em dados, proporcionando o espectro de massas correspondente. 

 

 

 

FIGURA 6.  Esquema de básico de um espectrômetro de massas ( ALVES, 2014) .  

 

Quase todas as substâncias podem ser analisadas por MS, já que existem diversos tipos 

de fontes de ionização, analisadores de massas e detectores (HOFFMANN; STROOBANT, 2007; 

EKMAN et al., 2009). 

O acoplamento da cromatografia líquida com a espectrometria de massa (LC-MS) tornou-

se essencial na identificação de compostos em nível traço. No entanto a hifenação das duas 

técnicas exigiu especial atenção na solução dos problemas de interface, tais como, vaporização 

da fase móvel vinda do LC, baixa volatilidade e sensibilidade a altas temperaturas dos analitos 

separados cromatograficamente. (YOUDIM, 2010; HOLCAPEK; JIRÁSKO; LÍSA, 2012). 

 

1.5.1. Métodos de Ionização  

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

antes da sua entrada no analisador de massas. Existe uma grande variedade de técnicas de 

(1) 

(2) (3) (4) 

(5) 
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ionização, cuja escolha deve levar em conta as propriedades físico-químicas do analito e a 

energia transferida durante o processo de ionização (DALMÁZIO, 2007).  

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

 

1.5.2. Ionização por ESI 

Embora seja normalmente considerada como uma fonte de ionização, o ESI é, na realidade, 

um processo de transferência de íons pré-existentes em solução para a fase gasosa. Pode-se 

dizer que a efetiva ionização (transformação de uma espécie neutra em um íon) é um efeito 

secundário. De qualquer forma, é fácil entender porque uma técnica que permite a transferência 

de íons de uma solução para a fase gasosa para análise por MS, em tão pouco tempo, teve um 

impulso tão grande: isto se deve ao fato da maioria dos processos químicos e bioquímicos 

ocorrerem em fase líquida, envolvendo muitas vezes espécies pouco voláteis (MORAES; LAGO, 

2003). 

A fonte de ionização é a parte do equipamento responsável por converter os analitos de 

interesse em íons em fase gasosa, pré-requisito fundamental para qualquer análise por MS. A 

compreensão dos mecanismos envolvidos na ionização de cada uma das fontes é de extrema 

importância, já que isso define quais são os analitos possíveis de serem analisados. Na maioria 

dos equipamentos comerciais, algumas fontes de ionização podem ser facilmente substituídas, 

aumentando ainda mais a capacidade analítica dos mesmos. A ionização pode ocorrer tanto no 

modo positivo quanto negativo, dependendo das características do analito de interesse, e em 

geral ocorre de uma das seguintes formas: i) ejeção ou captura de elétrons, formando espécies 

conhecidas como íon molecular (M·+ ou M·-); ou ii) protonação ou desprotonação (adição ou 

remoção de um íon H+), levando a formação de moléculas protonadas ou desprotonadas. 

No processo de ionização por ESI, o potencial elétrico (em kV) aplicado à ponta do capilar 

metálico gera o acúmulo de cargas na superfície do líquido ocorrendo a deformação da gota 

denominada de cone de Taylor. Com a evaporação do solvente devido ao fluxo de gás 

nebulizante (geralmente N2) ocorre o aumento da densidade de carga da gota, e no momento em 

que a densidade é capaz de vencer a tensão superficial do líquido, há um colapso, e ocorre a 

fissão da gota ascendente formando gotas descendentes cada vez menores. Essa tensão 

superficial faz com que as gotas se tornem cada vez menores ocorrendo o fenômeno denominado 



36 
 

 

 

 

 

“explosão coulômbica”. Com isso, forma-se o spray eletrostático (Figura 7) composto por 

partículas do solvente e do analito carregados (LANÇAS, 2009; CROTTI et al., 2006). 

 

 

FIGURA 7 .  Os íons formados no processo e lectrospray são conduzidos para o cone de 

amostragem pelo campo elétr ico apl icado (LANÇAS, 2001).  

 

Em LC-MS/MS as interfaces de ionização por pressão atmosférica (API) – ESI e APCI (do 

inglês, atmospheric-pressure chemical ionization) – permitem a analise de variadas faixas de 

polaridade e de massa molecular, além de possibilitar a seleção do modo de ionização, sendo 

predominantemente utilizadas para a análise de fármacos e seus metabólitos em várias matrizes 

biológicas (FENN, 2000). 

 

1.5.3. Cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a espectrometria de massas 

sequencial 

Técnicas de cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a espectrometria de massas 

sequencial (LC-MS/MS) baseiam-se em dois estágios de analise de massas, o que caracteriza a 

MS sequencial (MS/MS). Dessa forma há duas seleções da razão m/z, uma para o precursor e 

outra para o fragmento. Um espectrômetro de massas para um sistema LC-MS/MS pode ser 

constituído 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 câmera 

de colisão. Assim, íons 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 

transição de m/z. Este modo de monitoramento é chamado de MRM (monitoramento de reações 
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múltiplas) e permite a redução significativa do ruído de base da análise (background) resolvendo 

definitivamente o problema na quantificação de isômeros que co-eluem, dede que possuam 

fragmentos com diferentes razões de m/z. Em estudos de quantificação, utiliza-se uma transição 

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 detecção de íons específicos em amostras 

complexas. Maior seletividade é obtida utilizando o sistema QqQ quando comparado a técnicas 

que utilizam um único quadrupolo (PUTRI E FUKUSAKI, 2014). 

 

 

FIGURA 8 .  Modelo de t r iplo quadrupolo. (A)  tr iplo quadruplo,  fonte:  Waters; (B)  esquema 

de seleção do íon precursor e sua f ragmentação. (SOUZA, 2008).  

 

1.6.   Aplicações dos métodos LC-MS/MS em estudos dos ácidos biliares 

Vários métodos analíticos foram desenvolvidos para a determinação de ácidos biliares em 

fluidos biológicos (RAGHUNADHA et al., 2010). Estes métodos podem não ser adequados para 

o processamento de amostras múltiplas num período de tempo limitado para estudos 

farmacocinéticos. Nos últimos anos, os estudos de bioequivalência são o método comumente 

aceito para demonstrar a equivalência terapêutica entre os medicamentos. Um método LC-

MS/MS adequado e simples para a determinação simultânea de ursodiol e seus metabólitos 

TUDCA e GUDCA é mais importante para estudos farmacocinéticos (SIMONI ET AL., 1995; 
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ALVISI et al., 1996). Também a medição destes metabolitos no plasma humano pode ser útil na 

compreensão do metabolismo do composto original. 

Os métodos de detecção e quantificação de ácidos biliares centram-se principalmente em 

LC com detectores de fluorescência e MS e cromatografia gasosa acoplada à MS (GC-MS) 

(BURKARD; VON ECKARDSTEIN; RENTSCH, 2005). O método GC-MS exige que os ácidos 

biliares sejam tratados por hidrólise e derivatização de acordo com sua categoria (BIRK et al., 

2012; MATYSIK; SCHMITZ, 2013). O método de LC-fluorescência também requer derivatização 

de fluorescência (YOU et al, 2010), enquanto que os ácidos biliares conjugados com taurina 

requerem derivatização após a hidrólise, mas o método LC-MS/MS não exigiu hidrólise e 

derivatização, tornando-se um método operacional relativamente simples para a detecção de 

vários tipos de ácidos biliares no soro ao mesmo tempo com as vantagens de ser rápido, 

reprodutível e relativamente sensível com alta eficiência de separação. 

Boscolo et al. (2018) desenvolveram um método altamente sensível de LC-MS/MS 

aplicado à detecção e quantificação de substâncias relacionadas ao UDCA (ácido 

ursodesoxicólico) como CA (ácido cólico), DCA (ácido desoxicólico), CDCA (ácido 

quenodesoxicólico) e LCA (ácido litocólico) em matéria-prima e formulação farmacêutica. O 

método de LC-MS/MS desenvolvido e validado para a determinação de UDCA e substâncias 

relacionadas na matéria-prima e em suspensão foi vantajoso, uma vez que exigia uma quantidade 

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

Um método rápido e sensível é descrito para a quantificação do ursodiol e de seus principais 

metabólitos, o GUDCA e o TUDCA em plasma humano usando um padrão interno único (ácido 

ursodeoxicólico D4). A extração em fase sólida foi realizada e a separação cromatográfica de 5µL 

da amostra injetada foi realizada usando coluna Waters Xterra de 5µm com uma fase móvel 

composta de metanol e de formiato de amônio 5 mM com 0,1% de ácido acético (70:30, v/v). O 

espectrômetro de massas foi utilizado em modo negativo e o monitoramento de múltiplas reações 

utilizando o modo de ionização por ESI como interface. O método foi totalmente validado e as 

curvas de calibração foram lineares no intervalo de concentração de 25,9 a 15300,1 ng mL-1 para 

ursodiol, 2,7 a 1587,5 ng mL-1 para ácido taurorresodesoxicólico e 25,4 a 15040,9 ng mL-1 para 

GUDCA. O método foi sensível e específico, com o limite inferior de quantificação de 25,9; 2,7 e 

25,4 ng mL-1 para o ursodiol, o TUDCA e o ácido glicocoursodesoxicólico, respectivamente. O 

método inclui uma preparação de amostra simples e rápida com tempo de execução de análise 

mais curto e menor taxa de fluxo em comparação com os métodos relatados anteriormente. O 
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método pode ser aplicado em estudo de bioequivalência em indivíduos saudáveis (GANESAN et 

al., 2012). 

Si et. al. (2016) desenvolveram um método baseado em LC-MS/MS para a determinação 

de ácidos biliares individuais e seus conjugados em amostras de bílis de suínos. O procedimento 

de extração em fase sólida (SPE) foi baseado em C18 e otimizado para que os ácidos biliares 

alvo e seus conjugados com glicina e taurina fossem coletados com altas recuperações para os 

padrões (89,1–100,2%). Em seguida, todos os 19 compostos foram separados e quantificados 

em uma única etapa cromatográfica de 12 min. O método foi validado em termos de linearidade, 

sensibilidade, precisão, precisão e recuperação. Um Limite de detecção na faixa de partes por 

bilhão (ppb) e com precisões medidas na faixa de 0,5 a 9,3% foi alcançado. As recuperações 

para todos os 19 analitos em amostras de bílis foram todas acima de 80%. O método validado foi 

aplicado com sucesso ao perfilamento de ácidos biliares e seus conjugados na bile de suínos 

tratados com peptídeo exógeno tipo glucagon-2 (GLP-2) em um modelo pré-clínico de doença 

hepática associada à nutrição parenteral neonatal. O método desenvolvido é rápido e pode ser 

facilmente implementado para análises de rotina de ácidos biliares e seus conjugados em outros 

biofluidos ou tecidos. 

O estudo das funções de ácidos biliares requer métodos que cubram a complexidade desse 

grupo de moléculas estruturalmente diverso. Vários métodos usando LC-MS/MS foram 

desenvolvidos permitindo a análise de ácidos biliares livres e conjugados sem derivatização (YE, 

et al., 2007; ALNOUTI; CSANAKY; KLAASSEN, 2008). No entanto, a maioria dos métodos mostra 

desvantagens com procedimentos demorados de extração (BURKARD; VON ECKARDSTEIN; 

RENTSCH, 2005; YE, et al., 2007), longos tempos de análise (BENTAYEB et al., 2008) ou falta 

de separação de linha de base de espécies isobáricas (BURKARD; VON ECKARDSTEIN; 

RENTSCH, 2005; YE, et al., 2007; BENTAYEB et al., 2008). A análise direta de ácidos biliares 

por LC-ESI-MS/MS não permite a identificação de espécies isobáricas (PERWAIZ et al., 2001). 

Para análise de rotina de ácido biliar, o alto rendimento da amostra é de grande importância. 

Portanto, é imperativo desenvolver um método baseado em LC-MS/MS com um tempo de 

execução abaixo de 10 minutos incluindo a separação da linha de base de espécies isobáricas. 

Este método deve ser aplicado para diagnósticos de rotina de ácido biliar, bem como para a 

determinação de espécies de ácidos biliares em grandes ensaios clínicos. 
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1.7. Preparo da amostra 

Fluidos biológicos não devem ser injetados diretamente nas colunas analíticas comuns de 

LC em virtude das proteínas presentes nas matrizes biológicas, que causam o entupimento e 

perda de eficiência das mesmas, por sua adsorção acumulativa no suporte. Para evitar a rápida 

deteorização da coluna analítica, é necessário realizar um pré-tratamento da amostra antes de 

sua injeção no sistema cromatográfico; este pré-tratamento visa obter os analitos livres da 

presença de proteínas e da interferência dos compostos endógenos presentes na matriz biológica 

(HAGESTAM; PINKERTON, 1995; STEVENSON, 1995). 

A determinação de fármacos em amostras biológicas, principalmente no plasma de 

pacientes, coletadas com base no contexto clínico e nos princípios da farmacocinética, tem sido 

um procedimento usual na área clínica, para assegurar a eficácia terapêutica e minimizar os 

efeitos adversos (sintomas de toxicidade) dos fármacos prescritos (QUEIROZ; LANÇAS, 2005).  

A etapa de preparo de amostra é uma das etapas envolvidas no procedimento analítico. 

Essa etapa é de extrema importância porque visa isolar o analito da matriz, realizar uma limpeza 

de interferentes e, quando possível, pré-concentrar o composto de interesse. Devido à 

importância da análise química, o tempo gasto na etapa de preparo de amostra em um 

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

A etapa de preparação de amostra é geralmente o passo limitante de todo o processo 

analítico, podendo envolver em média até cerca de dois terços do tempo total dispendido 

(ALMEIDA et al., 2004). Esta etapa abrange, fundamentalmente, a extração e concentração dos 

analitos a partir da matriz biológica, permitindo não só alcançar menores limites de detecção, mas 

também a limpeza dos extratos, ou até mesmo a derivatização dos analitos, dependendo das 

suas características. A escolha do modo de preparação de amostras depende principalmente da 

natureza dos analitos (ex. volatilidade ou polaridade), da natureza da matriz e dos níveis de 

concentração que se pretendem detectar. Neste sentido, a preparação das amostras é um 

processo de vital importância, dele dependendo o sucesso da análise cromatográfica, pelo que 

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

As técnicas de extração e/ou pré-concentração permitem que a análise dos componentes 

de interesse se torne possível. A meta final é a obtenção de uma subfração da amostra original 

enriquecida com as substâncias de interesse analítico, de forma que se obtenha uma separação 

cromatográfica livre de interferentes, com detecção adequada e um tempo razoável de análise 

(QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001). Convencionalmente, as técnicas de preparo de amostra 
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utilizando precipitação de proteínas, extração líquido-líquido e extração em fase sólida são as 

mais utilizadas em bioanálise (CHAVES et al., 2015; KOLE et al., 2011; NOVÁKOVÁ; VLCKOVÁ, 

2009ª). A eficiência de extração (recuperação) é avaliada a partir das características de cada 

analito em questão, como seu pKa, coeficiente de partição e estabilidade no meio de extração 

(QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).  

Precipitação proteica: A precipitação proteica é uma técnica de preparo de amostra 

bastante utilizada visto que é uma técnica simples, rápida, de fácil manipulação e de baixo custo 

(MAJORS, 2014). Essa técnica se baseia na desnaturação das proteínas pelos agentes 

precipitantes que alteram suas estruturas secundárias e terciárias devido à quebra de interação 

intramoleculares fazendo com que a proteína exponha grupos hidrofóbicos e consequentemente 

se enovele e precipite (RAJALINGAM et al., 2009). As etapas envolvidas na precipitação são: 

adição de solvente, agitação, centrifugação e remoção do sobrenadante. 

Extração líquido-líquido: Nessa técnica, em geral, uma das fases possui caráter aquoso 

(amostra de fluído biológico) e a outra fase caráter orgânico e imiscível (solvente orgânico). Os 

compostos que estão na fase aquosa quando em contato com a fase orgânica irão se distribuir, 

entre as fases, segundo seus coeficientes de partição e, após a agitação, migrar para a fase 

extratora. Para que ocorra a extração é importante que a fase orgânica seja imiscível na amostra 

e ainda solubilize bem os analitos de interesse, tornando assim a fase orgânica um melhor 

aceptor (MAJORS, 2014; BORGES; FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015). Para alguns sistemas, o 

valor da constante de distribuição, KD, entre as fases pode ser aumentado pelo ajuste do pH, para 

prevenir a ionização de ácidos ou bases, pela formação de par iônico com solutos ionizáveis, pela 

formação de complexos lipofílicos com íons metálicos ou pela adição de sais neutros, para 

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

Extração em fase sólida: A extração em fase sólida (SPE) é um método poderoso para 

preparação de amostras e é atualmente usado para a maioria dos estudos usando cromatografia. 

Possui capacidades em uma ampla gama de aplicações, como análises ambientais, análises 

farmacêuticas e bioquímicas, química orgânica e análises de alimentos. As vantagens da SPE 

em comparação com a extração líquido-líquido clássica são o baixo consumo de solvente, a 

enorme economia de tempo e o potencial de automação. Além disso, uma tarefa de preparo de 

amostras pode ser resolvida mais especificamente usando SPE, uma vez que são possíveis 

interações diferentes do analito com a fase sólida (adsorvente), e os métodos podem ser 

otimizados ajustando as condições cromatográficas. A SPE oferece uma infinidade de 
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adsorventes para interações polares, hidrofóbicas e/ou iônicas, enquanto a extração líquido-

líquido é limitada aos equilíbrios de partição na fase líquida (MACHEREY-NAGEL, 2019). O 

método de SPE, embora mais limpo e efetivo, possui alto custo. 

 

1.8. Validação de Métodos Bioanalíticos 

A validação de métodos analíticos e bioanalíticos é um processo dinâmico e constante que 

inicia nas fases de seleção, desenvolvimento e otimização das metodologias, qualificação dos 

instrumentos, materiais e pessoal. Um processo de validação bem definido e documentado 

fornece evidências objetivas de que o sistema e o método atendem às exigências das aplicações 

analíticas, sendo adequado para o uso pretendido. Os parâmetros fundamentais avaliados na 

validação de um método analítico são: especificidade, linearidade, precisão, exatidão, robustez, 

limite de detecção e limite de quantificação. No caso de métodos bioanalíticos, devem-se incluir 

também parâmetros de efeito de matriz, recuperação e estabilidade do fármaco na matriz 

biológica (ICH, 1996; CAUSON, 1997; SHAH et al. 2000; FDA, 2001). 

Os parâmetros que devem ser avaliados, conforme RDC no 27/2012, na validação 

bioanalitica são: seletividade, efeito residual, efeito matriz, curva de calibração, precisão, exatidão 

e estabilidade. A interferência de metabólitos, fármacos de uso concomitante, produtos de 

degradação formados durante o preparo da amostra, nicotina, cafeína e outros possíveis 

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

A adoção da Política Nacional de Medicamentos Genérico pelo Governo Federal (Lei nº 

9.787, de 10 de fevereiro de 1999) envolve a produção de medicamentos de melhor qualidade, 

mais seguros e eficazes, comprovados mediante realização de testes de equivalência 

farmacêutica e bioequivalência contribuindo para aumento do acesso aos medicamentos e 

fortalecendo a indústria nacional através do desenvolvimento tecnológico. Para isso, são 

necessários o desenvolvimento e validação de metodologias analíticas capazes de quantificar o 

fármaco em fluidos biológicos (BRASIL, 1999).  

 

1.8.1. Padrão Interno  

O padrão interno (PI) é uma substância química proveniente de uma solução padrão de 

concentração fixa, adicionada em uma mesma quantidade aos padrões de calibração, amostras 

de controle de qualidade e amostras de estudo (BRASIL, 2012).  
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A substância utilizada como PI idealmente deve possuir um tempo de retenção próximo ao 

do analito, não reagir com o analito, não fazer parte da amostra e ficar separada dos componentes 

da matriz (RIBANI et al. 2004). 

Para que a resposta do PI não interfira na resposta do analito, sua escolha deve considerar 

o tipo de detector acoplado ao sistema cromatográfico, e, caso o sistema de detecção não seja 

seletivo para essas moléculas, a etapa cromatográfica deve ser capaz de separá-las. Como os 

sistemas cromatográficos acoplados a detectores de massas sequencial (LC-MS/MS) são 

seletivos para moléculas com diferentes pesos moleculares, nessas técnicas pode-se utilizar um 

PI que coelui com o analito, desde que possua massa diferente deste, podendo ser o próprio 

analito marcado por isótopo. O padrão deuterado é uma molécula de estrutura idêntica a do 

analito que contém um ou mais hidrogênios substituídos por hidrogênios de peso 2 (deutério). É 

vantagem desse tipo de padrão a apresentação de propriedades físico-químicas extremamente 

semelhantes às do analito e ainda a diferenciação em relação aquele no detector MS (VIEIRA; 

REDIGUIERI; REDIGUIERI, 2013). 

 

1.8.2. Limite Inferior de Quantificação (LIQ) e Limite de Detecção (LD)  

O LIQ corresponde à concentração mínima que o método é capaz de mensurar. Para os 

métodos cromatográficos considera-se o LIQ como a menor concentração na qual se obtém 

relação sinal/ruído superior a 10. No caso do LD, a menor concentração na qual a relação 

sinal/ruído é superior a 3 (BRASIL, 2012). 

 

1.8.3. Amostras de Controle de Qualidade  

Os ensaios de validação são realizados através da análise de amostras de controle de 

qualidade. Consistem em amostras de matriz na qual é adicionada uma concentração específica 

da substância a ser analisada e padrão interno. Ao longo dos ensaios de validação são utilizadas 

6 concentrações de controle de qualidade de acordo com a legislação e estes são descritos a 

seguir (BRASIL, 2012). 

1- O Limite inferior de quantificação (LIQ) corresponde à concentração mínima que o 

método é capaz de mensurar. Para os métodos cromatográficos considera-se o LIQ 

como a menor concentração na qual se obtém relação sinal/ruído superior a 10. No 

caso do LD, a menor concentração na qual a relação sinal/ruído é superior a 3. 
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2- O Limite superior de quantificação (LSC) é a maior concentração na curva de calibração 

do método.  

3- O Controle de qualidade baixo (CQB) é preparado com concentração equivalente a até 

3 vezes o LIQ. 

4- O Controle de qualidade médio (CQM) é composto da matriz adicionada do analito em 

uma concentração próxima entre a média dos limites superior e inferior de quantificação 

do método.  

5- O Controle de qualidade alto (CQA) é preparado com concentração entre 75 e 85% do 

Limite Superior de Quantificação (LSQ) do método.  

6- O Controle de qualidade de diluição (CQD) é uma amostra adicionada com analito 

acima da concentração do LSQ, analisada por procedimento pré-estabelecido de 

diluição. 

 

1.9. Validação pré-estudo 

Na fase de pré-estudo, o procedimento de validação consiste em mensurar um conjunto de 

amostras para o qual os valores nominais sejam conhecidos e organizados de acordo com um 

desenho de experimento ideal. O desenho deverá permitir que sejam mensurados a Veracidade 

e a Precisão nos diferentes valores nominais e, se necessário, prover uma decomposição da 

precisão global nos seus diversos componentes de variâncias (repetibilidade, entre-ensaios e 

entre-laboratórios) (BOULANGER et al., 2007). 

É de primordial importância ter definições claras dos parâmetros de validação diferentes 

para avaliar a validade deste. Também é necessário ter metodologias de acordo com essas 

definições e, consequentemente, utilizar métodos estatísticos que sejam relevantes com essas 

definições, com o objetivo da validação e com o objetivo do método analítico (POSSAS et al., 

2012).  As condições de análises selecionadas foram: (a) seletividade; (b) efeito residual; (c) efeito 

matriz; (d) curva de calibração; (e) precisão; (f) exatidão; (g) validação de fármacos de uso 

concomitante; (h) estabilidade. 

 

(a) Seletividade  

A seletividade de um método bioanalítico é um importante parâmetro a ser avaliado para 

garantir que a quantificação do analito de interesse não seja afetada pela presença de 
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metabólitos, produtos de degradação, fármacos co-administrados ou compostos endógenos 

(LANG; BOLTON, 1991).  

A seletividade é a capacidade do método de diferenciar e quantificar o analito e o PI na 

presença de outros componentes da amostra. Para o ensaio de seletividade é necessário 

comparar a matriz biológica de diferentes fontes para investigar interferentes que possam afetar 

a seletividade do método. Conforme a aplicação do método deve-se testar também amostras 

lipêmicas (com alto teor de lipídeos) e hemolisadas (contendo hemácias lisadas) (BRASIL 2010, 

U.S, 2013),  

Aplica-se no ensaio de seletividade testes em que o analito na concentração do limite 

inferior de quantificação (LIQ) e o PI são mensurados e seu perfil cromatográfico é comparado 

aos perfis das diferentes matrizes biológicas. As respostas de picos interferentes próximo ao 

tempo de retenção 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 próximos ao tempo de 

retenção do PI devem ser inferiores a 5%. Caso estes resultados não 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 contaminação de amostras anteriores. Para que o efeito residual 

seja testado é necessário que sejam injetadas consecutivamente, uma amostra em branco, uma 

amostra contendo o analito na concentração do LSQ e o PI, e depois mais duas amostras em 

branco (BRASIL, 2012). Para fins de validação compara-se o perfil cromatográfico antes e depois 

da passagem do analito e PI. As respostas no tempo de retenção do analito devem ser inferiores 

a 20% da resposta do analito em LIQ e inferiores a 5% da resposta do PI (BRASIL, 2012). 

 

(c) Efeito Matriz  

A investigação do efeito de matriz durante a quantificação de compostos endógenos ou 

exógenos e/ou seus metabólitos é um importante parâmetro a ser avaliado durante o 

desenvolvimento e validação de um método bioanalítico. Este efeito ocorre quando substâncias 

inerentes à matriz biológica coeluem com os compostos de interesse, sendo alvo de especulação 
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em métodos bioanalíticos convencionais, tais como: LC-fluorescêsncia, LC-ultra violeta, LC-

eletroquímica e em LC-MS/MS (MATUSZEWSK; CONSTANZER; CHAVEZ-ENG, 2003). Este 

último, em virtude da elevada seletividade e especificidade quando na presença de matrizes 

biológicas, apresenta-se propenso a erros, uma vez que a presença de substâncias não 

monitoradas e que coeluem da matriz podem afetar a detecção dos analitos comprometendo a 

eficiência de ionização dos mesmos, caracterizando assim o efeito de matriz. Este fenômeno foi 

primeiramente descrito por Tang; Kebarle, 1991 que mostraram que a resposta para bases 

orgânicas em uma determinada matriz, utilizando a fonte de ionização electrospray, diminuiu à 

medida que a concentração de outras bases orgânicas foi aumentada. O mecanismo exato do 

efeito de matriz é desconhecido, mas, provavelmente, é originado da competição entre um analito 

e a coeluição de um componente da matriz não monitorado (TAYLOR, 2005). 

O uso de LC-MS/MS para determinação ou quantificação de fármacos em fluidos biológicos 

é uma estratégia na obtenção de um método de análise com alta seletividade e sensibilidade 

(SENNBRO et al., 2011). 

O efeito causado por componentes da matriz biológica na resposta do analito ou PI é 

denominado efeito matriz, e é necessário realizar um ensaio específico para sua avaliação. São 

comparadas amostras em concentração de quantificação baixa (CQB) e concentração de 

quantificação alta (CQA), em solução e em matriz biológica normal, lipêmica e hemolisada. Para 

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

O coeficiente de variação (CV) dos FMN deve ser inferior a 15%. O FMN é dado pela 

seguinte equação 1: 

 

(Resposta do Analito em matriz/Resposta do PI em matriz) 

(Resposta do Analito em solução/Resposta do PI em solução) 

 

Em casos em que os CV% dos FMN sejam superiores a 15% devido ao resultado de 

amostras hemolisadas, calcula-se um novo coeficiente de variação após exclusão das amostras 

hemolisadas, as quais não poderão ser analisadas por este método (BRASIL, 2012). 

 

 

FMN =  
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(d) Curva de Calibração  

A curva de calibração é a relação dada entre a resposta do instrumento analítico e a 

concentração conhecida do analito. Para obter a curva de concentração é necessário utilizar a 

mesma matriz proposta para o estudo e adicionar a esta o analito e o padrão interno. A matriz 

fortificada com diferentes concentrações do analito e concentração constante de PI passa por 

todo o processo de preparação ao qual a amostra deve ser submetida (BRASIL, 2012).  

As respostas do instrumento são relacionadas através de modelo matemático, 

preferencialmente o modelo linear (linearidade). Segundo a legislação, a curva deve contar com 

no mínimo 6 amostras de diferentes concentrações. Aprova-se uma variação de no máximo 20% 

em relação a concentração nominal para padrões de LIQ e 15% para as outras concentrações. 

No mínimo 75% dos padrões de calibração devem ser aprovados por estes critérios e no mínimo 

6 padrões de concentrações diferentes devem ser aprovados incluindo LIQ e LSQ. O coeficiente 

de correlação linear r2 da curva deve ser igual ou superior a 0,98 (BRASIL, 2012). 

 

(e) Precisão  

A precisão denota a proximidade entre os resultados obtidos por repetidas aferições de 

múltiplas alíquotas de uma única fonte, relata a dispersão dos resultados obtidos. Para validar 

um método bioanalítico é necessário determinar a precisão em uma mesma corrida (intracorrida) 

e a precisão entre 3 corridas diferentes realizadas em dias distintos (intercorrida). Segundo a 

norma, em cada corrida são analisadas 5 replicatas nas concentrações de LIQ, CQB, CQM, CQA 

e CQD. A precisão é expressa como desvio padrão relativo ou coeficiente de variação (CV%), o 

qual não deve ser superior a 20% para o LIQ e 15% para as demais concentrações (BRASIL, 

2012).  

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

 

Desvio Padrão x 100 

Concentração média experimental 

 

(f) Exatidão 

CV =  
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A exatidão se refere à proximidade dos resultados obtidos pela análise em relação ao valor 

de referência esperado. O ensaio para validar a exatidão do método exige que sejam realizadas 

pelo menos 3 corridas em dias distintos, com pelo menos 5 replicatas de pelo menos 5 

concentrações: LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD. A exatidão deve ser avaliada em uma mesma 

corrida com uma mesma curva de calibração (intracorrida) e em 3 corridas cada uma comparada 

a uma curva de calibração diferente e soluções novas preparadas (intercorridas) (BRASIL, 2012). 

A medida da exatidão é expressa pelo Erro Padrão Relativo (EPR%), o qual não deve ser 

superior a 15% em relação à concentração nominal, exceto às amostras de LIQ, na qual o EPR% 

não deve ser superior a 20% da concentração nominal (BRASIL, 2012).  

 

O EPR% é obtido pela seguinte equação 3: 

 (Concentração média experimental - Concentração nominal) x 100 

Concentração nominal 

 

(g) Validação de análise de fármacos de uso concomitante 

A análise de fármacos de uso concomitante tem como objetivo avaliar a interferência de 

fármacos que podem ser usados durante a etapa clínica de estudos do analito. 

 

(h) Estabilidade  

A estabilidade refere-se à manutenção da concentração do analito dentro de limites 

estabelecidos, sob condições específicas. Relaciona-se com a possível degradação do analito 

nas condições de ensaio. Para os estudos de estabilidade são empregadas no mínimo três 

amostras nas concentrações de CQB e CQA e adicionadas de PI. Admitem-se variações de até 

15% da média das concentrações obtidas em relação ao valor nominal. A estabilidade é definida 

em diferentes condições: estabilidade após ciclos de congelamento e descongelamento, 

estabilidade do analito em curta duração, longa duração e estabilidade pós-processamento 

(BRASIL, 2012).   

EPR% =  



49 
 

 

 

 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral  

Desenvolver e validar três métodos bioanalíticos por LC-MS/MS que atendam aos critérios 

estabelecidos pela RDC no 27, de 17 de maio de 2012 da ANVISA e que possam ser aplicadas à 

determinação de ácido ursodesoxicólico, ácido glicoursodesoxicólico e ácido 

tauroursodesoxicólico em plasma humano.  

 

2.2. Objetivos específicos 

.   Desenvolver metodologia de extração dos analistos em plasma; 

. Desenvolver métodos LC-MS/MS para detecção dos ácidos ursodesoxicólico, 

glicoursodesoxicólico e tauroursodesoxicólico; 

.   Realizar o processo de validação do método proposto, contemplando: seletividade, efeito 

residual, efeito matriz, linearidade, precisão, exatidão, estabilidade e avaliação da interferência 

de fármacos de uso concomitante nas respostas do analito em plasma humano. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

Este estudo foi realizado visando o desenvolvimento e validação de métodos bioanalíticos 

por LC-MS/MS, seguindo as recomendações da RDC no 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 validação de métodos bioanalíticos dos ácidos ursodesoxicólico, 

tauroursodesoxicólico e glicoursodesoxicólico foram utilizados diferentes tipos de equipamentos 

e materiais. Os equipamentos e materiais utilizados e os componentes do sistema LC-MS/MS 

estão descritos nas Tabelas 1 e 2, respectivamente. 

 

TABELA 1.  Descr ição de equipamentos e mater ia is.  

Descrição Fabricante / País de Origem 

Pipetas de volume variável Gilson / França 

Ponteiras de pipeta descartáveis Scientific Specialties Inc. / USA 

Mesa agitadora (Finemixer) Fine PCR / Coréia 

Misturador (vortex) Phoenix / USA 

Balança Analítica Sartorius / Alemanha 

 

 

TABELA 2.  Componentes do CLAE-MS/MS.  

Descrição Fabricante /  Modelo  

Espectrômetro de Massas Waters / Quattro MicroTM API 

Software Waters / MassLynx 4.1 

Bomba Analítica Shimadzu / LC 20AD 

AutoInjetor Shimadzu / SIL 20A 

Controladora Shimadzu / SCL 10A VP 

Degaseificador Shimadzu / DGU 20A3 
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Padrões Analíticos 

Os padrões utilizados no desenvolvimento e validação dos métodos bioanalíticos do ácido 

ursodesoxicólico, ácido tauroursodesoxicólico e ácido glicoursodesoxicólico foram padrões 

primários com certificados rastreáveis, conforme Tabela 3. 

 

TABELA 3. Padrões ut i l izados no desenvolv imento e val idação da metodologia 

analí t ica.  

Descrição Finalidade 

Ursodiol (ácido ursodesoxicólico) Analito 

Ácido ursodesoxicólico D4 Padrão Interno 

Ácido tauroursodesoxicólico Analito 

Ácido tauroursodesoxicólico D4 sódico Padrão Interno 

Ácido glicoursodesoxicólico Analito 

Ácido glicoursodesoxicólico D4 Padrão Interno 

 

Reagentes e Solventes  

Em todos os testes para o desenvolvimento e validação de métodos bioanalíticos foram 

utilizados reagentes e solventes de grau analítico conforme a Tabela 4. 
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TABELA 4.  Reagentes e solventes ut i l izados para o UDCA, GUDCA e TUDCA.  

Descrição Finalidade UDCA GUDCA TUDCA 

Metanol 

Preparo das soluções de ácido ursodesoxicólico, 

ácido ursodesoxicólico D4, dimenidrinato, 

paracetamol, cafeína e piridoxina e lavagem da 

agulha. 

 

 

X 

 

 

X 

 

 

X 

Água (Milli – Q) 

Preparo das soluções de 4-MAA, escopolamina 

e metoclopramida, preparo da fase móvel e 

lavagem da agulha e preparo das amostras 

(extração). 

 

X 

 

X 

 

X 

Acetonitrila 
Preparo da fase móvel e preparo das amostras 

(extração). 

 

X 

 

X 

 

X 

Acetato de amônio 
Preparo da fase móvel e preparo das amostras 

(extração). 

 

X 

 

X 

 

X 

Ácido Clorídrico Preparo das amostras (extração). X X  

Éter dietílico Preparo das amostras (extração). X X  

Diclorometano Preparo das amostras (extração). X X  

Acetato de etila Preparo das amostras (extração).   X 

 

 Material Biológico 

Conforme parecer do CEP (Comitê de Ética em Pesquisa) de número 2.969.992, presente 

no Anexo 1, para a validação do UDCA, foi coletado plasma humano de diferentes indivíduos 

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

Conforme parecer do CEP (Comitê de Ética em Pesquisa) de número 2.969.992, presente 

no Anexo 1, para validação do GUDCA foram utilizados lotes de 20 indivíduos, sendo 11 do sexo 

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

Conforme parecer do CEP (Comitê de Ética em Pesquisa) de número 2.969.992, presente 

no Anexo 1, para validação do TUDCA foram utilizados lotes de 23 indivíduos, sendo 13 do sexo 

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

As condições do plasma utilizado no preparo da matriz para construção das curvas de 

calibração e controles de qualidade foram plasma humano normal. Na seletividade foi avaliado 

plasma lipêmico e hemolisado para verificação da aplicação do método para esse tipo de 

amostra. 
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3.2. Métodos 

3.2.1. Preparo da Fase Móvel do UDCA, GUDCA e TUDCA 

A fase móvel utilizada nas análises do UDCA foi composta de MeCN:NH4Ac 30 mM, (42:58, 

v/v), com pH ajustado para 7,0, filtrada e degaseificada. 

A fase móvel utilizada nas anélise do GUDCA foi composta de MeCN:NH4Ac 10 

Mm:NH4OH, (57:43:0,5, v/v/v), com pH ajustado para 9,0, filtrada e degaseificada. 

A fase móvel utilizada nas análises do TUDCA foi MeCN:NH4Ac 10 mM, (40:60, v/v), com 

pH ajustado para 7,0, filtrada e degaseificada. 

 

3.2.2.  Preparo das soluções padrão 

Solução padrão do UDCA, analito e padrão interno 

Analito: Foi pesada uma massa correspondente a 0,00520 g de ursodiol (99,7% de teor) 

colocada em um balão volumétrico (10,0 mL) e preparada em metanol para a obtenção de uma 

solução de concentração 518,4 µg mL-1 de ursodiol. A partir desta solução foi feita uma diluição 

na concentração de 500,0 g mL-1. 

Padrão interno: Foi pesada uma massa correspondente a 0,00225 g de UDCA D4 (99,5% 

de teor), colocada em um balão volumétrico (10,0 mL) e preparada em metanol para a obtenção 

de uma solução de concentração de 223,9 g mL-1 de UDCA D4. A partir desta solução foram 

feitas diluições nas concentrações de 200,0 g/mL e 9,0 g mL-1. 

 

Solução padrão de TUDCA, analito e padrão interno 

Analito: Foi pesada uma massa correspondente a 0,00126 g de TUDCA (99,5% de teor), 

colocada em um balão volumétrico (10,0 mL) e preparada em metanol para a obtenção de uma 

solução de concentração 125,4 µg mL-1 de TUDCA. A partir desta solução foi feita uma diluição 

na concentração de 100,0 g mL-1. 

Padrão interno: Foi pesada uma massa correspondente a 0,00109 g de TUDCA D4 sódico 

(99,86% de teor) foi cuidadosamente pesada, colocada em um balão volumétrico (10,0 mL) e 

preparada em metanol para a obtenção de uma solução de concentração de 104,1 g mL-1 de 

TUDCA D4 (base livre). A partir desta solução foram feitas diluições nas concentrações de 100,0 

g mL-1 (100 000,0 ng mL-1) e 2,0 g mL-1 (2000,0 ng mL-1). 
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Solução padrão de GUDCA, analito e padrão interno 

Analito: Foi pesada uma massa correspondente a 0,00280 g de GUDCA (100% de teor), 

colocada em um balão volumétrico (5,0 mL) e preparada em metanol para a obtenção de uma 

solução de concentração 560,0 µg mL-1 de GUDCA. A partir desta solução foi feita uma diluição 

na concentração de 500,0 g mL-1 (500 000, ng mL-1). 

Padrão interno: Foi pesada ma massa correspondente a 0,00133 g de GUDCA D4 (99,06% 

de teor), colocada em um balão volumétrico (10,0 mL) e preparada em metanol para a obtenção 

de uma solução de concentração de 131,7 g mL-1 de GUDCA D4. A partir desta solução foram 

feitas diluições nas concentrações de 100,0 g mL-1 (100 000,0 ng mL-1) e 3,0 g mL-1 (3000,0 

ng mL-1). 

 

3.2.3. Processo de extração das amostras na matriz biológica 

Preparo das amostras do UDCA (extração líquido-líquido) 

   As amostras de UDCA foram preparadas por extração líquido-líquido através da agitação 

de 450 µL de plasma com 50 µL de solução de UDCA D4 9000,0 ng mL-1 (diluído em MeOH), 50 

µL de solução de HCl 1M e 1250 µL de éter dietílico/diclorometano (70:30 v/v) por 5 minutos e 

em seguida, centrifugado por 10 minutos (13200 rpm, 4°C). Foram transferidos 850 µL do 

sobrenadante para outro microtubo e reservado. Foi adicionado 1250 µL de éter dietílico/ 

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 µL do sobrenadante ao 

microtubo reservado e este foi seco sob fluxo de nitrogênio e ressuspendido em 150 µL de 

MeCN/NH4Ac 10 mM/NH4OH (70:30:0,1 v/v/v), agitado por 2 minutos e então injetado 30 µL para 

análise. 

 

 Preparo das amostras do GUDCA (extração líquido-líquido) 

   As amostras de GUDCA foram preparadas de forma similar ao UDCA, também por 

extração líquido-líquido, através da agitação de 300 µL de plasma com 50 µL de solução de 

GUDCA D4 3000 ng mL-1,0 (MeOH) e 50 µL de solução de HCl 1M por 1 minuto em mesa 

agitadora. Após, foi adicionado a mistura 1250 µL de éter dietílico/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 µL do sobrenadante para outro microtubo, este foi seco sob 
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fluxo de nitrogênio e ressuspendido em 150 µL de MeCN/NH4Ac 10 mM/NH4OH (70:30:0,1 v/v/v), 

agitado por 2 minutos e então injetado 15 µL para análise. 

 

 Preparos das amostras de TUDCA (extração por precipitação) 

 As amostras de TUDCA foram preparadas por extração de desproteinização 

(precipitação) através da agitação de 400 µL de plasma com 50 µL sol. TUDCA D4 2000,0 ng mL 

-1 (MeCN) e 1250 µL 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 após o total descongelamento do remanescente, foi adicionado    

600 µL de MeCN 100%. A mistura foi agitada por 5 minutos e centrifugada por 10 minutos (13200 

rpm, 4°C). Foi transferido 500 µL do sobrenadante para outro microtubo, adicionou-se 150 µL de 

H2O Milli-Q, agitou-se por 2 minutos e então injetado 20 µL para análise. 

 

3.2.4. Preparo dos padrões da curva de calibração e das amostras controle de qualidade 

A curva de calibração foi construída incluindo a análise de uma amostra branco (matriz 

biológica isenta de padrão do fármaco e do padrão interno), uma amostra zero (matriz biológica 

com adição de padrão interno) e de amostras contendo padrão do fármaco e padrão interno 

contemplando a faixa prevista de concentrações analisadas. Os padrões da curva de calibração 

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

Os controles de qualidade (CQ) têm 2 objetivos distintos: Os definidos por LIQ são utilizados 

para determinar o Limite Inferior de Quantificação (LIQ) do método analítico. Os controles de 

qualidade baixo (CQB), controles de qualidade médio (CQM), os controles de qualidade alto 

(CQA) e os controles de qualidade de diluição (CQD) foram utilizados para monitorar a precisão 

e exatidão do método de quantificação durante os ensaios. 

 

3.2.5. Preparo da curva de calibração do ácido ursodesoxicólico, ácido 

glicoursodesoxicólico e ácido tauroursodesoxicólico  

Os padrões da curva de calibração foram preparados adicionando-se o analito a ser 

analisado ao plasma humano. Foram preparadas soluções dos ácidos ursodesoxicólico (50000,0 

ng mL-1), glicoursodesoxicólico (50000,0 ng mL-1) e tauroursodesoxicolico (5000,0 ng mL-1) em 
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plasma branco. A partir dessas soluções realizaram-se as diluições obtendo soluções dos 

padrões de calibração (Tabela 5). 

 

TABELA 5.  Padrões da curva de cal ibração do UDCA, GUDCA e TUDCA.  

Nível Amostra 
Concentração Nominal (ng mL-1) 

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 soluções dos ácidos ursodesoxicólico 

(50000,0 ng mL-1), glicoursodesoxicólico (50000,0 ng mL-1) e tauroursodesoxicolico (5000,0 ng 

mL-1) em plasma branco. A partir dessas soluções realizaram-se as diluições obtendo as soluções 

dos padrões de calibração, conforme Tabela 6. 
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TABELA 6.  Amostras de Contro le de Qual idade do UD CA, GUDCA e TUDCA.  

Tipo do 

CQ 

Identificação 

do CQ 
Definição de faixa 

Valor definido 
UDCA e 

GUDCA (ng 
mL-1) 

 
Valor definido 

TUDCA  
 (ng mL-1) 

CQ LIQ LIQ Mesma concentração do LIQ 15 5 

CQ Baixo CQB Menor ou igual 3 x LIQ 45 15 

CQ Médio CQM 
Aproximadamente a média 

entre LIQ e LSC 
5000 250 

CQ Alto CQA 75-85% do LSC 8000 400 

CQ 

Diluição 
CQD LSC acrescido de 70% (f

d
=4) 4250 212,5 

 

3.2.7. Condições cromatográfica e de detecção no espectrômetro de massas sequencial 

 

UDCA e UDCA D4 

Parâmetros Cromatográficos 

As análises cromatográficas foram realizadas usando uma coluna analítica Phenomenex (5 

µ C18 - 100A 250 x 4,6 mm) à temperatura ambiente. O fluxo no HPLC foi programado para 

operar com 0,450 mL min-1, um volume de injeção de 30 µL e o tempo total de corrida foi ajustado 

para 6,50 minutos. As análises foram realizadas com auto-injetor à temperatura ambiente. O 

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

 

Parâmetros de Detecção no Espectrômetro de Massas Sequencial  

Na Tabela 7 são demonstrados os parâmetros do equipamento utilizados para a detecção do 

UDCA e UDCA D4. 
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TABELA 7.  Condições de detecção UDCA.  

MRM 
UDCA: 391,30 > 373,41 

UDCA D4: 395,42 > 377,15 

Ionização ES - 

Temperatura da fonte 105 C 

Temperatura de dessolvatação 450 C 

Fluxo dos gases do cone Nulo 

Fluxo dos gases de 
dessolvatação 

750 L/h 

Capilar 3,00 KV 

Cone 
UDCA: 40,0 V 

UDCA D4: 40,0 V 

Energia de colisão 
UDCA: 30,0 V 

UDCA D4: 30,0 V 

Pressão de Argônio 2,96e-3 mbar 

 

TUDCA e TUDCA D4 

Parâmetros Cromatográficos 

As análises cromatográficas foram realizadas usando uma coluna analítica Phenomenex 

Luna (5 µ C18 – 100A 250 x 4,6 mm) à temperatura ambiente. O fluxo de LC foi programado para 

operar com 0,200 mL min-1 um volume de injeção de 20 µL e o tempo total de corrida foi ajustado 

para 8,00 minutos. As análises foram realizadas com autoinjetor à temperatura ambiente. O 

tempo de retenção para o TUDCA foi de 3,19 minutos e do TUDCA D4 foi de 3,18 minutos.  

 

Parâmetros de Detecção no Espectrômetro de Massas Sequencial  

Na Tabela 8 são demonstrados os parâmetros do equipamento utilizados para a detecção do 

TUDCA e TUDCA D4. 
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TABELA 8.  Condições de detecção TUDCA.  

MRM 
TUDCA: 498,00 > 79,63 

TUDCA D4: 502,44 > 79,54 

Ionização ES -  

Temperatura da fonte 105 C 

Temperatura de dessolvatação 450 C 

Fluxo dos gases do cone Nulo 

Fluxo dos gases de 
dessolvatação 

600 L/h 

Capilar 3,00 KV 

Cone 
TUDCA:65,0 V 

TUDCA D4: 65,0 V 

Energia de colisão 
TUDCA: 65,0 V 

TUDCA D4: 65,0 V 

Pressão de Argônio 2,99e-3 mbar 

 

 

GUDCA e GUDCA D4 

Parâmetros Cromatográficos 

As análises cromatográficas foram realizadas usando uma coluna analítica Phenomenex 

(5µ C18 – 100A 250 x 4,6 mm) à temperatura ambiente. O fluxo no Cromatógrafo Líquido de Alta 

Eficiência foi programado para operar com 0,700 mL min-1 um volume de injeção de 15 µL e o 

tempo total de corrida foi ajustado para 5,00 minutos. As análises foram realizadas com 

autoinjetor à temperatura ambiente. O tempo de retenção para o GUDCA foi de 3,34 minutos e 

do GUDCA D4 foi de 3,34 minutos.  

 

Parâmetros de Detecção no Espectrômetro de Massas Seqüencial  

Na Tabela 9 são demonstrados os parâmetros do equipamento utilizados para a detecção 

do GUDCA e GUDCA D4. 
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TABELA 9.  Condições de detecção GUDCA.  

MRM 
GUDCA: 448,46 > 73,70 

GUDCA D4: 451,92 > 73,70 

Ionização ES -  

Temperatura da fonte 105 C 

Temperatura de dessolvatação 450 C 

Fluxo dos gases do cone Nulo 

Fluxo dos gases de 
dessolvatação 

700 L/h 

Capilar 3,00 KV 

Cone 
GUDCA: 25,0 V 

GUDCA D4: 25,0 V 

Energia de colisão 
GUDCA: 35,0 V 

GUDCA D4: 35,0 V 

Pressão de Argônio 3,03 e-3 mbar 

 

3.2.8. Validação dos métodos bioanalíticos por cromatografia líquida de alta eficiência 

acoplado à espectrometria de massas sequencial 

Para a realização destes testes foram utilizados padrões de referência com procedência 

identificável para o preparo das soluções.  

 

3.2.8.1. Validação do método de análise do UDCA, GUDCA e TUDCA 

Foram avaliados os mesmos parâmetros de validação de métodos bioanalíticos para os 

três analitos: UDCA, GUDCA e TUDCA. 

 

3.2.8.2. Validação pré-estudo 

Na realização destes testes foram utilizados padrões de referência com procedência 

rastreáveis para o preparo das soluções. Os padrões de referência utilizados nesta validação 

estavam todos dentro da vigência 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 indivíduos sendo 4 amostras normais, 1 lipêmica 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 injeções da mesma 

amostra branco, sendo 1 antes e 2 logo após a injeção de pelo menos uma amostra processada 

do limite superior de quantificação. 

 

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 lipêmicas e 2 hemolisadas, adicionando-se posteriormente analito e PI nas 

mesmas concentrações de CQB e CQA.  

 

3.2.8.2.4. Curva de calibração 

Para definir a relação entre a resposta do instrumento e a concentração conhecida do 

analito, foi gerada para cada método uma curva de calibração com no mínimo 6 (seis) padrões 

contendo o fármaco e padrão interno. As concentrações dos padrões foram definidas em testes 

preliminares, incluindo a primeira quantificação de amostras, levando-se em consideração a 

sensibilidade do método e a faixa prevista das concentrações das amostras a serem 

determinadas. 

 

3.2.8.2.4.1. Determinação do limite inferior de quantificação 

O limite inferior de quantificação foi definido levando-se em consideração a sensibilidade, 

especificidade, precisão e exatidão do método analítico. Para avaliar a sensibilidade, precisão e 

exatidão do método, amostras de controle de qualidade do LIQ também foram incluídas no 

procedimento de validação. 

 

3.2.8.2.4.2. Linearidade / Curva de calibração 

A linearidade da curva de calibração foi avaliada dentro dos seguintes critérios: 

a) Desvio menor ou igual a 20% em relação a concentração nominal para o LIQ. 
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b) Desvio menor ou igual a ±15% em relação à concentração nominal para as outras 

concentrações da curva de calibração. 

c) Desvio menor ou igual a 15% em relação a concentração nominal para o Limite Superior 

da Curva. 

d) No mínimo 75% das concentrações da curva de calibração devem cumprir com os 

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

Os dados referentes as curvas de calibração do UDCA, TUDCA e GUDCA estão 

apresentados na Tabela 10. 

 

TABELA 10.  Dados referentes as curvas de cal ibração de cada anali to.  

Nível Amostra 

Concentração Nominal (ng mL-1) 

Ác. 

Ursodesoxicicólico 

Ác. 

Glicoursodesoxicólico 

Ác. 

Tauroursodesoxicólico 

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 

 

3.2.8.2.5. Precisão e Exatidão 

Para avaliar a precisão e exatidão do método, 5 concentrações distintas (LIQ, CQB, CQM, 

CQA e CQD), na faixa esperada de concentrações foram analisadas, utilizando-se determinações 

por concentração. A precisão e exatidão foram determinadas em uma mesma corrida 

(intracorrida) e em corridas diferentes (intercorridas).  
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3.2.8.2.6. Determinação das concentrações dos controles de qualidade 

Para a determinação das concentrações dos controles de qualidade usou-se as mesmas 

concentrações para o UDCA e GUDCA. As concentrações das amostras de controles de 

qualidade do UDCA e GUDCA e os critérios utilizados para a definição de tais concentrações 

estão apresentadas na Tabela 11. 

 

TABELA 11.  Def in ição dos contro les de qual idade (CQ) de UDCA e GUDCA.  

Tipo do CQ 
Identificação 

do CQ 
Definição de faixa 

Valor definido 

(ng mL-1) 

CQ LIQ LIQ Mesma concentração 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 Diluição CQD LSC acrescido de 70% (fd=4) 4250 

 

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

utilizados para a definição de tais concentrações são apresentadas na Tabela 12. 

 

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

Tipo do CQ 
Identificação 

do CQ 
Definição de faixa 

Valor definido 

(ng mL-1) 

CQ-LIQ LIQ Mesma concentração do LIQ 5 

CQ Baixo CQB 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 Diluição CQD LSC acrescido de 70% (fd=4) 212,5 

 

3.2.8.2.7. Validação intracorrida 

A precisão e exatidão intracorrida foram determinadas utilizando-se um lote contendo as 

seguintes amostras: 

a) Uma curva de calibração contendo os padrões definidos anteriormente. 
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b) No mínimo 5 (cinco) réplicas de cada controle de qualidade definido acima. 

Os seguintes critérios foram seguidos, para que a precisão e exatidão intracorrida fosse 

considerada aprovada: 

a) Precisão: para os controles CQB, CQM, CQA e CQD o coeficiente de variação (CV %) 

não deveria exceder ±15% e para o LIQ não deve exceder ±20%. 

b) Exatidão: o valor da exatidão (expresso pelo Erro Padrão 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. Validação intercorridas 

Os seguintes critérios foram seguidos para considerar a precisão e exatidão intercorridas 

aprovadas: 

a) Precisão: para os controles CQB, CQM, CQA e CQD o coeficiente de variação (CV) não 

deveria exceder ±15% e para o LIQ não deve exceder ±20%. 

b) Exatidão: o valor da exatidão (expresso pelo Erro Padrão 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. Validação da reinjeção 

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

vez. 

A validação da reinjeção tem como objetivo avaliar a validade deste procedimento, quando 

necessário. A validação da reinjeção foi demonstrada através dos resultados obtidos de precisão 

e exatidão. 

 

3.2.8.2.10. Validação de análise de fármacos de uso concomitante 

Conforme a RDC 27/2012, em seu artigo sétimo, a interferência de metabólitos, fármacos 

de uso concomitante, produtos de degradação formados durante o preparo da amostra, nicotina, 
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cafeína e outros possíveis interferentes devem ser avaliados durante a validação de um estudo 

de biodisponibilidade relativa/bioequivalência. 

A Nota técnica 04/2014, elaborada em agosto de 2014, relata quais ensaios devem ser 

realizados quando houver a administração de fármacos concomitantes (medicamentos eventuais 

e comedicação) durante estudos de biodisponibilidade relativa/bioequivalência ou quando o 

voluntário do estudo fizer uso de substâncias possivelmente interferentes (tais como cafeína e 

nicotina).  

A avaliação da interferência analítica deve ser feita no momento da validação do método 

analítico e deve contemplar os testes de seletividade e efeito matriz com e sem possíveis 

interferentes. 

Os parâmetros avaliados na validação de análise de fármacos de uso concomitantes foram 

os mesmos para UDCA, tauroursodesoxicólico e glicoursodesoxicólico. 

Os padrões de referência utilizados na validação dos fármacos de uso concomitante foram: 

Cloridrato 4-MAA, Dimenidrinato, Paracetamol, Cloridrato de Metoclopramida, Bromidrato de 

Escopolamina, Cloridrato de Piridoxina e Cafeína. 

 

3.2.8.2.10.1. Seletividade na presença de fármacos de uso concomitante  

A análise de seletividade na presença de fármacos de uso concomitante tem como objetivo 

avaliar a interferência dos fármacos concomitantes que podem ser usados durante a etapa clínica 

do estudo de UDCA. Para confirmar a seletividade do método, foram analisadas amostras branco 

de plasma humano obtidas de 6 (seis) indivíduos sendo 4 (quatro) amostras normais, 1 (uma) 

lipêmica e 1 (uma) hemolisada contaminados com os fármacos de uso concomitante. 

 

3.2.8.2.10.2. Efeito de Matriz na presença de fármacos de uso concomitante  

O uso de fármacos concomitantes durante a etapa clínica deve ser avaliada para investigar 

a interferência dos mesmos na metodologia analítica proposta. Com este objetivo avaliou-se a 

interferência dos fármacos concomitantes. 

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

distintas, sendo 4 (quatro) normais, 2 (duas) lipêmicas e 2 (duas) hemolisadas, adicionando-se 
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posteriormente soluções de analito e PI nas mesmas concentrações de CQB e CQA 

contaminados com os fármacos de uso concomitante. 

 

3.2.8.2.10.3. Exatidão e Precisão na presença de fármacos de uso concomitante  

Para avaliar a precisão e exatidão do método na presença de fármacos de uso 

concomitante, 9 (nove) réplicas distintas (CQB, CQM, CQA), foram analisadas após a adição dos 

fármacos concomitantes na faixa de concentração máxima esperada para cada um destes 

fármacos avaliados. 

 

3.2.8.2.11. Estudo de establidade do fármaco no fluido biológico 

Para gerar resultados confiáveis e reprodutíveis, as amostras, os padrões e reagentes 

usados devem ser estáveis por um período razoável. 

 

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 fármaco em ciclos de congelamento e degelo, 

estabilidade de curta duração e estabilidade de longa duração. 

Comparou-se os valores obtidos para os controles de qualidade CQB e CQA das amostras 

recém-preparadas e analisadas, com relação ao valor nominal. As concentrações nominais dos 

valores de controles de qualidade das amostras foram: UDCA CQB = 45 ng mL-1 e CQA = 8000 

ng mL-1; TUDCA, CQB = 15 ng mL-1 e CQA = 400 ng mL-1; GUDCA, 45 ng mL-1 e CQA = 8000 ng 

mL-1. 

 

3.2.8.2.11.2. Estabilidade de curta duração 

Baseado no tempo em que as amostras do estudo serão mantidas à temperatura ambiente, 

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

Comparou-se os valores médios obtidos de seis (6) amostras para os controles de 

qualidade CQB e CQA mantidos em até 24 horas à temperatura ambiente com relação ao valor 

nominal.  As concentrações nominais dos valores de controles de qualidade das amostras foram: 
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UDCA, CQB = 45 ng mL-1 e CQA = 8000 ng mL-1; TUDCA, CQB = 15 ng mL-1 e CQA = 400 ng 

mL-1; GUDCA, 45 ng mL-1 e CQA = 8000 ng mL-1. 

 

3.2.8.2.11.3. Estabilidade do fármaco em ciclos de congelamento e degelo 

Para avaliar a estabilidade de UDCA durante três ciclos de congelamento e degelo, foram 

analisadas 6 (seis) amostras de 2 (duas) diferentes concentrações (CQB e CQA), nas seguintes 

condições; amostras CQB e CQA (degelo 1): as amostras foram congeladas à -20 C e mantidas 

nesta temperatura por no mínimo 12 horas. Após este tempo, as amostras foram submetidas ao 

degelo natural, à temperatura ambiente. Depois de completamente degeladas, as amostras foram 

novamente congeladas à -20 C, mantidas nesta temperatura (por no mínimo 12 horas) e então 

submetidas ao degelo natural, (degelo 2). Para completar os degelos as amostras foram 

novamente congeladas à -20 C, mantidas nesta temperatura (por no mínimo 12 horas) e então 

submetidas ao degelo natural, (degelo 3) e após este tempo, as amostras foram extraídas e 

quantificadas.  

 

3.2.8.2.11.4. Estabilidade pós processamento 

Para avaliar a estabilidade do fármaco no tempo e condições de análise, 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 duração 

Para avaliar a estabilidade do fármaco, em plasma, em condições de longa duração, o 

tempo de armazenamento deve exceder o intervalo de tempo compreendido entre a coleta da 

primeira amostra e a análise da última amostra dos voluntários. 

Foram preparadas seis amostras de duas diferentes concentrações (CQB e CQA) no tempo 

inicial e estas amostras foram estocadas nas mesmas condições que as amostras de plasma dos 

voluntários analisados (-20C). As amostras armazenadas foram analisadas após 133 dias para 

o UDCA, 154 dias para o GUDCA e 119 dias para o TUDCA em plasma humano. 
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Os valores para as variações 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 

análise da última com relação ao valor nominal devem ser comparados e os desvios devem ser 

inferiores a 15%. 

 

3.2.8.2.11.6. Estudo de Estabilidade de soluções padrão 

As avaliações da estabilidade das soluções foram realizadas com solução primária de maior 

concentração do analito e do PI e solução de trabalho de menor concentração do analito e do PI. 

Comparou-se as variações das médias das respostas do analito e do padrão interno para 

as soluções analisadas após horas de preparo mantidas à temperatura ambiente e amostras 

analisadas após dias mantidas sob refrigeração, em relação às médias obtidas para as soluções 

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

 

3.2.8.2.12. Cálculos das concentrações de amostras 

Os cálculos foram baseados em função da curva de calibração construída para o fármaco 

analisado, no sistema de dados do MassLynx 4.1, utilizando os padrões de calibração. As funções 

de calibração foram calculadas através da razão entre as áreas dos picos do padrão e padrão 

interno. As concentrações do analito nas amostras foram calculadas a partir da equação de 

regressão linear ponderada (1/x2), obtida com a curva de calibração (concentração do analito em 

função das razões das áreas). Tal modelo de regressão (1/x2) foi utilizado devido a amplitude da 

curva de calibração, ácido urosdesoxicólico de 15,0 a 10 000,0 ng mL-1, TUDCA de 5,0 a 500,0 

ng mL-1 e GUDCA de 15,0 a 10 000,0 ng mL-1 e por apresentar o menor valor para a soma dos 

erros relativos dos valores nominais dos padrões de calibração versus seus valores obtidos pela 

equação da curva. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Pré-Desenvolvimento 

No processo de desenvolvimento da metodologia analítica para quantificação do ácido 

ursodesoxicólcio e seus metabólitos (Figura 9) em plasma humano, levou-se em consideração 

dois aspectos principais, primeiro as características estruturais de cada molécula, assim como, 

suas propriedades físico-químicas tais como solubilidade, polaridade, acidez / basicidade e 

segundo, a curva de concentração plasmática esperada com base em dados da literatura. 

 

 

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

 

A faixa linear esperada para os ativos são de 15 a 10 000 ng mL-1 para o UDCA e GUDCA 

e de 5 a 500 ng mL-1 para o TUDCA, portanto, para este último, foi necessário um processo de 

extração e pré-concentração maior do que para os demais. 

Conforme mencionado previamente, o UDCA é um ácido carboxílico com caracterísca 

molecular apolar, sendo solúvel em etanol e ácido acético glacial, ligeiramente solúvel em 

clorofórmio, pouco solúvel em éter e praticamente insolúvel em água, enquanto seu pKa é de 5,1.  

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

presença de um grupamento amida e um pKa de 3,8, o que a torna uma molécula mais ácida. Já 
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o TUDCA se distingue pela presença de um grupo sufóxido e um pKa de aproximadamente -1,0, 

caracterizando-se como uma molécula mais ácida 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 extração mais utilizados são: fase sólida, líquido-líquido e precipitação. 

O método por fase sólida, embora mais limpo e efetivo, não foi empregado devido ao seu alto 

custo e o intuito do trabalho foi desenvolver uma metodologia que seja viável para o âmbito de 

pesquisa.  

Dessa forma, a técnica de extração líquido-líquido é mais indicada para compostos apolares 

pois no seu processo é feito uso de solventes e reagentes com essa mesma característica e no 

caso da precipitação, é mais indicada para moléculas com característica predominante polar. 

 

4.2. Desenvolvimento da Metodologia Bioanalítica 

4.2.1. Obtenção do Espectro de Massas (MS) 

UDCA 

Utilizando a solução de 5000 ng mL -1 realizou-se os experimentos de MS e MS/MS para 

definição do canal MRM 391,30 ˃ 373,5 para quantificação do analito, operando no modo 

negativo de ionização, conforme a Figura 10. 
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FIGURA 10. Espectro  MS/MS Acido Ursodesox icol ico: Ion precursor m/z  391.3 Da e ion 

produto,  ut i l izado para formação do canal de moni toramento,  m/z  373.5 Da.  

 

UDCA D4 

Utilizando a solução de 3000 ng mL-1 realizou-se os experimentos de MS e MS/MS para 

definição do canal MRM 395,3 ˃ 377,1, para monitoramento do padrão interno, com função de 

correção de desvios do processo analítico, operando no modo negativo de ionização, conforme 

a Figura 11. 

 

 

Ursodiol 5 ug/mL FM -FM MeCN/H2O/NH4OH 90/10/0.05 

m/z
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

%

0

100

Desenvolvimento 14-01-2016_26 5 (0.227) Cm (4:5) Daughters of 391ES- 
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292.2
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FIGURA 11. Espectro MS/MS Acido Ursodesox icol ico D4: Ion precursor m/z  395.3 Da e 

ion produto,  ut i l izado para formação do canal de monitoramento, m/z  377.1 Da.  

 

GUDCA 

Utilizando a solução de 1000 ng mL-1 realizou-se os experimentos de MS e MS/MS para 

definição do canal MRM 448,5 ˃ 73,7 para quantificação do analito, operando no modo negativo 

de ionização, conforme a Figura 12. 

 

Ursodiol D4 3 ug/mL MeCN/NH4Ac10mM 90/10 v/v FM MeCN/NH4Ac30mM 42/58 v/v

m/z
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

%

0

100

Desenvolvimento-04-04-17_07 8 (0.134) Cm (7:11) Daughters of 395ES- 
5.23e4395.3

394.4
214.7

170.7

141.082.8

209.6

394.1

377.1

359.0

313.3
230.1

255.2 338.4

337.7 396.5
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FIGURA 12.  Espectro MS/MS Ácido Gl icoursodesox icol ico:  Ion precursor m/z  448.5 Da 

e ion produto,  ut i l izado para formação do canal  de monitoramento,  m/z  73.7 Da.  

 

GUDCA D4 

Utilizando a solução de 1000 ng mL-1 realizou-se os experimentos de MS e MS/MS para 

definição do canal MRM 451,9 ˃ 73,7, para monitoramento do padrão interno, com função para 

correção de desvios no processo analítico, operando no modo negativo de ionização, conforme 

a Figura 13. 

 

Glico 1 ug/mL  80/20 MeCN/NH4Ac10mM FM MeCN/NH4Ac10 mM/ 80/20   col Phenomenex C18 100mm

m/z
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800

%

0

100

Desenvolvimento-27-04-17_06 105 (2.291) Cm (103:110-34:42) Daughters of 448ES- 
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60.656.7
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447.9

373.0

83.7

84.0 105.3

95.6
367.4

355.3188.0131.0 170.8 206.3
219.0

386.8
447.6

447.2
387.4

400.2 431.6

448.6

448.9

558.2479.7471.4 502.8 514.4 532.7 602.5588.6
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FIGURA 13.  Espectro MS/MS Ácido Gl icoursodesox icol ico D 4 :  Ion precursor m/z  451.9 

Da e ion produto,  ut i l izado para formação do canal  de moni toramento,  m/z  73.7 Da.  

 

TUDCA 

Utilizando a solução de 1000 ng mL-1 realizou-se os experimentos de MS e MS/MS para 

definição do canal MRM 498,0 ˃ 79,6 para monitoramento na quantificação do analito, operando 

no modo negativo de ionização, conforme a Figura 14. 

 

Glico 1 ug/mL FM FM MeCN/H2O 80/20 s col

m/z
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800

%

0

100

Desenvolvimento-19-04-17_15  9 (0.196) Sm (Mn, 1x0.50); Cm (8:11) Daughters of 452ES- 
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FIGURA 14.  Espectro MS/MS Ácido Tauroursodesox icól ico :  Ion precursor  m/z  498.0 Da 

e ion produto,  ut i l izado para formação do canal  de monitoramento,  m/z  79.6 Da.  

 

TUDCA D4 

Utilizando a solução de 1000 ng mL-1 realizou-se os experimentos de MS e MS/MS para 

definição do canal MRM 502,4 ˃ 79,5 para monitoramento o padrão interno, com função de 

correção de desvios do processo analítico, operando no modo negativo de ionização conforme a 

Figura 15. 

 

Taurourso 1 ug/mL em FM FM MeCN/NH4Ac10mM 80/20 Col Luna C18 10cm

m/z
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800

%

0

100

Desenvolvimento-02-05-2017_04  97 (2.278) Sm (Mn, 1x0.50); Cm (97) Daughters of 498ES- 
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FIGURA 15. Espectro MS/MS Ácido Tauroursodesox icól ico D 4 :  Ion precursor  m/z  502.4 

Da e ion produto,  ut i l izado para formação do canal  de moni toramento,  m/z  79.5 Da.  

 

4.2.2. Otimização do Equipamento, Separação Cromatográfica e Processo de Extração 

Ácido ursodesoxicólico 

As condições cromatográficas foram definidas a partir de diversos ensaios, buscando obter 

uma maior resposta de pico, com boa resolução, simetria e o menor tempo de corrida, utilizando 

os materiais disponíveis. 

A fase móvel para quantificação de UDCA foi definida após diversos testes, primeiramente 

utilizou-se MeCN:H2O:NH4OH (90:10:0,05 e 20:80:0,05) e MeCN:H2O (60:40 v/v), onde foi 

observado a existência de um pico no mesmo tempo de retenção do analito após realização de 

testes com plasma branco, que persistiu mesmo na ausência de modificadores orgânicos. O 

aumento de água (80mL) acarretou em uma leve separação 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 transição, que eluia 

juntamente com o ativo. Assim, foram realizados testes com fase móvel em diversos volumes de 

MecN:H2O, MeCN:NH4Ac 10 mM:NH4OH, MeCN:H2O:NH4OH; MeCN:NH4Ac 10 mM, 

MeCN:NH4Ac 20 mM e MeCN:NH4Ac 30 mM. Esta última solução apresentou uma excelente 

Tauro 1 ug/mL FM FM MeCN/H2O 80/20 s col

m/z
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800

%

0

100

Desenvolvimento-19-04-17_13 8 (0.174) Cm (7:11) Daughters of 502ES- 
2.19e6502.4
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501.3

79.5

79.4
79.7

123.6107.1
436.5
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separação e resolução cromatográfica na proporção 42:58 (v/v), sendo portanto, a escolhida para 

o método. Nestes testes observou-se que a adição de NH4Ac na fase móvel favoreceu a 

diminuição do tempo de retenção dos picos enquanto também minimizou a variação e separação 

cromatográfica entre analito e interferentes. O NH4OH havia sido adicionado como um 

modificador orgânico com características básicas, porém apesar de promover um aumento 

bastante significativo do sinal eletrônico, ocasionou uma menor separação e resolução 

cromatográfica. A água foi retirada pois seu aumento levou a uma diminuição do sinal eletrônico, 

dificultando a quantificação do LIQ. 

Testou-se também as seguintes colunas para determinação de UDCA: Synergi Fusion 25 

cm, Luna Phenyl Hexyl 25 cm e Ace PFP C18 15 cm e Luna 5 µm C18 100A 25 cm, sendo esta 

última a mais eficiente na separação do interferente que eluiu após o pico de interesse. Para 

estabilizar possíveis variações na temperatura da coluna que poderiam estar afetando sua 

estabilidade, acoplou-se um forno mantendo-a numa temperatura de 30 ºC e paralelamente, 

aumentou-se o parâmetro de tempo de Dwell (velocidade scan) para minimizar a quantidade de 

scans por segundos, diminuindo variações no tempo de retenção. 

A solução de ressuspensão de UDCA foi obtida a partir de diversos testes buscando 

melhorar o sinal eletrônico. Foram testadas diversas proporções de MeCN:H2O:CH2O2; 

MeCN:H2O; MeCN:H2O:NH4OH; MeCN:NH4Ac 10 mM; MeCN:H2O:NH4OH, onde observou-se 

que apesar desta última opção apresentar um bom sinal eletrônico (90:10:0,05 v/v/v) a exclusão 

da base na solução de ressuspensão foi fundamental para estabilização do tempo de retenção, 

portanto a solução escolhida foi MeCN:NH4Ac (90:10 v/v).  

A separação cromatográfica foi feita através de uma coluna 250x4.6 mm 5µ C18 100A 

Phenomenex Luna (Torrence, USA) com uma fase móvel que consiste em MeCN:NH4Ac 30 mM 

(42:58, v/v) pH 7.0. Para análise de UDCA foi definido um fluxo de 0,450 mL min-1 a partir de 

testes, com gradiente, o que levou a diminuição considerável do tempo de cada análise. 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 ionização. 

O canal m/z 391,20 > m/z 355,04 foi testado para o analito, porém apresentou interferentes 

cromatográficos. 

Não foi necessário o uso de spliter. Nestas condições, o UDCA eluiu no tempo de 3.47, 

minutos com um total de tempo de corrida de 6.50 minutos. O íon foi monitorado pelo 

espectrômetro de massas equipado com ESI, operando em modo negativo de ionização. A 

quantificação dos analitos em plasma humano foi baseado na razão da área dos picos dos 
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analitos pelo padrão interno. A determinação da concentração dos analitos em plasma humano 

foi determinada a partir de curvas de calibração que foram analisadas por regressão linear com 

método dos mínimos quadrados (coeficiente de correlação linear 1/x2). 

 

Ácido Glicoursodesoxicólico e Ácido Tauroursodesoxicólico 

A fase móvel utilizada para quantificação dos metabólitos inicialmente foi 

MeCN:H2O:NH4OH (80:20:0,05 v/v/v) pois ocasionou um ganho de sinal eletrônico para os dois 

ativos, porém ao longo dos testes foi observado desdobramentos nos picos de interesse, desta 

forma testou-se novas fases móveis, sem NH4OH e com a adição de NH4Ac em seu lugar. Além 

da junção dos dois modificadores, NH4OH e NH4Ac. A fase móvel com NH4Ac 10 mM, somente, 

apresentou o melhor resultado principalmente para os testes de precipitação, assim utilizou-se a 

fase móvel (MeCN:NH4Ac 10 mM (57:43 v/v) para TUDCA.  Porém após testes de exatidão para 

GUDCA observou-se picos interferentes, sendo a fase móvel alterada para MeCN:NH4Ac 10 mM 

60:40, o que levou a separação dos picos, porém de forma insuficiente. Desta maneira foram 

testadas outras proporções: 80:20 – 50:50 – 40:60 v/v, sendo a proporção de 40:60 a apresentar 

melhores resultados. Além disso, adicionou-se modificadores orgânicos (NH4OH) nesta fase 

móvel na expectativa de melhorar o sinal e separação cromatográfica. A nova fase móvel se 

demonstrou eficaz e ficou com a seguinte proporção MeCN:NH4Ac 10mM:NH4OH (40:60:0,5 

v/v/v). 

Para TUDCA e GUDCA foram testadas as colunas Luna 5 µm 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 última a apresentar melhor resultado na separação 

de picos interferentes que haviam sido encontrados para GUDCA, obtendo também resultado 

satisfatório para TUDCA. 

Já o uso HCl 1M nas extrações de GUDCA apresentou melhores resultados de 

recuperação, além disso, foram realizados diversos testes para ressuspensão deste metabólito: 

MeCN:NH4Ac 10mM:NH4OH 40:60:0,5, 80:20:01 e 70:30:0,1 v/v/v, sendo esta última opção a 

escolhida pois auxiliou na eliminação de problemas de desdobramento de picos.   

 Durante realização dos testes de extração foi determinado o uso da técnica líquido-líquido, 

pois é a mais indicada para compostos predominantemente apolares, como o GUDCA, uma vez 

que no seu processo é feito uso de solventes e reagentes com essa mesma característica.  Para 

TUDCA foi utilizada a técnica de precipitação, devido sua característica polar. O método por fase 

sólida, embora mais limpo e efetivo, não foi empregado devido ao seu alto custo. 
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Para os metabólitos observou-se sinais de suas respectivas massas somente em modo 

negativo de ionização (ESI-), utilizando um fluxo de 0,700 mL min-1 para GUDCA e 0,200 mL-1 

para TUDCA, sendo também necessário utilizar gradiente. Os canais foram definidos como 

especificado em materiais e métodos. 

A separação cromatográfica foi feita através de uma coluna 250x4.6 mm 5µ C18 100A 

Phenomenex Luna (Torrence, USA) para os ativos com uma fase móvel que consiste em 

MeCN:NH4Ac 10mM:NH4OH (40:60:0.5, v/v/v) e pH 9,0 para o GUDCA e MeCN:NH4Ac 10mM 

(570:430, v/v) e pH 7.0 para o TUDCA. A fase móvel foi carregada através de um fluxo de 0.700 

mL min-1. (Com gradiente:  0,01 a 2,50 min. – 0,700 mL min-1 – 85 Kgf; 2,51 a 4,75 min – 0,35 mL 

min-1 – 44 Kgf; 4,76 min. – 0,700 mL min-1 – 85 Kgf) para GUDCA e 0.200 mL min-1 (com gradiente: 

0,01 a 0,1 min./ 1,21 a 5,5 min. e 7,51 min.– 0,200 mL min-1 – 20 Kgf; 0,11 a 1,2 min. e 5,51 a 7,5 

min.  – 1,5 mL min.-1 – 130 Kgf) para TUDCA. 

A quantificação dos analitos em plasma humano foi baseado na razão da área dos picos 

dos analitos pelo padrão interno. A determinação da concentração dos analitos em plasma 

humano foi determinada a partir de curvas de calibração que foram analisadas por regressão 

linear com método dos mínimos quadrados (coeficiente de correlação linear 1/x-2). 

 

4.3. Validação da Metodologia Bioanalítica 

Nas Tabelas 13, 14 e 15 estão apresentadas as datas de preparo das amostras de cada 

uma das análises da validação de UDCA, GUDCA e TUDCA, respectivamente. 
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Tabela 13.  Datas de preparo das amostras de cada análise da val idação  do UDCA.  

Descrição da Análise Preparo das amostras Análise 

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 

Exatidão CQD (Lote 01) 01/06/2017 01/06/2017 

Exatidão CQD (Lote 03) 05/06/2017 05/06/2017 

Exatidão 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 

Validação da reinjeção 05/06/2017 05/06/2017 

Seletividade na presença de 

fármacos de uso concomitante  
29/05/2017 29/05/2017 

Efeito de matriz na presença de 

fármacos de uso concomitante  
30/05/2017 30/05/2017 

Exatidão/Precisão na presença 

de fármacos de uso 

concomitante  

20/06/2017 20/06/2017 
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Tabela 14.  Datas de preparo das amostras de cada análise da val idação do GUDCA.  

Descrição da Análise Preparo das amostras Análise 

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 

Exatidão CQD LIQ (Lote 01) 30/05/2017 30/05/2017 

Exatidão CQD LIQ (Lote 02) 31/05/2017 31/05/2017 

Exatidão CQD LIQ (Lote 03) 01/06/2017 01/06/2017 

Validação da reinjeção 30/05/2017 31/05/2017 

Seletividade na presença de 

fármacos de uso concomitante  
26/05/2017 26/05/2017 

Efeito de matriz na presença de 

fármacos de uso concomitante  
29/05/2017 29/05/2017 

Exatidão/Precisão na presença 

de fármacos de uso 

concomitante  

02/06/2017 02/06/2017 
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Tabela 15.  Datas de preparo das amostras de cada análise da val idação do TUDCA.  

Descrição da Análise Preparo das amostras Análise 

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 

Exatidão CQD LIQ (Lote 02) 21/06/2017 21/06/2017 

Exatidão CQD LIQ (Lote 03) 22/06/2017 22/06/2017 

Exatidão CQD LIQ (Lote 04) 23/06/2017 23/06/2017 

Validação da reinjeção 23/06/2017 23/06/2017 

Seletividade na presença de 

fármacos de uso concomitante 
12/06/2017 12/06/2017 

Efeito de matriz na presença de 

fármacos de uso concomitante  
13/06/2017 13/06/2017 

Exatidão/Precisão na presença 

de fármacos de uso 

concomitante  

03/07/2017 03/07/2017 

 

 

4.3.1. Seletividade 

As amostras foram testadas, utilizando o procedimento de extração e as condições 

cromatográficas desenvolvidas, para avaliar possíveis interferentes no tempo de retenção do 

fármaco e do padrão interno. Os resultados foram comparados com aqueles obtidos com amostra 

processada do LIQ, Tabelas 16,17 e 18. 
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Tabela 16.  Amostras branco de p lasma do UDCA.  

Indivíduo Descrição Origem Lote 
Área do 

fármaco 

Área do padrão 

interno 

01 Indivíduo 1: EDTA UNIFAG PLS 76/2017 - - 

02 Indivíduo 2: EDTA UNIFAG PLS 111/2017 - - 

03 Indivíduo 3: EDTA UNIFAG PLS 54/2017 - - 

04 Indivíduo 4: EDTA UNIFAG PLS 148/2017 - - 

05 Indivíduo 5: EDTA/Lipêmico UNIFAG PLS 464/2016 - - 

06 Indivíduo 6: EDTA/Hemolisado UNIFAG PLS 36/2017 - - 

07 LIQ 15 ng mL-1 UNIFAG PLS 76/2017 1110 21489 

 

 

Nas Figuras abaixo estão demonstrados os cromatogramas referentes ao plasma normal 

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

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

 

 

FIGURA 16. Plasma branco normal lo te PLS 76/2017 referente ao anal i to e PI.  
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FIGURA 17. Plasma branco normal lo te PLS 111/2017 referente ao anal i to  e PI .  

 

 

FIGURA 18. Plasma branco normal lo te PLS 54/2017 referente ao anal i to e PI.  

 

 

FIGURA 19. Plasma branco normal lo te PLS 148/2017 referente ao anal i to  e PI .  
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FIGURA 20. Plasma branco l ipêmico lote PLS 464/2016 referente ao anal i to e PI.  

 

 

FIGURA 21. Plasma branco hemol isado lote PLS 36/2017 referente ao anal i to  e PI .  

 

 

FIGURA 22. Plasma branco normal lo te PLS 76/2017 referente ao anal i to e PI.  
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Tabela 17.  Amostras branco de p lasma do GUDCA.  

Indivíduo Descrição Origem Lote 
Área do 

fármaco / % 

Área do padrão 

interno 

01 Indivíduo 1: EDTA UNIFAG PLS 65/2017 - - 

02 Indivíduo 2: EDTA UNIFAG PLS 453/2016 - - 

03 Indivíduo 3: EDTA UNIFAG PLS 147/2017 - - 

04 Indivíduo 4: EDTA UNIFAG PLS 388/2016 197 / 16,32 - 

05 Indivíduo 5: EDTA/Lipêmico UNIFAG PLS 464/2016 - - 

06 Indivíduo 6: EDTA/Hemolisado UNIFAG PLS 36/2017 197 / 16,32 - 

07 LIQ 15 ng mL-1 UNIFAG PLS 65/2017 1207 39237 

 

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

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

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

 

 

FIGURA 23. Plasma branco normal lo te PLS 65/2017 referente ao anal i to e PI.  
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FIGURA 24. Plasma branco normal lo te PLS 453/2016 referente ao anal i to  e PI .  

 

 

FIGURA 25. Plasma branco normal lo te PLS 147/2017 referente ao anal i to  e PI .  

 

 

FIGURA 26 .  Plasma branco normal lo te PLS 388/2016 referente ao anal i to  e PI .  
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FIGURA 27. Plasma branco l ipêmico lote PLS 464/2016 referente ao anal i to e PI.  

 

 

FIGURA 28. Plasma branco hemol isado lote PLS 36/2017 referente ao anal i to  e PI .  

 

 

FIGURA 29 .  Plasma branco normal lote PLS 65/2017 referente ao analito e PI.  
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Tabela 18.  Amostras branco de p lasma do TUDCA.  

Indivíduo Descrição Origem Lote 
Área do 

fármaco / % 

Área do 

padrão 

interno 

01 Indivíduo 1: EDTA UNIFAG PLS 388/2016 - - 

02 Indivíduo 2: EDTA UNIFAG PLS 50/2017 - - 

03 Indivíduo 3: EDTA UNIFAG PLS 127/2017 - - 

04 Indivíduo 4: EDTA UNIFAG PLS 39/2017 - - 

05 Indivíduo 5: EDTA/Lipêmico UNIFAG PLS 34/2017 - - 

06 Indivíduo 6: EDTA/Hemolisado UNIFAG PLS 139/2017 - - 

07 LIQ 5 ng mL-1 UNIFAG PLS 388/2016 200 7311 

 

Nas figuras abaixo estão demonstrados os cromatogramas referentes ao plasma normal 

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

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

 

 

FIGURA 30. Plasma branco normal lo te PLS 388/2016 referente ao anal i to  e PI .  

 

 



90 
 

 

 

 

 

 

FIGURA 31 .  Plasma branco normal lo te PLS 50/2017 referente ao anal i to e PI.  

 

 

FIGURA 32. Plasma branco normal lo te PLS 127/2017 referente ao anal i to  e PI .  

 

 

FIGURA 33. Plasma branco normal lo te PLS 39/2017 referente ao anal i to e PI.  
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FIGURA 34. Plasma branco l ipêmico lote PLS 34/2017 referente ao anal i to  e PI .  

 

 

FIGURA 35. Plasma branco hemol isado lote PLS 139/2017 referente ao anal i to e PI .  
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FIGURA 36. Plasma branco normal lo te PLS 388/2016 referente ao anal i to  e PI .  

 

4.3.2. Efeito Residual (Carryover) 

Para avaliar se existe efeito residual (carryover), foram analisadas 3 (três) injeções da 

mesma amostra branco, sendo 1 (uma) antes e 2 (duas) logo após a injeção de pelo menos uma 

amostra processada do LSC. Após a injeção de cada amostra para o ensiao de efeito residual foi 

realizado a lavagem da agulha com MeOH:H2O (80:20, v/v), MeOH:H2O (50:50, v/v) e MeOH:H2O 

(50:50, v/v) para o UDCA, GUDCA e TUDCA, respectivamente. 

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

estão apresentados na Tabela 19, 20 e 21 para os três ativos, respectivamente. 

 

Tabela 19.  Efeito Res idual (Carryover)  do UDCA.  

Amostra Área do fármaco 
Área do padrão 

interno 

Ácido ursodesoxicólico 15 ng mL-1 (LIQ) 1325 30372 

Branco - - 

Ácido ursodesoxicólico 10000 ng mL-1 (LSC) 239288 26587 

Branco - - 

Branco - - 
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Tabela 20.  Efeito Res idual (Carryover)  do GUDCA.  

Amostra Área do fármaco Área do padrão interno 

Ácido glicoursodesoxicólico 15 ng mL-1 

(LIQ) 
961 28342 

Branco - - 

Ácido glicoursodesoxicólico 10000 ng mL-1 

(LSC) 
417958 25094 

Branco - - 

Branco - - 

 

Tabela 21.  Efeito Res idual (Carryover)  do TUDCA.  

Amostra Área do fármaco 
Área do padrão 

interno 

Ácido tauroursodesoxicólico 5 ng mL-1 (LIQ) 182 7239 

Branco - - 

Ácido tauroursodesoxicólico 500 ng mL-1 (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 lipêmicas e 2 hemolisadas, adicionando-se posteriormente analito 

e PI nas mesmas concentrações de CQB e CQA.  

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

estão apresentados na Tabela 22, 23 e 24 para os três ativos, respectivamente. 
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Tabela 22 .  Efeito de matr iz  do UDCA. 

Amostra 

Resposta Analito/ 

Resposta PI na Matriz 

Resposta Analito/ 

Resposta PI na Solução 
FMN* 

CQB CQA CQB CQA CQB 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 467/2016 

(Lipêmico) 
0,074 10,619 0,067 10,614 1,076 0,995 

PLS 33/2017 

(Lipêmico) 
0,070 10,742 0,065 10,500 1,018 1,007 

PLS 25/2017 

(Hemolisado) 
0,073 10,744 0,069 10,654 1,062 1,007 

PLS 463/2016 

(Hemolisado) 
0,077 10,922 0,075 10,773 1,120 1,024 

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 Padrão, CV= Coeficiente de Variação e FMN= Fator de Matriz Normalizado. 

*Este parâmetro (FMN) foi obtido utilizando Resposta em Matriz Individual / Média da Resposta em Solução. 
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Tabela 23.  Efeito de matr iz do GUDCA. 

Amostra 

Resposta Analito/ 

Resposta PI na Matriz 

Resposta Analito/ 

Resposta PI na Solução 
FMN* 

CQB CQA CQB CQA CQB 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 464/2016 

(Lipêmico) 
0,095 12,819 0,087 13,113 1,084 0,970 

PLS 34/2017 

(Lipêmico) 
0,095 12,924 0,085 13,171 1,084 0,978 

PLS 36/2017 

(Hemolisado) 
0,096 13,185 0,090 13,345 1,096 0,998 

PLS 139/2017 

(Hemolisado) 
0,094 12,825 0,085 13,199 1,073 0,970 

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 Padrão, CV= Coeficiente de Variação e FMN= Fator de Matriz Normalizado. 

*Este parâmetro (FMN) foi obtido utilizando Resposta em Matriz Individual / Média da Resposta em Solução. 
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Tabela 24.  Efeito de matr iz do TUDCA.  

 
Resposta Analito / 

Resposta PI na Matriz 

Resposta Analito / 

Resposta PI na Solução 
FMN* 

Amostra CQB CQA CQB CQA CQB 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 

(Lipêmico) 0,070 1,776 0,066 1,772 1,059 0,990 

PLS 464/2016 

(Lipêmico) 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 

Média 0,066 1,794 1,006 0,994 

DP   0,029 0,017 

CV (%)   2,898 1,671 

Média FMN de todos Controles (n=16) 1,000 

DP (n=16) 0,024 

CV (%) 2,374 

DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação e FMN= Fator de Matriz Normalizado. 
*Este parâmetro (FMN) foi obtido utilizando Resposta em Matriz Individual / Média da Resposta em Solução. 

 

4.3.4. Curva de Calibração 

A linearidade da curva de calibração foi avaliada dentro dos seguintes critérios: 

a) Desvio menor ou igual a 20% em relação a concentração nominal para o LIQ. 

b) Desvio menor ou igual a ±15% em relação à concentração nominal para as outras 

concentrações da curva de calibração. 

c) Desvio menor ou igual a 15% em relação a concentração nominal para o Limite Superior da 

Curva. 

d) No mínimo 75% das concentrações da curva de calibração devem cumprir com os critérios 

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



97 
 

 

 

 

 

Os dados referentes às 3 (três) curvas de calibração estão apresentados nas Tabelas 25, 26 e 

27, assim como, os gráficos correspondentes nas Figuras 37, 38 e 39. 

 

Tabela 25.  Dados das curvas de cal ibração de UDCA. 

Conc. 

nominal (ng 

mL-1) 

Lote 1 Lote 2 Lote 3 

Conc. 

Experimental 

(ng mL-1) 

Desvio (%) 

Conc. 

Experimental 

(ng mL-1) 

Desvio (%) 

Conc. 

Experimental 

(ng mL-1) 

Desvio (%) 

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 

Equação 
y = 0,00139156x + 

0,0191452 

y = 0,00134053x + 

0,0230972 

y = 0,00130278x + 

0,0385574 

* Desvios acima do limite permitido de 15%, este valor não foi incluído no cálculo da equação da curva.  

FIGURA 37. Representação gráfica das linearidades UDCA. 
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Tabela 26. Dados das curvas de calibração de GUDCA. 

Conc. 

nominal (ng 

mL-1) 

Lote 1 Lote 2 Lote 3 

Conc. 

Experimental 

(ng mL-1) 

Desvio 

(%) 

Conc. 

Experimental 

(ng mL-1) 

Desvio 

(%) 

Conc. 

Experimental 

(ng mL-1) 

Desvio (%) 

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 

Equação 
y = 0,0019909x + 

0,00610845 

y = 0,00199617x + 

0,00795389 

y = 0,00196984x + 

0,00750074 

 

 

  
FIGURA 38. Representação gráf ica das l inear idades  do GUDCA.  
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Tabela 27.  Dados das curvas de cal ibração de TUDCA. 

Conc. 

nominal (ng 

mL-1) 

Lote 1 Lote 2 Lote 3 

Conc. 

Experimental 

(ng mL-1) 

Desvio (%) 

Conc. 

Experimental 

(ng mL-1) 

Desvio (%) 

Conc. 

Experimental 

(ng mL-1) 

Desvio (%) 

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 

Equação 
y = 0,00403375x + 

0,0125843 

y = 0,00412367x + 

0,0123351 

y = 0,00427581x + 

0,010892 

* Desvios acima do limite permitido de 15%, este valor não foi incluído no cálculo da equação da curva. 

 

 

FIGURA 39.  Representação gráf ica  das l inear idades  do TUDCA. 
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4.3.5. Precisão e Exatidão: Validação intracorrida 

A precisão e exatidão intracorrida foram determinadas utilizando-se lotes contendo as 

concentrações de CQB, CQM, CQA, CQD e LIQ. 

Os resultados das análises intracorrida estão apresentados nas Tabelas 28, 29 e 30 e nas 

Figuras 40, 41 e 42 para o UDCA. 

 

Tabela 28.  Anál ise intracorr ida dos contro les  de qual idade CQB, CQM e CQA de UDCA. 

Réplicas 
CQB 

(lote 1) 

CQB 

(lote 3) 

CQB 

(lote 4) 

CQM 

(lote 1) 

CQM 

(lote 3) 

CQM 

(lote 4) 

CQA 

(lote 1) 

CQA 

(lote 3) 

CQA 

(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 

Concentração Nominal: CQB = 45 ng mL-1, CQM = 5000 ng mL-1 e CQA = 8000 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= 
Coeficiente de Variação e EPR= Erro Padrão Relativo. 
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FIGURA 40. Resul tados obt idos das anál ises intra - lote ( lote 1) dos contro les  de 

qual idade e do LQ para matr iz (p lasma) normal  de UDCA.  

 

TABELA 29.  Anál ise intracorr ida do contro le de qual idade CQD (d i lu ído com plasma 

branco,  usando uma di luição de 1:3)  para UDCA. 

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

1 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 

Concentração Nominal Diluída: CQD = 4250 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação e EPR= Erro 
Padrão Relativo. 
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FIGURA 41. Resul tados obt idos das anál ises intra - lote ( lote 2) dos contro les  de 

qual idade e do LIQ para matr iz (p lasma) normal de UDCA. 

 

TABELA 30.  Anál ise intracorr ida do contro le de qual idade LIQ de UDCA. 

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 

Concentração Nominal: LIQ = 15 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação e EPR= Erro Padrão 
Relativo. 
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FIGURA 42. Resul tados obt idos das anál ises intra - lote ( lote 3)  dos contro les  de 

qual idade e do LIQ para matr iz (p lasma) normal  do UDCA. 

 

Os resultados das análises intracorrida estão apresentados nas Tabelas 31, 32 e 33 e nas 

Figuras 43, 44 e 45 para o GUDCA. 
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TABELA 31. Análise intracorr ida dos contro les  de qual idade CQB, CQM e CQA de 

GUDCA. 

Réplicas 
CQB 

(lote 1) 

CQB 

(lote 2) 

CQB 

(lote 3) 

CQM 

(lote 1) 

CQM 

(lote 2) 

CQM 

(lote 3) 

CQA 

(lote 1) 

CQA 

(lote 2) 

CQA 

(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 1,653 125,575 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 

EPR (%) 10,209 8,761 1,117 0,171 2,732 -0,177 -0,124 -0,801 -0,897 

Concentração Nominal: CQB = 45 ng mL-1, CQM = 5000 ng mL-1 e CQA = 8000 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= 
Coeficiente de Variação e EPR= Erro Padrão Relativo. 

 

 

FIGURA 43. Resul tados obt idos das anál ises intra - lote ( lote 1) dos contro les  de 

qual idade e do LIQ para matr iz (p lasma) normal de GUDCA.  
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TABELA 32.  Anál ise intracorr ida do contro le de qual idade CQD (d i lu ído com plasma 

branco,  usando uma di luição 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 

Concentração Nominal Diluída: CQD = 4250 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação e EPR= Erro 
Padrão Relativo. 
 

 

FIGURA 44. Resul tados obt idos das anál ises intra - lote ( lote 2) dos contro les  de 

qual idade e do LIQ para matr iz (p lasma) normal de GUDCA.  
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TABELA 33.  Anál ise intracorr ida do contro le de qual idade 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 

Concentração Nominal: LIQ = 15 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação e EPR= Erro Padrão 
Relativo. 

 

 

FIGURA 45. Resul tados obt idos das anál ises intra - lote ( lote 3) dos contro les  de 

qual idade e do LIQ para matr iz (p lasma) normal de GUDCA. 
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Os resultados das análises intracorrida estão apresentados nas Tabelas 34, 35 e 36 e nas 

Figuras 46, 47 e 48 para o TUDCA. 

 

TABELA 34. Análise intracorr ida dos contro les  de qual idade CQB, CQM e CQA de 

TUDCA. 

Réplicas 
CQB 

(lote 2) 
CQB 

(lote 3) 
CQB 

(lote 4) 
CQM 

(lote 2) 
CQM 

(lote 3) 
CQM 

(lote 4) 
CQA 

(lote 2) 
CQA 

(lote 3) 
CQA 

(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 

Concentração Nominal: CQB = 15 ng mL-1, CQM = 250 ng mL-1 e CQA = 400 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= 
Coeficiente de Variação e EPR= Erro Padrão Relativo. 
 

FIGURA 46. Resultados obtidos das análises intra-lote (lote 1) dos controles de qualidade e do LQ para 

matriz (plasma) normal de TUDCA. 
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TABELA 35.  Anál ise intracorr ida do contro le de qual idade CQD (d i lu ído com plasma 

branco,  usando uma di luição 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 

Concentração Nominal Diluída: CQD = 212,5 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação e EPR= Erro 
Padrão Relativo. 
 
 

 

FIGURA 47. Resul tados obt idos das aná l ises intra- lote ( lote 2) dos contro les  de 

qual idade e do LIQ para matr iz (p lasma) normal de TUDCA.  
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TABELA 36.  Anál ise intracorr ida do contro le de qual idade 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 

Concentração Nominal: LIQ = 5 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação e EPR= Erro Padrão 
Relativo. 
 

 

FIGURA 48. Resul tados obt idos das anál ises intra - lote ( lote 3) dos contro les  de 

qual idade e do LQ para matr iz (p lasma) normal de TUDCA. 
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4.3.6. Precisão e extatidão: Validação intercorridas 

Os seguintes critérios foram seguidos para considerar a precisão e exatidão intercorridas 

aprovadas: 

a) Precisão: para os controles CQB, CQM, CQA e CQD o coeficiente de variação (CV) não deveria 

exceder ±15% e para o LIQ não deveria exceder ±20%. 

b) Exatidão: o valor da exatidão (expresso pelo Erro Padrão 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, estão apresentados os resultados obtidos na 

avaliação da precisão e exatidão intercorridas utilizando-se todos os valores obtidos de 

concentração dos controles de qualidade (LIQ, CQB, CQM, CQA, CQD) para o UDCA. 

 

TABELA 37.  Anál ise intercorr idas dos contro les  de qual idade CQB, CQM e CQA de 

UDCA. 

 CQB CQM 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 

Concentração Nominal: CQB = 45 ng mL-1, CQM = 5000 ng mL-1 e CQA = 8000 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= 

Coeficiente de Variação e EPR= Erro Padrão Relativo. 

 

TABELA 38.  Anál ise intercorr idas do contro le de qual idade CQD (d i lu ído com plasma 

branco,  usando uma di luição de 1:3)  de UDCA. 

 CQD 

Média  4329,905  

DP  88,353  

CV (%)  2,041  

EPR (%)  1,880  

Concentração Nominal Diluída: CQD = 4250 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação e EPR= Erro 
Padrão Relativo. 
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TABELA 39.  Anál ise intercorr idas do contro le de qual idade LIQ de UDCA. 

 LIQ 

Média  15,715  

DP  2,921  

CV (%)  18,586  

EPR (%)  4,769  

Concentração Nominal: LIQ = 15 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação e EPR= Erro Padrão 
Relativo. 
 

 

FIGURA 49. Resul tados obt idos das anál ises inter lote dos controles de qual idade e do 

LIQ para matr iz (plasma) normal  de UDCA.  

 

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

avaliação da precisão e exatidão intercorridas utilizando-se todos os valores obtidos de 

concentração dos controles de qualidade (LIQ, CQB, CQM, CQA, CQD) para o GUDCA. 
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TABELA 40.  Anál ise intercorr idas dos contro les  de qual idade CQB, CQM e CQA de 

GUDCA. 

 CQB 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 

Concentração Nominal: CQB = 45 ng mL-1, CQM = 5000 ng mL-1 e CQA = 8000 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= 
Coeficiente de Variação e EPR= Erro Padrão Relativo. 
 

 

TABELA 41.  Anál ise intercorr idas do contro le de qual idade CQD (d i lu ído com plasma 

branco,  usando uma di luição de 1:3)  de GUDCA. 

 CQD 

Média  4410,095  

DP  90,415  

CV (%)  2,050  

EPR (%)  3,767  

Concentração Nominal Diluída: CQD = 4250 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação e EPR= Erro 
Padrão Relativo. 
 

 

TABELA 42.  Anál ise intercorr idas do contro le de qual idade LIQ de GUDCA. 

 LIQ 

Média  15,453  

DP  1,440  

CV (%)  9,318  

EPR (%)  3,022  

Concentração Nominal: LIQ = 15 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação e EPR= Erro Padrão 
Relativo. 
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FIGURA 50. Resul tados obt idos das anál ises inter lote dos controles de qual idade e do 

LIQ para matr iz (plasma) normal de GUDCA. 

 

Nas Tabelas 43, 44 e 45 e na Figura 51, estão apresentados os resultados obtidos na 

avaliação da precisão e exatidão intercorridas utilizando-se todos os valores obtidos de 

concentração dos controles de qualidade (LIQ, CQB, CQM, CQA, CQD) para o TUDCA. 

 

TABELA 43.  Anál ise intercorr idas dos contro les  de qual idade CQB, CQM e CQA de 

TUDCA. 

 CQB 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 

Concentração Nominal: CQB = 15 ng mL-1, CQM = 250 ng mL-1 e CQA = 400 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= 
Coeficiente de Variação e EPR= Erro Padrão Relativo. 
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TABELA 44.  Anál ise intercorr idas do contro le de qual idade CQD (d i lu ído com plasma 

branco,  usando uma di luição de 1:3)  de TUDCA. 

 CQD 

Média  213,944  

DP  8,468  

CV (%)  3,958  

EPR (%)  0,679  

Concentração Nominal Diluída: CQD = 212,5 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação e EPR= Erro 
Padrão Relativo. 

 
 

TABELA 45.  Anál ise intercorr idas do contro le de qual idade LIQ de TUDCA. 

 LIQ 

Média  4,998  

DP  0,591  

CV (%)  11,818  

EPR (%)  -0,030  

Concentração Nominal: LIQ = 5 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação e EPR= Erro Padrão 
Relativo. 

 

FIGURA 51.  Resul tados obt idos das anál ises inter lote dos controles de qual idade e do 

LQ para matr iz (p lasma) normal de TUDCA.  
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4.3.7. Validação da reinjeção 

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

vez. 

Os resultados da 1a injeção e a reinjeção estão apresentados na Tabela 46, 47 e 48 para 

os três ativos, respectivamente. 

 

TABELA 46. Análise intracorr ida dos contro les  de qual idade CQB, CQM e CQA de 

UDCA. 

 1a Injeção* Reinjeção 

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 

Concentração Nominal: CQB = 45 ng mL-1, CQM = 5000 ng mL-1 e CQA = 8000 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= 
Coeficiente de Variação e EPR= Erro Padrão Relativo. *Referente a Exatidão 03. 
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TABELA 47. Análise intracorr ida dos contro les  de qual idade CQB, CQM e CQA de 

GUDCA. 

 1a Injeção* Reinjeção 

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 

Concentração Nominal: CQB = 45 ng mL-1, CQM = 5000 ng mL-1 e CQA = 8000 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= 
Coeficiente de Variação e EPR= Erro Padrão Relativo. *Referente a Exatidão 01. 
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TABELA 48. Análise intracorr ida dos contro les  de qual idade CQB, CQM e CQA de 

TUDCA. 

 1a Injeção* Reinjeção 

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 

Concentração Nominal: CQB = 15 ng mL-1, CQM = 250 ng mL-1 e CQA = 400 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= 
Coeficiente de Variação e EPR= Erro Padrão Relativo. *Referente a Exatidão 04. 

 

Nas Tabelas 49, 50 e 51 são apresentadas as variações das médias para cada controle de 

qualidade (CQB, CQM e CQA) da reinjeção em relação às médias obtidas para as amostras da 

primeira injeção para os três ativos, respectivamente. 

 

TABELA 49.  Var iação das médias dos contro les  de qual idade para UDCA na re injeção 

em re lação às médias obt idas para as amostras da pr imeira injeção.  

Reinjeção 

 CQB CQM CQA 

Variação (%) -1,938 -0,058 -2,066 
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TABELA 50. Var iação das médias dos contro les de qual idade para GUDCA na re injeção 

em re lação às médias obt idas para as amostras da pr imeira injeção.  

 Reinjeção 

 CQB CQM CQA 

Variação (%) -2,744 -1,770 -2,601 

 

 

TABELA 51.  Var iação das médias dos contro les  de qual idade para TUDCA na re injeção 

em re lação às médias obt idas para as amostras da pr imeira injeção.  

 Reinjeção 

 CQB CQM CQA 

Variação (%) -6,222 2,393 1,206 

 

4.3.8. Validação de Fármacos de Uso Concomitante 

Na Tabela 52, estão descritos os padrões de referência do analito ursodiol (UDCA), do 

padrão interno (UDCA D4) e dos fármacos de uso concomitante utilizados na metodologia. 
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TABELA 52.  Padrões de referênc ia ut i l izados na val idação .  

Padrão Finalidade Fabricante/Endereço Lote Validade 

Ursodiol  
(ácido 

ursodesoxicólico) 
Analito 

U.S.Pharmacopeia 
12601 Twinbrook Parkway Rockville,  

MD 20852 
H0H204 Vigente 

Ácido 
ursodesoxicólico D4  

Padrão interno 
IsoSciences  

1017 W 9th Ave 
King of Prussia, PA 19406 USA 

KC3-2013-
200A1 

12/09/2017 

Cloridrato de             
4-MAA 

Fármaco 
concomitante 

Purity Grade Standards (PGS)  
1750 Montgomery Street3rd Floor 

Waterfront PlazaSan Francisco, CA 
94111 USA 

1757-
057A2 

29/09/2017 

Dimenidrinato 
Fármaco 

concomitante 

U.S.Pharmacopeia  
12601 Twinbrook Parkway Rockville,  

MD 20852 
J1H302 30/06/2017 

Paracetamol 
Fármaco 

concomitante 

Fundação Oswaldo Cruz 
Av. Brasil, 4365 - Rio de Janeiro. 

CEP 21045-900 - Brasil 
2009 Vigente 

Cloridrato de 
metoclopramida 

Fármaco 
concomitante 

Fundação Oswaldo Cruz 
Av. Brasil, 4365 - Rio de Janeiro. 

CEP 21045-900 - Brasil 
1008 Vigente 

Bromidrato de 
escopolamina 

Fármaco 
concomitante 

U.S.Pharmacopeia 
12601 Twinbrook Parkway Rockville,  

MD 20852 
L0M054 31/03/2018 

Cloridrato de 
piridoxina 

Fármaco 
concomitante 

U.S.Pharmacopeia 
12601 Twinbrook Parkway Rockville,  

MD 20852 
R031S0 Vigente 

Cafeína 
Fármaco 

concomitante 

U.S.Pharmacopeia 
12601 Twinbrook Parkway Rockville,  

MD 20852 
K0K210 30/09/2017 

 

Na Tabela 53, estão descritos os padrões de referência do analito (GUDCA), do padrão 

interno (GUDCA D4) e dos fármacos de uso concomitante utilizados na metodologia. 
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TABELA 53.  Padrões de referênc ia ut i l izados na val idação .  

Padrão Finalidade Fabricante/Endereço Lote Validade 

Ácido 

glicoursodesoxicólico 
Analito 

Purity Grade Standards (PGS) 1750 

Montgomery Street3rd Floor  

Waterfront Plaza San Francisco,  

CA 94111 USA 

H0486 05/04/2019 

Ácido 

glicoursodesoxicólico 

D4  

Padrão 

interno 

IsoSciences 1017 W 9th Ave 

King of Prussia,  

PA 19406 USA 

SJ5-2017-

206A1 
13/02/2020 

Cloridrato de            

4-MAA 

Fármaco 

concomitante 

Purity Grade Standards (PGS) 1750 

Montgomery Street3rd Floor  

Waterfront Plaza San Francisco,  

CA 94111 USA 

1757-057A2 29/09/2017 

Dimenidrinato 
Fármaco 

concomitante 

U.S.Pharmacopeia,  

12601 Twinbrook Parkway 

Rockville,  

MD 20852 

J1H302 30/06/2017 

Paracetamol 
Fármaco 

concomitante 

Fundação Oswaldo Cruz 

Av. Brasil, 4365 - Rio de Janeiro. 

CEP 21045-900 - Brasil 

2009 Vigente 

Cloridrato de 

metoclopramida 

Fármaco 

concomitante 

Fundação Oswaldo Cruz 

Av. Brasil, 4365 - Rio de Janeiro. 

CEP 21045-900 - Brasil 

1008 Vigente 

Bromidrato de 

escopolamina 

Fármaco 

concomitante 

U.S.Pharmacopeia,  

12601 Twinbrook Parkway 

Rockville, MD 20852 

L0M054 31/03/2018 

Cloridrato de 

piridoxina 

Fármaco 

concomitante 

U.S.Pharmacopeia,  

12601 Twinbrook Parkway 

Rockville, MD 20852 

R031S0 Vigente 

Cafeína 
Fármaco 

concomitante 

U.S.Pharmacopeia,  

12601 Twinbrook Parkway 

Rockville, MD 20852 

K0K210 30/09/2017 

 

Na Tabela 54 estão descritos os padrões de referência do analito (TUDCA), do padrão 

interno (TUDCA D4) e dos fármacos de uso concomitante utilizados na metodologia. 
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TABELA 54.  Padrões de referênc ia ut i l izados na val idação .  

Padrão Finalidade Fabricante/Endereço Lote Validade 

Ácido 

tauroursodesoxicólico  
Analito 

Purity Grade Standards (PGS)  

1750 Montgomery Street3rd Floor 

Waterfront Plaza San Francisco,  

CA 94111 USA 

H0369 31/03/19 

Ácido 

tauroursodesoxicólico 

D4 sódico 

Padrão 

interno 

IsoSciences  

1017 W 9th Ave King of Prussia,  

PA 19406 USA 

SJ5-2016-

167A1 
21/04/19 

Cloridrato de            

4-MAA 

Fármaco 

concomitante 

Purity Grade Standards (PGS)  

1750 Montgomery Street3rd Floor 

Waterfront Plaza San Francisco,  

CA 94111 USA 

1757-057A2 29/09/2017 

Dimenidrinato 
Fármaco 

concomitante 

U.S.Pharmacopeia  

12601 Twinbrook Parkway 

Rockville, MD 20852 

J1H302 30/06/2017 

Dimenidrinato 
Fármaco 

concomitante 

U.S.Pharmacopeia  

12601 Twinbrook Parkway 

Rockville, MD 20852 

R041E0 Vigente 

Paracetamol 
Fármaco 

concomitante 

Fundação Oswaldo Cruz 

Av. Brasil, 4365 - Rio de Janeiro. 

CEP 21045-900 - Brasil 

2009 Vigente 

Cloridrato de 

metoclopramida 

Fármaco 

concomitante 

Fundação Oswaldo Cruz 

Av. Brasil, 4365 - Rio de Janeiro. 

CEP 21045-900 - Brasil 

1008 Vigente 

Bromidrato de 

escopolamina 

Fármaco 

concomitante 

U.S.Pharmacopeia 

12601 Twinbrook Parkway 

Rockville, MD 20852 

L0M054 31/03/2018 

Cloridrato de 

piridoxina 

Fármaco 

concomitante 

U.S.Pharmacopeia 

12601 Twinbrook Parkway 

Rockville, MD 20852 

R031S0 Vigente 

Cafeína 
Fármaco 

concomitante 

U.S.Pharmacopeia 

12601 Twinbrook Parkway 

Rockville, MD 20852 

K0K210 30/09/2017 

 

 

4.3.9. Seletividade na presença de fármacos de uso concomitante  

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

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

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

Nas Tabelas 55, 56 e 57 estão apresentados os resultados das análises em áreas da 

seletividade na presença de fármacos de uso concomitante para os três ativos, respectivamente. 
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TABELA 55.  Selet iv idade do anal i to e do padrão interno na presença de fármacos de 

uso concomitante para UDCA. 

Indivíduo Descrição Origem Lote 
Área do 

fármaco / (%) 

Área do 

padrão 

interno 

01 Indivíduo 1: EDTA UNIFAG PLS 76/2017 - - 

02 Indivíduo 2: EDTA UNIFAG PLS 111/2017 - - 

03 Indivíduo 3: EDTA UNIFAG PLS 54/2017 - - 

04 Indivíduo 4: EDTA UNIFAG PLS 148/2017 - - 

05 Indivíduo 5: EDTA/Lipêmico UNIFAG PLS 464/2016 - - 

06 Indivíduo 6: EDTA/Hemolisado UNIFAG PLS 36/2017 - - 

07 LIQ 15 ng mL-1 UNIFAG PLS 76/2017 1023 20643 

 

TABELA 56.  Selet iv idade do anal i to e do padrão interno na presença de fármacos de 

uso concomitante para GUDCA. 

Indivíduo Descrição Origem Lote 
Área do 

fármaco / (%) 

Área do 

padrão 

interno 

01 Indivíduo 1: EDTA UNIFAG PLS 65/2017 - - 

02 Indivíduo 2: EDTA UNIFAG PLS 453/2016 77 / (6,1) - 

03 Indivíduo 3: EDTA UNIFAG PLS 147/2017 - - 

04 Indivíduo 4: EDTA UNIFAG PLS 388/2016 134 / (10,6) - 

05 Indivíduo 5: EDTA/Lipêmico UNIFAG PLS 464/2016 151 / (11,9) - 

06 Indivíduo 6: EDTA/Hemolisado UNIFAG PLS 36/2017 - - 

07 LIQ 15 ng mL-1 UNIFAG PLS 65/2017 1261 40173 
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TABELA 57. Selet iv idade do anal i to e do padrão interno na presença de fármacos de 

uso concomitante para TUDCA. 

Indivíduo Descrição Origem Lote 
Área do 

fármaco / (%) 

Área do 

padrão 

interno 

01 Indivíduo 1: EDTA UNIFAG PLS 388/2016 - - 

02 Indivíduo 2: EDTA UNIFAG PLS 50/2017 - - 

03 Indivíduo 3: EDTA UNIFAG PLS 127/2017 - - 

04 Indivíduo 4: EDTA UNIFAG PLS 39/2017 - - 

05 Indivíduo 5: EDTA /Lipêmico UNIFAG PLS 34/2017 - - 

06 
Indivíduo 6: EDTA 

/Hemolisado 
UNIFAG PLS 139/2017 - - 

07 LIQ 5 ng mL-1 UNIFAG PLS 388/2016 199 7237 

 

4.3.10. Efeito de Matriz na presença de fármacos de uso concomitante  

O uso de fármacos concomitantes durante a etapa clínica deve ser avaliada para investigar 

a interferência dos mesmos na metodologia analítica proposta. Com este objetivo avaliou-se a 

interferência dos fármacos apresentados anteriormente, respectivamente para os três ativos. 

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

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

posteriormente soluções de analito e PI nas mesmas concentrações de CQB e CQA 

contaminados com os fármacos de uso concomitante. 

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

estão apresentados nas Tabelas 58, 59 e 60 para os três ativos, respectivamente. 
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TABELA 58. Efeito de matr iz para UDCA na presença de fármacos de uso concomit ante.  

Amostra 

Resposta Analito/ 

Resposta PI na Matriz 

Resposta Analito/ 

Resposta PI na Solução 
FMN* 

CQB CQA CQB CQA CQB 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 467/2016 

(Lipêmico) 
0,077 10,249 0,067 10,614 1,120 0,961 

PLS 33/2017 

(Lipêmico) 
0,079 10,199 0,065 10,500 1,149 0,956 

PLS 25/2017 

(Hemolisado) 
0,071 10,362 0,069 10,654 1,033 0,971 

PLS 463/2016 

(Hemolisado) 
0,080 10,339 0,075 10,773 1,164 0,969 

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 Padrão, CV= Coeficiente de Variação e FMN= Fator de Matriz Normalizado. 
*Este parâmetro (FMN) foi obtido utilizando Resposta em Matriz Individual / Média da Resposta em Solução.  
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TABELA 59.  Efeito de matr iz para GUDCA na presença de fármacos de uso 

concomitante.  

Amostra 

Resposta Analito/ 

Resposta PI na Matriz 

Resposta Analito/ 

Resposta PI na Solução 
FMN* 

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 464/2016 

(Lipêmico) 
0,098 12,964 0,087 13,113 1,118 0,981 

PLS 34/2017 

(Lipêmico) 
0,093 13,183 0,085 13,171 1,061 0,997 

PLS 36/2017 

(Hemolisado) 
0,097 13,006 0,090 13,345 1,107 0,984 

PLS 139/2017 

(Hemolisado) 
0,094 12,891 0,085 13,199 1,073 0,975 

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 Padrão, CV= Coeficiente de Variação e FMN= Fator de Matriz Normalizado. 
*Este parâmetro (FMN) foi obtido utilizando Resposta em Matriz Individual / Média da Resposta em Solução. 
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TABELA 60.  Efeito de matr iz para TUDCA na presença de fármacos de uso 

concomitante.  

Amostra 

Resposta Analito/ 
Resposta PI na Matriz 

Resposta Analito/ 
Resposta PI na Solução 

FMN* 

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 

PLS 34/2017 
(Lipêmico) 

0,070 1,823 0,066 1,772 1,059 1,016 

PLS 464/2016 
(Lipêmico) 

0,070 1,768 0,066 1,784 1,059 0,985 

PLS 36/2017 
(Hemolisado) 

0,068 1,828 0,071 1,810 1,028 1,019 

PLS 139/2017 
(Hemolisado) 

0,067 1,797 0,064 1,829 1,013 1,002 

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 Padrão, CV= Coeficiente de Variação e FMN= Fator de Matriz Normalizado. 
*Este parâmetro (FMN) foi obtido utilizando Resposta em Matriz Individual / Média da Resposta em Solução. 

 

4.3.11. Exatidão e Precisão na presença de fármacos de uso concomitante  

Para avaliar a Exatidão e Precisão do método na presença de fármacos de uso 

concomitante, 9 (nove) réplicas distintas (CQB, CQM, CQA), foram analisadas após a adição dos 

fármacos apresentados anteriormente para cada ativo, respectivamente, na faixa de 

concentração máxima esperada para cada um destes fármacos avaliados. 

Nas Tabelas 61, 62 e 63 estão apresentados os resultados da avaliação da precisão e 

exatidão expressa pelo coeficiente de variação (CV) e pelo erro padrão relativo (EPR), para os 

ativos em avaliação, respectivamente. 
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TABELA 61. Exat idão e Prec isão na presença de fármacos 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 

Concentração Nominal: CQB = 45 ng mL-1, CQM = 5000 ng mL-1 e CQA = 8000 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= 
Coeficiente de Variação e EPR= Erro Padrão Relativo. 
 

 

TABELA 62.  Exat idão e Prec isão na presença de fármacos de uso concomitante para 

GUDCA. 

Replicatas CQB 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 

Concentração Nominal: CQB = 45 ng mL-1, CQM = 5000 ng mL-1 e CQA = 8000 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= 
Coeficiente de Variação e EPR= Erro Padrão Relativo. 
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TABELA 63 .  Exat idão e Prec isão na presença de fármacos de uso concomitante para 

TUDCA.  

Replicatas CQB 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 

Concentração Nominal: CQB = 15 ng mL-1, CQM = 250 ng mL-1 e CQA = 400 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= 
Coeficiente de Variação e EPR= Erro Padrão Relativo. 

 

4.3.12. Estudo de estabilidade do fármaco em fluído biológico 

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

uma das análises do estudo de estabilidade para cada ativo, respectivamente. 
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TABELA 64.  Datas de preparo das amostras de cada análise do estudo de estabi l idade  

do UDCA e UDCA D4.  

Descrição da Análise Preparo das amostras Análise 

Recém-preparada (Valor-inicial) 13/06/2017 13/06/2017 

Estabilidade de curta duração            

(20:50h na bancada) 
13/06/2017 14/06/2017 

Estabilidade pós processamento       

(22:00h no autoinjetor) 
13/06/2017 13/06/2017 

Degelo 03 13/06/2017 19/06/2017 

Estabilidade de solução recém-preparada 

para ácido ursodesoxicólico e ácido 

ursodesoxicólico D4 

23/05/2017 23/05/2017 

Estabilidade de solução 25:40 horas de 

bancada para ácido ursodesoxicólico e 

ácido ursodesoxicólico D4 

23/05/2017 24/05/2017 

Estabilidade de solução 29 dias de 

preparo para ácido ursodesoxicólico e 

ácido ursodesoxicólico D4 

23/05/2017 21/06/2017 

Estabilidade de longa duração 13/06/2017 24/10/2017 

 

 

TABELA 65.  Datas de preparo das amostras de cada análise do estudo de estabi l idade  

do GUDCA e GUDCA D4.  

Descrição da Análise Preparo das amostras Análise 

Recém-preparada (Valor-inicial) 05/06/2017 05/06/2017 

Estabilidade de curta duração           

(22:15h na bancada) 
05/06/2017 06/06/2017 

Estabilidade pós processamento       

(22:00h no autoinjetor) 
06/06/2017 06/06/2017 

Degelo 03 05/06/2017 07/06/2017 

Estabilidade de solução recém-preparada 

para ácido glicoursodesoxicólico e ácido 

glicoursodesoxicólico D4 

25/05/2017 25/05/2017 

Estabilidade de solução 24:40 horas de 

bancada para ácido glicoursodesoxicólico 

e 27:00 horas para ácido 

glicoursodesoxicólico D4 

25/05/2017 26/05/2017 

Estabilidade de solução 18 dias de 

preparo para ácido glicoursodesoxicólico 

e ácido glicoursodesoxicólico D4 

25/05/2017 12/06/2017 

Estabilidade de longa duração 05/06/2017 06/11/2017 
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TABELA 66.  Datas de preparo das amostras de cada análise do estudo de estabi l idade  

TUDCA E TUDCA D4.  

Descrição da Análise Preparo das amostras Análise 

Recém-preparada (Valor-inicial) 27/06/2017 27/06/2017 

Estabilidade de curta duração              

(23:20h na bancada) 
27/06/2017 28/06/2017 

Estabilidade pós processamento        

(24:00h no autoinjetor) 
28/06/2017 28/06/2017 

Degelo 03 27/06/2017 29/06/2017 

Estabilidade de solução recém-preparada 

para ácido tauroursodesoxicólico  
08/06/2017 08/06/2017 

Estabilidade de solução recém-preparada 

para ácido tauroursodesoxicólico D4 
09/06/2017 09/06/2017 

Estabilidade de solução 22:00 horas de 

bancada para ácido 

tauroursodesoxicólico  

08/06/2017 09/06/2017 

Estabilidade de solução 07:00 horas de 

bancada para ácido 

tauroursodesoxicólico D4 

09/06/2017 09/06/2017 

Estabilidade de solução 26 dias de 

preparo para ácido tauroursodesoxicólico  
08/06/2017 04/07/2017 

Estabilidade de solução 25 dias de 

preparo para ácido tauroursodesoxicólico 

D4 

09/06/2017 04/07/2017 

Estabilidade de longa duração 27/06/2017 24/10/2017 

 

4.3.13. Estabilidade Pós Processamento 

Para avaliar a estabilidade do fármaco no tempo e condições de análise, 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 variações se encontram dentro 

da faixa permitida ± 15% até o tempo de 22:00 horas em relação ao valor nominal. 
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TABELA 67.  Estabi l idade pós-processamento (auto injetor)  de UDCA. 

Réplicas 
t (0:00 h) t (22:00 h) 

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 

Concentração Nominal: CQB = 45 ng mL-1 e CQA = 8000 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação 
e EPR= Erro Padrão Relativo. 

 

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

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

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

22:00 horas, uma vez que os desvios encontrados foram inferiores a 15%.  
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TABELA 68.  Estabi l idade pós-processamento (auto injetor)  de GUDCA. 

Réplicas 
t (0:00 h) t (22:00 h) 

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 

Concentração Nominal: CQB = 45 ng mL-1 e CQA = 8000 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação 
e EPR= Erro Padrão Relativo. 

 

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

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

relação ao valor nominal, conclui-se que o GUDCA analisado no plasma humano foi estável por 

22:00 horas, uma vez que os desvios encontrados foram inferiores a 15%. 
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TABELA 69.  Estabi l idade pós-processamento (auto injetor)  de TUDCA.  

Réplicas 
t (0:00 h) t (24:00 h) 

CQB CQA CQB CQA 

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 

Concentração Nominal: CQB = 15 ng mL-1 e CQA = 400 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação e 

EPR= Erro Padrão Relativo. 

 

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

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

relação ao valor nominal, conclui-se que o TUDCA analisado no plasma humano foi estável 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 fármaco 

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

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

fármaco em ciclos de congelamento e degelo, estabilidade de curta duração e estabilidade de 

longa duração para cada um dos ativos, respectivamente. 
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TABELA 70.  Amostras recém-preparadas ut i l izadas no estudo de estabi l idade 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 

Concentração Nominal: CQB = 45 ng mL-1 e CQA = 8000 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação 
e EPR= Erro Padrão Relativo. 

 

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

amostras recém-preparadas e analisadas, com relação 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 ut i l izadas no estudo de estabi l idade 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 

Concentração Nominal: CQB = 45 ng mL-1 e CQA = 8000 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação 
e EPR= Erro Padrão Relativo. 

 

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

amostras recém-preparadas e analisadas, com relação 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%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



136 
 

 

 

 

 

TABELA 72.  Amostras recém-preparadas ut i l izadas no estudo de estabi l idade 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 

Concentração Nominal: CQB = 15 ng mL-1 e CQA = 400 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação e 
EPR= Erro Padrão Relativo. 

 

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

amostras recém-preparadas e analisadas, com relação 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 fármaco em ciclos de congelamento e degelo 

Para avaliar a estabilidade de UDCA durante três ciclos de congelamento e degelo, foram 

analisadas 6 (seis) amostras de 2 (duas) diferentes concentrações (CQB e CQA), nas seguintes 

condições; amostras CQB e CQA (degelo 1): as amostras foram congeladas à -20 C e mantidas 

nesta temperatura por no mínimo 12 horas. Após este tempo, as amostras foram submetidas ao 

degelo natural, à temperatura ambiente. Depois de completamente degeladas, as amostras foram 

novamente congeladas à -20 C, mantidas nesta temperatura (por no mínimo 12 horas) e então 

submetidas ao degelo natural, (degelo 2). Para completar os degelos as amostras foram 

novamente congeladas à -20 C, mantidas nesta temperatura (por no mínimo 12 horas) e então 

submetidas ao degelo natural, (degelo 3) e após este tempo, as amostras foram extraídas e 

quantificadas.  
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As Tabelas 73, 74 e 75 apresenta os resultados obtidos para cada controle de qualidade 

(CQB e CQA) após o terceiro ciclo de congelamento e degelo. 

 

TABELA 73.  Estabi l idade de UDCA submet ido a três  c ic los  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 

Concentração Nominal: CQB = 45 ng mL-1 e CQA = 8000 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação 
e EPR= Erro Padrão Relativo. 

 
 

TABELA 74.  Estabi l idade de GUDCA submet ido a três c ic los 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 

Concentração Nominal: CQB = 45 ng mL-1 e CQA = 8000 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação 
e EPR= Erro Padrão Relativo. 



138 
 

 

 

 

 

TABELA 75.  Estabi l idade de TUDCA submet ido a três  c ic los  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 

Concentração Nominal: CQB = 15 ng mL-1 e CQA = 400 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação e 
EPR= Erro Padrão Relativo. 

 

Comparando-se as variações entre as médias dos CQB e CQA do terceiro ciclo de 

congelamento e degelo com relação ao valor nominal, conclui-se que os três ativos analisados 

no plasma humano foram estáveis nos três ciclos de congelamento e degelo quando armazenada 

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

 

4.3.16. Estabilidade de curta duração 

Baseado no tempo em que as amostras do estudo serão mantidas à temperatura ambiente, 

foram analisadas 6 (seis) amostras de 2 (duas) diferentes concentrações (CQB e CQA) para os 

três ativos, respectivamente.  

A Tabela 76 apresenta os resultados obtidos para cada controle de qualidade (CQB e CQA) 

para as amostras que se mantiveram estáveis até 20:50 horas à temperatura ambiente em 

relação ao valor nominal. 
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TABELA 76.  Estabi l idade de cur ta duração de UDCA. 

Amostras analisadas após 

20:50 horas à 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 

Concentração Nominal: CQB = 45 ng mL-1 e CQA = 8000 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação 
e EPR= Erro Padrão Relativo. 

 

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

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

que o UDCA analisado no plasma humano foi estável 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 estáveis até 22:15 horas à temperatura ambiente em 

relação ao valor nominal. 
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TABELA 77.  Estabi l idade de cur ta duração de GUDCA. 

Amostras analisadas após 

22:15 horas à 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 

Concentração Nominal: CQB = 45 ng mL-1 e CQA = 8000 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação 
e EPR= Erro Padrão Relativo. 

 

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

mantidos durante 22:15 horas à temperatura ambiente com relação ao valor nominal, conclui-se 

que o GUDCA analisado no plasma humano foi estável 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 estáveis até 23:20 horas à temperatura ambiente em 

relação ao valor nominal. 
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TABELA 78.  Estabi l idade de cur ta duração de TUDCA. 

Amostras analisadas após 

23:20 horas à 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 

Concentração Nominal: CQB = 15 ng mL-1 e CQA = 400 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação e 
EPR= Erro Padrão Relativo. 

 

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

mantidos durante 23:20 horas à temperatura ambiente com relação ao valor nominal, conclui-se 

que o TUDCA analisado no plasma humano foi estável no tempo em que permaneceu na 

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

 

4.3.17. Estabilidade de soluções padrão 

Nas Tabelas 79 e 80 estão apresentados os resultados das análises realizadas com solução 

primária de maior concentração de UDCA (30 µg/mL) e UDCA D4 (9 µg/mL) e solução de trabalho 

de menor concentração de UDCA (15 µg/mL) e UDCA D4 (3 µg/mL). Os resultados estão 

apresentados comparando as áreas individuais do analito (UDCA) e as áreas individuais do 

padrão interno (UDCA D4). 
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TABELA 79.  Estabi l idade das soluções padrão de UDCA. 

Réplicas 
Recém Preparada 

Amostras analisadas após 

25:40 horas de preparo à 

temperatura ambiente 

Amostras analisadas após          

29 dias de armazenamento 

em refrigeração 

Trabalho Primária Trabalho Primária Trabalho Primária 

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 2245,573 6000,777 

CV (%) 0,892 0,214 5,279 9,780 1,166 1,664 

Variação (%) 0,675 -5,129 5,506 -6,048 

DP = Desvio Padrão e CV = Coeficiente de Variação. 

 

TABELA 80.  Estabi l idade das soluções padrão de UDCA D4.  

Réplicas 
Recém Preparada 

Amostras analisadas após 

25:40 horas de preparo à 

temperatura ambiente 

Amostras analisadas após         

29 dias de armazenamento 

em refrigeração 

Trabalho Primária Trabalho Primária Trabalho Primária 

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 

Variação (%) 2,847 0,896 9,082 -1,586 

DP = Desvio Padrão e CV = Coeficiente de Variação. 

 

Comparando-se as variações das médias das respostas do analito e do padrão interno para 

as soluções analisadas após 25:40 horas de preparo para UDCA e para UDCA D4 mantidas à 

temperatura ambiente e amostras analisadas após 29 dias mantidas sob refrigeração, em relação 

às médias obtidas para as soluções recém preparadas, pode-se concluir que as soluções de 

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

Nas Tabelas 81 e 82 estão apresentados os resultados das análises realizadas com solução 

primária de maior concentração de GUDCA (20000 ng mL-1) e GUDCA D4 (3000 ng mL-1) e 
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solução de trabalho de menor concentração de GUDCA (10000 ng mL-1) e GUDCA D4 (1000 ng 

mL-1). Os resultados estão apresentados comparando as áreas individuais do analito (GUDCA) e 

as áreas individuais do padrão interno (GUDCA D4). 

 

TABELA 81.  Estabi l idade das soluções padrão de GUDCA. 

Réplicas 
Recém Preparada 

Amostras analisadas após 

24:40 horas de preparo à 

temperatura ambiente 

Amostras analisadas após         

18 dias de armazenamento 

em refrigeração 

Trabalho Primária Trabalho Primária Trabalho Primária 

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 

Variação (%) 0,724 4,356 -2,100 1,729 

DP = Desvio Padrão e CV = Coeficiente de Variação. 

 

TABELA 82.  Estabi l idade das soluções padrão de GUDCA D4.  

Réplicas 
Recém Preparada 

Amostras analisadas após 

27:00 horas de preparo à 

temperatura ambiente 

Amostras analisadas após         

18 dias de armazenamento 

em refrigeração 

Trabalho Primária Trabalho Primária Trabalho Primária 

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 

Variação (%) -6,324 2,351 -7,422 -3,970 

DP = Desvio Padrão e CV = Coeficiente de Variação. 

 

Comparando-se as variações das médias das respostas do analito e do padrão interno para 

as soluções analisadas após 24:40 horas de preparo para GUDCA e 27:00 horas para GUDCA 

D4 mantidas à temperatura ambiente e amostras analisadas após 18 dias mantidas sob 
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refrigeração, em relação às médias obtidas para as soluções recém preparadas, pode-se concluir 

que as soluções de GUDCA e GUDCA D4 foram estáveis, uma vez que os desvios encontrados 

foram inferiores a 10%. 

Nas Tabelas 83 e 84 estão apresentados os resultados das análises realizadas com solução 

primária de maior concentração de TUDCA (500 ng mL-1) e TUDCA D4 (500 ng mL-1) e solução 

de trabalho de menor concentração de TUDCA (73,3 ng mL-1) e TUDCA D4 (73,3 ng mL-1). Os 

resultados estão apresentados comparando as áreas individuais do analito (TUDCA) e as áreas 

individuais do padrão interno (TUDCA D4). 

 

TABELA 83: Estabi l idade das soluções padrão de TUDCA. 

Réplicas 
Recém Preparada 

Amostras analisadas após 

22:00 horas de preparo à 

temperatura ambiente 

Amostras analisadas após         

26 dias de armazenamento 

em refrigeração 

Trabalho Primária Trabalho Primária Trabalho Primária 

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 

Variação (%) -7,024 -3,471 0,913 -4,723 

DP = Desvio Padrão e CV = Coeficiente de Variação. 
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TABELA 84.  Estabi l idade das soluções padrão de TUDCA D4.  

Réplicas 
Recém Preparada 

Amostras analisadas após 

07:00 horas de preparo à 

temperatura ambiente 

Amostras analisadas após         

25 dias de armazenamento 

em refrigeração 

Trabalho Primária Trabalho Primária Trabalho Primária 

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 

Variação (%) 5,934 2,998 4,044 -5,045 

DP = Desvio Padrão e CV = Coeficiente de Variação. 

 

Comparando-se as variações das médias das respostas do analito e do padrão interno para 

as soluções analisadas após 22:00 horas de preparo para TUDCA e 07:00 horas para TUDCA 

D4 mantidas à temperatura ambiente e amostras analisadas após 26 dias para TUDCA e 25 dias 

para TUDCA D4 mantidas sob refrigeração, em relação às médias obtidas para as soluções 

recém preparadas, pode-se concluir que as soluções de TUDCA e TUDCA D4 foram estáveis, 

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

 

4.3.18. Estabilidade de longa duração 

Para avaliar a estabilidade do fármaco, em plasma, em condições de longa duração, o 

tempo de armazenamento deve exceder o intervalo de tempo compreendido entre a coleta da 

primeira amostra e a análise da última amostra dos voluntários. 

Para o UDCA, foram preparadas seis amostras de duas diferentes concentrações (CQB e 

CQA) no tempo inicial (13/06/2017) estas amostras foram estocadas nas mesmas condições que 

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

analisadas após 133 dias (24/10/2017) em plasma humano conforme os resultados apresentados 

na Tabela 85. 
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TABELA 85.  Estabi l idade de longa duração de UDCA. 

Estabilidade de longa duração 

(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 

Concentração Nominal: CQB = 45 ng mL-1 e CQA = 8000 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação 
e EPR= Erro Padrão Relativo. 
 

Comparando-se as variações entre as médias dos CQB e CQA para as amostras 

armazenadas durante 133 dias com relação ao valor nominal, conclui-se que o UDCA analisado 

no plasma humano (armazenadas nas mesmas condições dos controles analisados), 

permaneceu estável durante o período em que ficou armazenada (120 dias), uma vez que os 

desvios encontrados foram inferiores a 15%. 

Para o GUDCA, foram preparadas seis amostras de duas diferentes concentrações (CQB 

e CQA) no tempo inicial (05/06/2017) estas amostras foram estocadas nas mesmas condições 

que as amostras de plasma dos voluntários analisados (-20C). As amostras armazenadas foram 

analisadas após 154 dias (06/11/2017) em plasma humano conforme os resultados apresentados 

na Tabela 86. 
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TABELA 86.  Estabi l idade de longa duração de GUDCA.  

Estabilidade de longa duração 

(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 

Concentração Nominal: CQB = 45 ng mL-1 e CQA = 8000 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação 
e EPR= Erro Padrão Relativo. 

 

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

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

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

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

na Tabela 87. 
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TABELA 87.  Estabi l idade de longa duração de TUDCA. 

Estabilidade de longa duração 

(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 

Concentração Nominal: CQB = 15 ng mL-1 e CQA = 400 ng mL-1, DP= Desvio Padrão, CV= Coeficiente de Variação e 
EPR= Erro Padrão Relativo. 
 

Comparando-se as variações entre as médias dos CQB e CQA para as amostras 

armazenadas durante 119 dias com relação ao valor nominal, conclui-se que o TUDCA analisado 

no plasma humano (armazenadas nas mesmas condições dos controles analisados), 

permaneceu estável durante o período em que ficou armazenada (115 dias), uma vez que os 

desvios encontrados foram inferiores a 15%. 
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5. CONCLUSÕES 

Concluiu-se que os métodos analíticos foram desenvolvidos e validados com sucesso, uma 

vez que cumpriram todos os critérios estabelecidos para validação de métodos bioanalíticos. Os 

métodos desenvolvidos não apresentaram efeito de matriz e efeito residual, demonstrando ser 

seletivo para as moléculas em estudo, com adequada exatidão e precisão. Além disso os 

métodos se apresentaram sensíveis obtendo CV menor que 20% para o LIQ de cada composto. 

Desta forma, o método pode ser aplicado em estudos de bioequivalência para determinação do 

Ursodiol e seus metabólitos de maneira reprodutível, simples e eficaz. 
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7. ANEXOS 

 

. Anexo i: Parecer consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa. Número do Parecer: 

2.969.992 
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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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