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RESUMO 

 

A ativação e agregação plaquetária desempenham papel central na 

fisiopatologia das síndromes coronarianas agudas (SCA) e complicações após 

intervenções coronárias percutâneas (ICP). O tratamento padrão indicado para 

a prevenção de eventos trombóticos é constituído de uma terapia 

antiplaquetária dupla, sendo a associação de ácido acetilsalicílico (AAS) e 

clopidogrel a mais comum. O cloridrato de prasugrel, um fármaco 

tienopiridínico de terceira geração, foi aprovado em 2009 pelo Food and Drugs 

Administration (FDA) e pelo European Medicine Agency (EMEA) e liberado 

para uso clínico com o nome comercial de Effient® como alternativa para 

pacientes inadequadamente protegidos pelo clopidogrel. Poucos relatos sobre 

a determinação quantitativa e estudos de estabilidade deste fármaco 

encontram-se disponíveis na literatura. Neste estudo, a caracterização da 

substância química de referência (SQR) de prasugrel foi realizada previamente 

por espectrometria no infravermelho (IV), ressonância magnética nuclear de 

hidrogênio (RMN 1H) e carbono (RMN 13C), análise térmica por calorimetria 

exploratória diferencial (DSC) e determinação da faixa de fusão pelo método 

capilar. Em seguida, métodos analíticos foram desenvolvidos para a 

determinação qualitativa e quantitativa de prasugrel em comprimidos 

revestidos, tais como espectrofotometria na região do ultravioleta (UV), 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) e eletroforese capilar (EC). Os 

parâmetros especificidade, linearidade, precisão, exatidão e robustez foram 

avaliados conforme os guias disponíveis. Além disso, desenvolveu-se e 

validou-se um método de dissolução de prasugrel em comprimidos. A 

identificação dos principais produtos de degradação formados em condições 

alcalinas e térmicas foi realizada por cromatografia líquida acoplada a 

espectrometria de massas (CL-EM), onde as possíveis estruturas moleculares 

foram propostas. Desse modo, os métodos desenvolvidos e validados 

contribuem para assegurar eficácia, segurança e qualidade de produtos 

farmacêuticos contendo este fármaco.  

Palavras-chaves: cloridrato de prasugrel, cromatografia líquida de alta 
eficiência, eletroforese capilar, espectrofotometria ultravioleta- visível, teste de 
dissolução, produtos de degradação. 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 

XI 

 

ABSTRACT 

 

The platelet activation and aggregation play a central role in the 

pathophysiology of acute coronary syndromes (ACS) and complications after 

percutaneous coronary interventions (PCI). The standard therapy for the 

prevention of new thrombotic events is constituted of dual antiplatelet therapy, 

and the most common association is acetylsalicylic acid (ASA) and clopidogrel. 

Prasugrel hydrochloride, a third-generation thienopyridine, was approved in 

2009 by the Food and Drug Administration (FDA) and European Medicine 

Agency (EMEA) and approved for clinical use with the commercial name 

Effient® as alternative for patients inadequately protected by clopidogrel. Few 

reports of quantitative determination and stability studies of this drug are 

available in the literature. In this study, the characterization of the reference 

substance of prasugrel was performed by infrared spectrometry (IR), nuclear 

magnetic resonance of hydrogen (NMR 1H) and carbon (NMR 13C), thermal 

analysis by differential scanning calorimetry (DSC) and determination of the 

melting range by capillary method. Posteriorly, analytical methods were 

developed for the qualitative and quantitative determination of prasugrel in 

coated tablets, such as, spectrophotometry in the ultraviolet region (UV), high 

performance liquid chromatography (HPLC) and capillary electrophoresis (CE). 

The parameters specificity, linearity, precision, accuracy and robustness were 

evaluated according to the guidelines available. Besides, a dissolution method 

for prasugrel in tablets was developed and validated. The identification of the 

main products of degradation formed under alkaline and thermal conditions 

were performed by liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS), 

where the possible structures were proposed. Then, the methods developed 

and validated contribute to assure the efficacy, safety and quality of 

pharmaceutical products containing this drug. 

 

 
Keywords: prasugrel hydrochloride, high performance liquid chromatography, 
capillary electrophoresis, ultraviolet- visible spectrophotometry, dissolution 
testing, degradation products. 
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As síndromes coronarianas agudas (SCA) apresentam altas taxas de 

mortalidade no mundo desenvolvido, movendo um gigantesco custo anual para 

os países (FRANCHINI & MANNUCCI, 2009). 

A trombose plaquetária tem papel fundamental na fisiopatologia das 

SCA e complicações após intervenções coronárias percutâneas (ICP). Por 

essa razão, a terapia antiplaquetária dupla constitui o tratamento padrão das 

SCA pois confere maior eficácia e proteção para a redução de eventos 

trombóticos recorrentes (DAMMAN et al., 2012). 

A associação mais comum indicada é o uso de ácido acetilsalicílico 

(AAS) e clopidogrel, este um antiplaquetário tienopiridínico de segunda 

geração. No entanto, estudos comprovam que alguns pacientes que fazem uso 

de clopidogrel apresentam resposta inadequada à terapia com maior incidência 

de eventos trombóticos. Diante disso, houve a necessidade de estudos para o 

desenvolvimento de substâncias alternativas (UCHIYAMA, 2011). 

Prasugrel, um composto tienopiridínico de terceira geração, constitui em 

uma alternativa relevante para pacientes inadequadamente protegidos pela 

terapia padrão. O novo antiplaquetário é um pró- fármaco comercializado sob a 

forma de sal de cloridrato disponível no mercado na forma de comprimidos 

revestidos (KIM et al., 2012). 

Estudos pré-clínicos demonstram que prasugrel é cerca de 10 vezes 

mais potente que clopidogrel, refletindo em uma maior inibição da agregação 

plaquetária. O novo tienopiridínico apresentou significativa redução da 

variabilidade interindividual durante a terapia medicamentosa, devido à 

eficiência da via metabólica para bioconversão do respectivo pró-fármaco 

(VEVERKA & HAMMER ,2009). 

Por tratar-se de um medicamento novo e de recente inclusão no 

mercado, o prasugrel não possui monografia em farmacopéia nacional e 

internacional, tampouco registros oficiais disponíveis para sua determinação 

qualitativa e quantitativa.  

Desta forma, objetiva-se desenvolver e validar diferentes métodos 

analíticos que possam colaborar com a qualidade de prasugrel na forma 

farmacêutica disponível, servindo de auxílio para assegurar segurança e 

eficácia dos produtos aos usuários. 
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2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Desenvolver e validar metodologia analítica para determinação 

qualitativa e quantitativa de prasugrel em comprimidos revestidos, bem como 

teste de dissolução e identificação do(s) produto(s) de degradação 

majoritário(s) formado(s) nos estudos indicativos de estabilidade.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Caracterizar a substância química de referência (SQR) de prasugrel pelo 

método de espectrofotometria na região do infravermelho (E IV), ressonância 

magnética nuclear de hidrogênio e carbono (RMN– 1H e 13C), análise térmica 

por calorimetria exploratória de varredura (DSC) e determinação da faixa de 

fusão pelo método capilar; 

 

 Identificar o fármaco nos comprimidos revestidos pelo método de 

cromatografia em camada delgada (CCD), espectrofotometria na região do 

ultravioleta (E UV), cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) e 

eletroforese capilar (EC); 

 

 Desenvolver e validar método por espectrofotometria na região do 

ultravioleta/ visível (E UV/VIS) para determinação quantitativa de prasugrel em 

comprimidos revestidos; 

 

 Desenvolver e validar método por eletroforese capilar (EC) para 

determinação quantitativa de prasugrel na forma farmacêutica comprimidos; 

 

 Desenvolver e validar método por cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE) para determinação quantitativa de prasugrel na forma farmacêutica 

comprimidos; 

 

 Desenvolver e validar método de dissolução para determinação quantitativa 

de prasugrel na forma farmacêutica comprimidos; 
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 Identificar por cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas 

(CL- EM) os produtos de degradação majoritários formados nos estudos 

prévios de degradação forçada realizadas por CLAE, propondo a(s) possíveis 

estruturas moleculares. 
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3.1 ASPECTOS GERAIS 

 

As síndromes coronarianas agudas (SCA) englobam um conjunto de 

patologias classificadas de acordo com as alterações detectadas no exame de 

eletrocardiograma e nos níveis de enzimas cardíacas. A representação clínica 

inclui três formas: angina instável, infarto do miocárdio com e sem 

supradesnivelamento do segmento ST (DIPIRO et al., 2008; RENY et al., 

2012).  

Um quadro de isquemia aguda decorrente do desequilíbrio entre a oferta 

e a demanda de oxigênio exigida no tecido miocárdico é responsável pelas 

manifestações clínicas. Isso se deve ao baixo fluxo sanguíneo em 

consequência de uma oclusão total ou parcial provocada por um trombo ou 

placa ateromatosa presente nas artérias coronárias ou em um de seus ramos 

(DIPIRO et al., 2008).  

As doenças cardíacas coronarianas foram responsáveis por 

aproximadamente uma a cada seis mortes ocorridas nos Estados Unidos em 

2008, totalizando 405.309 óbitos nesse período. Estima-se que a cada 25 

segundos um americano apresente um evento coronário e a cada minuto uma 

morte devido a essa causa seja relatada (ROGER et al., 2012). No Brasil, as 

doenças isquêmicas do coração foram responsáveis por aproximadamente 100 

mil óbitos no ano de 2010, sendo os estados de maior incidência São Paulo 

(27,24%), Rio de Janeiro (11,55%) e Minas Gerais (8,20%) (BRASIL, 2012). 

A fisiopatologia é caracterizada pela ativação plaquetária resultante de 

uma atividade inflamatória desencadeada pela erosão ou ruptura de placas 

ateroscleróticas (MEUWISSEN et al., 2004).  O processo é susceptível em 

placas que apresentam forma excêntrica, capa fibrosa fina, grande núcleo 

lipídico, elevado teor de células inflamatórias e quantidade limitada de células 

do músculo liso. Quando há o rompimento da capa fibrosa no ponto de 

enfraquecimento, pode haver trombose local desencadeada por vários 

mecanismos (DIPIRO et al., 2008).  

O processo inicia-se com a adesão das plaquetas através de 

constituintes do subendotélio expostos, como colágeno, fator Von Willebrand e 

fibronectina. A liberação de substâncias vasoativas derivadas das plaquetas 
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como adenosina difosfato (ADP) e tromboxano A2 (TXA2), promovem 

vasoconstrição e ativação plaquetária (DIPIRO et al., 2008; NUSCA & PATTI, 

2012). 

As moléculas de ADP atuam como agonistas endógenos dos receptores 

P2Y12 localizados na superfície das plaquetas. A interação dessa substância 

com os respectivos receptores promovem maior expressão de moléculas pró-

inflamatórias e ativação dos receptores glicoproteínas (GP) IIb/ IIIa. Estes, 

localizados na superfície das plaquetas, alteram sua conformação de modo a 

permitir ligação entre as plaquetas através do fibrinogênio, promovendo a 

agregação plaquetária. Serotonina, trombina e epinefrina também induzem o 

processo de formação do trombo branco, rico em plaquetas (DAMMAN et al., 

2012; DIPIRO et al., 2008; NUSCA & PATTI, 2012). 

 O tratamento de doenças arteriais coronarianas inclui terapia 

fibrinolítica, revascularização miocárdica cirúrgica ou percutânea, de acordo 

com a evolução do quadro, além de controle dos fatores de risco e terapia 

medicamentosa que visa rápido controle do processo patológico e prevenção 

de novos eventos trombóticos (ABELIN et al., 2009; LIBBY et al., 2005) .  

Como a adesão, ativação e agregação plaquetária desempenham 

papéis importantes na patogênese de eventos isquêmicos cardíacos, 

benefícios clínicos são obtidos com terapia antiplaquetária tendo como alvo 

terapêutico a inibição de uma das etapas (DAMMAN et al., 2012; NUSCA & 

PATTI, 2012).  

Os inibidores da adesão plaquetária encontram-se em desenvolvimento 

e não tem uso clínico aprovado. Os inibidores da agregação plaquetária são 

utilizados no tratamento da fase aguda de pacientes de alto risco submetidos à 

intervenção coronária percutânea (ICP). Portanto, a principal alternativa para 

prevenção aguda e de longo prazo de eventos isquêmicos recorrentes em 

pacientes com ACS e ICP, constituem na inibição da sinalização interna 

desencadeadora da ativação plaquetária (ANGIOLILLO et al. 2010). 

Várias vias estão envolvidas na atividade plaquetária, havendo inúmeras 

substâncias ativas que atuam em diferentes alvos. O ácido acetilsalicíllico 

(AAS), é um inibidor irreversível da ciclooxigenase, usado amplamente em 

pacientes com SCA. No entanto, devido sua inibição específica poucos efeitos 
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sobre os demais mecanismos de ativação plaquetária são exercidos 

(FLETCHER & THALINGER, 2010). Assim, a terapia antiplaquetária dupla é 

recomentada para uma maior proteção. A combinação mais utilizada é 

constituída de AAS em associação com compostos tienopiridínicos, sendo 

clopidogrel  o fármaco comumente prescrito (DAMMAN et al., 2012; 

FLETCHER & THALINGER, 2010). 

3.2 TIENOPIRIDINAS 

 

Os fármacos tienopiridínicos são agentes antiplaquetários utilizados em 

terapia dupla com o AAS no tratamento de pacientes com ACS e submetidos a 

ICP (ANGIOLILLO et al. 2010, RENY et al., 2012). 

A ticlopidina foi o primeiro composto dessa classe, aprovada para uso 

clínico em 1979 com o nome comercial de Ticlid®. Devido seus efeitos 

terapêuticos limitados e altos índices de efeitos colaterais (neutropenia, 

trombocitopenia, rash cutâneo e efeitos gastrointestinais adversos) seu uso foi 

substituído (ANGIOLILLO et al., 2008; FARID et al.,2010; RENY et al., 2012 ). 

Clopidogrel, um tienopiridínico de segunda geração, é um composto 

amplamente prescrito em associação com AAS na abordagem inicial ao 

paciente com SCA e submetidos a ICP (FARID et al.,2010 ). 

No entanto, estudos clínicos associam o risco recorrente de novos 

eventos trombóticos com a variabilidade interindividual na resposta terapêutica 

observada em pacientes submetidos à administração de clopidogrel. Isso 

porque, aproximadamente um quarto dos pacientes que fazem uso do 

composto apresentam um polimorfismo no gene que codifica as isoenzimas do 

citocromo hepático P450 envolvidas no processo de biotransformação do pró-

fármaco. Com atividade reduzida das enzimas há a diminuição ou ausência da 

formação do metabólito ativo responsável pelo efeito terapêutico (MANNUCCI 

& FRANCHINI, 2009).  

Evidências como absorção intestinal limitada, interações 

medicamentosas envolvendo CYP3A4, elevado índice de massa corpórea, 

entre outros fatores clínicos, celulares e genéticos, também podem explicar a 

baixa eficácia desse fármaco em alguns indivíduos (CAYLA et al.; 2012; 

MANNUCCI & FRANCHINI, 2009). 
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Devido a estas limitações, novos fármacos foram desenvolvidos na 

tentativa de contornar esses problemas. Prasugrel demonstrou ser mais 

potente e ter um rápido início de ação quando comparado ao clopidogrel 

(RENY et al., 2012; SUGIDACHI  et al., 2007). Além disso, diversos estudos 

indicam menor variabilidade interindividual devido diferenças nas vias 

metabólicas responsáveis pela biotransformação desses pró-fármacos  (TAN et 

al., 2012; VARENHORST  et al.,2009). 

3.2.1 Prasugrel 

 

Prasugrel (Figura 3.1) é um composto tienopiridínico de terceira geração,  

aprovado em 2009 pelo Food and Drug Adminstration (FDA), para a redução 

de eventos cardiovasculares trombóticos em pacientes com SCA ou 

submetidos a ICP (GUERRA & TCHENG, 2009; NUSCA & PATTI, 2012; TAN 

et al., 2012).  

Obtido como uma mistura racêmica, é comercializado na forma de 

cloridrato por apresentar melhor estabilidade hidrolítica e solubilidade relevante 

nos pHs fisiológicos. O cloridrato de prasugrel é um sólido cristalino de cor 

branca a marrom claro e levemente higroscópico. Sua solubilidade é 

influenciada pelo pH sendo solúvel ou levemente solúvel na faixa de pH 1,0 - 

4,0,  muito pouco solúvel no pH 5,0 e praticamente insolúvel na faixa de pH 6,0 

-7,0. O valor de pka de cloridrato de prasugrel é de 5,1. Estudos indicam que o 

composto apresenta polimorfismo (EMEA, 2009). 

Apresenta as seguintes características: (CHEMBLINK, 2011; 

PUBCHEM, 2012) 

 Registro no Chemical Abstracts (CAS): 150322-43-3 

 Fórmula molecular: C20H20FNO3S 

 Massa molecular da base: 373,44 

 Massa molecular do sal de cloridrato: 409,90 (EMEA) 

 Densidade: 1,347 

 Log P: 2,718 ± 0,904 

 Nomenclatura IUPAC: [5- [ 2- ciclopropil – 1- (2- fluorofenil) – 2- oxoetil] 

– 6, 7 – dihidro- 4H- tieno [ 3,2- c] piridin – 2- il] acetato 
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 Forma farmacêutica: comprimidos revestidos 

 

 

Figura 3.1. Representação estrutural de prasugrel (CHEMBLINK, 2011; PUBCHEM, 
2012). 

3.2.1.1 Mecanismo de ação 

 

Prasugrel, uma vez convertido a seu metabólito ativo, inibe a agregação 

plaquetária mediada pelo agonista endógeno ADP através do antagonismo 

irreversível dos receptores purinérgicos P2Y12 localizados na superfície das 

plaquetas. A inibição dos receptores evita uma série de reações intracelulares, 

como observado na Figura 3.2, que desencadeariam na agregação plaquetária 

e estabilização do trombo gerado (ANGIOLILLO, et al., 2010; DAMMAN et al., 

2012).  

 

Figura 3.2. Processo de ativação e agregação plaquetária (ADP = Adenosina 
Difosfato, ATP= Adenosina Trifosfato e TX A2 = tromboxano A2) - Adaptado de RAJU 
et al., 2008. 
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3.2.1.2 Aspectos farmacológicos 

 

Prasugrel é um pró-fármaco que necessita de bioconversão ao metabólito 

ativo. Apresenta rápido início de ação comparado aos outros fármacos de sua 

classe terapêutica, visto que seu metabólito ativo apresenta níveis plasmáticos 

detectáveis em 15 minutos após sua administração (VEVERKA & HAMMER, 

2009).  

Após ser absorvido pela mucosa intestinal, o pró- fármaco é hidrolizado 

de forma rápida e eficiente por carboxil estearases intestinais e plasmáticas  a 

uma tiolactona precursora (R-95913), como representado na Figura 3.3. Esse 

metabólito intermediário é em seguida oxidado por enzimas hepáticas do 

complexo P450 convertendo-se no metabólito ativo (R-138727), cuja meia vida 

é de aproximadamente 7,4 horas. Vários citocromos estão envolvidas no 

metabolismo do prasugrel, no entanto, a CYP 3A4 parece desempenhar o 

papel mais importante seguido pela CYP 2B6. A excreção se dá 70% pela urina 

e 30% pelas fezes (DAMMAN et al., 2012; SCHRÖR et al., 2012; TAN et al., 

2012). 

 

Figura 3.3. Processo de biotransformação do pró-fármaco a seu metabólito ativo 
(CE2= carboxil esterases 2)- Adaptado de FARID et al., 2010. 

 

Prasugrel apresenta poucas interações clinicamente significativas, 

devido sua bioconversão ao metabólico ativo apresentar baixa dependência em 

uma enzima CYP específica (SAUCEDO, 2012).  Fármacos que alteram a 
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atividade do citocromo P450 ou que alteram o pH gástrico podem ser 

administrados concomitantemente com prasugrel de acordo com os guias do 

FDA e da União Européia (WIVIOTT et al., 2010).  

 Deve ser administrado com cautela em associação com fármacos que 

inibem a coagulação sanguínea, como por exemplo, heparina, varfarina, 

agentes fibrinolíticos e antagonistas dos receptores glicoproteínas IIb/IIIa, 

devido o alto risco de hemorragia nesses casos (JOHN et al., 2012). 

As reações adversas mais comuns relatadas com o uso de prasugrel 

são eventos hemorrágicos como epistaxe, hemorragia gastrointestinal, 

hemoptise, hematoma subcutâneos, hemorragia pós- procedimental e 

hemorragia retroperitoneal. Também são relatados eventos de reações 

alérgicas a algum componente da formulação, anemia, alterações na função 

hepática, trombocitopenia severa e angioedema (SEARS & BOOKS, 2010). 

Pacientes idosos com idade acima de 70 anos e aqueles com peso 

corporal inferior a 60 Kg apresentam restrições no uso de agentes 

antiplaquetários. Estudos revelam que nesses casos, esses pacientes podem 

apresentar níveis elevados do metabólito ativo do prasugrel, devido a 

alterações na metabolização do fármaco ou ao baixo peso corporal, o que 

acarretaria em maior risco de hemorragia. Em situações que necessitem o uso 

desse antiplaquetário, este deve ser utilizado em menores doses (DAMMAN et 

al., 2012; VEVERKA & HAMMER, 2009; WILSON et al., 2009). 

Quando administrado em pacientes com histórico de eventos 

cerebrovasculares  taxas  consideráveis de hemorragias fatais, inclusive 

intracranianas, foram observadas (WIVIOTT et al., 2007). O uso de prasugrel 

também é contra-indicado em pacientes com cirurgia de revascularização do 

miocárdio prévia ou com aumento do risco de hemorragia (SAUCEDO, 2012). 

 

3.2.1.3 Determinação qualitativa e quantitativa 

 

Tendo em vista a necessidade de se adotar metodologia analítica 

adequada para quantificação do fármaco em questão, alguns estudos foram 

publicados na literatura científica.  
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Diversos trabalhos descrevem a determinação quantitativa de prasugrel 

em fluídos biológicos. Foram desenvolvidas técnicas por cromatografia líquida 

acoplada ao espectrômetro de massas (CL- EM/EM) (FARID et al., 2007; 

LUKRAM et al., 2011) para a quantificação dos metabólitos ativo e/ou inativo 

de prasugrel em plasma. Wickremsinhe e colaboradores utilizaram a mesma 

técnica analítica para a separação dos quatro isômeros de prasugrel em 

plasma.   

Estudos realizados para a determinação quantitativa de prasugrel SQR e 

prasugrel presente em comprimidos revestidos utilizam CLAE como técnica 

analítica. Os métodos citados pouco diferem na composição da fase móvel, no 

tipo de detecção e tipo de coluna. A Tabela 3.1 apresenta as condições 

cromatográficas disponíveis em literatura. 

 
Tabela 3.1. Métodos utilizados para a determinação quantitativa de prasugrel por 
CLAE. 

Coluna Fase móvel Detecção Autores 

Zorbax 
XDB® C8 

Acetato de amônio (0,05 M; pH 4,5): 

acetonitrila (40:60 v/v) 

PDA a 254 

nm 

AHIRRAO et al., 

2012 

C18 Metanol: acetonitrila (90:10 v/v) 
E UV a 240 

nm 

DESAI et al., 

2012 

Kromasil® 
C18 

Fosfato de potássio (0,01 M; pH 2,2): 

metanol (30:70 v/v) 

E UV a 257 

nm 

PARMAR et al., 

2012 

Inersitil® 
ODS- 3V 

Fosfato monopotássico (0,02 M): 

fosfato dipotássico (0,02 M): 

acetonitrila (30:70 v/v) 

E UV a 210 

nm 

PRAKASH et 

al., 2011 

Inersitil® 
C18 

Fosfato de potássio (pH 3,1): 

acetonitrila (15:85 v/v) 

E UV a 230 

nm 

PRABAHAR et 

al., 2011 

Xterra ® C18 
Fosfato de potássio (0,03 M; pH 3,2): 

acetonitrila (25:75 v/v) 

E UV a 210 

nm 

PULLA et al., 

2011 

Grace 
Smart® C18 

Fosfato monossódico (0,02 M; pH 3,0): 

metanol: acetonitrila (45: 20: 35 v/v) 

E UV a 220 

nm 

SRIKANTH et 

al., 2011 

 

Outras técnicas cromatográficas foram desenvolvidas para determinação 

de prasugrel. DAMLE e colaboradores (2010) desenvolveram um método 

indicador de estabilidade por cromatografia em camada delgada de alta 

performance para identificação dos produtos de degradação do prasugrel 
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matéria-prima. SAHU e colaboradores (2011) propuseram um estudo 

comparativo do comportamento de prasugrel depois de submetido a condições 

de estresse e avaliado através das técnicas de CLUE e CLAE. Foram 

encontradas degradações significativas em condições ácidas, básicas, neutras 

e oxidativas. Prasugrel foi estável apenas em condições térmicas e fotolíticas. 

Métodos de espectrofotometria na região do UV/VIS para a quantificação 

de prasugrel em especialidades farmacêuticas também foram descritas (JENA 

et al, 2011; KUMAR  et al., 2011). 

Em relação ao método de dissolução, o FDA (2013) descreve as 

condições para a realização do ensaio: 900 mL de tampão citrato-fosfato pH 

4,0, utilizando pás a 75 rpm e coletas em 10, 20, 30 e 45 minutos. No entanto, 

não foram relatadas as condições espectrofotométricas ou cromatográficas 

para a quantificação do fármaco dissolvido. 

Compêndios oficiais, nas suas ultimas edições, ainda não contêm 

metodologia recomendada para análise quantitativa do prasugrel. 

3.3 VALIDAÇÃO DE MÉTODOS ANALÍTICOS E ESTUDOS DE 
ESTABILIDADE 

 

Dados analíticos auxiliam na descoberta, desenvolvimento e produção de 

novos fármacos e produtos farmacêuticos. Através das informações obtidas 

conduzem a tomada de decisões com consequências diretas na economia e 

saúde pública. Por isso, é de extrema importância dados confiáveis e 

reprodutíveis (BRANCH, 2005; ROZET et al., 2007). 

Visando a garantia do desempenho e reprodutibilidade do método analítico 

um conjunto de normas e orientações elaboradas por órgãos regulatórios estão 

disponíveis. Os documentos sugerem o processo de validação do método 

antes de sua implementação na rotina laboratorial. O procedimento consiste 

em uma investigação detalhada que evidencia, de maneira objetiva, a 

adequabilidade e confiabilidade da metodologia analítica (ARAUJO, 2009; 

ROZET et al., 2007). 

Os parâmetros a serem avaliados estão relacionados com o tipo e uso 

pretendido da metodologia analítica. De acordo com os guias, os métodos são 

classificados nas seguintes categorias: testes quantitativos para a 
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determinação de substâncias ativas em preparações farmacêuticas ou matéria- 

prima (categoria I), testes quantitativos para a determinação de impurezas e 

produtos de degradação em medicamentos (categoria II), testes quantitativos 

para a determinação do desempenho de medicamentos (categoria III) e testes 

de identificação (categoria IV) (BRASIL, 2003; USP, 2012).  

Incluído no processo de validação, condições de estresse auxiliam no 

desenvolvimento de métodos indicativos de estabilidade. Essa característica é 

uma vantagem analítica adicional, pois confere ao método capacidade de 

quantificar compostos ativos na presença de possíveis produtos de 

degradação, excipientes ou aditivos presentes na formulação que possam ser 

co-eluentes. Para isso, estudos indicativos de estabilidade fornecem evidências 

sobre a influência de fatores como temperatura, umidade, luz e hidrólise (em 

diferentes valores de pH) na estabilidade de substâncias ativas ou produtos 

farmacêuticos (ICH, 2003; SEHRAMAT et al., 2010; SILVA et al., 2009 ). 

Métodos analíticos são importantes para assegurar segurança, eficácia e 

qualidade de produtos farmacêuticos. Uma variedade de metodologias 

analíticas está disponível para a avaliação de compostos farmacêuticos, sendo 

as mais empregadas técnicas cromatográficas, eletroforéticas e 

espectrofotométricas.  

3.3.1 Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

 

É uma técnica separativa que consiste na migração diferencial de 

compostos eluídos em uma fase móvel. O processo de retenção do analito 

envolve diferentes interações e comportamentos moleculares do composto com 

a fase estacionária (AHUJA & DONG, 2005; KAZAKEVICH & LOBRUTTO, 

2007; WATSON, 2005). 

A CLAE é uma técnica que permite combinação com diferentes tipos de 

detectores. Como a maioria dos compostos farmacêuticos apresenta absorção 

na região do UV/VIS, esse sistema de detecção é prevalente (AHUJA & DONG, 

2005).  

Aplicações da CLAE incluem análises de rotina para a determinação 

qualitativa e quantitativa de compostos ativos presentes em formas 

farmacêuticas, e monitoramento da estabilidade de fármacos e medicamentos, 
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com a possibilidade de detecção dos produtos de degradação e impurezas 

(AHUJA & DONG, 2005; WATSON, 2005). 

Desde o início, a técnica está em constante aprimoramento tecnológico, 

para melhorias dos parâmetros do sistema, como resolução e eficiência. Com 

esse intuito, estudos voltados para o desenvolvimento de novas partículas de 

fase estacionária e inovações na instrumentação, permitem análises mais 

rápidas sem prejuízos aos parâmetros cromatográficos (MALDANER & 

JARDIM, 2009).  

Portanto, a CLAE é uma importante técnica analítica empregada na rotina 

laboratorial para a separação e quantificação de substâncias ativas e 

impurezas, constituindo uma importante ferramenta para o controle de 

qualidade de produtos farmacêuticos. 

3.3.2 Cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas  

 

A cromatografia líquida (CL) é uma técnica versátil que pode ser acoplada 

a diferentes tipos de detectores, dentre eles a espectrometria de massas (EM) 

(CHIARADIA et al., 2008).  

A associação CL- EM une uma técnica de separação sofisticada, que utiliza 

fases estacionárias compostas por partículas de tamanho reduzido, a um 

detector específico e sensível (CHIARADIA et al., 2008; KAZAKEVICH & 

LOBRUTTO, 2007). Com isso, é possível a separação de compostos presentes 

em misturas complexas, incluindo matrizes biológicas, em pouco tempo e com 

alto poder de resolução e sensibilidade (LI et al., 2009). 

Com ampla aplicabilidade em análises farmacêuticas, a técnica possui 

mecanismo de separação similar ao CLAE. No entanto, inovações 

instrumentais foram necessárias para que fosse possível o acoplamento CL- 

EM. Isso porque, o sistema cromatográfico possui alta vazão do sistema 

eluente o que é incompatível com a pressão sob vácuo utilizada pelo sistema 

detector. Assim, o desenvolvimento de interfaces foi necessário com o intuito 

de que toda, ou parte da fase móvel fosse retirada antes de sua entrada no 

sistema de detecção (CHIARADIA et al., 2008) 

Para a ionização do analito também foi necessário o desenvolvimento de 

métodos alternativos, pois geralmente os compostos analisados por LC são 
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poucos voláteis e/ ou termolábeis, o que não permitiria que as técnicas 

convencionais de ionização utilizadas em EM fossem empregadas 

(KAZAKEVICH & LOBRUTTO, 2007). As fontes de ionização alternativas mais 

utilizadas para o acoplamento são ionização por eletronebulização 

(electrospray ionization – ESI) e ionização química à pressão atmosférica 

(atmospheric pressure chemical ionization – APCI) que utilizam alta voltagem e 

temperatura como mecanismo. Através da ionização dos compostos é possível 

adquirir informações sobre o peso molecular e características estruturais da 

amostra (KORFMACHER, 2005). 

A seletividade e sensibilidade conferida à técnica analítica permitem a 

identificação de compostos encontrados em baixos níveis. Por isso CL- EM é 

uma ferramenta importante na determinação de impurezas e de produtos de 

degradação presentes em preparações farmacêuticas (GILLESPIE & WINGER, 

2011; KAZAKEVICH & LOBRUTTO, 2007). 

Os produtos de degradação podem ser identificados com a realização de 

estudos de estresse, que submetem o produto farmacêutico a fatores de 

degradação que fornecem características físico- químicas da substância ativa 

(KAZAKEVICH & LOBRUTTO, 2007).   

Na literatura, há a descrição de vários estudos que propuseram vias de 

degradação de fármacos e estruturas moleculares de produtos de degradação 

com o auxílio de CL-MS. Alguns exemplos podem ser relatados como trabalhos 

de BARDEN e colaboradores (2012) para a identificação do principal produto 

de degradação de vildagliptina, SHAH e colaboradores (2010) para 

identificação e caracterização de produtos de degradação de irbesartana, 

PAULINO e colaboradores (2012) para identificação do produto de degradação 

de deflazacorte, MURAKAMI e colaboradores (2008) para identificação de 

produtos de degradação de maleato de amlodipino, SFAIR e colaboradores 

(2012) para a identificação do principal produto de degradação de cloridrato de 

miaserina e SANGOI e colaboradores (2011) para a identificação do principal 

produto de degradação de fesoteridina. 

A LC-MS é uma técnica sofisticada para análises de controle de qualidade 

de produtos farmacêuticos e substâncias ativas, sendo a metodologia de 

escolha para a identificação de impurezas e produtos de degradação. No 
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entanto, é importante ressaltar o alto custo do equipamento o que dificulta sua 

implementação na rotina laboratorial. 

 

3.3.3 Eletroforese capilar (EC) 

 

A EC é uma técnica separativa bem estabelecida utilizada para fins 

qualitativos e quantitativos de compostos ativos presentes em preparações 

farmacêuticas ou matrizes biológicas. A EC realiza análises com moléculas que 

possuem distintas características de polaridade e peso moleculares, separando 

desde moléculas inorgânicas a biopolímeros (SUNTORNSUK, 2010; 

TIMERBAEV, 2013). 

É uma técnica complementar a CLAE devido sua versatilidade e eficiência 

de separação. Quando comparada a outras metodologias, possui baixa 

complexidade de automação (SUNTORNSUK, 2010; TIMERBAEV, 2013). 

O mecanismo de separação ocorre em capilar de sílica fundida e consiste 

na migração diferencial de compostos solubilizados em eletrólito na presença 

de um campo elétrico (SUNTORNSUK, 2010; TIMERBAEV, 2013). 

O reduzido diâmetro interno do capilar confere à técnica rapidez e 

eficiência de separação, porém é responsável pela baixa sensibilidade de 

detecção. Isso porque, o pequeno diâmetro dos capilares de sílica apresenta 

estreito caminho óptico que, associado ao baixo volume e imprecisão da 

amostra injetada são responsáveis pela principal limitação da técnica 

(MORAES et al., 2010). 

Uma alternativa para esse problema é a utilização de um sistema de 

detecção por espectrometria de massas que confere maior sensibilidade à 

análise (SUNTORNSUK, 2010). 

A EC apresenta vários modos de aplicação que são classificados de 

acordo com o mecanismo de separação empregado, sendo a eletroforese 

capilar de zona (capillary zone electrophoresis– CZE) e cromatografia 

eletrocinética micelar (micellar electrokinetic chromatography – MEKC) as mais 

empregadas em análises farmacêuticas (SUNTORNSUK, 2010). 

EC é uma técnica simples e sofisticada que vem sofrendo inovações para o 

aumento de sua aplicabilidade em análises de rotina e não somente para fins 
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de pesquisa. É uma metodologia versátil que pode ser utilizada como 

alternativa a CLAE devido sua rapidez e eficiência de separação. 

 

3.3.4 Espectrofotometria do ultravioleta/visível (E UV/VIS) 

 

A E UV/VIS é uma técnica rápida, simples e de baixo custo. Esta 

metodologia analítica permite a quantificação de substâncias ativas que 

absorvem radiação na faixa de 200- 700 nm, intervalo pertencente à região 

UV/VIS. O princípio está baseado na determinação da absorvância, resultado 

de transições eletrônicas que são geradas através das interações de elétrons 

com a energia eletromagnética (PAVIA, et al., 2001; WATSON, 2008). A E 

UV/VIS apresenta baixa seletividade devido à possibilidade de diferentes 

compostos presentes na amostra, tais como impurezas ou produtos de 

degradação, exibirem similar comportamento de absorção ao da substância 

ativa em quantificação (GÖRÖG, 2008). 

3.4 Dissolução 

 

O teste de dissolução é uma importante ferramenta empregada na 

avaliação do desempenho de produtos farmacêuticos. Fornece o perfil de 

liberação de substâncias ativas em formas farmacêuticas sólidas e semi-

sólidas, auxiliando nos estudos de pré-formulações e controle de qualidade 

(AZARMI et al., 2007; DOKOUMETZIDIS & MACHERAS, 2007; DRESSMAN & 

KRÄMER, 2005; MADDINENI et al., 2012). 

O estudo avalia as influências das características físico- químicas de 

substância ativa, tais como polimorfismo, tamanho de partícula, e de alterações 

no processo de fabricação do produto que possam interferir no perfil de 

liberação do fármaco (DRESSMAN & KRÄMER, 2005) 

 Atualmente, é vasta sua utilização para a identificação de formulações 

candidatas a estudos in vivo para verificação da biodisponibilidade. Para que o 

teste de dissolução seja uma ferramenta preditiva de absorção oral, o método 

deve ser discriminativo, ou seja, ser capaz de detectar diferenças no perfil de 

dissolução decorrentes de alterações do processo de produção ou estabilidade, 
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que possam causar possíveis problemas nos estudos de biodisponibilidade 

(ANAND et al,2011; DRESSMAN & KRÄMER, 2005; KLEIN, 2010). 

AMIDON e colaboradores propuseram, em 1995, o sistema de 

classificação biofarmacêutica (SCB), que fornece informações dos parâmetros 

que influenciam sobremaneira no processo de absorção gastrointestinal de 

fármacos e auxiliam no desenvolvimento de testes de dissolução 

discriminativos (ANAND et al, 2011; DOKOUMETZIDIS & MACHERAS, 2007; 

DRESSMAN & KRÄMER, 2005; KLEIN, 2010; MADDINENI et al., 2012). 

O SCB classifica as substâncias de acordo com suas características de 

solubilidade e permeabilidade em (ANAND et al, 2011; DAHAN et al.,2009; 

DRESSMAN & KRÄMER, 2005; PHILLIPS et al., 2012): 

 

- classe I: alta solubilidade e alta permeabilidade 

- classe II: baixa solubilidade e alta permeabilidade 

- classe III: alta solubilidade e baixa permeabilidade 

- classe IV: baixa solubilidade e baixa permeabilidade 

 

Dessa forma, é importante ressaltar a necessidade da investigação do 

perfil de dissolução em meios biorrelevantes, ou seja, aqueles que contemplem 

a faixa de pH fisiológica (DRESSMAN & KRÄMER, 2005; KLEIN, 2010; 

MADDINENI et al.,2012). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

4 CAPÍTULO I – CARACTERIZAÇÃO DA SQR E ANÁLISE QUALITATIVA 
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5 CAPÍTULO II – DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA ANALÍTICA 
PARA DETERMINAÇÃO QUANTITATIVA DE CLORIDRATO DE 
PRASUGREL EM COMPRIMIDOS REVESTIDOS 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 
 

 
 



 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

5.1 DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA ANALÍTICA POR 
ELETROFORESE CAPILAR PARA A DETERMINAÇÃO QUANTITATIVA DE 
CLORIDRATO DE PRASUGREL EM COMPRIMIDOS REVESTIDOS 
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6 CAPÍTULO III – DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DO TESTE DE 
DISSOLUÇÃO PARA COMPRIMIDOS REVESTIDOS DE CLORIDRATO 
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6.1 ARTIGO CIENTÍFICO- DEVELOPMENT AND VALIDATION OF 
DISCRIMINATING METHOD OF PRASUGREL DISSOLUTION IN TABLETS 
USING AN ULTRAVIOLET DETECTION 
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7 CAPÍTULO IV – IDENTIFICAÇÃO DOS PRODUTOS DE DEGRADAÇÃO 
FORMADOS EM CONDIÇÕES ALCALINAS E TÉRMICAS POR 
CROMATOGRAFIA LÍQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE 
MASSAS (CL-EM) 
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7.1 ARTIGO CIENTÍFICO- PRASUGREL DEGRADATION BEHAVIOR BY 
LC-UV AND IDENTIFICATION OF THERMAL AND ALKALINE 
DEGRADATION PRODUCTS USING LC-ESI-MS 
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