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1. INTRODUCAO

A nifedipina é utilizada no tratamento da angina de peito e da hipertenséao arterial
(SILVA, 2002). Apés administracdo oral, esta € rapidamente e amplamente
absorvida; seu efeito maximo é atingido entre 1-2 h, a biodisponibilidade varia de
80- 90%, com meia vida plasmatica (t12) de 5 horas. O seu principal metabdlito é o
nitrofenilpiridina (dehidronifedipina), produto da oxidacdo hepatica (STREEL et al.,
1998). Na atualidade, as preparacdes farmacéuticas de nifedipina disponiveis sdo
capsulas gelatinosas (coloridas e opacas) e comprimidos revestidos. Essas
preparacdes visam protegé-la da exposicdo a luz. No entanto, a matéria-prima nao
estd sujeita a protecdo e o produto acabado, apesar de farmacotecnicamente
protegido, pode sofrer alteragdes durante fabricacdo, armazenamento e uso. Sadana
e Ghogare (1991) observaram que a fotodegradacdo da nifedipina produz o
nitrosofenilpiridina e sua oxidacdo gera o nitrofenilpiridina, podendo comprometer
sua acao terapéutica. Assim, os procedimentos analiticos de avaliacdo do teor dos
produtos farmacéuticos devem ser necessariamente seletivos, visando a
identificacdo e determinacdo de possiveis produtos de degradagdo. A Farmacopeia
dos Estados Unidos (USP, 2008) preconiza o uso de HPLC (cromatografia liquida de
alta eficiéncia) para determinacéo de nifedipina e dos seus produtos de degradacédo
em mateérias-primas. A fase movel consiste de dgua, ACN e MeOH (50:25:25 v/viv),
coluna cromatografica C18, fluxo de 1 mL/min e deteccdo a 235 nm. As
Farmacopeias Britanica (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2007) e Européia
(EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2008) preconizam que a determinacdo dos

produtos de degradacdo da nifedipina em matérias-primas seja realizada por HPLC



(ACN, MeOH e agua 9:36:55, C18, 1 mL/min, 235 nm). No entanto, indica que o teor
de nifedipina seja realizado por titulagdo potenciométrica, apesar das técnicas
cromatograficas serem, frequentemente, mais seletivas que esta na determinacao
de substancias estruturalmente semelhantes. Neste contexto, € importante avaliar a
influéncia destes produtos de degradacédo na farmacocinética da nifedipina. Varios
trabalhos (PIETTA et al.,, 1981; STREEL et al., 1998; ABOU-AUDA et al., 2000;
NIOPAS, I. et al.,, 2003; VERTZONI et al., 2006) descrevem ensaios bionaliticos
para determinacao de nifedipina e para determinacéo simultanea da nifedipina e seu
metabolito. No entanto, ndo foram encontrados trabalhos relacionados a influéncia
do nitrosofenilpiridina no perfil farmacocinético da nifedipina. Dessa forma, os
objetivos deste trabalho sédo o desenvolvimento e a validacdo de um método por
HPLC-DAD para avaliacdo do perfil farmacocinético da nifedipina co-administrada

com o nitrosofenilpiridina.

2. MATERIAS E METODOS

2.1 Equipamentos, coluna cromatografica, condicdes cromatograficas e analiticas

A analise cromatografica empregou sistema HPLC-DAD (SHIMADZU), equipado
com injetor automatico e coluna cromatogréafica Xterra C18 250 x 4,6 mm, 5 um
endcapped (Waters). A fase movel consistiu de agua, ACN e MeOH 55:20:25,
1 mL/min, volume de injecdo de 10 uL , a 235 nm. Empregou-se a extracdo liquido-
liqguido (ELL) para o isolamento da nifedipina do plasma. Os solventes avaliados
foram éter etilico, acetonitrila, acetato de etila e, ainda, a mistura hexano e
cloroférmio (70:30).

2.2 Reagentes, substancias quimicas e outros

Foram utilizados &gua ultrapura, metanol e acetonitrila grau HPLC (J.T. Baker),
nifedipina matéria-prima (doagdo), carbamazepina (Farmacopeia Brasileira),
nitrosofenilpiridina (BIOPK), nitrofenilpiridina®, peréxido de hidrogénio 30 %
(VETEC), hidroxido de soédio PA (PROQUIMIOS), acetato de etila PA
(PROQUIMIOS), hexano PA (PROQUIMIOS), cloroformio PA (IMPEX), éter etilico
PA (VETEC) e plasma humano (INGOH).

! Solucgéo de nifedipina em metanol (2 mg/mL) oxidada em H,0, (1:1)



2.3 Amostras
2.3.1 Preparo da solucéo estoque de nifedipina (SEnie)

A solucéo estoque de NIF foi preparada transferindo-se uma quantidade de NIF
exatamente pesada (10 mg) para baldo volumétrico (100 mL). A concentracéo final
foi de 0,2mg/mL.

2.3.2 Preparo da solucédo estoque de carbamazepina (SEcgz)

A solucao estoque de CBZ foi preparada transferindo-se uma quantidade de CBZ
exatamente pesada (10 mg) para baldo volumétrico (25 mL). A concentracéo final foi
de 0,4mg/mL.

2.3.3 Preparo da solucado contendo NIF e CBZ para adicdo ao plasma

As solugBes de trabalho (ST) foram preparadas a partir das aliquotas da STy (100,
200, 300, 400, 500, 600, 700 e 800 uL) e da STcgz (100 pL) diluidas em metanol
para volume final de 1 mL. Aliquotas das STs (100 pL) foram novamente diluidas até
concentracdes finais de NIF a 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 ug/mL e de CBZ a 40
pug/mL. A curva de calibracdo do método foi preparada a partir de amostras de
plasma (10 mL) fortificadas com aliquotas das STs (100 uL) e as concentracdes
finais de NIF foram de 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700 e 800 ng/mL e de CBZ de
400 ng/mL. Adicionalmente, a amostra zero foi obtida pela adicdo de CBZ (

concentracéo final 400 ng/mL) ao plasma branco.

2.3.4 Extracao liquido-liguido da nifedipina do plasma humano

Aliguotas de plasma (100 pL) — branco, com CBZ (PI) e fortificadas com NIF - foram
transferidas para tubos Eppendorf. Em seguida, adicionou-se NaOH 1M (10 L) e
éter etilico (1000 pL) sob agitacdo (vortex, 1 min) seguida de centrifugacao (3 min,
6000 rpm). A fase organica foi transferida (800 pL) para um tubo de ensaio e
evaporada com N, até secura. Em seguida, o residuo foi reconstituido com metanol
(250 pL), homogeneizado (vortex, 10 seg); centrifugado (3 min, 3000 rpm) e injetado
em HPLC (2x).

2.3.5 Recuperacao da NIF e de CBZ (PI)

A eficiéncia do método de extracdo da NIF e CBZ em plasma foi quantificada

avaliando-se a recuperacdo absoluta (analito extraido vs analito em solvente



organico) nas concentracdes de 200, 400 e 800 ng/mL para NIF e 300 ng/mL para
CBZ.

2.3.6 Preparo das solucdes de nitrosofenilpiridina e nifedipina oxidada

Para avaliacédo da seletividade foi preparada uma solucdo de nitrosofenilpiridina em
metanol (175 ng/mL) e solucdo de nifedipina oxidada em metanol.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O método por HPLC-DAD desenvolvido demonstrou seletividade por ser capaz de
separar a nifedipina do nitrosofenilpiridina e do nitrofenilpiridina. A linearidade foi
verificada no intervalo de 200 a 800 ng/mL. A ELL foi empregada para extracdo da
nifedipina do plasma e, dentre os solventes testados, o éter etilico foi escolhido por
proporcionar maior recuperacao tanto para nifedipina (87,2 + 7,9 %) quanto para o
padrao interno (89,9 + 6,1 %). Em relacdo ao padrdo interno, diazepam e
carbamazepina foram avaliados e ambos apresentaram boa separacdo da
nifedipina. Entretanto, a carbamazepina foi escolhida por apresentar menor tempo
de retencdo (TR = 7,1 min) que a nifedipina (TR = 14,4 min). J4 o diazepam
apresenta maior fator de retencdo que a nifedipina, 0 que tornaria a andlise
cromatografica mais longa. A figura 1 mostra os cromatogramas obtidos para

determinacao de NIF e CBZ em plasma.

] | CBZ

NIF

-500- |

T e e N I e S e L e S B L B B e e e
0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 min

Figura 1. Cromatogramas obtidos na determinacéo de NIF (200 a 800 ng/mL) e CBZ (400 ng/mL) em
amostras de plasma. CondigGes cromatograficas: coluna C18 250 x 4,6mm, 5 um, fase mével: agua,
ACN e MeOH (55:20:25), fluxo 1 mL/min, volume de injecdo: 10 yL e detec¢éo a 235 nm.




4. CONCLUSAO
O método cromatografico apresenta seletividade, linearidade e boa recuperagéo, no
entanto devera ser validado nos demais parametros para posterior avaliacdo da

influéncia do nitrosofenilpiridina no perfil farmacocinético da nifedipina.
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