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RESUMO

Neste trabalho, a regressao de minimos quadrados parciais esta sendo proposta
para a determinacdo espectroscépica simultdnea de captopril (inibidor de enzima
conversora de angiotensina) e hidroclorotiazida (diurético), em medicamentos
orientados ao tratamento da hipertensdo arterial. Com este objetivo, modelos
multivariados foram desenvolvidos por espectroscopia eletronica em solucdo e em
fase sélida. Para comparacdo, modelos univariados convencionais foram também
elaborados, recorrendo-se ao sistema de curva analitica convencional, ao método
derivativo e ao sistema fundamentado no principio da aditividade de absorvancias.

As curvas analiticas convencionais foram elaboradas utilizando-se 5 misturas,
contendo entre 20,0 e 30,0 mg L' de captopril e entre 10,0 e 150 mg L de
hidroclorotiazida. Para o desenvolvimento de modelos multivariados em solugéo foram
produzidas 25 misturas, contendo 20,0 a 30,0 mg L™ de captopril e 10,0 a 15,0 mg L™
de hidroclorotiazida. Os espectros foram registrados entre 190 e 350 nm, sendo
processados integralmente. Diversos sistemas de pré-processamento de sinais foram
utilizados, destacando-se dados centrados na média, autoescalados e derivados. Para
o desenvolvimento de modelos multivariados em fase soélida foram produzidas 25
misturas, contendo 147 a 221 mg g' de captopri e 74 a 110 mg g de
hidroclorotiazida. Os espectros foram registrados entre 200 e 360 nm, sendo
processados integralmente. Diversos sistemas de pré-processamento de sinais foram
utilizados, destacando-se dados centrados na média, derivados e corrigidos por
correcao do sinal multiplicativo (MSC). Os modelos multivariados em solugcao e em
fase sélida foram desenvolvidos a partir de 20 misturas sintéticas, enquanto que as 5
restantes foram reservadas para a fase de validagao externa.

Sistemas univariados utilizando curvas analiticas convencionais e sistemas
derivativos se mostraram inadequados para a quantificacdo de captopril e
hidroclorotiazida em medicamentos, apresentando erros relativos de 12 % a 70 %. O
sistema fundamentado no principio da aditividade de absorvancias permitiu minimizar
os efeitos da interferéncia espectral, porém, quando os resultados foram comparados
a técnica cromatografica de referéncia, se apresentaram inferiores aos obtidos
utilizando modelos multivariados.

Modelos multivariados desenvolvidos a partir de espectros em solugédo
apresentaram boa capacidade preditiva, independentemente do tipo de pré-
processamento utilizado. O modelo de melhor desempenho envolveu o uso de sinais
espectrais alisados e duas variaveis latentes, obtendo-se erros relativos de 6,3 %
(CAP) e 2,1 % (HIDRO) no medicamento de referéncia, 6,6 % (CAP) e 9,2 % (HIDRO)
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no medicamento genérico e 13,7 % (CAP) e 15,8 % (HIDRO) no medicamento similar,
em comparacao a técnica cromatografica de referéncia.

Referido modelo multivariado foi validado de acordo com os critérios da ANVISA,
observando-se precisao, exatiddo e robustez compativeis com as exigéncias impostas
pela legislacdo vigente (DPR < 5 %). Nos ensaios de robustez, a influéncia da
variacao do pH apresentou mudancas significativas no perfil espectral da mistura,
sendo por isso, necessario o uso de pH controlado em todas as etapas analiticas.

Modelos multivariados desenvolvidos a partir de espectros em fase soélida
apresentaram baixa capacidade de previsao na andlise de medicamentos, obtendo-se
erros relativos de 37 % (CAP) e 46 % (HIDRO) no medicamento de referéncia,
principalmente em funcdo de a presenga de excipientes provocar significativas
mudangas no perfil espectral das amostras, em relagdo as misturas de calibragéo.

Os resultados obtidos por andlise cromatografica apresentaram valores que
reforcam a confiabilidade do método espectroscopico, quando aplicado a andlise do
perfil de dissolucdo de medicamentos, que, ao final dos ensaios, apresentou taxa de
dissolugédo de captopril e hidroclorotiazida de acordo com os limites permitidos pela

Farmacopéia Americana.
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ABSTRACT

In this work, partial least squares regression was proposed for spectroscopic
simultaneous determination of captopril (an inhibitor of angiotensin converting enzyme)
and hydrochlorothiazide (diuretic) in drug oriented to the treatment of arterial
hypertension. With this aim, multivariate models were developed by liquid and solid
phase electronic spectroscopy. For comparison, conventional univariate models were
also developed, involving the use of conventional analytical curves, derivative methods
and systems based on the principle of absorbance’s additivity.

The conventional analytical curves were prepared using 5 synthetic mixtures
containing between 20.0 and 30.0 mg L™ of captopril and between 10.0 and 15.0 mg L’
! of hydrochlorothiazide. For the development of multivariate models were produced 25
aqueous mixtures containing 20.0 to 30.0 mg L™ of captopril and 10.0 to 15.0 mg L™ of
hydrochlorothiazide. The spectra were recorded between 190 and 350 nm and entirely
processed. Several pre-processing systems were used, especially mean-centered,
autoscaled and derivate spectral signals. For the development of multivariate models
were produced 25 solid mixtures, containing 147 to 221 mg g of captopril and 74 to
110 mg g of hydrochlorothiazide. The spectra were recorded between 200 and 360
nm, being fully processed. Several pre-processing systems were used, especially
mean-centered, derivate and multiplicative signal correction (MSC). The multivariate
models in solution and solid phase were developed from 20 synthetic mixtures, while
the remaining 5 were reserved for the external validation phase.

Univariate systems using conventional analytical curves and derivative systems
were not useful for quantification of captoprii and hydrochlorothiazide in drug
associations, providing mean relative errors of 12% to 70%. Systems based on the
principle of additivity of absorbances minimize the effects of the spectral interference,
however, the results shown low agreement with those obtained by the reference
chromatographic technique.

Multivariate models developed from spectra in solution showed good predictive
ability, regardless of the type of pre-processing used. The best performing model
involved the use of smoothed spectral signals and two latent variables, resulting in
relative errors of 6.3% (CAP) and 2.1% (HYDRO) in the reference drug, 6.6% (CAP)
and 9.2% (HYDRO) in the generic drug and 13.7% (CAP) and 15.8% (HYDRO) in
similar drug, compared to chromatographic techniques of reference.

Referred multivariate model was validated according to the criteria of ANVISA,
observing precision, accuracy and robustness compatible with the requirements
imposed by the current guidelines (RSD <5%). In tests of robustness a significant
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influence of ph on the spectral profile of the mixture was observed, a fact that make
necessary the use of pH-controlled systems.

Multivariate models developed from spectra in solid phase showed low
predictive capacity in the analysis of drugs, resulting in relative errors of 37% (CAP)
and 46% (HYDRO) in the reference drug, mainly due to the significant changes
provoked in the spectral profile of the samples by the presence of excipients.

The results obtained by chromatographic analysis showed values that reinforce
the reliability of spectroscopic methods, when applied to analyze the dissolution profile
of drugs. The tests showed dissolution rates that are in accordance with the limits
imposed by the American Pharmacopeia.



Dissertacdo de Mestrado — Juliana dos Santos 1

1. INTRODUGAO

A Quimica Analitica é a ciéncia que estuda o desenvolvimento e a aplicacao de
métodos, instrumentos e estratégias, visando a identificacdo e a quantificacdo das
espécies que compdem uma matriz de interesse.

De maneira geral, a analise de espécies quimicas corresponde a um processo
bastante complexo, principalmente devido a fatores limitantes representados pela
necessidade de determinar quantidades cada vez menores, muitas vezes abaixo do limite
de quantificagcao oferecido pelas técnicas disponiveis, e pelas interferéncias que derivam
do carater complexo de grande parte das matrizes de interesse. Estes inconvenientes
tém representado um dos grandes desafios para a Quimica Analitica, propiciando os
grandes avancgos verificados na area.

Em busca de novas alternativas, o desenvolvimento de técnicas analiticas
instrumentais tem sido de grande valia para o avango em diversas areas da pesquisa
cientifica. Dentro deste contexto, destaca-se o desenvolvimento de rotinas analiticas
orientadas a aplicagbes tradicionais, como o controle de qualidade de produtos
industrializados, que necessitam de técnicas mais sensiveis, seletivas, confiaveis, rapidas
e de baixo custo.

Dentro do contexto da industria farmacéutica, o controle de qualidade de matérias
primas e produtos acabados apresenta especial relevancia, em funcao da necessidade
de se garantir qualidade e seguranca nos produtos oferecidos a populagdo. De maneira
geral, a quantificagdo de substadncias de interesse é realizada por técnicas
cromatograficas, grande parte das quais se mostra demorada e dispendiosa.

Em fungé@o de caracteristicas como rapidez, sensibilidade e versatilidade, técnicas
espectroscopicas sao universalmente disponiveis, podendo ser utilizadas em inumeras
aplicagdes de rotina. Infelizmente, a analise de farmacos em medicamentos costuma ser
seriamente comprometida pela interferéncia espectral causada por farmacos associados
e excipientes, fato que, de maneira geral, limita bastante a aplicabilidade deste grupo de
técnicas de analise.

Uma forma de contornar este inconveniente estd representada pelo uso de
processos de calibragdo multivariada, ferramenta que se mostra bastante eficaz na
exploracao das informagbes fornecidas pelas técnicas espectroscopicas, permitindo o
desenvolvimento de metodologias analiticas eficientes, mesmo na presenga de séria
interferéncia espectral.

Neste trabalho, ferramentas multivariadas sao utilizadas (regressdao de minimos
quadrados parciais), para oferecer uma alternativa para a determinacdo da associacao
captopril/hidroclorotiazida em medicamentos utilizados no controle da hipertensao
arterial. Além de propor o desenvolvimento de uma metodologia que permita dosar o teor



Dissertacdo de Mestrado — Juliana dos Santos 2

destes farmacos em medicamentos, o trabalho objetiva a aplicacdo da metodologia
multivariada em estudos de dissolucéo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. INDUSTRIA FARMACEUTICA

Com o intuito de racionalizar os recursos da saude e garantir acesso aos
medicamentos, os paises elaboram suas politicas de medicamentos. No Brasil, a politica
de medicamentos tem como propdsito garantir a seguranca, a eficacia e a qualidade dos
medicamentos, assim como promover 0 seu uso racional e garantir o acesso aqueles
medicamentos considerados essenciais para atender a maioria dos problemas de saude
da populacdo. Estes medicamentos devem ser disponibilizados continuamente aos que
deles necessitam nas formas farmacéuticas apropriadas (GIROTTO & SILVA, 2006).

Até o final da década de 1990, o mercado brasileiro oferecia dois tipos de
medicamentos: medicamentos de referéncia, lancados originalmente pelas empresas
lideres da industria mundial, com marca propria, registro junto ao 6rgao federal
responsavel pela vigilancia sanitaria e com eficacia, seguranca e qualidade comprovada
cientificamente, e medicamentos similares, que correspondem a cépias contendo os
mesmos principios ativos, na mesma concentracdo e forma farmacéutica que o
medicamento de referéncia, sendo normalmente langcados por empresas de porte médio
e pequeno.

Com o intuito de assegurar a oferta de medicamentos de qualidade e baixo custo
no mercado e de fomentar o acesso da populagcdo a estes medicamentos, foram
estabelecidos, pela Lei n? 9.787/996, os medicamentos genéricos (QUENTAL et al,
2008).

A confiabilidade dos medicamentos genéricos é assegurada através da definicao de
rigidos critérios de qualidade, adequados para analise e concessao de registros desses
medicamentos, previstos na legislacdo. A comprovacdo da eficacia terapéutica,
seguranca e intercambiabilidade dos genéricos em relagdo ao medicamento de
referéncia, através da realizagdo dos ensaios de equivaléncia farmacéutica e
bioequivaléncia, é fundamental para o deferimento do registro, (GASPAROTTO, 2005).

A legislagéao brasileira, editada pelo Ministério da Saude e pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), estabelece prioridades e estratégias para a inspec¢ao dos
produtos farmacéuticos. De acordo com a Lei n° 6360, art. 53, é responsabilidade da
industria manter um responsavel técnico habilitado, para as diversas etapas da produgéo
e distribuicdo dos produtos farmacéuticos. Embora exista obrigatoriedade no envio de
relatérios ao Ministério da Saude, esta estratégia nem sempre garante a qualidade ideal
dos produtos, pois a fiscalizagdo € precaria e ineficiente. Para garantir a verdadeira
procedéncia das matérias-primas e a veracidade dos efeitos destes produtos faz-se
necessario que os O6rgaos competentes pela fiscalizagdo, érgado federal de saulde
(Ministério da Saude) ou do 6rgao estadual de Saude (Secretaria Estadual de Saude),
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cumpram seu papel, fiscalizando e punindo os laboratérios que nao estiverem de acordo
com as exigéncias do Ministério da Saude (BRASIL, 1976).

2.2. HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA (HAS)

A hipertensao arterial sistémica (HAS) configura-se como um importante problema
de saude publica no Brasil e no mundo. Estimativas indicam que sua prevaléncia esta
ascendente e seu impacto nas populagdes sera ainda mais danoso nos proximos anos.
Estima-se que em todo o mundo 7,1 milhées de pessoas morram anualmente por causa
de pressao sangiinea elevada e que aproximadamente 4,5% de outras doengas sejam
causadas pela HAS. As taxas de prevaléncia de valores presséricos superiores a 140/90
mmHg, na populagdo urbana adulta brasileira, variam de 22 % a 44 % (BOING & BOING,
2007).

No Brasil, em 2003, 27,4% dos O&bitos foram decorrentes de doengas
cardiovasculares. Entre os fatores de risco para mortalidade, hipertensao arterial explica
40% das mortes por acidente vascular cerebral e 25% causadas por doenga coronariana.
A mortalidade por doenca cardiovascular aumenta progressivamente com a elevacéo da
pressdo arterial. A hipertensao arterial e as doencas relacionadas a pressao arterial sdo
responsaveis por alta freqiéncia de internacées (Figura 1). Insuficiéncia cardiaca é a
principal causa de hospitalizacdo entre as doengas cardiovasculares, sendo duas vezes
mais freqlente que as internacdes por acidente vascular cerebral. Em 2005 ocorreram
1.180.184 internagdes por doencas cardiovasculares (SOCIEDADE, 2006 — CAP. 1).
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FIGURA 1. NUMERO DE HOSPITALIZAGCOES POR DOENGA CARDIOVASCULAR NO
BRASIL (2000-2004).
Fonte: SOCIEDADE, 2006 — CAP. 1
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Em alguns casos, o tratamento ndo medicamentoso pode ser feito através de uma
dieta com pouco sal e sem gordura, além da mudanca de habitos de vida como deixar de
fumar, nao ingerir alcool, fazer exercicios regularmente e emagrecer, sao suficientes para
manter a pressao controlada. Em outros casos, quando ha um maior comprometimento
dos oOrgaos-alvo desta doenca, o uso de medicamentos se faz indispensavel para o
controle da hipertensao arterial (ARAUJO, 2004).

Dentro deste contexto é possivel salientar a importancia do controle de qualidade
de medicamentos utilizados no tratamento da hipertensédo arterial, produtos que, em
razdo da relevancia da patologia envolvida, merecem a disponibilizagdo de metodologias
analiticas rapidas e confidveis, de maneira a facilitar operagdes de controle de qualidade.

2.3. TRATAMENTOS ANTIHIPERTENSIVOS

O tratamento farmacoldgico com antihipertensivos € indicado para pacientes com
hipertensdo moderada, grave e com fatores de risco para doengas cardiovasculares e/ou
lesdo importante de érgaos-alvo da doenga. No entanto, poucos hipertensos conseguem
o controle ideal da pressdo com um Unico agente terapéutico e, muitas vezes, faz-se
necessaria a terapia combinada (ZAITUNE et al, 2006).

Muitas classes de medicamentos podem ser utilizadas para o controle da HAS. De
forma simplificada, podemos entender que os medicamentos administrados visam
diminuir os parametros que constituem a pressdo arterial: o débito cardiaco e a
resisténcia periférica total (HARDMANN & LIMBIRD, 2003).

As classes de medicamentos antihipertensivos utilizadas e seus mecanismos de
acao sdo mostrados a seguir (PORTAL DO CORACAOQ, 2009):

e Diuréticos: O mecanismo de agado dos diuréticos relaciona-se inicialmente a
eliminacdo de sal e liquidos pela urina. Os diuréticos mais utilizados s@o os
tizidicos, como por exemplo, a hidroclorotiazida. Os diuréticos de al¢a, como a
furosemida, sdo administrados em situagdes de hipertensao arterial associada a
insuficiéncia renal ou insuficiéncia cardiaca com retencao de liquidos. Diuréticos
poupadores de potassio, como a espironolactona, apresentam pequena eficacia
diurética, mas quando associados a outros diuréticos, sdo Uteis na prevengao e
no tratamento de hipopotassemia (queda de potassio);

e Medicamentos de acdo central: Atuam estimulando certos receptores no sistema

nervoso central, reduzindo a liberacdo de adrenalina, como fazem a
alfametildopa, a clonidina ou medicamentos que atuam nos receptores

imidazolidinicos (moxonidina e a rilmenidina). Seu efeito hipotensor como terapia
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isolada é, em geral, leve. Entretanto, eles podem ser Uteis quando utilizados em
associacdo com medicamentos de outros grupos, particularmente no caso de

evidéncia de hiperatividade simpatica (liberagdo excessiva de adrenalina);

Alfabloqueadores: Bloqueiam os receptores alfa do sistema nervoso auténomo,

envolvido no controle da presséo arterial. Apresentam efeito hipotensor discreto
em longo prazo como terapia isolada, devendo, portanto, ser associados com
outros antihipertensivos. Sdo exemplos desse grupo a doxazonina e o prazosin;

Betablogueadores: Seu mecanismo antihipertensivo envolve diminui¢ao inicial do

débito cardiaco, reducdo da secregdo de renina pelos rins e diminuigcdo da
adrenalina nas sinapses nervosas. Sdo exemplos desse grupo o propanolol,
atenolol, metoprolol e bisoprolol;

Blogueadores dos canais de calcio: A acao antihipertensiva decorre da dilatacao

das artérias por diminuicao do calcio nas células musculares lisas da parede dos
vasos. Apesar do mecanismo final comum, esse grupo é dividido em trés
subgrupos: fenilalquilaminas (verapamil), benzotiazepinas (diltiazem) e
diidropiridinas (nifedipino, anlodipino, entre outros);

Inibidores da enzima conversora de angiotensina (inibidores da ECA): Agem

fundamentalmente pela inibicdo da enzima conversora da angiotensina,
blogueando a transformacao da angiotensina | em Il no sangue e nos tecidos. A
angiotensina |l estreita as artérias e aumenta a pressao arterial. Sdo exemplos

desse grupo o captopril, enalapril, ramipril, delapril e outros;

Blogueadores do receptor AT;: Antagonizam a agdo da angiotensina Il por meio
do bloqueio especifico de seus receptores AT;. Sdo exemplos desse grupo o

losartana, valsartana, candesartana e outros;

Vasodilatadores diretos: Atuam sobre a musculatura da parede vascular,

promovendo relaxamento muscular com consequiente dilatacdo e redugcdo da
resisténcia vascular. Sao utilizados em associacdo a diuréticos e/ou
betabloqueadores. Hidralazina e minoxidil sdo dois dos principais representantes
desse grupo.
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De acordo com pesquisas realizadas por MION JR. e colaboradores (2001), as
drogas mais recomendadas pelos médicos especialistas em cardiologia, clinica médica e
geriatria sdo os diuréticos e os inibidores da ECA.

O tratamento farmacolégico para hipertensos leves e moderados é iniciado com o
uso de droga isolada na maioria dos casos. Quando ndo ha controle da pressao arterial
com o emprego de monoterapia, cerca de 55% dos médicos associa drogas de diferentes
mecanismos de ac¢ao e 33% aumentam a dose da droga em uso.

As associacées mais frequentemente utilizadas sao: a) inibidores da ECA +
diurético (46%); b) betabloqueador + diurético (34%); e ¢) medicamentos de acio central
+ diurético (17%).

2.3.1. Associacao captopril - hidroclorotiazida

Cerca de 70% dos pacientes hipertensos necessitam de duas ou mais medicagdes
para obter um controle adequado de sua pressdo arterial (PORTAL DO CORAGAO,
2009), portanto associagbes de farmacos antihipertensivos sdo comumente utilizados,
principalmente em pacientes que apresentam estagio elevado de hipertensao.

Séo exemplos de associagdes reconhecidas como eficazes: diuréticos de diferentes
mecanismos de acdo; medicamentos de acdo central e diuréticos; betabloqueadores e
diuréticos; bloqueadores do receptor AT, e diuréticos; inibidores da ECA e diuréticos;
blogueadores dos canais de calcio e betabloqueadores; bloqueadores dos canais de
célcio e inibidores da ECA; bloqueadores dos canais de calcio e bloqueadores do
receptor AT, (SOCIEDADE, 2006 — CAP. 6).

O captopril € um dos medicamentos mais vendidos para o controle da hipertensédo
arterial no Brasil e no mundo. Este farmaco (1-[(2S)-3-mercapto-2-metilpropionil]-L-
prolina, Figura 2-A) pertence a classe de inibidores da enzima conversora de
angiotensina (inibidores da ECA) que atuam como potente vasoconstritor no controle da
hipertenséo arterial.

Um diurético amplamente utilizado em associagéo aos inibidores da ECA, como o
captopril, € a hidroclorotiazida (1,1 diéxido de 6-cloro-3,4-diidro-2H-1,2,4-benzotiadiazina-
7-sulfonamida, Figura 2-B), que atua diretamente nos rins, aumentando a excregédo de
cloreto de sdédio, potassio e, consequentemente, da agua. Esta classe de diuréticos é
muito eficaz, podendo ser utilizada na forma de monoterapia ou em associagdo com
outros antihipertensivos. Os diuréticos tiazidicos foram os primeiros antihipertensivos
disponiveis para uso em larga escala. Langados em meados dos anos 50 continuam a
ser administrados, isolados ou em associacdo, por milhées de hipertensos em todo o
mundo (SANTELLO & MION JR, 1998).
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Captopril € um po6 cristalino branco ou quase branco, facilmente solivel em metanol
e cloreto de metileno e também soluvel em solucbes diluidas de hidroxidos alcalinos.
Possui faixa de fusdo de 105 °C a 108 °C e valores de pka de 9,8 (tiol) e 3,7 (carboxila)
(ANVISA, 2009-A).

Hidroclorotiazida € um p6 cristalino branco ou quase branco, inodoro, muito pouco
soluvel em agua, pouco solluvel em etanol, solivel em acetona e em solugdes diluidas de

hidroxidos alcalinos. Possui faixa de fusao de 266-270 °C, com decomposi¢ao e valores

de pka de 9,2 e 7,9 (aminas) (ANVISA, 2009-B).
pka 7,9
Cl
CH,

FIGURA 2. ESTRUTURAS DO CAPTOPRIL (A) E DA HIDROCLOROTIAZIDA (B).

2.4. METODOS DE QUANTIFICAGCAO DE FARMACOS

Atualmente existe um consenso universal a respeito da necessidade de monitorar
de forma continua a produgdo de farmacos e medicamentos, produtos utilizados no
tratamento de pessoas ja debilitadas por uma doenga ou sintoma particular e que
requerem um rigoroso controle de qualidade. Em funcao da seriedade que este tipo de
controle reveste, grande parte das propostas analiticas aplicadas a andlise de
medicamentos esta fundamentada em técnicas instrumentais modernas, muitas vezes
demoradas e onerosas.

Dentre as técnicas utilizadas na quantificacdo de farmacos € possivel destacar a
cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (LOUHAICHI et al, 2009; DONGRE et al,
2008; BAO et al, 2008; BECK et al, 2007; HAJKOVA et al, 2007; OH et al, 2007; MAIA et
al, 2007; HAVLIKOVA et al, 2006; JING et al, 2006), muitas vezes associadas a sistemas
de deteccdo diferenciados, como espectrometria de massas (PEREIRA et al, 2005,
WADE & MILLER, 2005) e quimiluminescéncia (MERVARTOVA et al, 2007; GOMEZ-
TAYLOR et al, 2006), ou a diferentes sistemas de introducdo de amostras, como
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sistemas de injecdo de fluxo (TZANAVARAS & THEMELIS, 2006). Outros métodos
utilizados séo: a cromatografia em fase gasosa (ALZAGA et al, 2007; LI et al, 2006), a
cromatografia de alta eficiéncia em camada delgada (URBAN-MORLAN et al, 2007;
VENKATACHALAM & CHATTERJEE, 2007), a eletroforese capilar (ABDELAL et al,
2008; FARINA et al, 2008; RAO et al, 2006; FELIX et al, 2006), a espectrometria de
ressonancia magnética nuclear (BALAYSSAC et al, 2008; SHAMSIPUR et al, 2007;
LEHR et al., 2003), a difracao de raios-x, a espectroscopia Raman (CHIENG et al, 2009;
TIAN et al, 2007) e a fluorescéncia molecular (ALVES & POPPI, 2008).

Dada a propria natureza deste conjunto de técnicas instrumentais, as possibilidades
de estabelecer um sistema de analise “on-line” séo praticamente inexistentes, motivo pelo
qual o controle de qualidade continua sendo universalmente aplicado a lotes do produto,
selecionados de acordo com critérios estatisticos.

Algumas técnicas para quantificagdo de captopril, em associa¢des farmacéuticas ou
nao, estdo descritas na literatura, dentre as quais se destacam: cromatografia em fase
liquida de alta eficiéncia (SALEM et al, 2005; EL-GINDY et al, 2004; MIRZA & TAN,
2001), acoplada a espectroscopia de massas (REZENDE et al. 2006), espectroscopia
Raman (MAZUREK & SZOSTAK, 2006), espectrometria de absorcao atémica (EL REIS
et al, 2000), espectroscopia por reflectancia difusa (GOTARDO et al, 2005), técnicas
quimiluminescentes (PULGARIN et al, 2005), colorimétricas (SHAMA et al, 2006;
PIMENTA et al, 2001), termoanaliticas (HUANG et al, 2001), voltamétricas (REZAEI &
DAMIRI, 2008; PARHAM & ZARGAR, 2005; SHAHROKHIAN et al, 2005; IOANNIDES,
2003; SIANGPROH et al, 2003), potenciométricas (RIBEIRO et al, 2003) e sistema de
injecao de fluxo com biosensores amperométricos (STEFAN et al, 2000).

Para quantificagdo de hidroclorotiazida em associagées farmacéuticas podemos
destacar algumas técnicas utilizadas: cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia
(DING & OZDEMIR, 2005; BELAL et al, 2001; EL WALILY et al, 1995), cromatografia de
alta eficiéncia em camada delgada (BEBAWY et al, 2005), eletroforese capilar (PRIETO
et al, 2001), técnicas voltamétricas (RAZAK, 2004; PRIETO et al, 2003),
quimiluminescentes (PULGARIN et al, 2004) e condutométricas (LOURENGAOQ et al,
2008).

Normalmente, quantificagbes simultdneas da associacdo captoprii e
hidroclorotiazida sé@o relatadas pelo uso de técnicas cromatograficas (HUANG, 2006;
IVANOVIC et al, 2004) e com a utilizagdo de detectores de quimiluminescéncia
(OUYANG, 1999).
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2.5. ENSAIOS DE DISSOLUCAO

Ha uma série de testes que devem ser realizados durante o desenvolvimento,
producéo e liberagcdo de um produto farmacéutico no mercado (WADE & MILLER, 2005),
dentre eles destacam-se os ensaios de dissolugédo, que permitem avaliar a taxa e o perfil
de dissolugcao de um ou mais farmacos em um medicamento.

Dissolugdo € o processo pelo qual um farmaco € liberado de sua forma
farmacéutica e se torna disponivel para ser absorvido pelo organismo. O ensaio de
dissolugdo nada mais é que um teste fisico de natureza destrutiva, no qual o farmaco
passa para a forma soluvel a partir da forma farmacéutica intacta ou de seus fragmentos
e particulas formados durante o teste, no caso de capsulas e comprimidos
(MARCOLONGO, 20083).

A absorgao de farmacos a partir de formas farmacéuticas sélidas administradas por
via oral depende da sua liberagdo, da dissolucdo ou solubilizagcdo do farmaco em
condicOes fisiologicas e de sua permeabilidade atravées das membranas do trato
gastrintestinal (QURESHI & SHABNAM, 2003).

Dentro deste contexto, ensaios de dissolugédo in vitro para formas farmacéuticas
sélidas orais de liberacdo imediata, tais como comprimidos e capsulas, sdo utilizados
como parametro para avaliar a qualidade dos lotes de medicamentos, para orientar o
desenvolvimento de novas formulacbes e para assegurar o desempenho do
medicamento apds as alteragoes (ANVISA, 2002).

Outra aplicacao dos estudos de dissolugédo, muito utilizada atualmente, é a isengéao
de estudos de biodisponibilidade relativa ou bioequivaléncia para algumas dosagens de
um mesmo produto. Os estudos de bioequivaléncia sédo necessarios, principalmente, para
o registro de medicamentos genéricos e similares. Quando se comprova que todas as
dosagens de determinado produto apresentam perfis de dissolugdo semelhantes e existe
um estudo de bioequivaléncia que a comprova em relagdo a um produto de referéncia
para uma das dosagens, geralmente a mais alta, as demais podem ser registradas
também, sem que haja a realizagao de novos estudos in vivo (MARCOLONGO, 2003).

No Brasil os ensaios de dissolugdo passaram a ser exigidos para o registro de
medicamentos a partir de 1999, com a introdugdo dos medicamentos genéricos. A
regulamentacao destes ensaios é feita pela ANVISA, de acordo com a Resolugéo - RE n®
483, de 19 de margo de 2002, onde h& recomendagdes gerais para ensaios de
dissolugéo, especificacdes relacionadas as caracteristicas biofarmacéuticas de farmacos
e métodos estatisticos para a comparacao de perfis de dissolugcao (ANVISA, 2002).

O método de dissolucao € especifico para cada medicamento, estando ele em
associacao ou nao. Os testes de dissolucao fazem parte das monografias de quase todas
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as formas farmacéuticas sélidas, além das especificacbes de cada monografia, as
farmacopéias trazem também especificagcdes em diferentes estagios deste processo.

Inimeras sao as variaveis que podem modificar os resultados de um ensaio de
dissolucdo. Todas devem ser consideradas, mas algumas devem ser rigorosamente
monitoradas para obtencéo de resultados confiaveis. Entre os fatores relacionados com o
farmaco e sua formulacdo destacam-se: a solubilidade, o tamanho de particula, a
natureza quimica do farmaco, a forma farmacéutica, os excipientes e a tecnologia de
fabricagdo. Dos relacionados com o0 equipamento podemos destacar: tipo de aparato
utilizado, a geometria do sistema, a vibracdo do sistema, a velocidade de agitacao, a
posicdo da haste, a posicdo e método de amostragem e o dispositivo para formas
farmacéuticas que flutuam. Relacionados ao meio de dissolugdo temos: o volume do
meio, presenca de bolhas de ar, pH, evaporagéo, viscosidade do meio, forga ibnica e
presenca de tensoativos. Entre os fatores relacionados com o meio ambiente destacam-
se as condi¢cdes de estocagem e os fatores relacionados com o método analitico, a
filtrag@o e a técnica analitica de quantificagcdo (MARCOLONGO, 2003).

O primeiro aparato de dissolucdo adotado oficialmente foi o da cesta (rotating
basket) pela Farmacopéia Americana em 1970. E em 1975, dois aparelhos se tornam
oficiais: aparatos 1 (cesta) e 2 (pa), que sao até hoje os equipamentos mais utilizados. O
aparato cesta (Figura 3) esta previsto em todas as farmacopéias consultadas (brasileira,
britanica, européia, japonesa e americana), apresentando pequenas varia¢cdes quanto as
especificagdes (dimensdes, capacidade, etc). O aparato consiste de uma cuba cilindrica
de vidro (boro-silicio) com fundo arredondado ou de algum outro material transparente e
nao reagente, um regulador de velocidade, uma haste rotatéria de aco inoxidavel, uma
cesta cilindrica de aco inoxidavel e um banho de agua quente mantido a temperatura
constante.

A especificagdo da cesta pode ser em mesh, que se refere ao numero de aberturas
por polegada de tela, ou em micron, que se refere ao tamanho da maior particula que a
tela permite passar (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

Esse aparato tem a vantagem de confinar a forma farmacéutica a uma area
limitada, enquanto a mantém imersa no meio (Figura 4). Isso é essencial para conseguir
uma melhor reprodutibilidade do método. Também é vantajoso para capsulas que tendem
a flutuar e podem ter a reducao da superficie de contato com o meio (ABDOU, 1989).
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FIGURA 3. APARATO CESTA PARA ENSAIOS DE DISSOLUCAO.
Fonte: FARMACOPEIA BRASILEIRA, QUARTA EDICAO
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FIGURA 4. DETALHE DO SISTEMA DE DISSOLUQAO.
Fonte: O AUTOR
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A Farmacopéia Americana estabelece, ainda, ensaios de adequacdo a serem
conduzidos nos aparatos com comprimidos calibradores de prednisona (desintegrantes) e
acido salicilico (ndo desintegrantes), sendo que eles sao considerados adequados se 0s
resultados obtidos estiverem dentro dos limites especificados para cada calibrador. O uso
generalizado dos padrbes de calibracdo tem servido para a qualificacdo universal, pelo
menos para os métodos da cesta (MANADAS, 2002; QURESHI & MCGILVERAY, 1995;
ACHANTA et al, 1995).

Para a analise dos medicamentos dissolvidos utilizam-se métodos cromatograficos
(JANTRATID et al, 2009; GARBACZ et al, 2008; IYER et al, 2007; MENEGOLA et al,
2007; ROSSI et al, 2007), espectrofotométricos (JOSHI et al, 2008; FREITAS et al, 2005),
utilizando métodos derivativos (DING et al, 2007) ou equipados com sensor de fibra 6tica
para medidas de refletancia (FILIK et al, 2008; JOHANSSON et al, 2002; GEMPERLINE
et al, 1997), espectroscopia de Iluminescéncia (SOTOMAYOR et al, 2008),
potenciométricos (PEETERS et al, 2008; BOHETS et al, 2007), titulométricos
(BRANDAO, 2001), difracdo de raios-x e espectroscopia Raman (ALLES@ et al, 2009).

2.6. ESPECTROSCOPIA ELETRONICA

A espectroscopia eletronica apresenta um conjunto de caracteristicas favoraveis, as
quais deveriam garantir a sua condicao de ferramenta analitica de primeira importancia.
Trata-se de uma técnica consolidada, de facil implementacao, baixo custo e sensibilidade
compativel com muitas das necessidades analiticas citadas anteriormente (SKOOG et al,
2006). Infelizmente, a baixa seletividade faz com que a sua aplicabilidade fique
seriamente comprometida, quando ha necessidade de se analisar matrizes complexas.

Para contornar os problemas que surgem por esta falta de seletividade, muitas
alternativas tém sido propostas. No entanto, grande parte delas estd fundamentada na
aplicacdo de processos de separagéo prévia (FERNANDEZ DE CORDOVA et al, 2003;
AKAY & OZKAN, 2002), os quais acrescentam etapas que podem prejudicar a
reprodutibilidade da determinagao.

Grande parte dos farmacos apresenta um sinal bastante intenso na regido
ultravioleta, o que faz com que a sua determinagao via espectroscopia UV-Vis seja viavel,
mesmo em concentragbes traco. Adicionalmente, a sua validacdo costuma ser mais
simples e efetiva, em relagao, por exemplo, a métodos fundamentados em cromatografia
em fase liquida de alta eficiéncia (MADAN et al, 2005). Porém, muitos compostos
absorvem na mesma regido do espectro, motivo pelo qual os métodos espectroscopicos
apresentam baixa seletividade (Figura 5).

Para contornar estes inconvenientes e viabilizar a determinacdo por espectroscopia

UV-Vis, algumas propostas tém sido recentemente realizadas, dentre elas destacam-se a
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utilizagdo de espectroscopia derivativa (ROJAS & OJEDA, 2009; LOPEZ-MARTINEZ et
al, 2002; MORENO GALVEZ et al, 2002; LEMUS GALLEGO & PEREZ ARROYO, 2001)
€ mais recentemente o uso de procedimentos de calibracdo multivariada (WU et al, 2009;
GENDRIN et al, 2008; MALUF et al, 2008; METWALLY, 2008; SENA et al, 2007; NI et al,
2006; ABBASPOUR & MIRZAJANI, 2005; DAMIANI et al, 2005; GHASEMI & NIAZI,
2005; RAGNO et al, 2004; SENA & POPPI, 2004; ANDRADE et al, 2003; KARGOSHA &
SARRAFI, 2001; BOERIS et al, 2000).

A espectrofotometria foi muito beneficiada com a introdugdo de processos
multivariados e tém sido amplamente aplicada na andlise de formas farmacéuticas
contendo varios farmacos e excipientes absorvendo nas mesmas regidées do espectro
(RAGNO et al, 2004). A calibracdo multivariada tem sido aplicada, por exemplo, na
analise por espectroscopia derivativa em ensaios de dissolucdo (CUTRIGNELLI et al,
2008; MARKOPOULOU et al, 2005; MARKOPOULOU et al, 2004).

Captopril (25 mg L™
1.4 —— Hidroclorotiazida (12,5 mg L")

Absorvancia

0.0

T T T T T v I v I v I v I v I !
200 220 240 260 280 300 320 340
Comprimento de Onda (nm)

FIGURA 5. ESPECTRO UV-Vis QUE DEMONSTRA A INTERFERENCIA ESPECTRAL
ENCONTRADA NA DETERMINAQAO DE CAPTOPRIL E HIDROCLOROTIAZIDA.
Fonte: O AUTOR

Com relacdo a espectroscopia UV-Vis, é importante salientar que a analise de
associacoes farmacéuticas costuma ser seriamente comprometida pelas diversas
interferéncias espectrais observadas, sendo, portanto, mais frequentemente encontrados

trabalhos que utilizam métodos espectrofotométricos em ensaios de dissolugédo para
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apenas um dos farmacos em estudo, como € o caso da hidroclorotiazida, avaliada por
espectroscopia UV-Vis nos trabalhos de MAHLE et al (2007) e de COLONESI DA ROSA
(2005). Por sua vez, ensaios de dissolucdo envolvendo captopril sdo normalmente
realizados por técnicas cromatograficas (AZEVEDO et al, 2008).

Estudos envolvendo a associacdo hidroclorotiazida/captopril foram relatados por
TOMSU et al (2004), utilizando-se espectrofotometria derivativa.

Uma forma de tentar contornar os problemas de interferéncia espectral, que
prejudicam a quantificacdo dos farmacos em associagdo utilizando técnicas
espectrofotométricas, estd na utilizagdo de processos de calibragdo multivariada, uma

poderosa ferramenta na analise de multicomponentes.

2.7. CALIBRACAO MULTIVARIADA

Um dos principais objetivos da calibracdo multivariada consiste em explorar toda a
informagé&o fornecida pela técnica instrumental utilizada, condicdo que favorece a
previsao de uma resposta de interesse com discrepancia minima, mesmo em condi¢cbes
de severa interferéncia inter-espécies.

Métodos de calibragdo multivariada tém sido cada vez mais utilizados em quimica
analitica, principalmente quando os componentes presentes numa mistura necessitam
ser determinados, mas a informagado analitica disponivel ndo apresenta seletividade
(BRO, 2003; HOPKE, 2003).

O procedimento geral da analise quimica € composto de duas etapas fundamentais.
Na primeira, alguns tratamentos quimicos e fisicos sdo utilizados, com o objetivo de
transformar a amostra levando-a a um estado fisico compativel com a técnica analitica
disponivel. Na segunda, modelos de calibracdo sdo desenvolvidos, obtendo-se uma
funcdo de regressao que permite prever uma quantidade de uma espécie quimica
desejada, a partir de um parametro fisico medido.

Normalmente, os modelos de calibragcdo sdo desenvolvidos utilizando-se
aproximagdes univariadas. No caso particular da espectroscopia UV-Vis, por exemplo, o
sinal processado costuma corresponder a absorvancia registrada no comprimento de
onda de absor¢do maxima. Obviamente que, além de representar uma sub-utilizagao da
informagéao fornecida pelo sistema instrumental, a utilizagdo de apenas este parametro
dificulta (e as vezes inviabiliza completamente) a determinagdo em amostras onde os
componentes apresentam interferéncia espectral (ANDRADE et al, 2003).

A base da calibracdo multivariada é estabelecer uma relacdo entre duas matrizes
(ou blocos) de dados quimicos, quando houver uma dependéncia entre as propriedades
que descrevem cada uma delas.

A calibracdo multivariada consiste basicamente de duas fases (MARTENS & NAES,



Dissertacdo de Mestrado — Juliana dos Santos 16

1989; FERREIRA et al, 1999): a calibragdo e a previsdo. Na fase de calibragédo, “n”
espectros para um conjunto de amostras com composi¢cao conhecida sdo obtidos em “p”
valores de energia (ou comprimento de onda) diferentes, formando uma matriz X, com “n”
linhas e “p” colunas. Também uma matriz Y com os valores de concentragdo pode ser
formada contendo “n” linhas, correspondendo as diferentes amostras, e “q” colunas,
indicando a concentracéo de cada uma das espécies de interesse.

O préximo passo € desenvolver um modelo matematico apropriado determinando-
se um vetor dos coeficientes de regressao (b) que melhor possa reproduzir Ycal a partir
dos dados da matriz Xcal (Equacao 1). Esse modelo é utilizado na fase de previsdo (com
um conjunto teste) para estimar as concentracdes (Yprev) dos constituintes de novas
amostras, a partir de seus espectros (Xteste) (Equacdo 2). Como estes métodos
trabalham com matrizes de dados, o processo de isolar o fator Y da Equacédo 1 para a
obtencdo da Equacdo 2 implica na utilizacdo da matriz transposta de X, ou seja,
(Xteste)".

Xcal = b * Yecal (1)
Yteste = (Xteste)' * b (2)

Os dados para a calibragcdo multivariada podem ser organizados conforme
mostrado na Figura 6. Os valores de absorvancia (ou transmitancia) dos espectros, a
cada valor de energia (ou comprimento de onda), sdo as variaveis independentes, e as
concentracdes das espécies e interesse nas amostras, as variaveis dependentes.

— ] l Calibragio
L I 11 |
% Xcal Yeal
§=l
2]
=
Q
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L Previsiio
Comprimento de onda (nm) XTeste

FIGURA 6. ORGANIZAQAO DOS DADOS PARA CALIBRAQAO MULTIVARIADA.
Fonte: NAGATA, 2001
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2.7.1. Regressao de minimos quadrados parciais (PLSR)

A Calibracdo Multivariada, fundamentada em técnicas de regressdo parcial,
corresponde a uma ferramenta poderosa para a quimica analitica, de interessante
potencial de aplicacdo em muitos problemas de analise farmacéutica (ARANCIBIA et al,
2000; SENA et al, 2000; MEDINA et al, 1999). Em geral, este recurso permite a
determinacdo de um componente de interesse em matrizes complexas ou a analise de
multi-componentes em sistemas mais simples.

O PLS (do inglés, Parcial Least Squares) € um método utilizado na construgéo de
modelos de regressdo baseados na decomposi¢do de variaveis latentes relacionando
dois blocos, matrizes X e Y, que contém as variaveis independentes (Xx) e dependentes
(y) (SENA & POPPI, 2004). A regressdao por minimos quadrados parciais estende o
conceito do modelo inverso (propriedade como fungao da resposta instrumental) trocando
as variaveis originais por um subconjunto truncado das variaveis latentes dos dados
originais. Considerando um caso geral para a determinagcdo de mais de uma espécie de
interesse, logo Y é uma matriz de dimensao (n x z), onde z € o numero de colunas de Y,
tem-se a decomposicdo de ambas as matrizes X de dimensdo (n x m) e Y em suas
matrizes de “scores” e “loadings” (VALDERRAMA, 2005):

X=TP +E,= Ytaph +E, (3)

Y=UQ +E = Tuq} +E, (4)

em que, X é a matriz de respostas instrumentais, Y é a matriz de respostas da
propriedade de interesse obtida por metodologia padrdo, T e U sdo os “scores” de X e Y,
respectivamente, P e Q sdo os “loadings” de X e Y, respectivamente, E, e E, corresponde
a matriz de residuos composta pelas variaveis latentes descartadas, ou seja, as matrizes
que contém a parte ndao modelada (VALDERRAMA, 2005). O T sobrescrito indica uma
matriz transposta. O produto de T e P' se aproxima das varidveis independentes (dados
espectrais) e o produto de T e Q', das variaveis dependentes (concentracdes) (SENA &
POPPI, 2004).

Entre os “scores” de X e os “scores” de Y, uma relacao linear é, entao, estabelecida.

Up =bata (9)
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em que, ba € o vetor de coeficientes de regressao do modelo linear para cada variavel
latente, obtido através de (VALDERRAMA, 2005):

A Figura 7 ilustra a decomposicédo das matrizes X e Y no produto das matrizes de
“scores’ e “loadings”. A decomposi¢ao pode ser realizada através de diversos algoritmos
que procedem a referida decomposi¢cdo por passos diferentes chegando ao final em
resultados praticamente iguais. Um exemplo desses algoritmos é o NIPALS (do inglés,
Nonlinear Interative Partial Least Squares) (VALDERRAMA, 2005).
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FIGURA 7. DECOMPOSICAO EM VARIAVEIS LATENTES DAS MATRIZES X E Y PARA
MODELQOS PLS.
Fonte: VALDERRAMA, 2005

O NIPALS é uma extensdo do PLS utilizado para andlise de dados multivariados.
Como no PLS, o NIPALS é utilizado nos casos em que todas as variaveis dependentes
sao previstas simultaneamente (uma matriz Y) (SENA & POPPI, 2004). Para andlise das
amostras, tém-se um tensor de dados X de dimensdes i x j x k. Esses métodos tém a
grande vantagem de permitirem a determinagcédo de espécies de interesse na presenca de
interferentes, mesmo que ndo tenham sido incluidos nas amostras de calibragdo
(VALDERRAMA et al, 2009).

O meétodo mais empregado para encontrar o numero adequado de variaveis
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latentes é a validacdo cruzada (do inglés, cross-validation) utilizando o sistema “leave-
one-out’ em que a partir das amostras de calibracao, uma amostra é retirada e o0 modelo
€ desenvolvido com diferentes numeros de variaveis latentes. A concentragao da amostra
que foi retirada é prevista e por comparagao com o valor esperado, a raiz quadrada da
média dos erros quadraticos gerada por validacao cruzada (RMSECV) é estimada para
cada variavel latente. Este procedimento é repetido para todas as amostras € um erro
médio é calculado, podendo ser escolhido o nUmero de variaveis latentes que apresentar
o menor RMSECV (TREVISAN, 20083).

Métodos de calibragdo multivariada tém sido utilizados com bastante freqiiéncia na
resolucao de problemas de interferéncia espectral. No caso da espectrofotometria UV-Vis
e da espectroscopia no infravermelho, os exemplos sdo abundantes e atestam o grande
potencial dos processos de calibragcdo multivariada para a resolugdo deste tipo de
problemas, sem a necessidade de recorrer a metodologias quimicas, freqientemente
associadas a contaminag¢ao ou perda da amostra de interesse.

Com relagdo a andlise de medicamentos, varios artigos foram encontrados nas
fontes usuais de pesquisa bibliografica. Artigos orientados a determinacao de farmacos
por espectrofotometria UV-Vis (WU et al, 2009; GENDRIN et al, 2008; MALUF et al, 2008;
METWALLY, 2008; SENA et al, 2007; NI et al, 2006; ABBASPOUR & MIRZAJANI, 2005;
DAMIANI et al, 2005; GHASEMI & NIAZI, 2005; RAGNO et al, 2004; ANDRADE et al,
2003; KARGOSHA & SARRAFI, 2001; BOERIS et al, 2000), e a analise por
espectroscopia no infravermelho (AALTONEN et al, 2008; BENEDETTI et al, 2007;
MATERQO et al, 2007; PARISOTTO et al, 2007; SULUB et al, 2007; ROGGO et al, 2007;
SOUZA & FERRAO, 2006; LIU et al, 2003; KONZEN et al, 2003).

2.8. VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

O desenvolvimento de um método analitico, a adaptagdo ou a implementagéo de
método conhecido, envolve um processo de avaliagdo que demonstre sua eficiéncia na
rotina de analises de produtos industrializados, especialmente na industria farmacéutica.
Esse processo costuma ser denominado de validagdo. Um método € considerado
validado se suas caracteristicas estiverem de acordo com os pré-requisitos estabelecidos
em farmacopéias ou formularios oficiais, devidamente reconhecidos pela ANVISA
(ANVISA 2003; BRITO et al, 2003).

A validacdo de métodos analiticos € um aspecto vital da garantia da qualidade de
medicamentos e deve assegurar, por meio de estudos experimentais, que o método
atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas, garantindo a confiabilidade dos
resultados. As caracteristicas tipicas utilizadas na validacdo de métodos analiticos sao:
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especificidade, linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de quantificacdo e
exatidao (VALENTINI et al, 2007; ANVISA 2003; BARROS, 2002).

No caso de metodologia analitica ndo descrita em farmacopéias ou formularios
oficiais, a validacdo devera envolver a avaliacdo de uma série de parametros, os quais
dependem da finalidade do teste. Os testes necessarios sao classificados em 4
categorias, conforme apresentado na Tabela 1. Para cada categoria sera exigido um
conjunto de testes, os quais estao relacionados na Tabela 2.

TABELA 1. CLASSIFICACAO DOS TESTES DE VALIDACAO, SEGUNDO SUA
FINALIDADE.

Categoria Finalidade do teste

Testes quantitativos para a determinagéo do principio ativo em produtos

farmacéuticos ou matérias-primas

Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinagao de impurezas
e produtos de degradacao em produtos farmacéuticos e matérias-primas

]| Testes de performance (por exemplo: dissolugéo, liberagéo do ativo)

v Testes de identificacao

Fonte: ANVISA, 2003
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TABELA 2. ENSAIOS NECESSARIOS PARA A VALIDAGAO DE METODOS
ANALITICOS, SEGUNDO SUA FINALIDADE.

Categoria ll
Parametro Categoria | Ensaio  Categorialll  Categoria IV
Quantitativo o
Limite
Especificidade SIM SIM SIM * SIM
Linearidade SIM SIM NAO * NAO
Intervalo SIM SIM * * NAO
Repetibilidade SIM SIM NAO SIM NAO
Precisao = =

Intermediaria * ** NAO ** NAO
Limite de detecgéo NAO NAO SIM * NAO
Limite de quantificagdo NAO SIM NAO * NAO
Exatidao SIM SIM * * NAO
Robustez SIM SIM SIM NAO NAO

* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.
** se houver comprovacgao da reprodutibilidade nao é necessaria a comprovagao da Precisdo Intermediaria.

Fonte: ANVISA, 2003

2.8.1.Especificidade e Seletividade

Especificidade é a capacidade que o método possui de medir exatamente um
composto em presenga de outros componentes tais como impurezas, produtos de
degradacdo e componentes da matriz. Para andlise quantitativa (teor) e analise de
impurezas, a especificidade pode ser determinada pela comparagcdo dos resultados
obtidos de amostras (farmaco ou medicamento) contaminadas com quantidades
apropriadas de impurezas ou excipientes, e amostras nao contaminadas, para
demonstrar que o resultado do teste ndo é afetado por esses materiais (VALENTINI et al,
2007; ANVISA, 2003).

Conforme citado por CORDEIRO (2006): “Os termos seletividade e especificidade
sdo muitas vezes utilizados indistintamente ou com interpretacdes diversas, mas, de
acordo com o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial) (2003), seletividade e especificidade ndo sdo sinénimos”. Um método
especifico é aquele capaz de determinar apenas um analito presente na matriz, e seletivo

€ aquele capaz de determinar e distinguir cada um dos varios analitos presentes.
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2.8.2. Linearidade

Entende-se por linearidade a capacidade de uma metodologia analitica de
demonstrar que os resultados obtidos sao diretamente proporcionais a concentracao do
analito na amostra, dentro de um intervalo especificado. Recomenda-se que a linearidade
seja determinada pela andlise de, no minimo, 5 concentragbes diferentes. Estas
concentracées devem seguir os intervalos (ver item 2.8.3. Intervalo) da Tabela 3
(ANVISA, 2003).

Se houver relacdo linear aparente ap6s exame visual do grafico, os resultados dos
testes deverdo ser tratados por métodos estatisticos apropriados para determinagéo do
coeficiente de correlagao, interseccdo com o eixo Y, coeficiente angular, soma residual
dos quadrados minimos da regressao linear e desvio padréo relativo. Se nao houver
relacdo linear, realizar transformacdo matematica. O critério minimo aceitavel do
coeficiente de correlacao (r) deve ser = 0,99 (VALENTINI et al, 2007; ANVISA, 2003).

2.8.3. Intervalo

O intervalo especificado € a faixa entre os limites de quantificacao superior e inferior
de um método analitico. Normalmente é derivado do estudo de linearidade e depende da
aplicacdo pretendida do método (Tabela 3). E estabelecido pela confirmagéo de que o
método apresenta exatiddo, precisdo e linearidade adequadas quando aplicadas a
amostras contendo quantidades de substancias dentro do intervalo especificado
(ANVISA, 2003).
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TABELA 3. LIMITES PERCENTUAIS DO TEOR DO ANALITO QUE DEVEM ESTAR
CONTIDOS NO INTERVALO DE LINEARIDADE PARA ALGUNS METODOS
ANALITICOS.

ENSAIO ALCANCE

Determinacao quantitativa do
analito em matérias-primas ou em De 80% a 120% da concentragdo tedrica do teste

formas farmacéuticas

Do nivel de impureza esperado até 120% do limite
maximo especificado. Quando apresentarem
L . importéncia toxicolégica ou efeitos farmacoldgicos
Determinacao de impurezas ) o o ;
inesperados, os limites de quantificagcao e deteccao
devem ser adequados as quantidades de impurezas a

serem controladas

Uniformidade de conteudo De 70% a 130% da concentragao tedrica do teste

De +20% sobre o valor especificado para o intervalo.
. . . Caso a especificagao para a dissolugao envolva mais
Ensaio de dissolucéo ] o
que um tempo, o alcance do método deve incluir —20%

sobre o menor valor e +20% sobre o maior valor

Fonte: ANVISA, 2003

2.8.4. Precisao

A precisdo é a avaliacao da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem mudltipla de uma mesma amostra. A precisao é considerada
em trés niveis (ANVISA, 2003; INMETRO, 2003):

e Repetibilidade (precisdo intra-corrida): concordancia entre os resultados dentro

de um curto periodo de tempo com 0 mesmo analista e mesma instrumentacao.
A repetibilidade do método é verificada por, no minimo, 9 (nove) determinagdes,
contemplando o intervalo linear do método, ou seja, 3 (irés) concentragdes,
baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas cada ou minimo de 6 determinacgdes a
100% da concentracao do teste;

e Precisao intermediaria (precisdo inter-corridas): concordancia entre os resultados

do mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes
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e/ou equipamentos diferentes. Para a determinacdo da precisdo intermediaria
recomenda-se um minimo de 2 dias diferentes com analistas diferentes.

¢ Reprodutibilidade (preciséo inter-laboratorial): concordancia entre os resultados

obtidos em laboratérios diferentes como em estudos colaborativos, geralmente
aplicados a padronizacdo de metodologia analitica, por exemplo, para inclusao
de metodologia em farmacopéias.

A precisao pode ser expressa como desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente de
variacao (CV%), segundo a férmula,

DP

DPR = x 100
CMD

Onde: DP é o desvio padrao e CMD, a concentracao média determinada.

O valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia
empregada, a concentragdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do
método, ndo se admitindo valores superiores a 5% de DPR (ANVISA, 2003).

2.8.5. Limite de deteccao (sensibilidade)

Limite de deteccao é a menor quantidade do analito presente em uma amostra que
pode ser detectada, porém ndo necessariamente quantificada, sob as condicoes
experimentais estabelecidas. O limite de detecgéo é estabelecido por meio da analise de
solugdes de concentragbes conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel
detectavel (ANVISA, 2003).

No caso de métodos instrumentais (CLAE, CG, absorgédo atémica), a estimativa do
limite de deteccao pode ser feita com base na relagdo de 3 vezes o ruido da linha de
base, conforme equacgéo apresentada a seguir:

~ DP,X3
- IC

LD

Onde: IC ¢ a inclinagdo da curva e DP, € o desvio padréo do intercepto com o
eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de calibragdo construidas contendo concentragbes do
farmaco préximas ao suposto limite de quantificacéo. Este desvio padrao pode ainda ser
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obtido a partir da curva analitica proveniente da andlise de um numero apropriado de
amostras do branco (ANVISA, 2003).

2.8.6. Limite de quantificacao

E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com
precisao e exatidao aceitaveis sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas. O limite de
quantificagdo é um parametro determinado, principalmente, para ensaios quantitativos de
impurezas, produtos de degradacao em farmacos e produtos de degradacdo em formas
farmacéuticas e € expresso como concentragdo do analito na amostra (ANVISA, 2003).

O limite de quantificacao € estabelecido por meio da analise de solugbes contendo
concentragdes decrescentes do farmaco até o menor nivel determinavel com preciséo e

exatidao aceitaveis. Pode ser expresso pela equagao,

~ DPx10
- IC

LD

Onde: IC ¢ a inclinagdo da curva e DP, € o desvio padréo do intercepto com o
eixo do Y de, no minimo, 3 curvas analiticas construidas contendo concentragdes do
farmaco préximas ao suposto limite de quantificacéo. Este desvio padrao pode ainda ser
obtido a partir da curva de calibragcdo proveniente da analise de um apropriado namero
de amostras do branco (ANVISA, 2003).

2.8.7. Exatidao

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relagdo ao valor verdadeiro. Véarias metodologias para a
determinag&o da exatidao estéo disponiveis:

e Farmaco: aplicando-se a metodologia analitica proposta na andlise de uma
substancia de pureza conhecida (padrao de referéncia) ou comparacao dos
resultados obtidos com aqueles resultantes de uma segunda metodologia bem
caracterizada, cuja exatiddo tenha sido estabelecida;

e Forma Farmacéutica: na analise de uma amostra, em que a quantidade

conhecida de farmaco foi adicionada a uma mistura dos componentes do
medicamento (placebo contaminado) ou nos casos em que amostras de todos os
componentes do medicamento estdo indisponiveis, aceita-se a analise pelo
método de adicdo de padrdo, no qual adiciona-se quantidades conhecidas do
analito (padrao de referéncia) ao medicamento.
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e Impurezas: analise pelo método de adicdo de padrdo, no qual adiciona-se
quantidades conhecidas de impurezas e/ou produtos de degradacdo ao
medicamento ou ao farmaco.

A exatiddo € calculada como porcentagem de recuperacdo da quantidade
conhecida do analito adicionado a amostra, ou como a diferenga porcentual entre as
médias e o valor verdadeiro aceito, acrescida dos intervalos de confianga. A exatidao é
expressa pela relagéo entre a concentragdo media determinada experimentalmente e a
concentracao teorica correspondente:

Concentragdo média experimental
Exatiddo = _ x 100
Concentracao tedrica (real)

A exatidao do método deve ser determinada apds o estabelecimento da linearidade,
do intervalo linear e da especificidade do mesmo, sendo verificada a partir de, no minimo,
9 (nove) determinacdes contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, 3 (trés)
concentragdes, baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas cada (ANVISA, 2003).

2.8.8. Robustez

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variagbes dos parametros analiticos. Indica sua confianga
durante o uso normal.

Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se considerar a avaliagdo da
robustez. Constatando-se a susceptibilidade do método as variagbes nas condigcoes
analiticas, estas deverdo ser controladas e precaugbes devem ser incluidas no
procedimento. A Tabela 4 relaciona os principais parametros que podem resultar em
variacao na resposta do método.
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TABELA 4. FATORES QUE DEVEM SER CONSIDERADOS NA DETERMINACAO DA
ROBUSTEZ DO METODO ANALITICO.

-Estabilidade das solugées analiticas
Preparo das amostras B
‘Tempo de extracédo

‘Variagédo do pH da solucéo
Espectrofotometria -Temperatura
-Diferentes fabricantes de solventes

-Variagdo do pH da fase movel

-‘Variagcao na composicao da fase mével
Cromatografia em fase liquida -Diferentes lotes ou fabricantes de colunas

-Temperatura

-Fluxo da fase movel

-Diferentes lotes ou fabricantes de colunas
Cromatografia em fase gasosa ‘Temperatura
-Velocidade do gas de arraste

Fonte: ANVISA, 2003
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3. OBJETIVO GERAL E OBJETIVOS ESPECIFICOS
O objetivo deste projeto € o desenvolvimento de métodos espectroscopicos
multivariados para quantificagéo de captopril e hidroclorotiazida em associacao.

Dentre os objetivos especificos destacam-se:

1. Desenvolvimento de modelos multivariados utilizando espectroscopia eletrénica
(fase sdlida e solugéo) e regressao de minimos quadrados parciais (PLSR);

2. Selegdo do modelo de melhor desempenho, aplicagdo na anadlise de
medicamentos e comparagdo dos resultados com técnica cromatografica de
referéncia;

3. Realizacdo de ensaios de dissolu¢cao de medicamentos de referéncia, genérico
e similar contendo a associagao;

4. Selecao do modelo multivariado de melhor desempenho para quantificagdo dos
farmacos nos ensaios de dissolu¢cado e comparagao dos resultados com técnica
cromatografica de referéncia;

5. Validagcdo do método analitico de acordo com normas nacionais (ANVISA).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. MATERIAL E REAGENTES

Os farmacos propostos para este estudo sao captopril (1-[(2S)-3-mercapto-2-
metilpropionil]-L-prolina e hidroclorotizida (1,1 diéxido de 6-cloro-3,4-diidro-2H-1,2,4-
benzotiadiazina-7-sulfonamida), cujas especialidades estudadas foram: Lopril-D (Bristol-
Myers Squibb Brasil), captopril + hidroclorotiazida (Medley S/A Ind. Farm.) e Captotec
HCT (Hexal do Brasil), medicamento de referéncia, medicamento genérico e
medicamento similar, respectivamente, todos contendo em sua formulagdo valor nominal
de 50 mg de captopril e de 25 mg de hidroclorotiazida por comprimido.

Os padrées secundarios de captopril (99,6%) e hidroclorotiazida (99,7%) foram
fornecidos pelo Laboratério Farmos.

Outros reagentes (acido, bases, solventes e sais) foram de grau analitico PA.

Todas as solugbes foram preparadas utilizando-se vidraria analitica, incluindo
baldes, buretas e pipetas volumétricas previamente calibradas.

4.2. EQUIPAMENTOS

As pesagens foram realizadas em balanca analitica digital Scientech AS 210, com
aproximacao de 0,0001 g.

Os espectros de absorcdo UV-Vis em solucdo foram adquiridos em
espectrofotdmetro Shimadzu (2410 PC), utilizando-se o software UVPC v.3.91
(Shimadzu) e cubetas de quartzo de 1 cm. Nos estudos de reprodutibilidade foi utilizado
equipamento Hewllet Packard, modelo HP 8452-A Diode Array.

Espectros na regido UV-Vis em fase sélida foram registrados em um espectrometro
Ocean Optics, equipado com sonda para medidas por refletancia.

Os ensaios de dissolucdo foram realizados em dissolutor Hanson Research®,
modelo SR Il 6 e aparato cesta.

A andlise por cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia foi realizada em
cromatégrafo VARIAN 920-LC, utilizando software GALAXIE v 1.9 e coluna Microsorb—
MV 100/5 C8 (250x4,6x1/4”).

4.3. RECURSOS COMPUTACIONAIS

Para desenvolvimento dos modelos de calibracdo multivariada (PLSR) foi utilizado
0 pacote de programas do PLS-toolbox 3.0 (Eigenvector), o qual opera em ambiente
Matlab 6.5 (MathWork). As matrizes foram construidas utilizando o software Origin 6.1®
(OriginLab).



Dissertacdo de Mestrado — Juliana dos Santos 30

4.4. DESENVOLVIMENTO DOS MODELOS DE CALIBRACAO
4.4 1. Espectroscopia eletrénica em solucao

Para analise univariada convencional foram elaboradas curvas analiticas
individuais, utilizando-se os comprimentos de onda de maxima absorcdo apresentados
pelos farmacos em estudo. Cada curva foi elaborada com 5 pontos, contendo entre 20,0
e 30,0 mg L™ de captopril e entre 10,0 e 15,0 mg L™ de hidroclorotiazida.

Para o desenvolvimento de modelos multivariados foram produzidas 25 solugdes a
partir dos farmacos puros, contendo 20,0 a 30,0 mg L™ de captopril e 10,0 a 15,0 mg L™
de hidroclorotiazida, dissolvidos em solugdo Etanol:Agua (10 %), de acordo com o
planejamento apresentado na Figura 8. Esta faixa foi definida levando-se em
consideragdo o teor nominal dos farmacos em medicamentos comercialmente
disponiveis, a variagdo maxima permitida pela farmacopéia (+ 10%) e o coeficiente de
absortividade de cada farmaco.

Das 25 misturas, 20 foram utilizadas para a fase de calibragao e 5 foram utilizadas
na fase de validagdo do modelo (ver detalhes na Figura 8). Em ambos os métodos, 0s
espectros foram registrados entre 190 e 350 nm, sendo processados integralmente,
utilizando-se cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6tico. Os excipientes ndo foram

considerados no planejamento das misturas.

Planejamento analitico das misturas em solugéo
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FIGURA 8. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DAS MISTURAS EM SOLUGAO
CONTENDO CAPTOPRIL (CAP) E HIDROCLOROTIAZIDA (HIDRO).
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4.4.2. Espectroscopia eletronica em fase sélida

Para o desenvolvimento de modelos multivariados foram produzidas 25 misturas,
contendo 147 a 221 mg g™ de captopril e 74 a 110 mg g de hidroclorotiazida, de acordo
com planejamento apresentado na Figura 9. Esta faixa foi definida levando-se em
consideragado o teor nominal dos fa&rmacos contido em 1 grama de medicamento e a
variacao maxima permitida pela legislacao pertinente (x 10%).

Das 25 misturas, 20 foram utilizadas para a fase de calibragao e 5 foram utilizadas
na fase de validagdo do modelo (ver detalhes na Figura 9). Em todos os casos, sulfato de
bario foi utilizado como diluente, por ndo absorver na regido UV-Vis, em quantidade
suficiente para completar 1,0000 g. Os espectros foram registrados entre 200 e 360 nm,
sendo processados integralmente. Os excipientes nao foram considerados no

planejamento das misturas.

Planejamento analitico das misturas sélidas
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FIGURA 9. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DAS MISTURAS EM FASE SOLIDA,
CONTENDO CAPTOPRIL (CAP) E HIDROCLOROTIAZIDA (HIDRO).
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4.4.3. Transformacao de Dados
Para melhorar a eficiéncia dos modelos multivariados, procedimentos de

transformacéao de dados foram utilizados. Dentre outros destacam (PELL et al, 1992):

i) Primeira e segunda derivada, para compensar o aumento de linha base e
melhorar a separacao de sinais nao totalmente sobrepostos.

i) Alisamento, para diminuir os efeitos dos ruidos instrumentais.

iif) Autoescalamento, para enfatizar sinais com baixa intensidade.

iv) Correcdao do sinal mutliplicativo (MSC), especialmente recomendado para
correcao de sinais obtidos por refletancia.

4.5. VALIDACAO DO MODELO MULTIVARIADO

A partir dos resultados obtidos na fase de validagdo externa foi selecionado o
modelo multivariado de melhor desempenho, o qual foi validado segundo critérios
estabelecidos pela ANVISA. Os parametros avaliados foram: intervalo, precisdo
(repetibilidade e reprodutibilidade), robustez (tempo de leitura, temperatura e influéncia
do pH) e exatidao.

4.5.1. Intervalo

A definigdo da faixa de trabalho do modelo multivariado deve considerar a
concentracao média do conjunto de calibragdo, modelando pontos de concentragdo ao
redor desse valor, atingindo um limite de + 20% e — 20% (ANVISA, 2003). No caso das
misturas contendo captopril e hidroclorotiazida, o ponto central corresponde as
concentracdes de 25,00 mg L™ de captopril e 12,50 mg L™ de hidroclorotiazida. Portanto,
a variacdo de 20% configura o intervalo de 20,00 a 30,00 mg L™ para captopril e de 10,00
a 15,00 mg L™ para hidroclorotiazida.

4.5.2. Precisao

Para avaliagdo da precisédo foram realizados ensaios de repetibilidade (intracorrida)
e reprodutibilidade (inter-corridas). Para os ensaios foram preparadas 3 misturas, em
concentracéo baixa (20,00 mg L™ de CAP e 10,00 mg L de HIDRO), média (25,00 mg L™
de CAP e 12,50 mg L' de HIDRO) e alta (30,00 mg L de CAP e 15,00 mg L de
HIDRO), as quais foram analisadas em triplicata. O teste de reprodutibilidade foi
viabilizado pela participacdo de um segundo analista (Doutoranda Gilcélia A. Cordeiro),
em dia e equipamento diferentes.
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A precisdo foi expressa na forma de desvio padrdo relativo, considerando-se
aceitos valores inferiores a 5% (ANVISA, 2003).

4.5.3. Robustez

A avaliagdo da robustez envolveu estudos orientados a verificar o efeito do tempo
de leitura (0, 1, 2, 3, 24 e 48 h), da temperatura (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,40 e 45 °C) e
do pH (2,92; 4,21 e 6,14). Estes estudos foram realizados com apenas uma mistura
sintética, contendo 25,00 mg L™ de captopril e 12,50 mg L™ de hidroclorotiazida.

4.5.4. Exatidao

A exatidao foi avaliada por meio de ensaios de recuperacao. As misturas utilizadas
para o ensaio de recuperagao foram as mesmas empregadas na avaliagao da precisdo. A
exatiddo foi expressa na forma de erro percentual, considerando-se aceitos valores de
recuperacao entre 95 e 105% (ANVISA, 2003).

4.6. ANALISE CROMATOGRAFICA DOS MEDICAMENTOS

A andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia da associacdo
captopril/hidroclorotiazida foi realizada conforme o método da Farmacopéia Americana
(UNITED STATES PHARMACORPEIA, 2008), utilizando-se coluna C8 e fase movel
constituida de agua deionizada, metanol (Merck, grau HPLC) e acido fosférico
(750:250:0,5), com vazédo de 1 mL min™'. Nestas condicdes foram observados tempos de
retencdo de aproximadamente 4 minutos para hidroclorotiazida e 17 minutos para
captopril, totalizando 20 minutos para cada corrida.

A curva analitica foi preparada a partir de 5 solu¢des contendo entre 0,020 e 0,200
mg mL" de captoprii e 0,010 e 0,900 mg mL" de hidroclorotiazida, conforme
planejamento da Figura 10. As solu¢des foram preparadas diretamente em fase movel,
contendo 4gua deionizada, metanol e &cido fosférico (750:250:0,5).
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FIGURA 10. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DAS MISTURAS CAPTOPRIL (CAP) E
HIDROCLOROTIAZIDA (HIDRO) PARA ANALISE POR CLAE.

4.7. PERFIL DE DISSOLUCAO

Os ensaios de dissolugao envolveram 3 medicamentos disponiveis comercialmente
(Referéncia, Genérico e Similar), cada um dos quais foi avaliado em quintuplicata. Os
ensaios foram realizados de acordo com a Farmacopéia Americana de 2008, utilizando-
se as condi¢des descritas na Tabela 5.

O meio de dissolucdo consistiu em uma solugdo de HCI 0,1 mol L’, a qual foi
preparada com agua deionizada previamente degaseificada. Nas cubas foram
adicionados 900,00 mL de meio de dissolu¢do, ambientados a temperatura de 37+0,5°C.

As condi¢des do meio acido e da temperatura pré-estabelecidas tém a finalidade de
simular o ambiente no qual ocorre a dissolu¢ao do medicamento no organismo, para que
se possa chegar o mais préoximo possivel da condigéo in vivo.

Cada comprimido foi colocado dentro da cesta e assim que entraram em contato
com o meio de dissolugao iniciou-se a contagem do tempo. Foram retiradas aliquotas em
tempos de 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20 e 30 minutos, com reposigao, totalizando 120 amostras
para leitura. As aliquotas foram acondicionadas em tubos de ensaio com tampa de rosca.
Apés filtracdo em membrana de celulose 0,45 um, as aliquotas foram analisadas pela
técnica de espectrofotometria na regidao do UV-Vis e por CLAE, para que fossem tracados

os perfis de dissolucao nas diferentes metodologias.
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TABELA 5. PARAMETROS UTILIZADOS EM ENSAIOS DE DISSOLUGAO DA
ASSOCIAGAO CAPTOPRIL / HIDROCOROTIAZIDA NA FORMA DE COMPRIMIDOS.

CAPTOPRIL / HIDROCLOROTIAZIDA (COMPRIMIDOS)

Meio
Temperatura
Velocidade
Volume do meio
Aparato
Quantificacao

Tempo de Ensaio

Tolerancia

HCI 0,1 mol L

37+£0,5°C

50 rpm

900 mL

1 (cesta)

CLAE

20 minutos para o Captopril

30 minutos para a Hidroclorotiazida

Nao menos de 80% (Q) da quantidade nominal de
captopril dissolvido ao final de 20 minutos e ndo menos
que 60% (Q) da quantidade nominal de
hidroclorotiazida dissolvida em 30 minutos.

Fonte: UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2008

4.6.1.Desenvolvimento do modelo de calibragao

Em funcdo de as amostras resultantes do ensaio de dissolu¢gdo encontrar-se em

meio de &cido cloridrico (0,1 mol L), houve a necessidade de se desenvolver um novo

modelo de calibragdo nestas condicoes, porém sem utilizar os excipientes no

planejamento. Adicionalmente, foi estendida a faixa de concentracdo modelada, de

maneira a permitir a determina¢ao de amostras diluidas (primeiros tempos de dissolu¢ao)

e concentradas (maiores tempos de dissolugao). Assim, o modelo foi desenvolvido entre

5,0 e 30,0 mg L' de captopril e 1,0 e 15,0 mg L de hidroclorotiazida, totalizando 16

misturas (Figura 11). Destas, 13 foram utilizadas para a elaboragdo do modelo e 3

reservadas para a fase de validacao externa (ver detalhes na Figura 11).
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Planejamento analitico das misturas em solugao
Ensaios de Dissolugédo

30,04 4 8 12 16

20,0{ 3 @ @) 15

CAP (mg L™

100 2 6 10

504 1 5 9 13
1I,0 5:0 16,0 15I,O
HIDRO (mg L™

FIGURA 11. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DAS MISTURAS CAPTOPRIL (CAP) E
HIDROCLOROTIAZIDA (HIDRO) PARA ANALISE DAS AMOSTRAS OBTIDAS NOS
ENSAIOS DE DISSOLUCAO.

4.8. ANALISE DE AMOSTRAS REAIS

O modelo de calibragdo multivariado de melhor desempenho foi utilizado na
determinagédo quantitativa das espécies de interesse em amostras do medicamento de
referéncia LOPRIL-D® (BRISTOL-MEYERS SQUIBB), do medicamento genérico
(MEDLEY) e do medicamento similar (HEXAL), que contém 50 mg de captopril e 25 mg
de hidroclorotiazida por comprimido.

Na analise por espectroscopia UV-Vis em solucéo, 20 comprimidos foram pesados,
para se obter a massa média, triturados e homogeneizados. Posteriormente, foi tomada
uma aliquota equivalente a um comprimido, a qual foi dissolvida em 1000,0 mL de
solucdo aquosa de etanol (10% v/v). Apods filiracdo em papel de filtro, diluicbes
convenientes foram realizadas com solugcéao aquosa de etanol.

Na analise por espectroscopia UV-Vis de sélidos, os comprimidos foram triturados
em almofariz e quantidades suficientes foram colocadas nos sistemas porta-amostra,
para leitura direta do medicamento em fase sélida.

Na andlise por CLAE, os comprimidos foram triturados em almofariz e, apds
pesagem de acordo com a massa média de 20 comprimidos, foram dissolvidos em fase
mével utilizando banho de ultra-som. Apés diluicdes necessarias, as amostras foram
fitradas em membrana de acetato de celulose de 0,45 um e acondicionadas em frascos
vial para serem analisadas (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2008).

Todas as andlises foram realizadas em triplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. ANALISE UNIVARIADA CONVENCIONAL
5.1.1. Método de interpolacao na curva analitica

Com a intencdo de avaliar de maneira comparativa os resultados obtidos pelos
modelos multivariados de calibracdo, estudos envolvendo calibragdo univariada
convencional foram realizados preliminarmente.

A partir dos espectros das substancias puras (Figuras 12-A e 13-A), é possivel
verificar que o CAP apresenta apenas uma banda de absorgédo centralizada em 199,5
nm, a qual € intensamente interferida pelo sinal da HIDRO. Para este segundo farmaco
observam-se duas bandas de absor¢ao, uma centralizada em 225,5 nm e outra em 271,0
nm, sendo que esta ultima apresenta-se livre da interferéncia espectral do captopril (ver
Figura 5).

Em primeira analise, a quantificagdo convencional de HIDRO & possivel,
principalmente utilizando-se o sinal registrado em 271,0 nm, enquanto que para CAP ha
necessidade de métodos diferenciados.

Para o CAP foi construida uma curva analitica utilizando-se apenas um
comprimento de onda de maxima absorcdao em 199,5 nm (Figura 12-A). A linearidade da
curva analitica (Figura 12-B) é dada por um coeficiente de regressao de 0,99944.

Para HIDRO foram construidas duas curvas analiticas, utilizando-se os sinais de
maxima intensidade em 225,5 e 271,0 nm (Figura 13-A). As curvas analiticas mostraram-
se lineares, com coeficientes de regressdo de 0,99766 e 0,99827, respectivamente
(Figura 13-B).

Apesar do sinal da HIDRO em 225,5 nm ser o de maior intensidade, o sinal em
271,0 nm foi utilizado na etapa de previsao, pois esta livre de qualquer interferéncia
espectral causada pela presenga de CAP na mistura. O resultado obtido na analise de 5
misturas sintéticas é apresentado na Tabela 6.

Como previsto, os erros na determinacdo de CAP foram bastante elevados,
devido a forte interferéncia espectral observada. Para HIDRO, os erros foram baixos, pois
a curva utilizada na previsao foi obtida com o sinal livre de interferéncias em 271,0 nm.

Os resultados obtidos demonstram a inviabilidade do sistema univariado
convencional para quantificagdo do componente interferido, o que evidencia a
necessidade de se utilizar procedimentos que permitam contornar referida interferéncia

espectral.
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FIGURA 12. (A) ESPECTROS DE ABSORGAO UV-Vis E (B) CURVA ANALITICA DO
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TABELA 6. RESULTADOS DA DETERMINACAO DE CAPTOPRIL (CAP) E
HIDROCLOROTIAZIDA (HIDRO) EM MISTURAS SINTETICAS UTILIZANDO-SE
METODO DE INTERPOLACAO EM CURVAS ANALITICAS CONVENCIONAIS.

Concentracao declarada Concentragao encontrada

p p Erro (%)
Misturas (mglL") (mglL’)
CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO
4 27,50 10,00 34,03 9,62 23,7 -3,8
7 22,50 11,25 30,00 11,16 33,3 -0,8
10 30,00 11,25 37,79 11,03 26,0 -1,9
17 22,50 13,75 31,25 13,64 38,9 -0,8
19 27,50 13,75 36,83 13,91 33,9 1,2
Erro Médio (%) 3,2 17

5.1.2. Método da espectrofotometria derivativa

Com o objetivo de melhorar os resultados obtidos pela andlise univariada
convencional, os espectros foram processados em primeira derivada. Observando os
espectros derivados (Figuras 14-A e 15-A) podemos verificar que o desdobramento de
sinais fornece regides de menor interferéncia, que podem ser utilizadas com maior
seguranca.

Nestas condigdes, observamos que o espectro do CAP (Figura 14-A) apresenta
um ponto de inflexdo em 201,5 nm, ponto em que a derivada do sinal de absorvancia é
zero, para qualquer valor de concentragdo. Em func¢do desta caracteristica, uma curva
analitica livre de interferéncia pode ser elaborada para HIDRO, desde que esta apresente
valores de absorvancia neste comprimento de onda, no espectro derivado.

De maneira andloga, a HIDRO apresenta trés pontos de inflexdo de derivada zero
em 225,5, 242,0 e 271,0 nm (Figura 15-A), porém apenas no comprimento de onda de
225,5 nm o CAP apresenta valores de absorvancia para a construcéo da curva analitica.

De acordo com as consideragdes acima, a curva analitica do CAP foi elaborada
em 225,5 nm (Figura 15-B), obtendo-se um coeficiente de regressao de 0,99903, e para a
HIDRO a curva foi construida em 201,5 nm (Figura 14-B), apresentando um coeficiente
de regressao de 0,99634.

Utilizando-se 5 misturas sintéticas para avaliar a capacidade deste sistema de
calibracdo, obtém-se os resultados apresentados na Tabela 7. Neste caso, o erro médio
associado a determinacédo de CAP foi levemente reduzido, mas ainda assim, é bastante
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elevado. Para HIDRO os erros que antes eram baixos, agora sdao muito elevados,

principalmente em razdo da interferéncia do CAP e da significativa diminuigdo de

sensibilidade observada no modo derivativo.

Apesar de 0 método derivativo apresentar um ganho significativo em resolucao,

apresenta problemas quanto a sensibilidade, pois qualquer variagcao, por menor que seja,

€ detectada pelo equipamento, o que pode gerar sinais ou ruidos indesejados no

espectro.
Espectros em 1° Derivada
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FIGURA 14. (A) ESPECTROS DA PRIMEIRA DERIVADA DO CAPTOPRIL E (B) CURVA
ANALITICA DA HIDROCLOROTIAZIDA EM A =201,5 nm.
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FIGURA 15. (A) ESPECTROS DA PRIMEIRA DERIVADA DA HIDROCLOROTIAZIDA E
(B) CURVA ANALITICA DO CAPTOPRIL EM A =225,5 nm.
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TABELA 7. RESULTADOS DA DETERMINACAO DE CAPTOPRIL (CAP) E
HIDROCLOROTIAZIDA (HIDRO) EM MISTURAS SINTETICAS UTILIZANDO-SE
METODO DE INTERPOLAGAO EM CURVAS ANALITICAS OBTIDAS EM PRIMEIRA
DERIVADA.

Concentracao Concentracao

Erro (%)
Misturas declarada (mg L™) encontrada (mg L™
CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO
4 27,50 10,00 21,35 2,43 -22,4 - 75,7
7 22,50 11,25 14,95 4,46 - 33,5 - 60,3
10 30,00 11,25 24 .24 4,52 -19,2 - 59,8
17 22,50 13,75 12,05 8,20 - 46,4 -40,4
19 27,50 13,75 21,26 7,48 -22,7 - 45,6
Erro Médio (%) 28,8 56,4

5.1.3. Método da aditividade das absorvancias

Para complementar as andlises convencionais e contornar os ja comentados
problemas de interferéncia espectral, foram desenvolvidos sistemas de equacoes,
fundamentados no principio da aditividade das absorvancias, de acordo com a seqtiéncia

de expressdes apresentadas a seguir:

A (271,0 nm) = A(CAP2710nm) + A (HIDRO271 0 nm)
A(199,5 nm) = A(CAP1995nm) + A (HIDRO199 5 nm)
ou
A (271,0 nm) = (acap 271,0nm) X b X Ccap) + @(HiDRO 271,0 nm) X D X Chipro)

A(199,5 nm) = (acap 199,5 nm) X b X Ccap) + @HiDRO 199,5nm) X B X CHipro)

Onde,
A: absorvancia, a: absortividade (L mg” cm™), b: caminho ético (1 cm) e ¢:
concentragéo (mg L™).

A absortividade é obtida através da regressao linear da curva analitica, ou seja, é
igual ao coeficiente angular da curva (B). Registrando-se os valores de absorvancia para
as misturas, em ambos comprimentos de onda, e conhecendo-se o0s valores de

absortividade, € possivel calcular as concentragdes, resolvendo-se um sistema de duas
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equacoes com duas incégnitas.

Os resultados, apresentados na Tabela 8, demonstram uma boa capacidade do
sistema para correcao da interferéncia espectral, o que permite a obtencao de erros de
previsdo da ordem de 6,0 %, para ambos os farmacos em estudo.

TABELA 8. RESULTADOS DA DETERMINACAO DE CAPTOPRIL (CAP) E
HIDROCLOROTIAZIDA (HIDRO) EM MISTURAS SINTETICAS UTILIZANDO-SE
METODO DA ADITIVIDADE DE ABSORVANCIAS.

Concentracao declarada Concentracao encontrada

P P Erro (%)
Misturas (mglL’) (mglL’)

CAP HIDRO CAP HIDRO CAP  HIDRO

27,50 10,00 29,11 10,46 5,8 4,6

22,50 11,25 24,05 12,00 6,9 6,7

10 30,00 11,25 31,94 11,87 6,5 5,5

17 22,50 13,75 23,69 14,49 5,3 5,4

19 27,50 13,75 29,09 14,74 5,8 7,2

Erro Médio (%) 6,1 59

5.1.4. Comentarios sobre os métodos univariados convencionais

De maneira geral, os resultados apresentados indicam que os sistemas
univariados de calibracao, fundamentados em curvas analiticas convencionais e no uso
de sistemas derivativos, se apresentam inadequados para a determinagdo de
associagbes contendo captopril e hidroclorotiazida. Esta dificuldade, produzida pela ja
comentada interferéncia espectral, inviabiliza a determinagdo dos farmacos em estudo
nas amostras de medicamentos, tal como evidenciado pelos resultados apresentados na
Tabela 9.

Como esperado, em fungdo dos bons resultados observados na determinagéo de
ambos os farmacos em misturas sintéticas, o sistema fundamentado no principio da
aditividade permitiu contornar os problemas de interferéncia, o que permitiu a andlise das
amostras de medicamentos com erros aceitaveis, em relagéo ao valor declarado em bula.

Os resultados antes comentados evidenciam o principal inconveniente associado
ao uso de espectroscopia eletrbnica, inconveniente este que normalmente limita
consideravelmente a sua aplicabilidade. Deste ponto de vista, o uso de alternativas

multivariadas se justifica plenamente.
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TABELA 9. ERROS RELATIVOS OBTIDOS NA ANALISE ESPECTROSCOPICA UV-Vis
UNIVARIADA DOS MEDICAMENTOS.

INTERPOLAGCAO DERIVATIVO ADITIVIDADE
AMOSTRAS
MEDICAMENTOS CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO
Referéncia (1) 23,6 - 11,5 - 29,7 - 65,2 0,6 -6,3
Referéncia (2) 23,4 - 12,7 - 40,6 - 66,5 0,3 -5,9
Referéncia (3) 22,4 11,9 -34,2 - 68,7 -1,0 -5,2
Erro médio 231+0,6 12,0+06 34855 668+1,8 0604 58+0,6
Genérico (1) 19,7 - 12,3 -18,8 - 54,6 - 4.6 -55
Genérico (2) 20,8 - 12,4 17,4 - 55,9 4,9 -5,6
Genérico (3) 20,0 - 12,2 -15,3 - 52,9 -38 -5.4
Erro médio 202+0,6 12,3+01 17218 545+15 4406 55%0,1
Similar (1) 16,3 - 14,0 -47.,9 - 70,0 -7.9 -73
Similar (2) 16,7 -13,2 42,7 - 68,2 -6,3 -6,4
Similar (3) 17,8 -12,8 - 458 - 72,6 -5,3 -6,1
Erro médio 16,9+0,8 13,3+0,6 455+26 703+22 65+13 6,6+06

5.2. ANALISE MULTIVARIADA
5.2.1. Espectroscopia UV-Vis em solucao

O modelo multivariado de calibragdo foi estabelecido a partir de 20 misturas
sintéticas, selecionadas a partir das 25 misturas apresentadas na Figura 8. As 5 misturas
restantes (4, 7, 10, 17 e 19) foram reservadas para a fase de validagdo externa, que visa
avaliar a capacidade preditiva dos modelos.

Os espectros foram registrados entre 190 e 600 nm, com intervalos de 0,5 nm.
Entretanto, somente a faixa compreendida entre 190 e 350 nm foi utilizada no
desenvolvimento dos modelos de calibragdo, em razao de apresentar toda a informacao
espectral relevante. A semelhanca entre os espectros das misturas sintéticas e das
amostras dos medicamentos pode ser observada por comparacao das Figuras 16-A e 16-
B. Este fato sugere, pelo menos de maneira preliminar, que os excipientes contidos na

formulagado do medicamento ndo deveréo interferir significativamente na analise.
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FIGURA 16. ESPECTROS DE ABSORCAO UV-Vis EM SOLUCAO (A) DAS MISTURAS
SINTETICAS DE CAPTOPRIL E HIDROCLOROTIAZIDA E (B) DOS MEDICAMENTOS
DE REFERENCIA, GENERICO E SIMILAR.

Para definir o melhor nimero de variaveis latentes (VLs), utilizou-se o método de
validagdo interna cruzada, particularmente a rotina denominada "leave one out’. Neste
procedimento, um espectro é retirado do conjunto de calibragdo, sendo utilizado como
elemento de previsdo. Esta operacdo € repetida tantas vezes quanto necessario, de
maneira a garantir que todos os elementos do conjunto participem como elemento de
previsdo. Os erros que surgem deste processo sao apresentados como a raiz quadrada
do somatorio dos erros de previsdo ao quadrado (RMSECV) em fungdo do numero de
variaveis latentes (Figura 17-A).

Os antecedentes apresentados nesta figura nos permite observar que o erro de
previsao € minimizado pela introducdo de duas VLs, para ambas espécies em estudo.
Para captopril, a introdugdo de um maior numero de VLs leva a um significativo aumento
no erro de previsdo, enquanto que para hidroclorotiazida os erros se mantém
praticamente constantes.

Adicionalmente, observa-se que duas VLs representam 99,75% da varidncia
apresentada pelos dados espectrais, 0 que, por sua vez, permite representar 98,79% da
variancia dos dados de concentracédo (Figura 17-B). A inclusdo de um maior nimero de
VLs contribui muito pouco com a variancia total explicada, ao mesmo tempo em que pode
provocar a criacao de modelos superjustados. A este respeito, € importante salientar que
modelos superajustados tendem a apresentar uma menor capacidade de previsdo, em
funcédo de estarem fundamentados em pequenas variacées espectrais, as quais podem
ser devidas a flutuag6es do tipo instrumental.
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Em fungdo destes argumentos, modelos foram desenvolvidos com 2 VLs.
Entretanto, para fins comparativos, modelos envolvendo um maior nimero de VLs foram
também elaborados.

A partir dos valores apresentados na Figura 17-B é possivel verificar uma das
principais caracteristicas da calibragdo multivariada. Isto é, embora cada amostra seja
representada por um espectro de aproximadamente 320 valores de absorvancia, em 320
valores de comprimento de onda, um conjunto de poucas VLs permite representar a
maior parte da variancia das amostras, utilizando praticamente toda a informagéo
espectral disponivel. Observa-se, por exemplo, que um conjunto de 5 VLs permite
99,40 %
aproximadamente 99,98 % da informagdo espectral. Esta significativa reducdo da

explicar da variancia dos dados de concentragdo, recorrendo-se a
dimensionalidade dos dados € que favorece o desenvolvimento de modelos de
calibragéo, utilizando-se praticamente toda a informagéo espectral disponivel.
Analisando-se os vetores de regressdo apresentados na Figura 18-A, € possivel
observar uma grande semelhanca entre o perfil deste pardmetro e 0s espectros
individuais apresentados na Figura 18-B. Trata-se de uma observacdo de extrema
realmente

relevancia, uma vez que certifica o desenvolvimento de modelos

fundamentados em regides espectrais que caracterizam cada um dos farmacos em

estudo.

VL Espectros (X) Concentracoes (Y)
; Cada VL Total Cada VL Total
) 1 79,00 79,00 48,68 48,68
- Mdocoronazds | 2 | 2075 [ 9975 | 5011 98.79
3 0,21 99.96 0.15 98,94
| 4 0,01 99,97 0,29 99,23
5 0,01 99,98 0.17 99.40
% ) 6 0,01 99,99 0,17 99,57
g 7 0,00 99,99 0,24 99,81
i 8 0,00 99,99 0,07 99,88
9 0,00 99,99 0,05 99,93
1 10 0,00 99,99 0,03 99,96
11 0,00 100,00 0,01 99,97
o 12 0,00 100,00 0,01 99,98
Nirero de Variaveis Latentes 13 0,00 100,00 0.01 99,99
14 0,00 100,00 0.01 100,00
A B

FIGURA 17. (A) GRAFICO DO RMSECV EM FUNCAO DO NUMERO DE VARIAVEIS

LATENTES E (B) PERCENTUAL DA VARIANCIA CAPTURADA PELO MODELO PLS.
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FIGURA 18. (A) VETORES DE REGRESSAO E (B) ESPECTROS DOS FARMACOS
PUROS (CAP 25,0 mg L™ e HIDRO 12,5mg L.

A Figura 19 apresenta um dos critérios de maior importancia para a verificacao de
anomalias no conjunto de calibragdo, os residuos de “Student” e o “Leverage”. Os
residuos de “Student” indicam se as amostras estdo incluidas na distribuicdo normal,
considerando-se um intervalo de confianca de 95 %, enquanto que o “Leverage”
corresponde a um parametro que representa a influéncia de um espectro em particular no
modelo, podendo ser entendida como a distancia entre cada espectro e o centrdide do
conjunto de espectros. Consideram-se os valores limites para residuos de Student e
Leverage corresponde a * 2,5 e 3 VL/N, respectivamente, sendo que neste ultimo caso,
VL representa o numero de variaveis latentes utilizadas na construgdo do modelo e N é o
numero de amostras do conjunto de calibragéo.

De acordo com a Figura 19, duas amostras extrapolam os valores maximos
permitidos para os residuos de Student (amostra 2 para captopril e amostra 7 para
hidroclorotiazida), o que, em principio, pode ser associado a erros no valor de
concentragdo, portanto, no preparo das amostras. Amostras que apresentam elevados
valores de residuos podem ser eliminadas do conjunto de calibragdo. Entretanto, admite-
se que modelos desenvolvidos por rotinas PLS se mostram bastante robustos, o que
implica em modificagdes pouco significativas quando amostras s&o retiradas ou
adicionadas no conjunto de calibragdo. Em funcao deste argumento e em razao do baixo
valor de Leverage, referidas amostras foram mantidas no conjunto de calibracao.

A Figura 20 apresenta o gréafico que correlaciona valores previstos pelo modelo

com valores reais (ver Figura 8), para cada uma das misturas utilizadas como conjunto de
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calibracdo. Os coeficientes de regressdo confirmam uma 6tima correlagéo entre valores

reais e previstos, o que, de maneira preliminar, atesta o bom ajuste do modelo

desenvolvido. Tal como verificado no estudo de anomalias, as amostras 2 e 7

apresentam um desvio atipico, em relagdo ao teor verdadeiro de captopril e
hidroclorotiazida, respectivamente.
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g Eoar -
@1 R
3 ol s 05k 1
g o5t o6 o A7 @ 48 off9 o13 20
2 e ol8 19 = fm 23 A
g gl on & g Bt M2 ofih
CS o a5 .
0540 4 : b
ol3 Ar ol ]
it Hs o | 0
a2 1oy o8 i
15 T00 oo 0t 0 01 02 014 0f6 008 02 Q02 00¢ 006 008 01 012 014 0% 018 02
Leverage Leverage
FIGURA 19. RESIDUOS DE “STUDENT” X “LEVERAGE” PARA O MODELO
DESENVOLVIDO COM 2 VARIAVEIS LATENTES.
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FIGURA 20. VALORES PREVISTOS VERSUS VALORES REAIS PELO MODELO

DESENVOLVIDO COM 2 VARIAVEIS LATENTES.
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Para uma avaliacdo mais apurada, entretanto, ha necessidade de uma etapa de
validacdo externa, na qual a capacidade de previsdo do modelo € avaliada frente a
misturas sintéticas que nao foram utilizadas na etapa de calibracdo. Quando esta prova é
realizada, percebe-se que a capacidade de previsdo do modelo é excelente (Tabela 10),
permitindo erros relativos médios inferiores a 1,0 %, para ambos componentes em
estudo.

TABELA 10. ERROS RELATIVOS MEDIOS (%) EM FUNGAO DO NUMERO DE VLs E
DO TIPO DE PRE-PROCESSAMENTO NA QUANTIFICAGAO DAS 5 AMOSTRAS DE
VALIDAGAO EXTERNA.

PRE-PROCESSAMENTO

Centradona  Autoescalado AliS2de com 1° Alisado 12 derivada

VL
CAP  HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO CAP  HIDRO

2 0,7 0,8 0,6 1,2 1,7 0,8 0,7 0,8 1,0 0,9
3 0,8 0,9 0,7 0,7 1,0 0,9 0,9 0,8 1,5 1,1
5 1,1 0,9 1,0 0,8 1,0 0,9 1,0 0,8 1,2 1,1
7 1,6 0,9 1,1 1,2 1,1 0,9 1,4 0,9 1,1 1,0
10 1,2 1,2 1,6 1,1 1,9 1,1 1,5 0,9 1,1 1,5

Visando a selecdo de melhores modelos de calibragdo, estudos foram realizados
com diversos tipos de pré-processamento de sinais e diferentes numeros de VLs (2, 3, 5,
7 e 10 VLs). Os resultados (Tabela 10) sugerem que os modelos de melhor capacidade
de previsdo correspondem aqueles obtidos com espectros centrados na media e 2 VLs,
dados autoescalados e 3 VLs e espectros alisados e 2 VLs.

Utilizando-se estes modelos na determinacdo dos farmacos em amostras de
medicamentos, encontraram-se 0s resultados apresentados na Tabela 11. Estes
resultados se apresentam coerentes com as concentragdes indicadas na bula dos
medicamentos, com discrepancias maximas bastante proximas ao limite aceito na

quantificagdo da associacao, de acordo com a Farmacopéia Americana (x 10 %).
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TABELA 11.

ERROS RELATIVOS MEDIOS OBTIDOS NA ANALISE DOS

MEDICAMENTOS EM TRIPLICATA UTILIZANDO-SE DIFERENTES TIPOS DE PRE-

PROCESSAMENTOS.

Erro relativo em relacao ao teor nominal (%); n=3

Centrado na média (2 VL)

Medicamento

Autoescalado (3 VL)

Alisado (2 VL)

CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO
Referéncia 6,8+0,9 9,3+0,3 9,7+1,0 9,0+04 6,7+0,9 8,9+0,3
Genérico 92+1,3 10,008 112+1,0 10,2+0,7 9,0+1,2 9,5+0,8
Similar 11,1+11 109+06 106+12 109+0,7 10,7 £ 1,1 10,3+0,6

Em funcdo de a concentragdo verdadeira poder variar mais ou menos 10% em

relacdo ao valor declarado na bula dos medicamentos, uma avaliagdo mais adequada da

exatiddo da metodologia multivariada proposta deve ser feita em relacdo aos resultados

obtidos pela técnica cromatografica padrdao. Para isso, foram desenvolvidas curvas

analiticas para andlise por CLAE com 5 misturas, contendo entre 0,020 e 0,200 mg mL™"

de captopril e 0,010 e 0,100 mg mL" de hidroclorotiazida, conforme planejamento

apresentado na Figura 10.

Os cromatogramas do captopril € da hidroclorotiazida, assim como as respectivas

curvas analiticas, sdo apresentados nas Figuras 21 e 22, as quais evidenciam uma

excelente linearidade da metodologia adotada.
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FIGURA 21. CROMATOGRAMAS (A) E CURVA ANALITICA (B) PARA

DETERMINAGAO CROMATOGRAFICA DE CAPTOPRIL EM MEDICAMENTOS.
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FIGURA 22. CROMATOGRAMAS (A) E CURVA ANALITICA (B) PARA
DETERMINAGAO CROMATOGRAFICA DE HIDROCLOROTIAZIDA EM
MEDICAMENTOS.

A analise cromatografica dos medicamentos proporcionou o0s resultados
apresentados na Tabela 12. Se considerarmos que o resultado obtido pela utilizacao da
técnica cromatografica padrao corresponde ao valor verdadeiro, podemos observar, em
primeira instancia, a existéncia de inconsisténcias entre os valores reais e declarados na
bula dos medicamentos, principalmente para as amostras de medicamento de referéncia.
Esta diferenga se encontra no limite dos valores de referéncia preconizados pela ANVISA
(até 10%).

Comparando-se os resultados proporcionados pela técnica cromatografica padrao
e pelo método espectroscopico multivariado proposto, é possivel observar uma boa
aproximacao na analise dos medicamentos de referéncia e genérico. Em ambos os casos
os erros de previsdo apresentados pelo método multivariado sao da ordem de 6% para
captopril e entre 2 e 9% para hidroclorotiazida. Para o0 medicamento similar observam-se
resultados discrepantes, com erros da ordem de 15%.
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TABELA 12. RESULTADOS OBTIDOS NA ANALISE DE MEDICAMENTOS
UTILIZANDO-SE ~ TECNICA CROMATOGRAFICA PADRAO E  MODELO
MULTIVARIADO DE MELHOR DESEMPENHO (n=3).

Concentracao prevista

Concentracao . Concentracgao prevista *
. -1 por espectroscopia - Erro (%)
_ Nominal (mg L") multivariada (mg L) por CLAE (mg L")
Medicamento

CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO
Referéncia 50,00 25,00 47,6 £0,4 22,8 £ 0,1 448 +1,4 23,3+0,5 6,3 -2,1
Genérico 50,00 25,00 455+0,6 22,6 +0,2 48,7 +1,8 24,9+0,3 - 6,6 -9,2

Similar 50,00 25,00 44,7 +0,5 22,4 +0,1 51,8 +1,6 26,6 £0,6 -13,7 -15,8

* Erro relativo em relagao ao valor determinado por técnica cromatografica padrao.

5.2.2. Espectroscopia UV-Vis em Fase Sdlida

O modelo multivariado de calibracdo em fase sélida foi estabelecido a partir de 20
misturas sintéticas, selecionadas a partir das 25 misturas apresentadas na Figura 9. As
misturas restantes (3, 9, 11, 19 e 22) foram reservadas para a fase de validacao externa,
que visa avaliar a capacidade preditiva dos modelos.

Os espectros foram registrados entre 190 e 800 nm, com intervalos de 0,21 nm,
porém somente a faixa compreendida entre 200 e 360 nm foi utilizada no
desenvolvimento dos modelos de calibragdo, em razdo desta regido conter toda a
informagéo relevante.

Os modelos foram desenvolvidos por uma rotina de Regressdo de Minimos
Quadrados Parciais (PLSR), utilizando-se corre¢cao do sinal mutliplicativo (MSC) como
método de pré-processamento. Trata se de um sistema especialmente recomendado
para correcao de sinais adquiridos por refletdncia. Para comparacao, outros tipos de pre-
processamento foram também utilizados.

Os espectros das misturas sintéticas utilizadas no desenvolvimento do modelo
guardam alguma semelhanga com os espectros do medicamento de referéncia (Lopril-
D®). Porém, em aproximadamente 275 nm o espectro do medicamento apresenta uma
banda que nao esta evidenciada nos espectros das misturas (Figuras 23-A e 23-B). Tal
discrepancia podera ocasionar dificuldades no estabelecimento de modelos orientados a

analise do medicamento.
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FIGURA 23. ESPECTROS DE ABSORGCAO UV-Vis EM FASE SOLIDA, (A) DAS
MISTURAS DE CAPTOPRIL E HIDROCLOROTIAZIDA E (B) DO MEDICAMENTO
LOPRIL-D®.

No grafico que apresenta a evolugdo do RMSECV (Figura 24-A) é possivel
observar que a introdugdo de mais do que 2 VLs provoca um aumento nos erros de
previsao para captopril, 0 que sugere o melhor desempenho de modelos fundamentados
em um menor numero de VLs. Para hidroclorotiazida o comportamento € diferente,
observando-se um erro de previsdo minimo com 5 VLs. Adicionalmente, os valores
apresentados na Figura 24-B demonstram que grande parte da variancia dos dados de
concentracao pode ser representada por um numero reduzido de VLs, 0 que, novamente,
justificaria 0 uso de um menor numero de VLs.

Buscando as melhores condigdes de analise, modelos foram elaborados
utilizando-se 2, 3, 5, 7 e 9 VLs. Para se evitar a obtengao de modelos super-ajustados, o0
modelo desenvolvido com 3 VLs foi selecionado para a etapa de validagédo, sendo que as
suas principais caracteristicas sdo comentadas a seguir.

Analisando-se os vetores de regressao de cada espécie (Figura 25-A) é possivel
observar que ndao ha muita semelhanca entre o perfil deste parametro e os espectros
individuais apresentados na Figura 25-B. O importante, entretanto, € constatar que as
variaveis consideradas correspondem a sinais localizados entre 260 e 300 nm,
correspondente a hidroclorotiazida, e outra centrada em 230 nm, correspondente a
captopril.
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VL Espectros (X) Concentragdes(Y)
Cada VL Total Cada Total
a5 ’W‘ 1 99,76 99,76 | 97.94 | 97,94
ot Lt Hdoclortiazida | 2 0,20 99,96 0,27 93,21
-l o ] 3 0.01 99,98 | 0,29 | 98,51
ol | 4 0,01 99,99 0,19 98,70
1 5 0,00 99,99 0.57 99,27
g B i 6 0,00 99,99 0.41 99,68
g or 7 0,00 99,99 0,13 99,81
15} 1 8 0,00 100,00 | 0,08 99,90
) i 9 0,00 100,00 | 0,04 99,94
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1 0,00 100,00 | 0,01 99,93
4 s 8 w12 4 % 1 > 12 0,00 100,00 | 0,01 | 9999
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FIGURA 24. GRAFICO DO RMSECV EM FUNGAO DO NUMERO DE VARIAVEIS
LATENTES (A) E PERCENTUAL DA VARIANCIA CAPTURADA PELO MODELO PLS
(B).
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FIGURA 25. (A) VETORES DE REGRESSAO E (B) ESPECTROS DOS FARMACOS
PUROS (CAP 184,84 mg g e HIDRO 92,42mg g).
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A Figura 26 apresenta os residuos de “Student” e “Leverage”, os quais, conforme
descrito anteriormente, apresentam valores limites de + 2,5 e 0,45, respectivamente. Em
funcdo deste resultado, foi considerada a inexisténcia de anomalias no conjunto de
calibragéo.

Na Figura 27 se apresenta o grafico que correlaciona valores previstos pelo
modelo com valores reais, para cada espécie estudada nos padrbes de calibracéao.
Observa-se que os coeficientes de regressao sao absolutamente inadequados, o que
implica uma também inadequada modelagem. Referida inconsisténcia pode estar
associada a problemas de reprodutibilidade na etapa de aquisi¢ao dos espectros, a qual,
realizada com o auxilio de uma sonda de fibra ética, € extremamente influenciada pela
distancia existente entre o sensor e a superficie das amostras. Embora esforgos tenham
sido realizados para garantir a repetibilidade desta operagédo, a falta de um porta-
amostras adequado impediu a fixagdo da distancia.

Na etapa de validagcdo externa encontraram-se os resultados apresentados na
Tabela 13. A partir destes valores € possivel observar uma melhor capacidade de
previsao dos modelos desenvolvidos com pré-processamento MSC, utilizando-se 3,5¢e 7
VLs. Em todos estes casos, erros relativos médios inferiores a 9,0 % foram observados.
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FIGURA 26. RESIDUOS DE “STUDENT” X “LEVERAGE” PARA O MODELO
DESENVOLVIDO COM 3 VARIAVEIS LATENTES.
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FIGURA 27. VALORES PREVISTOS PELO MODELO VERSUS VALORES REAIS.

TABELA 13. ERROS RELATIVOS MEDIOS (%) EM FUNGAO DO NUMERO DE VLs E
DO TIPO DE PRE-PROCESSAMENTO NA QUANTIFICAGAO DAS 5 AMOSTRAS DE
VALIDAGAO EXTERNA.

PRE-PROCESSAMENTO

Centrado na Autoescalado Alisado com

. 2 Aoy
média 12 derivada Alisado 12 derivada MSC

VL

CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO

2 12,4 54 123 503 153 9,5 9,0 10,8 14,1 146 12,0 5,0

3 8,7 55 8,8 55 11,5 71 10,5 6,2 16,9 104 8,4 5,1

5 8,8 5,2 8,3 5,0 8,6 8,6 9,3 6,2 18,5 6,0 6,9 5,5

7 12,3 5,1 12,7 5,2 11,3 8,9 10,4 6,7 16,8 5,9 7,2 4,6

9 13,1 4,4 12,9 5,1 12,5 6,4 9,1 5,7 20,7 9,3 5,4 5,1

Na previsdo de amostras de medicamento de referéncia (Tabela 14) observam-se
erros relativos extremamente elevados, provavelmente em razao das significativas
diferencas observadas nos espectros de medicamentos e misturas sintéticas,
principalmente na regido centrada em 275 nm (ver Figura 23). Tal discrepancia pode ser
devida a presenga de diferentes tipos de excipientes utilizados na formulagdo do
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medicamento, podendo ser contornada pela utilizacdo de padrdées de calibracdo que
contenham esta mistura de excipientes.

Na andlise em solucdo estes inconvenientes nao foram observados,
provavelmente devido aos excipientes serem pouco sollveis na solu¢cao em que padroes

e medicamentos foram solubilizados.

TABELA 14. PREVISAO DO MEDICAMENTO DE REFERENCIA LOPRIL-D®,
UTILIZANDO MODELOS ELABORADOS A PARTIR DE PRE-PROCESSAMENTO MSC.

CONCENTRACAO CONCENTRAGCOES PREVISTAS (mg g"); n=3
NOMINAL (mg g™")

7 VL 5VL 3VL

CAP HIDRO  CAP  HIDRO ERRO (%) CAP  HIDRO ERRO (%) CAP  HIDRO ERRO (%)

184,0 92,0 550,3 29,5 199,1 67,9 460,8 35,0 150,4 61,9 258,5 123,4 40,5 34,1
184,0 92,0 661,4 43,9 259,4 523 5218 56,5 183,6 38,6 261,4 157,7 421 71,4
184,0 92,0 440,4 34,8 139,3 62,2 406,9 411 1211 55,4 2385 122,2 29,6 32,8
ERRO CAP 200 + 60 152 + 31 377

(%) HIDRO 61+8 52 +12 46 + 22

5.3. VALIDACAO DO METODO ANALITICO

Com o intuito de validar o método multivariado fundamentado em espectroscopia
eletrénica em solugado, foram realizados estudos de acordo com os critérios exigidos pela
ANVISA, envolvendo a avaliacdo de parametros de repetibilidade, reprodutibilidade e
robustez, esta ultima frente a mudancas de pH, temperatura e tempo de leitura. Neste
estudo, foi utilizado o modelo multivariado de melhor desempenho, ou seja, aquele
desenvolvido com 2 VLs e espectros alisados.

5.3.1. Precisao

A precisédo foi avaliada em dois niveis: repetibilidade (precisao intracorrida) e
reprodutibilidade (precisédo inter-laboratorial). Ambas as avaliagées foram realizadas por
analise em triplicata de 3 misturas sintéticas, contendo concentragdes baixas (20,00 mg
L™ de CAP e 10,00 mg L' de HIDRO), médias (25,00 mg L™ de CAP e 12,50 mg L' de
HIDRO) e altas (30,00 mg L' de CAP e 15,00 mg L' de HIDRO).
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5.3.1.1. Repetibilidade

O teste de repetibilidade avalia a diferenga entre repeticbes do mesmo ensaio,
executado no mesmo laboratério, dentro de um curto periodo de tempo, com o mesmo
analista e a mesma instrumentacgéio.

Os resultados desta avaliacdo sao apresentados na Tabela 15, os quais
demonstram uma excelente precisdo da metodologia analitica em avaliagcao, com desvios
padrao relativos entre 0,15 e 1,31 %, portanto dentro dos limites estabelecidos pela
ANVISA (5%).

Adicionalmente, os resultados apresentados na Tabela 15 permitem avaliar a
exatiddo da metodologia proposta, em funcdo da recuperagdo das concentragdes
utilizadas no ensaio. Neste caso, a recuperagao alcanga valores entre 95,77 e 100,05,
portanto dentro do limite estabelecido (5%).

5.3.1.2. Reprodutibilidade
O teste de reprodutibilidade € semelhante ao de repetibilidade, com a diferenca de
que a analise deve ser realizada por outro analista, em outro laboratério e utilizando-se
outro equipamento.
Os resultados obtidos neste ensaio sdo apresentados na Tabela 16, demonstrando
a obtencéao de desvios padrao relativos (DPR) bem inferiores ao valor limite estabelecido
pela ANVISA (5%).
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TABELA 15. RESULTADOS DA DETERMINACAO DE CAPTOPRIL E
HIDROCLOROTIAZIDA NO ENSAIO DE REPETIBILIDADE.

CAPTOPRIL HIDROCLOROTIAZIDA
AMOSTRA
Real Previsto Real Previsto
Baixa 1 20,00 19,99 10,00 9,99
Baixa 2 20,00 19,97 10,00 9,97
Baixa 3 20,00 20,07 10,00 9,96
Média (mg L) 20,01 Média (mg L) 9,97
DPR (%) 0,26 DPR (%) 0,15
Recuperacao (%) 100,05 Recuperacao (%) 99,7
CAPTOPRIL HIDROCLOROTIAZIDA
AMOSTRA
Real Previsto Real Previsto
Média 1 25,00 24,28 12,50 12,32
Média 2 25,00 24,44 12,50 12,36
Média 3 25,00 24,38 12,50 12,33
Média (mg L) 24,37 Média (mg L) 12,34
DPR (%) 0,33 DPR (%) 0,17
Recuperacao (%) 97,48 Recuperacao (%) 98,72
AMOSTRA CAPTOPRIL HIDROCLOROTIAZIDA
Real Previsto Real Previsto
Alta 1 30,00 28,55 15,00 14,59
Alta 2 30,00 29,16 15,00 14,57
Alta 3 30,00 28,47 15,00 14,61
Média (mg L") 28,73 Média (mg L") 14,59
DPR (%) 1,31 DPR (%) 0,14

Recuperacao (%) 95,77 Recuperacao (%) 97,27
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TABELA 16. RESULTADOS DA DETERMINACAO DE CAPTOPRIL E
HIDROCLOROTIAZIDA NO ENSAIO DE REPRODUTIBILIDADE.

Concentragao Baixa CAPTOPRIL HIDROCLOROTIAZIDA
(20,00 mg L™ (10,00 mg L™
19,99 9,99
Analista 1 19,97 9,97
20,07 9,96
19,45 9,92
Analista 2 19,67 9,89
19,78 9,95
Média (mg L) 19,82 9,95
DPR (%) 1,18 0,36
. o CAPTOPRIL HIDROCLOROTIAZIDA
Concentracao Média
(25,00 mg L™ (12,50 mg L™
24,28 12,32
Analista 1 24,44 12,36
24,38 12,33
24,99 12,27
Analista 2 24,87 12,34
24,88 12,29
Média (mg L) 24,64 12,32
DPR (%) 1,24 0,27
Concentragdo Alta CAPTOPRIL HIDROCLOROTIAZIDA
(30,00 mg L) (15,00 mg L")
28,55 14,59
Analista 1 29,16 14,57
28,47 14,61
29,06 14,78
Analista 2 28,99 14,66
28,77 14,89
Média (mg L) 28,83 14,68

DPR (%) 0,98 0,86
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5.3.2. Robustez

A avaliacado da robustez deve ser considerada durante a fase de desenvolvimento
do método, constatando-se suscetibilidade a variacbes nas condicées analiticas, as quais
deverdao ser adequadamente controladas ou incluidas como precaucées no
procedimento.

A etapa mais importante na construcdo do modelo é a obtencdo dos espectros
das espécies de interesse. Portanto, a principal observacao a ser feita esta representada
pelas condicbes experimentais que podem alterar a resposta instrumental e,

consequentemente, os resultados de previsao.

5.3.2.1. Efeito da temperatura

A influéncia da temperatura nos espectros das misturas foi avaliada entre 5 e 45
°C, utilizando-se a mistura que melhor representa a composi¢cdo dos medicamentos em
estudo (CAP: 25,00 mg L™ e HIDRO: 12,50 mg L™).

Em primeira analise, os espectros apresentados na Figura 28 ndo demonstram
um efeito significativo da variacdo da temperatura no perfil de absorcdo das espécies.
Quando estes espectros sao submetidos a fase de previsdo, obtém-se os resultados
apresentados na Tabela 17. De maneira geral, os resultados se mostram consistentes,
com desvios médios inferiores a 2% e erros de previsao médios inferiores a 7%, portanto
dentro dos limites estabelecidos para este tipo de método.

Temperatura
5°C
—10°C
15°C
—20°C
25°C
—30°C
35°C
—40°C
——45°C

0.8

Absorvancia

0.6

0.4

0.2

0.0 —+

T T T T T T T T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340
Comprimento de Onda (nm)

FIGURA 28. EFEITO DA TEMPERATURA NOS ESPECTROS ELETRONICOS DAS
MISTURAS DE CAPTOPRIL (25,00 mg L") E HIDROCLOROTIAZIDA (12,50 mg L™).
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TABELA 17. RESULTADOS OBTIDOS NA PREVISAO DA MISTURA CAPTOPRIL E
HIDROCLOROTIAZIDA EM DIFERENTES TEMPERATURAS.

REAL (mg L") PREVISTO (mg L) ERRO (%)
T (°C)
CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO

5 25,00 12,50 24,14 11,89 -34 -4,9
10 25,00 12,50 23,73 11,61 - 5,1 - 7,1
15 25,00 12,50 23,20 11,97 -7,2 -4.2
20 25,00 12,50 23,77 12,01 -4,9 -39
25 25,00 12,50 23,73 11,86 - 5,1 -5,1
30 25,00 12,50 23,28 12,13 -6,9 -3,0
35 25,00 12,50 23,25 12,02 -7,0 -3,8
40 25,00 12,50 23,18 12,00 -7,3 -4,0
45 25,00 12,50 22,93 12,02 -8,3 -3,8

Média 23,47 11,95 6,13 4,42

DPR (%) 1,66 1,24 - .

5.3.2.2. Influéncia do tempo de leitura

A estabilidade das solucbées contendo CAP e HIDRO foi avaliada em fungao do
tempo de leitura, utilizando-se como referéncia as misturas contendo concentra¢des de
CAP: 25,00 mg L' e HIDRO: 12,50 mg L. Os espectros foram registrados assim que as
solucdes foram preparadas (tempo 0) e ap6s 1, 2, 3, 24 e 48 horas, utilizando sempre as
mesmas solugdes para leitura.

A Figura 29 mostra os espectros obtidos em diferentes tempos de leitura,
observando-se diferengas que nao parecem significativas. Os resultados obtidos na fase
de previsdo (Tabela 18) confirmam esta observagdo, mostrando desvios e erros

compativeis com a norma que regulamenta este tipo de avaliages.

5.3.2.8. Influéncia do pH

O efeito da variagdo do pH na resposta espectral de misturas contendo CAP
(25,00 mg L") e HIDRO (12,50 mg L) foi investigada em pH 2,92, 4,21 (pH natural da
solugdo etanol/agua a 10 %) e 6,14. Como pode ser observado na sequéncia de
espectros apresentada na Figura 30, mudangas de pH exercem uma significativa
influéncia no perfil espectral das amostras, fator que compromete de maneira evidente a

capacidade de previsao dos modelos multivariados (Tabela 19).
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Uma vez que os modelos foram desenvolvidos no pH natural das misturas
utilizadas como padrédo (pH = 4,21), a capacidade de previsdo se mostra adequada
apenas em valores préximos deste pH. Em valores diferentes de pH, a previséo leva a
erros de previsdo significativamente maiores, embora ainda dentro dos limites
estabelecidos pela legislacdo. Diante desta situacéo, o desenvolvimento de modelos em

pH controlado se apresenta essencial.

Tempo

Absorvancia

——— 77—
200 220 240 260 280 300 320 340
Comprimento de Onda (nm)

FIGURA 29. ESPECTROS OBTIDOS PARA AS SOLUGOES DE CAPTOPRIL (25,00 mg
L") E HIDROCLOROTIAZIDA (12,50 mg L") EM DIFERENTES TEMPOS DE LEITURA.

TABELA 18. RESULTADOS OBTIDOS NA PREVISAO DAS MISTURAS CONTENDO
CAPTOPRIL E HIDROCLOROTIAZIDA EM DIFERENTES TEMPOS DE LEITURA.

REAL (mg L™ PREVISTO (mg L™ ERRO (%)
Tempo (h)

CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO

0 25,00 12,50 24,44 12,36 -2,24 -1,12

1 25,00 12,50 24,27 12,29 -2,92 -1,68

2 25,00 12,50 24,11 12,29 - 3,56 -1,68

3 25,00 12,50 24,13 12,29 - 3,48 -1,68

24 25,00 12,50 24,75 12,35 - 1,00 -1,20

48 25,00 12,50 24,81 12,51 -0,76 0,08

Média 24,42 12,35 2,32 1,24

DPR (%) 1,25 0,69 - -
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FIGURA 30. ESPECTROS DA MISTURA CAPTOPRIL (25,00 mg L") E
HIDROCLOROTIAZIDA (12,50 mg L") EM pH 2,92, 4,21 (NATURAL) E 6,14,

TABELA 19. RESULTADOS OBTIDOS NA PREVISAO DAS MISTURAS CONTENDO
CAPTOPRIL E HIDROCLOROTIAZIDA EM DIFERENTES VALORES DE pH.

REAL (mg L™ PREVISTO (mg L™ ERRO (%)

PH CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO
2,92 25,00 12,50 24,72 11,52 -1,12 - 7,84
4,21 25,00 12,50 24,34 12,01 -2,64 - 3,92
6,14 25,00 12,50 27,00 12,67 8,00 1,36

Média 26,25 12,06 3,92 4,37
DPR (%) 6,36 4,78 - -

5.4. PERFIL DE DISSOLUCAO

Os ensaios de dissolu¢ao envolveram 3 medicamentos disponiveis comercialmente,
o medicamento de referéncia Lopril-D®, do laboratério Bristol-Myers Squibb, o
medicamento genérico do laboratério Medley e o medicamento similar Captotec HCT, do
laboratorio Hexal, cada um dos quais foi avaliado em quintuplicata, nas analises
envolvendo espectroscopia UV-Vis, e em triplicata nas analises por CLAE.

Cada comprimido foi colocado dentro do aparato e assim que entraram em contato
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com o meio de dissolugao iniciou-se a contagem do tempo. Foram retiradas aliquotas de
10,0 mL em tempos de 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20 e 30 minutos. As aliquotas foram
acondicionadas em tubos de ensaio com tampa de rosca. Apos filtracdo em membrana
de celulose 0,45 pym, as aliquotas foram analisadas pela técnica de espectrofotometria na
regidao do UV-Vis e por CLAE, para que fossem tracados os perfis de dissolugdo nas
diferentes metodologias.

De acordo com os perfis de dissolugdo obtidos por andlise cromatografica (Figura
31), a dissolugéo do captopril € bastante rapida para os 3 medicamentos avaliados, com
uma dissolugao total que equivale a aproximadamente 100 % do valor informado na bula,
a partir de 7 minutos de ensaio. A hidroclorotiazida dissolve mais lentamente, alcangando
valores da ordem de 85 % do valor nominal, em 30 minutos de ensaio.

Segundo a Farmacopéia Americana, os teores de captopril ao término de 20
minutos de dissolucao devem ser de pelo menos 80 % e da hidroclorotiazida ao final de
30 minutos ndo devem ser menores que 60 %, o que demonstra que a dissolucao esta de
acordo com a legislacdo. Em ambos os casos, os valores maximos de dissolugao estao
de acordo com a resolucdo RE n°899 (ANVISA, 2003), que permite valores de + 20 % de
toleréncia para farmacos em ensaios de dissolugéo.

Para uma avaliacdo mais detalhada, os valores de concentragdo e porcentagem de
dissolug&o de captopril e hidroclorotiazida nos medicamentos analisados sdo mostrados
na Tabela 20.
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FIGURA 31. PERFIS DE DISSOLUCAO DOS MEDICAMENTOS DE REFERENCIA,
GENERICO E SIMILAR ANALISADOS POR CLAE (n= 3).
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TABELA 20. CONCENTRACAO E PORCENTAGEM DE DISSOLUGAO DE CAPTOPRIL
E HIDROCLOROTIAZIDA NOS MEDICAMENTOS DE REFERENCIA, GENERICO E
SIMILAR ANALISADOS POR CLAE EM DIFERENTES TEMPOS DE LEITURA; n= 3.

1 MINUTO
Referéncia Genérico Similar
CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO
Média (mg L") 2,61+0,1 0,40 £0,2 405+75 0,95+0,5 2,30 £5,3 1,83+0,4
% dissolvida 5,21 1,59 8,12 3,81 4,65 7,32
3 MINUTOS
Referéncia Genérico Similar
CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO
Média (mg L") 33,37 £1,3 461 +1,0 4298 +4,1 551+1,.2 34,88+1,7 8,41+0,6
% dissolvida 66,74 18,44 85,96 22,04 69,76 33,64
5 MINUTOS
Referéncia Genérico Similar
CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO
Média (mg L") 41,65+1,9 8,15+1,3 49,33 £ 3,2 8,69+19 43,51 +4,0 11,73+1,3
% dissolvida 83,32 32,63 98,66 34,76 87,02 46,92
7 MINUTOS
Referéncia Genérico Similar
CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO
Média (mg L") 44,04 £1,2 11,18+2,1 5168+1,8 10,96+19 46,50+3,1 14,09+1,1
% dissolvida 88,08 4472 103,36 43,84 93,02 56,36
10 MINUTOS
Referéncia Genérico Similar
CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO
Média (mg L") 46,28 + 1,2 14,31 +2,2 52,71+08 13,64+1,8 48,41 +3,7 16,93+1,8
% dissolvida 92,56 57,24 105,42 54,56 96,82 67,72
15 MINUTOS
Referéncia Genérico Similar
CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO
Média (mg L") 47,78 £ 0,7 17656+1,8 5297+20 1750+1,9 4898+4,1 19,47+2,6
% dissolvida 95,56 70,60 105,94 70,08 97,96 77,88
20 MINUTOS
Referéncia Genérico Similar
CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO
Média (mg L") 47,83 + 3,1 19,83+2,1 52,18+1,4 1953+15 4937+14 20,80%2,7
% dissolvida 95,66 79,32 104,36 78,12 98,74 83,21
30 MINUTOS
Referéncia Genérico Similar
CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO
Média (mg L") 47,05+ 3,8 2206+1,8 50,28+06 2240+1,2 4856+15 2224+24
% dissolvida 94,11 88,24 100,56 89,64 97,12 88,96
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As porcentagens de dissolucao previstas pelo modelo multivariado fundamentado
em espectroscopia eletrdbnica em solugdo sdo mostradas na Figura 32. Em
aproximadamente 7 minutos o captopril alcangca maxima dissolucdo (95 %), para os
medicamentos de referéncia e genérico, ja para o medicamento similar esta dissolucao
esta na faixa de 85 %, o que condiz com a analise dos medicamentos frente ao modelo
multivariado apresentado anteriormente (ver Tabela 12). As taxas de dissolucdo do
captopril estdo de acordo com a legislagédo que permite pelo menos 80 % de dissolu¢ao
do farmaco em 20 minutos de ensaio (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2008).

Os perfis de dissolugao da hidroclorotiazida analisados por espectroscopia sao bem
semelhantes aos perfis analisados por CLAE, mostrando uma liberagao mais rapida para
o0 medicamento similar no inicio dos ensaios e mais lenta para os demais medicamentos.
Ao final de 30 minutos, os 3 medicamentos apresentam cerca de 80 % de dissolugédo da
espécie hidroclorotiazida, o que esta dentro das normas da Farmacopéia Americana que
permite ndo menos que 60 % de dissolucao deste farmaco ao final do ensaio.

Para uma avaliagdo mais detalhada, os valores de concentracdo e porcentagem de
dissolugéo de captopril e hidroclorotiazida nos medicamentos analisados sdo mostrados

na Tabela 21.
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FIGURA 32. PERFIS DE DISSOLUCAO DOS MEDICAMENTOS DE REFERENCIA,
GENERICO E SIMILAR ANALISADOS POR ESPECTROSCOPIA UV-Vis (n= 5).
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TABELA 21. CONCENTRACAO E PORCENTAGEM DE DISSOLUGAO DE CAPTOPRIL
E HIDROCLOROTIAZIDA NOS MEDICAMENTOS DE REFERENCIA, GENERICO E
SIMILAR ANALISADOS POR ESPECTROSCOPIA UV-Vis EM DIFERENTES TEMPOS
DE LEITURA; n=5

1 MINUTO
Referéncia Genérico Similar
CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO
Média (mg L") 0,70+0,6 0,24 +0,2 5,22+2,8 0,98 +0,3 3,28 + 3,2 0,98 £0,9
% dissolvida 1,41 0,97 10,45 3,93 6,57 3,90
3 MINUTOS
Referéncia Genérico Similar
CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO
Média (mg L") 28,20 +1,6 2,80 +0,3 40,78 £ 2,3 5,17+04 35,19+24 8,14+0,6
% dissolvida 56,39 11,20 81,55 20,70 70,39 32,57
5 MINUTOS
Referéncia Genérico Similar
CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO
Média (mg L") 44.00+1,5 577 +05 46,17 £1,9 7,58 £ 0,5 40,20+1,7 10,90 +0,7
% dissolvida 88,00 23,10 92,34 30,33 80,40 43,62
7 MINUTOS
Referéncia Genérico Similar
CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO
Média (mg L") 48,06 £ 0,9 8,22 +0,7 47,73 +£1,3 9,44 £ 0,5 4153+1,1 12,43+0,6
% dissolvida 96,13 32,86 95,46 37,75 83,07 49,73
10 MINUTOS
Referéncia Genérico Similar
CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO
Média (mg L") 48,58 £+ 0,5 10,99 +£0,7 48,51 +1,1 12,10+0,8 42,70+0,8 14,36 +0,6
% dissolvida 97,16 43,95 97,02 48,41 85,40 57,43
15 MINUTOS
Referéncia Genérico Similar
CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO
Média (mg L") 48,40 £ 0,7 1522+0,8 48,60+0,7 1570+0,9 43,32+04 16,71 +£0,8
% dissolvida 96,79 60,88 97,21 62,79 86,63 66,82
20 MINUTOS
Referéncia Genérico Similar
CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO
Média (mg L") 47,52 £ 0,7 1796 +0,7 48,17+0,6 18,13+1,1 4325+0,8 18,57+0,8
% dissolvida 95,04 71,82 96,33 72,53 86,50 74,29
30 MINUTOS
Referéncia Genérico Similar
CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO
Média (mg L") 46,68 £ 0,5 21,41 +£0,4 47,76+0,6 2099+0,9 42,71+0,6 20,72+0,6
% dissolvida 93,35 85,64 95,52 83,97 85,42 82,88
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Embora os perfis de dissolucdo obtidos por ambas as técnicas utilizadas sejam
bastante similares, erros consideraveis, da técnica espectroscopica em relacdo a
cromatografica, podem ser observados nos primeiros minutos do ensaio (Tabela 22). Em
funcdo dos erros se tornarem despreziveis em maiores tempos de monitoramento,
supomos que a comentada inconsisténcia seja devida a imprecisbes na coleta de
amostras, o que, em funcao da rapida dissolugdo dos medicamentos, torna-se critico nos
primeiros momentos do ensaio.

De modo geral, pode-se afirmar que a técnica espectroscopica é bastante
confiavel quando utilizada em testes de dissolu¢do, demonstrando excelentes resultados
frente a técnica cromatografica padrao.

TABELA 22. ERROS RELATIVOS OBTIDOS PELA COMPARACAO DE TECNICA
CROMATOGRAFICA E ESPECTROSCOPIA NA REGIAO UV-Vis NOS ENSAIOS DE
DISSOLUCAO.

ERRO (%) *
TEMPO REFERENCIA GENERICO SIMILAR

(minutos) CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO
1 -73,2 -40,0 28,9 3,2 42,6 - 46,4
3 -15,5 -39,3 - 5,1 -6,2 0,9 -3,2
5 5,6 -29,2 -6,4 -12,8 -7,6 - 7,1
7 9,1 - 26,5 -7,6 -13,9 -10,7 -11,8
10 5,0 -23,2 -8,0 -11,3 -11,8 -15,2
15 1,3 -13,8 -8,2 -10,3 -11,6 -14,2
20 -0,6 -9,4 -7,7 -7,2 -12,4 -10,7
30 -0,8 -2,9 -5,0 -6,3 -12,0 -6,8

* Erro relativo em relagao ao valor médio determinado por técnica cromatografica padrao.
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6.2.

CONCLUSOES

ESPECTROFOTOMETRIA UV-Vis EM SOLUCAO

Os problemas de interferéncia espectral observados entre captopril e
hidroclorotiazida inviabilizam a determinacdo de suas misturas, utilizando-se
modelos de calibragdo univariados convencionais.

Estes problemas de interferéncia podem ser minimizados pela utilizagdo de
modelos elaborados empregando-se sistemas de equacgdes, 0s quais consideram a
interferéncia existente. Embora melhorados, os resultados apresentam erros acima
dos obtidos através de modelos multivariados.

Utilizando poucas variaveis latentes € possivel explicar praticamente toda a
informagéo relevante contida nos espectros. Esta redugdo de dimensionalidade
favorece o desenvolvimento de modelos que contornam os problemas de
interferéncia espectral.

Modelos de calibragéo elaborados por rotinas de regressao de minimos quadrados
parciais (PLSR) e envolvendo sinais alisados apresentaram boa capacidade
preditiva em medicamentos de referéncia e genérico contendo a associacao
captopril e hidroclorotiazida, permitindo resultados coerentes com os valores

nominais e reais, assim como com as especificacdes impostas pela legislacao.

VALIDAGAO DO METODO ANALITICO

O modelo multivariado de melhor desempenho, desenvolvido com 2 VLs e
espectros alisados, foi validado de acordo com os critérios exigidos pela ANVISA,
avaliando-se parametros de precisao (repetibilidade e reprodutibilidade), exatidao e
robustez, esta ultima frente a mudancas de pH, temperatura e tempo de leitura.
Testes de repetibilidade demonstraram uma excelente precisdo da metodologia
analitica em avaliagdo, com desvios padrédo relativos entre 0,15 e 1,31, portanto
dentro dos limites estabelecidos pela legislacao vigente (x 5 %). Da mesma forma,
os resultados obtidos nos ensaios de reprodutibilidade apresentam valores de
desvio padrdo relativos (DPR) inferiores ao valor limite imposto pela norma
especifica (5%).

A exatiddo da metodologia foi avaliada em ensaios de recuperagao, observando-se
valores entre 95,77 e 100,05, portanto dentro do limite imposto pela ANVISA (5 %).
O método se mostrou robusto frente as variagdes na temperatura e no tempo de
leitura.

O desenvolvimento de modelos em pH controlado se apresenta essencial, devido
as mudancas espectrais provocadas por variagoes do pH.
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6.3.

6.4.

ESPECTROFOTOMETRIA UV-Vis EM FASE SOLIDA

Os problemas de interferéncia espectral sdo bastante evidentes quando se analisa
a mistura CAP e HIDRO em fase solida.

Os Modelos desenvolvidos apresentaram uma boa capacidade de previsao de
amostras sintéticas da fase de validacdo, principalmente utilizando-se sinais
espectrais processados por correcao do sinal multiplicativo (MSC). Os erros de
previsao, entretanto, sdo maiores que os obtidos por espectroscopia em solugao.

A grande diferengca observada entre os espectros de misturas sintéticas e do
medicamento de referéncia faz com que a capacidade preditiva dos modelos seja
seriamente comprometida, modelando ruidos e sinais dos excipientes, o que leva a

obtencao de erros de previsao extremamente grandes.

ENSAIOS DE DISSOLUCAO

O perfil espectral de captopril e hidrolorotiazida se modifica sensivelmente com a
introdugdo de mudangas no pH do meio, 0 que faz com que as amostras resultantes
do ensaio de dissolucéo, obtidas em meio cloridrico 0,1 mol L', ndo possam ser
adequadamente previstas pelo modelo desenvolvido em pH préximo da
neutralidade. Desta forma, ha necessidade de modelos especificamente
desenvolvidos, nas condi¢cdes em que o ensaio de dissolucao é realizado.

O modelo de calibragéo desenvolvido se mostrou bastante eficiente na previsdo de
amostras de validacdo e das amostras resultantes dos ensaios de dissolucéo,
permitindo a observacdo de taxas de dissolucdo compativeis com os limites
impostos pela legislacéo.

Os resultados obtidos por analise cromatografica apresentaram valores que
reforcam a confiabilidade do método espectroscdpico aplicado a analise de perfil de
dissolugdo de medicamentos, apresentando taxas de dissolu¢ao dentro das normas
da legislagéo vigente, aprovando, portanto, a técnica espectroscdpica como método
de quantificagcdo para associagado farmacéutica captopril/hidroclorotiazida utilizando
calibragdo multivariada.
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