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RESUMO

A metformina (MET), que pertence a classe das biguanidas, e a empagliflozina
(EPZ), que € um inibidor do cotransportador de glicose e sédio tipo 2 (SGLT2),
sdo empregados no tratamento do diabetes mellitus tipo 2. Em 2015, a
publicagdo da RDC/Anvisa n° 53 tornou obrigatéria para o registro de
medicamentos a apresentacao de um perfil de degradacéo, que representa o
conjunto de produtos que podem ser observados em um farmaco exposto a
determinadas condigcdes. Devido a associacdo destes dois farmacos, €
fundamental o desenvolvimento de metodologias de quantificagdo simultanea,
visando assegurar o controle de qualidade destes medicamentos e também
possibilitando a redugao de custo de analise. O trabalho teve por objetivo realizar
o estudo de degradagdo da EPZ e desenvolver e validar um método de
quantificacao desta associagao por espectroscopia no infravermelho associada
a calibragado multivariada. Uma amostra de EPZ a 100 ug.mL"" foi avaliada frente
a diferentes condi¢gdes de hidrdlise (0,1 — 5N HCI/NaOH), oxidagéo (2 — 30%
H202), temperatura (80 °C) e fotdlise. Para monitoramento no estudo de
degradacéo foi utilizado um método por CLAE-DAD. Para o desenvolvimento do
meétodo por |V, foram preparadas 83 amostras compreendendo a variagao de
80 — 120% do valor nominal de uma dose comercial (500/12,5 mg — MET/EPZ).
Os dados espectrais totais obtidos foram divididos em intervalos e foram
processados para a construcdo de diversos modelos. Os pré-processamentos
utilizados foram MSC, 12 derivada de Savitzky-Golay e centrar os dados na
média. A validagdo cruzada empregada foi leave-one-out. A constatagdo de
inexisténcia de amostras andmalas, correspondéncia da regido espectral
selecionada com estruturas das moléculas e menores erros de calibracio,
validagao e previsdo foram os critérios utilizados na definicdo do tipo de pré-
processamento, numero de VL e intervalo espectral para cada analito. Nas
condigdes de degradacao testadas, EPZ apresentou-se estavel. Dois modelos
desenvolvidos foram selecionados e validados: a) IVP-siPLS1 MET: pré-
processamentos: dados centrados na média, 3 VL e intervalo espectral de
9400 — 8200 e 6400 — 5800 cm™'; b) IVP-iPLS1 EPZ: pré-processamentos: MSC
e dados centrados na média, 4 VL e faixa espectral de 6300 — 5500 cm™. O
método desenvolvido foi validado de acordo com orientagdes nacionais
(ANVISA) e internacionais, demonstrando o potencial para a futura aceitagéo por
agéncias reguladoras.

Palavras-chave: Metformina, Empagliflozina, Produtos de degradacéo,
Espectroscopia de infravermelho, Calibragao multivariada.



ABSTRACT

Metformin (MET), which belongs to the class of biguanides, and empagliflozin a
(EPZ), which is a glucose and sodium cotransporter type 2 inhibitor (SGLT2), are
used in the treatment of type 2 diabetes mellitus. The publication of RDC / Anvisa
n°® 53 in 2015 made it mandatory for the registration of medicines the presentation
of a degradation profile, which represents the set of products that can be
observed in a drug exposed to certain conditions. Due to the association of these
two drugs, the development of simultaneous quantification methodologies is
essential, in order to ensure the quality control of these drugs and also to reduce
the cost of analysis. This work aimed to study the degradation of EPZ and to
develop and validate a method for the quantification of this association by infrared
spectroscopy associated with multivariate calibration. A sample of EPZ at
100 g.mL"' was evaluated against the conditions of hydrolysis (0,1 — 5N
HCI/NaOH), oxidation (2 — 30% H202), temperature (80 °C) and photolysis. A
method by HPLC-DAD was used for the monitoring of the degradation study. For
the development of the IR method, 83 samples were prepared comprising the
variation of 80 — 120% of the nominal value of a commercial dosage form
(500/12,5 mg — MET/EPZ). The total spectral data obtained were divided into
intervals and processed to build several models. The pre-processings used were
MSC, Savitzky-Golay 15t derivate and mean centering. The cross-validation used
was leave-one-out. The non-existence of anomalous samples, correspondence
of the selected spectral region with molecular structures, and lower calibration,
validation and prediction errors were the criteria used to define the type of
preprocessing, LV number and spectral range for each analyte. At the
degradation conditions tested, EPZ was stable. Two models were selected and
validated: a) NIR-siPLS1 MET: pre-processing: mean centering, 3 LV and
spectral range of 9400 — 8200 and 6400 — 5800 cm™'; b) NIR-IPLS1 EPZ: pre-
processing: MSC and mean centering, 4 LV and spectral range of 6300 —
5500 cm™'. The developed method was validated according to national (ANVISA)
and international guidelines, demonstrating the potential for future acceptance by
regulatory agencies.

Key-words: Metformin, Empagliflozin, Degradation products, Infrared
Spectroscopy, Multivariate Calibration.
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1 INTRODUGCAO

O diabetes mellitus (DM) € um distarbio metabdlico com multiplas
etiologias. E caracterizado por hiperglicemia crénica e disturbios no metabolismo
de carboidratos, proteinas e lipidios, resultantes de defeito na secregao e/ou
acao da insulina (SBD, 2015). A classificacdo do DM é realizada com base na
sua causa, destacando-se o tipo 1 (DM1), relacionada a nao producao
pancreatica de insulina endogena, e tipo 2 (DM2), em que ha o aumento da
glicemia devido a combinagdo de predisposigdo genética, dieta ndo saudavel,
inatividade fisica e aumento de peso com uma distribui¢cao central. Esta patologia
esta associada com o desenvolvimento a longo prazo de danos especificos em

orgéos, devido ao comprometimento microvascular (RYDEN et al., 2007).

Visando a redugao dos niveis glicémicos, recomenda-se inicialmente o
tratamento farmacolégico com a metformina (MET). Este farmaco pertence a
classe das biguanidas e é utilizado por reduzir a produgao hepatica de glicose,
e consequentemente, aumentar a sensibilidade do figado a insulina e também a
captacdo de glicose nos tecidos periféricos (NATHAN et al., 2009). O
medicamento referéncia é comercializado sob o nome de Glifage®, da Merck S/A.
Entretanto, quando ndo ha a normalizagao dos niveis glicémicos, as diretrizes
terapéuticas recomendam a associacdo com representantes de outras classes
terapéuticas, como a empagliflozina (EPZ) (ADA, 2015; SBD, 2015).

A EPZ é um inibidor do cotransportador de glicose e sédio tipo 2 (SGLT2),
sendo este cotransportador responsavel pela reabsorg¢do de glicose do filtrado
glomerular nos rins (GREMPLER et al., 2012). Desta forma, o efeito resultante
da inibicdo de SGLT2 é a redugao da absorgao renal e diminuicao do limiar renal
para a glicose, culminando no aumento da excre¢cao de glicose e redugao da
hiperglicemia. Além disso, auxilia na perda de peso e redugdo da presséo
sanguinea (SARASHINA et al., 2013). Este medicamento & comercializado sob

o nome de Jardiance®, da Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals, Inc.

Em 2015, a publicacdo da RDC/Anvisa n° 53 tornou obrigatéria no
momento da concessdo ou renovagao do registro de um medicamento a

apresentagdao de um perfil de degradagcdo dos farmacos obtido através de
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estudos de estabilidade. Este perfil representa o conjunto de produtos que
podem ser observados em um farmaco ou no proprio medicamento quando
exposto a determinadas condi¢des. A geragéo de produtos através da exposigao
do farmaco ou medicamento a condigdes de estresse compde um estudo de
degradacao forcada (BRASIL, 2015).

Com relagdo aos antidiabéticos mencionados (MET e EPZ), foram
encontrados estudos na literatura que descrevem somente a caracterizagao dos
produtos de degradacdo de um deles, a MET. Considerando que a
caracterizacdo destes compostos €& de fundamental importancia para a
seguranga dos pacientes, devido a possibilidade de exposi¢do cronica a
compostos possivelmente toxicos e, que o conhecimento acerca do
comportamento de estabilidade da substancia permite a execu¢cdo de medidas
de controle de qualidade sobre o produto, torna-se imprescindivel a realizagao

de estudos de degradagéao for¢ada para o outro farmaco, a EPZ.

Além disso, devido a possibilidade e associagao destes dois farmacos no
tratamento de DM2, é fundamental o desenvolvimento de metodologias
analiticas de quantificagdo simultdnea da MET e EPZ, visando assegurar o
controle de qualidade destes medicamentos, tanto em termos de seguranga
quanto eficacia, e também possibilitando a reducao de custo e de analise. Dentre
as técnicas analiticas destaca-se a espectroscopia no infravermelho (IV)
associada a calibracdo multivariada por ser uma técnica que se destaca pelo seu
baixo custo, manipulagéo reduzida da amostra em comparagao a outras técnicas
e menor impacto ambiental (PASQUINI, 2003; LIMA et al., 2009; FERREIRA,;
BRAGA; SENA, 2012).

Levando em consideracao o apresentado, o presente trabalho visa obter
o perfil de degradacdo da EPZ e desenvolver um método analitico para
quantificar simultaneamente MET e EPZ através da técnica de infravermelho

aliado a calibragao multivariada.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter o perfil de degradacao da EPZ. Desenvolver e validar um método
de quantificacdo da associacdo de MET e EPZ por espectroscopia no

infravermelho associada a calibracdo multivariada.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Submeter as amostras de EPZ aos ensaios de estresse;

¢ Analisar se ha degradacao nestas amostras por cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) e verificar
a porcentagem de degradacao obtida;

e Desenvolver um método indicativo de estabilidade para a EPZ;

¢ |dentificar os produtos de degradacao da EPZ;

e Desenvolver um método para quantificagdo simultanea de EPZ e MET
empregando espectroscopia de infravermelho aliado a calibragao
multivariada;

e Validar o método desenvolvido de acordo com as normas vigentes;

e Aplicar o método em produtos comerciais contendo a associagao
farmacéutica dos antidiabéticos orais;

e Comparar os resultados obtidos pelo método por IV com outro método

validado.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 DIABETES MELLITUS

3.1.1 Fisiopatologia, progressao e complicagcdes

Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), DM nao se
caracteriza como uma unica doenga, mas um grupo de disturbios metabdlicos,
apresentando em comum a hiperglicemia, que resulta de defeitos fisioldégicos
tanto na agcado quanto na secrecao de insulina. A Organizagdao Mundial da Saude
(OMS) e a Associacao Americana de Diabetes (American Diabetes Association
— ADA) classificam a doenga em quatro tipos principais: tipo 1 (DM1), tipo 2
(DM2), gestacional e outros tipos especificos. Dentre esses, o DM2 é a forma
mais comum da doenca, estando presente de 90% a 95% dos casos. Ele é
caracterizado por defeitos tanto na agdo quanto na secregao da insulina no corpo
(ADA, 2015; SBD, 2015). Em geral, ambos os defeitos estdo presentes no
paciente quando a hiperglicemia se manifesta, porém, ndo € descartada a
possibilidade de predominio de apenas um destes defeitos (DEVINENI et al.,
2016).

O DM ocorre devido a interacdo entre diversos fatores genéticos e
ambientais, que acabam por resultar em um disturbio heterogéneo e progressivo,
gerando variados graus de resisténcia a insulina e também a disfungcdo das
células B-pancreaticas (HATTERSLEY; THORENS, 2015). Além disso, o
excesso de peso e a obesidade, reflexos da tendéncia global a um estilo de vida
sedentario, sdo os maiores contribuintes para o desenvolvimento de resisténcia
a insulina e também da tolerancia a glicose enfraquecida. Existem hoje no Brasil
mais de 12 milhdes de diabéticos e a estimativa € de que até 2045 o numero de

pacientes com DM no mundo todo sera em torno de 630 milhdes (IDF, 2017).

A partir do momento em que as células [(B-pancreaticas se tornam
incapazes de secretar quantidades suficientes de insulina, necessarias para

vencer a resisténcia, a tolerancia enfraquecida a glicose acaba por evoluir para
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DM2. Também contribuem para este quadro, outros defeitos em hormdnios,
como a secregao reduzida de incretinas, hiperexcrecdo do glucagon e
concentracdes elevadas de outros horménios contrarregulatérios (TAHRANI et
al., 2011).

Estudos demonstram que alteracbes comuns na funcdo das células B
geralmente incluem um periodo de secre¢do anormal compensatéria de insulina
prévia ao desenvolvimento da doenca. Devido ao declinio na funcéo pancreatica,
pode ocorrer uma falha na eficacia de medicamentos antidiabéticos, com
estudos indicando a manutencao de uma resposta satisfatéria a monoterapia a
longo prazo em apenas 25% dos pacientes (ARAUJO; BRITTO; CRUZ, 2000).

A reducao da fungao das células 3 parece envolver algumas complicagbes
como hiperglicemia crénica (glicotoxicidade), exposig&o crénica a acidos graxos
nao esterificados (lipotoxicidade), estresse oxidativo, e inflamacao. Ainda, sabe-
se que pacientes com DM2 geralmente apresentam também disfungcdo nas
células a-pancreaticas, desencadeando o aumento da secregéo de glucagon na
presenca de hiperglicemia e provavelmente, a reducéo da secrec¢ao prandial de
glucagon-like peptide do tipo 1 (GLP1), horménio responsavel por reduzir a
excrecao de glucagon e promover a secregao de insulina na presencga de glicose
(BARNETT, 2011; LEE et al., 2008; TAHRAN!I et al., 2011).

As complicagcdes decorrentes da evolugdo do DM causam sofrimento
consideravel ao paciente e também estdo associadas a elevados custos
econdbmicos. Conforme a doenga progride, complicagdes resultantes da
hiperglicemia, como retinopatia com potencial perda de visdo, neuropatia
periférica, com possibilidade de amputagdo, nefropatia e outras doencas
macrovasculares sdo observadas, sendo esta ultima complicagado considerada
uma das principais causas de morte em paises desenvolvidos. A maioria dessas
complicagdes vinculadas ao DM pode ser prevenida ou adiada, desde que seja
oferecida assisténcia farmacéutica (BARNETT, 2011; OBERMEIER et al., 2010).
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3.1.2 Tratamento nao farmacologico

Observa-se frequentemente alteragdes metabdlicas antes do
desenvolvimento do DM2, incluindo a tolerdncia a glicose enfraquecida,
dislipidemia e resisténcia a insulina. Embora nem todos os pacientes que
apresentam tais anormalidades metabdlicas terminem por desenvolver DM, o
risco desse quadro progredir para a doenca é considerado elevado. Estudos
clinicos demonstraram que estratégias efetivas de intervencao no estilo de vida
além de tratamentos farmacolégicos podem prevenir ou ao menos retardar a

progressao da doenga em individuos de alto risco (RYDEN et al., 2007).

Mudancas no estilo de vida incluem alimentacao e atividades fisicas e
podem retardar ou prevenir o DM2. Eles fazem parte do autocuidado do paciente
e tem como objetivo o bom estado nutricional, saude fisiolégica e qualidade de
vida para o paciente, além de evitar complicagdes e comorbidades associadas
(ADA, 2015; SBD, 2015).

A terapia nutricional deve selecionar concentragcdes adequadas de
macronutrientes e micronutrientes a serem prescritos ao paciente, a fim de
estabelecer uma nutricdo equilibrada. As estratégias nutricionais sugeridas pela
SBD e ADA sao: reducéao caldrica e de gorduras, ingestao de 14 gramas fibras
para cada 1000 kcal consumidas, a partir de graos integrais e demais vegetais,
e limitagdo do consumo de bebidas adogadas (ADA, 2015; SBD, 2015).

Adicionalmente, diversas evidéncias epidemioldogicas e de estudos
clinicos sustentam que um tipo especifico de comportamento alimentar — a dieta
mediterranea — apresenta papel protetor na prevencao do DM. Isto se da
principalmente por este tipo de alimentagdo ser majoritariamente baseado em
vegetais — a saber, o alto consumo de alimentos de origem vegetal como frutas,
legumes, graos integrais, sementes, azeite de oliva, consumo moderado de
peixes, produtos lacteos, vinho, e por fim, baixo consumo de carne vermelha e
processada e de alimentos com alto teor de agucares adicionados. Esta
caracteristica corrobora com o papel protetor da dieta mediterranea por

proporcionar melhor controle glicémico e de sensibilidade a insulina em
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comparagao as dietas usuais, como aquelas de baixa ingestdo de carboidratos
ou a dieta vegetariana restrita (SALAS-SALVADO et al., 2016).

Também exercicios fisicos podem ser considerados como um importante
aliado no tratamento do DM, ocupando posi¢ao de destaque, pois atuam sobre
o controle glicémico e sobre outros fatores de comorbidade, como a hipertensao
e a dislipidemia. Desta forma, favorece a redugao do risco cardiovascular e eleva
a qualidade de vida. A falta de exercicios fisicos é considerada como um fator
de risco para diversas doencas importantes, incluindo o DM. Ainda, a atividade
fisica promove maior capilarizagao das fibras musculares e melhora na funcao
mitocondrial, que resulta no aumento da sensibilidade dos tecidos a insulina
(COLAK et al.,, 2016). Sabe-se também que exercicios fisicos aumentam a
capacidade de captacdo da glicose sanguinea para os musculos por
mecanismos que envolvem o GLUT4 (glucose transporter tipo 4), uma proteina
transportadora da glicose que é ativada na contragdo muscular (ARSHAD et al.,
2016).

3.1.3 Tratamento farmacoldgico

O uso de medicamentos antidiabéticos esta indicado no DM2, quando
mesmo com a dieta e 0 aumento da atividade fisica, o individuo nao for capaz
de obter um bom controle glicémico, ou seja, glicemias de jejum e pds-prandial
e hemoglobina glicada préximos da normalidade. Os valores de referéncia
estabelecidos pela SBD sdo: < 100 mg.dL', < 160 mg.dL' e < 7,0%,

respectivamente, para os trés parametros citados anteriormente (SBD, 2015).

A SBD classifica os antidiabéticos em quatro categorias: 1) Os que
aumentam a secregao de insulina (hipoglicemiantes); 2) Os que ndo aumentam
(anti-hiperglicemiantes); 3) Os que aumentam a secrecao de insulina de forma
dependente de glicose, além de promover a supressao do glucagon e 4) Os que

promovem glicosuria (sem relacdo com a secregdo de insulina) (SBD, 2015).

Como exemplos de hipoglicemiantes, sdo citadas as sulfonilureias e as

meglitinidas ou glinidas. Como representantes dos anti-hiperglicemiantes
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figuram os inibidores da a-glucosidase, biguanidas e tiazolidinedionas. A terceira
categoria pertencem as gliptinas e os miméticos de GLP1 (glucagon-like peptide
tipo 1). J&a os agentes que promovem a glicosuria sdo representados pelos
inibidores de SGLT2 (sodium glucose transporter tipo 2) (TAHRANI et al., 2011).

Também a insulina faz parte do arsenal terapéutico do DM. Consiste no
hormdnio anabdlico mais conhecido e é imprescindivel para a manutengao de
niveis fisiolégicos normais da glicose e do crescimento e diferenciagcéo celular.
O aumento dos niveis circulantes de glicose e aminoacidos apos a alimentagéo
gera como resposta a secrecao deste horménio pelas células B das ilhotas
pancreaticas. A insulina atua sobre a homeostase da glicose de diversas
maneiras, reduzindo a gliconeogénese e a glicogendlise no figado e aumentando
a captacao de glicose nos tecidos periféricos, principalmente muscular e adiposo
(CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002).

3.1.3.1 Metformina

A MET é um antidiabético de uso oral pertencente a classe das
biguanidas. E o Unico representante desta classe de medicamentos que se
encontra disponivel comercialmente e, aliado a uma modificagdo de estilo de
vida, € o medicamento de primeiro escolha para o tratamento do DM2. A acao
de MET se da pela diminuigdo da producao hepatica de glicose, o que aumenta
a sensibilidade do figado a insulina e também a captacao de glicose nos tecidos
periféricos, sem atuar diretamente nas células B-pancreaticas. MET reduz a
hemoglobina glicada, sem os riscos de hipoglicemia e contribui para a redugéo
ou manutencao do peso dos pacientes que a utilizam. Ainda, favorece a redugao
dos niveis do colesterol LDL (do inglés low density lipoprotein, lipoproteina de
baixa densidade) e de trigliceridios (SBD, 2015). Em 2017, estavam registrados
no Brasil 66 medicamentos contendo o cloridrato de metformina, seja de forma

isolada ou como associagao com outros antidiabéticos orais.

A (FIGURA 1) a seguir mostra a férmula estrutural do composto e o

(QUADRO 1) apresenta algumas caracteristicas fisico-quimicas de MET.
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FIGURA 1 - FORMULA ESTRUTURAL DA MET

NH NH
\N)J\N)J\N
. H

Fonte: O autor, 2018.

QUADRO 1 - PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DA MET

Nome IUPAC 3-(diaminometilideno)-1,1-dimetilguanidina
Férmula molecular C4H11Ns
Massa molar 129,167 g.mol"
Solubilidade em agua 1,38 mg.mL"’
pKa 12,33

Fonte: PubChem. <https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov>

A MET pertence a classe 3 do sistema de classificagdo biofarmacéutica,
ou seja, apresenta alta solubilidade (na forma do sal cloridrato) e baixa
permeabilidade. Dessa forma, MET necessita de transportadores para
compensar a baixa permeabilidade. A substancia apresenta alto volume de
distribuicdo, o que indica que ocorre absorgdo tecidual significativa. Estes
achados sugerem que transportadores desempenham um papel importante tanto
na absor¢gdo como também na distribuicdo e eliminacdo de MET pela urina, na
sua forma inalterada (LIANG, 2017).
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3.1.3.2 Inibidores SGLT2

Apesar da grande quantidade de terapias disponiveis, a manutengao do
controle glicémico em pacientes com DM2 ainda pode ser considerada
desafiadora. Somado a isso, os antidiabéticos disponiveis vém sendo
associados a eventos adversos significativos como aumento de peso,
hipoglicemia e efeitos gastrointestinais. Por esta razdo, € necessario
desenvolver tratamentos eficazes e bem tolerados com novos mecanismos de
acao independente da insulina, em particular para utilizagdo como terapia
combinada com os demais medicamentos ja existentes (SARASHINA et al.,
2013).

Algumas novas substancias terapéuticas reduzem os niveis de glicose
sanguinea através da modulacgao de alvos que afetam o metabolismo da glicose
(glucoquinase, glicogéniofosforilase) ou entdo através da regulagdo da
homeostase da glicose (proteina quinase AMP ativada). Neste contexto, um
novo mecanismo pelo qual os niveis de glicose no sangue podem ser reduzidos
€ com base na eliminagdo da glicose circulante pela inibicdo de
cotransportadores de glicose e sodio (SGLT) (OBERMEIER et al., 2010).

Os inibidores do SGLT2 representam uma das classes de agentes
terapéuticos em desenvolvimento para o tratamento de DM2. Sabe-se que o rim
desempenha um papel fundamental na homeostase glicémica, uma vez que sao
os glomérulos que filtram a glicose do sangue (GREMPLER et al., 2012). Em
individuos saudaveis a glicose € quase completamente reabsorvida nos tubulos
proximais através dos SGLT2, expressos de forma majoritaria no segmento S1
do tubulo proximal renal, sendo responsaveis por 90% da reabsorcao renal de
glicose em individuos saudaveis. Uma vez que os niveis de glicémicos atingem
o limiar de reabsorcao renal (definido como a capacidade de transporte de
reabsorgao maxima dos tubulos, em média 375 mg.min'), o excesso de glicose
€ excretado por meio da urina. A inibicdo do SGLT2 demonstrou bloquear a
capacidade do corpo de reabsorver glicose por via renal, o que conduz a
eliminagao de glicose na urina, levando a uma redugao nos niveis de glicemia
(SARASHINA et al., 2013).
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A glicose remanescente (que ndo € absorvida pelos SGLT2) é reabsorvida
pelo outro transportador da mesma familia, o SGLT1, que tem uma afinidade
semelhante para a glicose, porém esta localizada no segmento S3 do tubulo
proximal. Diferentemente do SGLT2, este transportador também é encontrado
em outros 6rgaos, como intestino, coragao, figado e pulmdes. Este transportador
tem como funcéo principal a absor¢cdo de glicose e galactose no intestino
delgado, o que justifica a importancia da seletividade dos inibidores de SGLT
para SGLT2. Individuos com mutacbées no gene SGLT1 apresentam uma
patologia caracterizada por desidratacdo grave e diarreia. A inibicdo da
reabsor¢ao da glicose no intestino (no caso da inibicdo de SGLT1) pode resultar
em ma absorgao destes agucares, levando a um quadro clinico analogo aquele
observado em portadores da mutagao (GREMPLER et al., 2012).

A eliminagao de glicose na urina tanto diminui o nivel de glicose no sangue
como também resulta em perda de peso, provavelmente em decorréncia da
eliminacdo de calorias. Os principais eventos adversos destes medicamentos
resultam da glicosuria aumentada, como o aumento da incidéncia de infec¢des
do trato geniturinario (especialmente candidiase) e poliuria e um aumento do
risco de desidratagdo (HATTERSLEY; THORENS, 2015).

Ainda, estudos indicam que, em individuos com a fungéo renal normal,
inibidores de SGLT2 representam uma nova classe de terapias hipoglicemiantes
que induzem simultaneamente o controle glicémico e da pressao sanguinea.
Apesar de o mecanismo relacionado a redugao da pressao sanguinea nao ter
sido ainda elucidado, acredita-se que a diurese osmotica decorrente da
glicosuria contribui para a redugdo da pressao sanguinea (STERNLICHT,;
BAKRIS, 2016).

3.1.3.3 Empagliflozina

A EPZ é um inibidor do SGLT2, responsavel pela reabsor¢ao de glicose
do filtrado glomerular nos rins. Como resultante desta inibicdo € observada a
reducdo da absorgao renal e diminuigdo do limiar renal para a glucose, o que

resulta no aumento da excregdo de glicose. Além disso, contribui para a
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hiperglicemia reduzida, auxilia a perda de peso e reduz a pressao sanguinea.
Aprovado inicialmente pela agéncia americana responsavel por alimentos e
medicamentos (Food and Drug Administration — FDA) e posteriormente pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) em julho de 2014, este
medicamento € importado e comercializado nacionalmente sob o nome de
Jardiance® (BRASIL, 2014a; FDA, 2014).

A (FIGURA 2) apresenta a formula estrutural dessa substancia e algumas

de suas caracteristicas fisico-quimicas estdo expostas no (QUADRO 2) a seguir.

FIGURA 2 - FORMULA ESTRUTURAL DA EPZ

OH

0 CF!)nte: O autor, 2018.
QUADRO 2 - PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DA EPZ
(2S,3R,4R,5S,6R)2[4chloro3[[4[(3S)oxolan3yl]ox
Nome IUPAC yphenyllmethyl]phenyl]6(hydroxymethyl)oxane3,
4,5triol
Férmula Molecular Ca23H27CIO7
Massa Molar 450,144531 g.mol"’
Solubilidade em agua 0,111 mg.mL"
pKa (acido mais forte) 12,57
pKa (basico mais forte) -3

Fonte: PubChem. <https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov>
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Apesar do fato de todos os inibidores SGLT serem estruturalmente
parecidos, os compostos diferem em seus respectivos perfis de seletividade.
EPZ demonstrou ter a maior seletividade para SGLT2 sobre SGLT1 dentre

diversos outros medicamentos da mesma classe (GREMPLER et al., 2012).

No que diz respeito a farmacocinética, a EPZ é rapidamente absorvida,
atingindo concentragdo maxima entre 75 min (dose de 1 mg) e 150 min (dose de
100 mg). EPZ apresenta-se como modelo bicompartimental, o que indica fase
de distribuicdo rapida e fase de eliminagdo mais lenta. Segundo metodologia
utilizada por Sarashina et al. (2013), EPZ permanece detectavel 72 h apds a
administracdo de doses de 25 e 100 mg, mas apresenta concentragéo abaixo do
limite de quantificacdo para doses menores (5 e 10 mg), no mesmo periodo.
Doses ainda menores (1 mg) apresentam comportamento similar, porém por
periodo de tempo mais curto (48 h). A meia vida da EPZ varia entre proximo de
8 a 12 h. A depuracéo total da EPZ no plasma independe da dose e varia de 140
a 172 mL.min"' (SARASHINA et al., 2013).

Segundo a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA), assim como a
MET, este medicamento também pertence a classe Il do sistema de

classificagdo biofarmacéutica (EMA, 2014).

3.2 CONTROLE DE QUALIDADE EM MEDICAMENTOS

Em 1976 foi publicada a lei n° 6.360 que submete os medicamentos,
insumos farmacéuticos, drogas, correlatos, cosméticos, produtos de higiene,
saneantes e outros ao sistema de vigilancia sanitaria. Esta lei foi a primeira a
inserir os conceitos de medicamento de referéncia e de controle de qualidade
que sao empregados neste trabalho. No momento, vigora o disposto na lei n°®
9.787/1999, segundo a qual, medicamento de referéncia é aquele produto
inovador registrado e comercializado no Pais, que apresenta eficacia, seguranga
e qualidade comprovadas junto ao 6érgéo federal competente, no momento do
registro (BRASIL, 1976; 1999b).
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O outro conceito, controle de qualidade, refere-se ao conjunto de medidas
destinadas a verificar a qualidade de cada lote de medicamentos e demais
produtos de que a lei n° 6.360 de 1976 trata, para que satisfagcam as normas de
atividade, pureza, eficacia e inocuidade exigidas pelo 6rgao sanitario. Desde
1999, ano da criacdo da Anvisa através da lei n° 9.782, as atividades
relacionadas ao controle de qualidade de medicamentos tém sido
regulamentadas por essa agéncia através da publicagao de resolugdes. Cabe a
Anvisa as acgbes de regulamentacao, fiscalizacdo e controle dos produtos e

servigos que envolvam risco a saude publica (BRASIL, 1976; 1999a).

3.3 LEGISLACAO APLICADA A PRODUCAO DE MEDICAMENTOS

Dentre as principais regulamentagdes emitidas pela Anvisa para o setor
farmacéutico, destacam-se as seguintes resolu¢dées: RDC/Anvisa n° 60/2014,
que dispde sobre o registro de medicamentos e a RDC/Anvisa n°® 17/2010, que
trata de boas praticas de fabricagédo destes produtos (BRASIL, 2010; 2014Db).

O objetivo da RDC/Anvisa n° 60/2014 é estabelecer os critérios e a
documentacdo minima considerada necessaria para que seja concedido o
registro de medicamentos (ou sua renovagao), com principios ativos sintéticos e
semissintéticos, classificados como novos, genéricos e similares. Estes critérios
sdo determinados com o intuito de garantir a qualidade, seguranga e eficacia

destes medicamentos para o consumidor.

Neste contexto, cabe ressaltar o artigo 284 da RDC/Anvisa n° 17/2010,
que deixa clara a fungédo do setor de controle de qualidade em uma industria:
estabelecer, validar e implementar todos os procedimentos de controle de
qualidade, além de avaliar, manter e armazenar os padrbes de referéncia,
garantir a rotulagem correta dos reagentes, padrbes e outros materiais de sua
utilizagao, garantir que a estabilidade dos ingredientes ativos e medicamentos
seja monitorada, participar da investigacao de reclamagdes relativas a qualidade

do produto e participar do monitoramento ambiental (BRASIL, 2010).
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Ainda, o artigo 302 propde que deve ser feita avaliacdo da qualidade e da
estabilidade dos produtos terminados e, quando necessario, das matérias
primas, dos produtos intermediarios e a granel. No que diz respeito a
estabilidade, o artigo 305 traz que essa deve ser determinada antes da
comercializagao e deve ser repetida apos quaisquer mudancas significativas nos
processos de produgao, equipamentos, materiais de embalagem e outras que
possam influir na estabilidade do produto (BRASIL, 2010).

A publicagdo da RDC/Anvisa n°® 53, em 2015, reitera a necessidade de
avaliacdo da estabilidade no procedimento de concessdo ou renovagao de
registro de medicamentos considerados inovadores, como no caso da EPZ
(BRASIL, 2015).

3.4 ESTABILIDADE DE MEDICAMENTOS

A definicdo do periodo de estabilidade consiste no tempo durante o qual
um produto farmacéutico, seja um medicamento, matéria prima ou mesmo o
farmaco isolado, mantém as mesmas condicdes e caracteristicas que possuia
quando da época de sua fabricacao, isto &, caracteristicas dentro dos limites
especificados e durante todo o periodo definido de estocagem e uso (BRASIL,
2005; SILVA et al., 2009a).

O perfil de impurezas oriundas dos farmacos ou medicamentos e sua
estabilidade dependem de diversos fatores ligados ao processo de fabricagao,
como por exemplo, da rota sintética utilizada em seu processo de producao, da
origem e composi¢cao, da pureza dos materiais de partida e dos reagentes
utilizados no processo, métodos de purificacdo e também, das condicbes de
armazenamento a que o produto sera submetido apds sua produgédo, como luz,
umidade e temperatura e da composicdo e propriedades do material de
embalagem (GOROG, 2008).

A realizacdo de estudos de estabilidade no Brasil segue, conforme
preconizado na RE n° 1/2005 da Anvisa, trés distintas modalidades de estudo de

estabilidade. O primeiro estudo é a ‘Estabilidade Acelerada’, projetado para
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promover uma degradagado quimica e/ou mudancgas fisicas de um produto
farmacéutico em condigdes forcadas de armazenamento, de forma rapida. O
segundo € de ‘Longa Duragdo’, que avalia caracteristicas fisicas, quimicas,
bioldgicas e microbiolégicas dos produtos farmacéuticos durante e/ou depois do
prazo de validade predeterminado. Este tem como finalidade estabelecer ou
confirmar o prazo de validade e as condigbes de armazenamento mais
adequadas (BRASIL, 2005). O ultimo estudo é o de ‘Acompanhamento’, durante
o qual é verificado se o produto farmacéutico mantém resultados coerentes com
o estudo de longa duragao para suas caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas
e microbiolégicas. Para estes estudos sdo preconizadas analises de
doseamento, quantificagcéo de produtos de degradacéao, dissolugao e pH. Este
estudo € mantido durante todo o periodo em que o medicamento estiver sendo
comercializado no pais (BRASIL, 2005).

O acompanhamento da estabilidade dos produtos farmacéuticos € uma
das maneiras mais eficientes para avaliar, prevenir e prever problemas
associados a qualidade destes produtos durante seu prazo de validade. A
seguranga e a eficacia dos medicamentos também podem ser avaliadas, por
meio do acompanhamento da formagao de produtos de degradagao, que podem
levar a perda da atividade terapéutica ou, de forma mais prejudicial, a toxicidade
(SILVA et al., 2009a).

A Anvisa recomenda a utilizacdo de métodos indicadores de estabilidade
que sejam seletivos aos farmacos e seus produtos de degradagdo, no
monitoramento dos resultados prévios, advindos de estudos de estabilidade de
produtos farmacéuticos (BRASIL, 2003; 2005).

3.5 PRODUTOS DE DEGRADAGAO EM MEDICAMENTOS

Impurezas contidas em medicamentos precisam ser monitoradas mesmo
que apresentem a possibilidade de nao afetar o conteudo descrito no rétulo do
produto farmacéutico. Da mesma maneira, um farmaco pode ser considerado

comprometido mesmo que as impurezas presentes possam apresentar
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propriedades farmacologicas superiores. A industria farmacéutica classifica as
impurezas em diversas categorias. Um dos termos empregados na descri¢do de
impurezas consideradas organicas é produto de degradacgédo. Muitos destes
compostos provenientes do processo de degradacdo podem apresentar
potencial genotdxico e a monitorizagdo e o controle destas impurezas tém
evoluido continuamente em conjunto com avancgos legislativos no setor industrial
(AHUJA, 2007; DOW et al., 2013).

O perfil de degradacéo ¢ definido na legislagao brasileira como o conjunto
de produtos de degradacao observados no insumo farmacéutico ativo (IFA) ou
no medicamento acabado, quando este é exposto a determinadas condicdes. A
realizacédo do estudo de degradacdo forgada € o que permite a geragédo de
produtos de degradacgao nestas substancias através da exposigao a condigdes
estressantes (BRASIL, 2015).

As condi¢cbes adversas preconizadas sao luz, temperatura, calor,
umidade, hidrdlise acida e basica e também oxidacao. Além do mais, este estudo
favorece o desenvolvimento de novos métodos indicativos de estabilidade com
especificidade e seletividade adequada, além de fornecer informagdes sobre
possiveis rotas de degradagdo dos produtos. Espera-se que os testes de
estresse produzam todos os provaveis degradantes (BRASIL, 2015).
Considerando esta logica, os produtos de degradacao reais observados no
estudo de estabilidade de longa duragédo de um medicamento deveriam estar
inseridos no conjunto de produtos de degradacado produzidos pelos testes de
estresse do(s) IFA(s) (DOW et al., 2013).

O perfil de impurezas em IFA depende de diversos fatores, como a rota
sintética utilizada em seu processo de produgéao, a origem e pureza dos materiais
de partida e dos reagentes utilizados no processo, métodos de purificagao e
também as condi¢gdes de armazenamento a que o produto sera submetido apos
sua produgao (GOROG, 2008).

A realizagao de estudos de estabilidade se mostra relevante para tornar
possivel a predigdo, avaliacdo e garantia da seguranga do medicamento. Os
estudos de estresse auxiliam na determinagcdo das potenciais impurezas que

podem ser produzidas por reagbes de degradacado. Sendo assim, atividades
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analiticas que tém por objetivo a detecgao, identificacéo, elucidacéo estrutural e
quantificagcao na determinagao de impurezas, sao fundamentais para as analises
farmacéuticas (AHUJA, 2007; GOROG, 2008).

Devido a exigéncias legais da avaliagdo de impurezas consideradas
‘razoavelmente provaveis de ocorrer”’, os produtos de degradagao identificados
durante estudos de degradagao forcada sao considerados preditores das
impurezas de degradacdo, particularmente no que se relaciona ao produto
farmacéutico (DOW et al., 2013).

Estudos de estresse objetivam induzir, de maneira rapida, degradagdes
realistas do farmaco, para ativar todas as rotas de degradacdo que podem
ocorrer durante o periodo de estocagem dos produtos farmacéuticos. As
condi¢cdes aplicadas nestes estudos contemplam a diversidade das condi¢des
ambientais as quais o0s produtos farmacéuticos sdo expostos e
consequentemente, resultam no mais provavel perfil de degradagéo (DOW et al.,
2013).

Além disso, impurezas que apresentem atividade fisioldgica e produtos de
degradacdo podem contribuir para a ocorréncia de eventos adversos na
farmacoterapia. A fim de assegurar a repetibilidade e a seguranga de uma terapia
farmacoldgica € necessario evitar ou ao menos minimizar a contribuicdo destes
compostos. Por recomendacgdes regulatérias, aquelas impurezas que possam
apresentar potencial mutagénico devem ser monitoradas para que se
mantenham a niveis seguros para a utilizagdo dos produtos farmacéuticos
(GOROG, 2008; POWLEY, 2015).

As mais variadas formas de impurezas podem ser originadas pela simples
variacdo ou mudancgas destes fatores. Como consequéncia desta vastidao, as
farmacopeias, na grande maioria dos casos, ndo especificam quais sdo as
impurezas avaliadas pelos testes de pureza por cromatografia liquida ou de
camada delgada (CLAE/CCD): os compostos sao expressos como componente
majoritario, ficando negligenciada a diferenga em suas respostas. De maneira
evidente, isto caracteriza uma fonte de resultados incertos por vezes incorretos,

ressaltando a importancia de atividades de detecgao, identificagao/elucidagao
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estrutural e quantificacdo de impurezas, em produtos farmacéuticos (GOROG,
2008).

3.6 METODOS DISPONIVEIS NA LITERATURA PARA O CONTROLE DE
QUALIDADE DE MET E EPZ

A literatura apresenta diversas metodologias para fins de controle de
qualidade na industria farmacéutica para estes dois farmacos, EPZ e MET. A
maioria das metodologias, elencadas no (QUADRO 3) consistem em métodos
cromatograficos, sendo relatados apenas dois métodos que utilizam
espectrofotometria de ultravioleta. Destaca-se que ndo estdo descritos métodos

que utilizem a técnica de espectroscopia no infravermelho.

QUADRO 3 - METODOS DE QUANTIFICAGAO PARA MET E EPZ

(continua)
ANALITO MATRIZ TECNICA REFERENCIA
MET E EPZ Comprimido LC-MS/MS AYOUB; MOWAKA, 2017
MET E EPZ Comprimido uv AYOUB, 2017
MET E EPZ Comprimido uv AYOUB, 2016
IFA e ARAYNE; SULTANA; ZUBERI,
MET LC-UV
comprimido 2006
MET Comprimido LC-UV AL-RIMAWI, 2009
Comprimido
MET uv MUBEEN; NOOR, 2009
e IFA
MET IFA LC-DAD MADHUKAR, 2011
Eletroforese HAMDAN; JABER; ABUSHOFFA,
MET Comprimidos
capilar 2010
Suplementos
MET LC-MS/MS WU et al., 2012
fitoterapicos
PADMAJA; BABU;
MET E EPZ IFA uv
VEERABHADRAM, 2016
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QUADRO 3 - METODOS DE QUANTIFICAGAO PARA MET E EPZ

(conclusao)

ANALITO MATRIZ TECNICA REFERENCIA
IFA e PADMAJA; VEERABHADRAM,
MET E EPZ LC-DAD
comprimido 2017
MET E EPZ IFA e mistura LC-DAD PRATYUSHA; RAJU, 2016
MET E EPZ IFA LC-DAD GODASU; SREENIVAS, 2016
MET E EPZ Comprimido LC-DAD ALI, KUMAR, 2017
PATIL; CHAURE; KSHIRSAGAR,
MET E EPZ IFA uv
2017
IFAe
MET E EPZ LC-UV BABU et al., 2017
comprimidos
IFA e
MET E EPZ LC-DAD HUSSAIN et al., 2016
comprimido
MET E EPZ IFA LC-UVv PATEL; CHAUDHARY, 2017
EPZ IFA LC-DAD SHYAMALA et al., 2016
EPZ IFA uv PATIL et al., 2017
EPZ IFA LC-UV JAISWAL et al., 2017

Fonte: O autor, 2018. Nota: LC — cromatografia liquida; MS — espectrometria de massas; UV —
espectroscopia no ultravioleta; DAD — detector de arranjo de diodos; IFA — insumo farmacéutico

ativo.

3.7 TECNICAS ANALITICAS PARA ANALISE DE MEDICAMENTOS

3.7.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia € uma técnica de separagao de substancias presentes
em uma mistura. Esta separagcao ocorre devido a interacdo dos componentes
entre duas fases, uma estacionaria e uma movel. A cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) difere da cromatografia liquida convencional ao empregar
colunas recheadas como fase estacionaria e submetendo a fase movel a altas
pressdes. Esta técnica permite separar e analisar quantitativamente diversas
matrizes em minutos, com alta resolucgéo, eficiéncia e seletividade (COLLINS;
BRAGA; BONATO, 2006).

40



O cromatografo € composto por uma bomba para eluigdo da fase moével,
sistema de injecdo de amostra, forno para coluna e um detector, que é o
componente mais caro e sofisticado do cromatdgrafo. Os detectores indicam a
concentragcdo ou a massa dos analitos presentes na amostra que estdo saindo
da coluna. Varios tipos de detectores podem ser usados nesta técnica,
destacando-se: detectores por absorbancia no UV e no visivel, arranjo de diodos,
fluorescéncia, eletroquimicos, condutividade elétrica e espectrémetro de massas
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

3.7.2 Detector de arranjo de diodos (DAD)

Arranjo de diodos € o segundo tipo de detector comum mais usado em
cromatografia. Esse consiste em uma série de fotodiodos arranjados lado a lado
num cristal de silicio de modo que cada comprimento de onda difratado pela
grade atinge um ponto deste arranjo, e dessa forma, um detector. O detector
permite que a absorbancia de uma amostra seja determinada simultaneamente
em todos os comprimentos de onda. Esses detectores tém sensibilidades
variadas para diferentes comprimentos de onda, entdo se faz necessario
especificar em qual regido do espectro trabalhar e a resolugao espectral depende
do tipo e do numero de diodos que compde o arranjo (DE ANDRADE E
CUSTODIO, 1996; RAIMUNDO JR.; PASQUINI, 1996).

3.7.3 Espectrometria de massas (EM)

Na espectrometria de massas mede-se a razao massa/carga (m/z) de um
atomo ou molécula ionizada positiva ou negativamente no detector. Cada
molécula apresenta intensidade ou abundancia caracteristica dos ions e essa
resposta instrumental esta relacionada com a quantidade de analito presente na

amostra analisada.
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O espectrometro de massas € composto por uma fonte de ionizagdo, um
analisador de massas e um detector. Para que analitos sejam detectados, ¢é
essencial que a amostra seja ionizada, independente da técnica utilizada
(GLISH; VACHET, 2003). As principais fontes de ionizagao utilizadas em
conjunto com técnicas cromatograficas sdo a ionizagdo quimica a pressao
atmosférica (APCI) e a ionizagao por electrospray (ESI), sendo, ambas, formas
de ionizagdo a pressdo atmosférica (APl) (KORFMACHER, 2005). Apds
formacao dos ions, estes sdo conduzidos a um analisador no espectrdmetro de

massas.

Assim como as fontes de ionizacao, esta técnica permite diversos tipos de
analisadores de massa, que tém como objetivo separar os ions de acordo com
arazao massa carga (m/z) e transmiti-los ao detector. Os analisadores de massa
mais comuns podem ser divididos em dois grupos: analisadores de transmissao
e de captura. Nos analisadores de captura encontram-se os analisadores ion trap
(armadilha de ions) e ressonancia ciclotrénica de ions com transformada de
Fourier (GLISH; VACHET, 2003). Nos analisadores de transmissao, os ions séo
conduzidos até o detector através de um campo eletromagnético. Pertencem a

esse grupo os analisadores de tempo de voo (TOF), de setor e quadrupolo.

O quadrupolo é o analisador mais amplamente utilizado, sendo acoplado
principalmente a cromatografia gasosa e liquida devido a robustez, o menor
custo e por ser facilmente automatizado. A separacdo de massas em um
quadrupolo resulta da movimentagao dos ions em um campo elétrico dinamico
(radio frequéncia) e depende da m/z dos ions (GLISH; VACHET, 2003). O
analisador triplo quadrupolo (EM/EM), também conhecido como EM sequencial
ou EM Tandem, é o mais utilizado para doseamentos analiticos. E constituido
por trés quadrupolos em sequéncia, onde o primeiro e o terceiro sdo utilizados
como “filtros” de massas, ou seja, selecionam uma determinada m/z e o segundo
quadrupolo serve como camara de colisdo para a fragmentagdo dos ions. A
fragmentagdo pode ser controlada com a modificagdo da voltagem e da

densidade do gas de colisdo empregadas.

O acoplamento da cromatografia com a espectrometria de massas € uma
ferramenta analitica que une as principais vantagens de ambas as técnicas:
eficiéncia de separagdo de compostos e alta seletividade da cromatografia e
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especificidade e fornecimento de informagdes estruturais da espectrometria de
massas (LIM; LORD, 2002; CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008), tornando-

se uma ferramenta promissora na area farmacéutica (PEREIRA et al., 2005).

3.7.3 Espectroscopia no infravermelho

O espectro da radiagado eletromagnética € composto pelas seguintes
frequéncias: as ondas de radio, as micro-ondas, o infravermelho, a luz visivel, os
raios ultravioleta, os raios x e os raios gama. A regiao espectral do infravermelho
(12800 a 10 cm™) corresponde a porgao situada entre a regido do visivel e as
micro-ondas, podendo ser dividida em trés sub-regides: infravermelho distante
(200 a 10 cm™), infravermelho médio (4000 a 200 cm") e infravermelho préximo
(12800 a 4000 cm™), que recebe esta nomenclatura por apresentar-se mais

préximo ao espectro visivel da luz.

A radiagado infravermelha induz transigbes em estados vibracionais e
rotacionais associados com o estado eletrénico fundamental das moléculas. Os
atomos vibram com maior rapidez e com maior amplitude em torno das ligagoes
covalentes que os unem. Estas vibracdes sdo quantizadas e, quando ocorrem,
os compostos absorvem energia IV em certas regides do espectro (SKOOG et
al., 2014).

A radiagao infravermelha s6 interage com uma molécula quando o campo
eletromagnético oscila na mesma frequéncia do momento dipolar dessa
molécula, ou seja, quando a molécula absorve essa radiagdo ha a conversao da
energia em vibragdo, gerando um espectro vibracional em forma de bandas.
Portanto, a formagao do espectro depende da massa dos atomos, do seu arranjo

geométrico e da forga de ligagao entre eles.

O espectrédmetro IV é capaz de analisar compostos que apresentem
principalmente ligacdes C-H, O-H, N-H, S-H e C=0. E possivel desta forma
empregar a técnica apresentada no estudo da EPZ e da MET, considerando suas

formulas estruturais. Um espectrémetro € composto de: uma fonte, um seletor
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de comprimento de onda, um recipiente para a amostra, um detector, um

transdutor e um processador.

Dois tipos de instrumentos sao utilizados na técnica de espectroscopia:
os classicos, que empregam a técnica dispersiva, utilizando um prisma, e os que
utilizam Transformada de Fourier (FT). Os espectrémetros de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR, do inglés Fourier-transform infrared) costumam
ser mais utilizados por proporcionar um espectro de melhor qualidade (aumento
da sensibilidade e resolugdo) e que é adquirido de maneira mais rapida
(STUART, 2004).

Dois métodos podem ser utilizados para obtencdo dos espectros de
infravermelho: transmissao e refletdncia. Os métodos de transmissao séao
baseados na absorcao da radiagao IV em comprimentos de ondas especificos
ao passar pela amostra (liquida, gasosa ou sélida). Ja os métodos de refletancia
sao subdivididos em dois: reflexao interna como a refletancia total atenuada ou

reflexdo externa, como a especular ou entdo difusa (STUART, 2004).

Em comparagdo as técnicas cromatograficas, a espectroscopia de
infravermelho apresenta as seguintes vantagens: analises mais rapidas, nao
destrutivas, ndo invasivas e de baixo custo e também possibilitam a realizacéo
de analises em tempo real tanto em produto acabado quanto na fase de
processo. Ainda, a técnica € considerada promissora pela sustentabilidade, pois
nao emprega solventes organicos, nem gera residuos quimicos. Deve ser
destacada ainda a menor intervencao do analista nesta técnica, devido a baixa
manipulagcdo da amostra no preparo, o que reduz a inser¢cao de erros analiticos
inerentes ao manipulador (PASQUINI, 2003; LIMA et al.,, 2009; FERREIRA;
BRAGA; SENA, 2012).

Essa técnica fornece um conjunto complexo de dados espectrais que
impedem o desenvolvimento de um método univariado para quantificacdo, pois
em amostras complexas € verificada uma sobreposicao intensa de bandas de
sinais (insumos ativos e excipientes, no caso de um medicamento), essa
sobreposicdo faz com que a determinacdo direta seja inviavel. Assim, a
quimiometria vem sendo cada vez mais utilizada para contornar essa situacéo,

como forma de permitir a utilizagcdo da informagao espectral (complexa;
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multivariada) para a obtengéo de resultados de quantificagdo (POLLANEN et
al.,2005).

3.7.4 Quimiometria

A Farmacopeia Americana considera a quimiometria como a aplicagao de
métodos multivariados para a analise de dados quimicos, ou seja, a utilizagao
de métodos matematicos e estatisticos para alcancar dois objetivos: para
projetar procedimentos de medida ou experimentos otimizados e para fornecer
a quantidade maxima de informagdes quimicas relevantes através da analise do

conjunto de dados quimicos (USP, 2017).

De forma pratica, a quimiometria pode ser subdividida em planejamento
de experimentos, reconhecimento de padrdes e calibragdo multivariada. O
planejamento experimental visa determinar quais variaveis influenciam um
determinado processo, bem como a interagdo entre estas variaveis. O
reconhecimento de padrdes serve como base para analises qualitativas de
classificacdo de amostras. Ja a calibracdo multivariada pode ser utilizada com
objetivo de quantificagdo e através dela é possivel relacionar variaveis
independentes de uma matriz X (a ser composta pelos espectros de 1V) com
variaveis dependentes de um bloco Y (dados de concentragéo) para quantificar
amostras desconhecidas (TEOFILO; FERREIRA, 2006)

Em matrizes complexas, pode ocorrer dificuldade ou até mesmo
impedimento na determinagao de um ou mais compostos devido a presenca de
interferentes da matriz. Com o uso da calibragdo multivariada é possivel realizar
a modelagem desses interferentes junto com o(s) analito(s) de interesse,
contornando a necessidade de eliminar os interferentes através de técnicas de
separacao, ou de preparo de amostra, como a extracdo por exemplo (SENA,
2004)

A légica estd em substituir a separagédo fisica das espécies pela
separacao quimiomeétrica dos seus sinais. Isso proporciona maior rapidez e

menor custo nas analises, bem como a simplificagdo ao maximo das etapas de
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preparo de amostra, diminuindo a inserg¢ao de erros gerados com a manipulagéo
pelo analista (SENA, 2004). Isso faz da calibragdo multivariada uma ferramenta
muito util para o estudo dos sinais produzidos por um espectro de absorgao, com
destaque para espectros obtidos no infravermelho (FERREIRA et al., 1999;
FEUDALE et al., 2002).

Os métodos mais utilizados em calibragdo multivariada sao: regressao
linear multipla (MLR), regressdo em componentes principais (PCR), redes
neurais artificiais (ANN) e a regressao por minimos quadrados parciais (PLS)
(SENA et al., 2000; NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2006; SENA et al., 2007). Para
meétodos instrumentais como a espectroscopia no infravermelho, a USP
recomenda o uso do PLS, que é considerado um método de regressao baseada

na decomposicado dos dados originais em variaveis latentes.

Quando se utiliza a espectroscopia, os dados quimicos gerados das
medidas instrumentais devem ser organizados em duas matrizes. A primeira é
uma matriz X para as variaveis independentes, onde cada linha da matriz
representa uma amostra e cada coluna representa um comprimento de onda.
Esta matriz é alimentada com os dados de absorbéncia das amostras. A segunda
€ uma matriz Y, onde novamente, cada linha representa uma amostra, ja cada
coluna representa um dado de concentragao de cada componente de interesse
da mistura (FERREIRA et al., 1999; SENA et al., 2007).

Quando a matriz Y é construida utilizando mais de um dado de
concentragdo para cada amostra, ou seja, quando o objetivo é a quantificacéo
de dois ou mais componentes simultaneamente, o modelo é denominado PLS2.
Da mesma forma, quando a matriz Y € composta por apenas um dado de
concentracdo para cada amostra, esse modelo é denominado PLS1
(BRERETON, 2000; SENA et al., 2004).

A matriz X pode ser construida utilizando os dados de absorbéancia obtidos
de todos os comprimentos de onda, ou seja, o0 espectro total referente a cada
amostra. Porém, a capacidade preditiva de modelos de regressao por PLS pode
ser otimizada através da selegcao de faixas espectrais especificas, em situacoes
onde regides especificas do espectro fornecem dados mais relevantes do que o

préprio espectro total. Para essa finalidade utiliza-se um algoritmo desenvolvido
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exatamente para este fim, denominado iPLS (do inglés, interval partial least
squares, regressao por minimos quadrados parciais em intervalos). O principio
da técnica é dividir o espectro em por¢cdes menores (de igual numero de
comprimentos de onda por intervalo) e desenvolver modelos para cada intervalo.
Apos a divisao, é feita uma comparacgao entre a raiz quadrada do erro médio de
calibragéo por validagao cruzada (RMSECV) de cada intervalo com os valores
de RMSECV do espectro total (SILVA et al.,, 2009b). Essa avaliagédo permite
determinar quais comprimentos de onda fornecem os melhores modelos,
eliminando quaisquer informacdes irrelevantes como por exemplo, bandas de
absorcao que ndo contenham nenhuma informagdo dos compostos que estéo
sendo quantificados ou entdo sinais referentes aos ruidos do sistema,
aumentando assim a robustez do modelo. Nos casos em que mais de uma faixa
é selecionada, o modelo de regressao recebe a denominagéo siPLS (do inglés,
synergy interval partial least squares) (FRANCESQUETT et al., 2010).

A utilizagao do algoritmo PLS permite o estabelecimento de um modelo
de regressao linear entre os dados das matrizes X e Y. Para a obtencédo dos
modelos de calibragdo, essas matrizes sdo decompostas em uma soma de
produtos de dois vetores, denominados scores e loadings. Os scores
representam a projecao dos valores das amostras no espago enquanto os
loadings sdo a expressao da ponderagao (“peso”) do conjunto das respostas,
conhecidos como variaveis latentes (VL) (GABRIELSSON; LINDBERG;
LUNDSTEDT, 2002; BARTHUS; MAZO; POPPI, 2007).

Durante o procedimento de modelagem, cada variavel latente explicara
uma porc¢ao dos dados em estudo (essa porgao € denominada variabilidade). A
inclusdo de mais variaveis latentes no modelo aumenta a explicacdo dessa
variabilidade e com isso, corre-se o risco, por exemplo, de um ruido ser explicado
por alguma dessas variaveis. Portanto, € necessario escolher criteriosamente o
numero de variaveis latentes a ser adotado. A escolha deste numero pode ser
feita com auxilio do software utilizado e deve ser avaliada pelo operador, para
evitar que um grande numero de variaveis latentes seja escolhido e cause
prejuizo nas previsbes realizadas pelo modelo. Para essa avaliagdo, um
conjunto de amostras externa pode ser utilizado, a fim de garantir a capacidade

preditiva do modelo. A avaliagdo da diferenca entre resultados previstos pelo
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modelo e valores de referéncia das amostras do conjunto de amostras externas
€ uma maneira de assegurar a otimizagdo do numero de variaveis latentes
adotadas (PASQUINI, 2003).

Além do conjunto de amostras externas, também ¢é possivel utilizar um
procedimento denominado validagdo cruzada, para auxiliar na definigdo do
numero de VL a ser adotado (PASQUINI, 2003). O procedimento de validagao
cruzada mais comum € conhecido como leave-one-out, onde uma amostra do
conjunto de calibragcdo € retirada de cada vez e usada como amostra de
validagao, enquanto as remanescentes sdo usadas na construgdo de um novo
modelo. A cada amostra retirada, o residuo (“erro”) da previsao é calculado.
Assim como para a técnica de iPLS, a soma dos quadrados dos erros de
previsdo é calculada (RMSECV). Quando o valor dessa soma apresentar o
menor valor, este pode ser avaliado como o melhor numero de variaveis latentes
(FERREIRA et al., 1999; BRERETON, 2000; SENA, 2004; BARTHUS; MAZO;
POPPI, 2007).

O numero de variaveis latentes é importante para determinar também o
numero minimo de amostras a compor os conjuntos de calibragcédo e validagéo
do modelo. A norma E1655-05 da American Society for Testing and Materials
(ASTM) de 2012 recomenda, para o desenvolvimento de um modelo de
calibragcao por espectroscopia, que 0 numero de amostras para o conjunto de
calibragéo seja igual a 6 vezes o numero de variaveis latentes acrescido de um
e 0 numero de amostras para o conjunto de validagao seja igual a 4 vezes o

numero de variaveis latentes.

O desenvolvimento do modelo quimiométrico envolve ainda a selegéo dos
melhores pré-processamentos para os dados quimicos da matriz X. Eles podem
ser tratados antes de se iniciar a analise por PLS, com o objetivo de minimizar
interferéncias como diferengcas de espalhamento na luz, que em geral, se
manifestam como variagdes nao lineares na linha de base do espectro. Para
meétodos espectroscopicos, os pré-processamentos mais utilizados sao centrar
os dados na média, corregao do espalhamento multiplicativo (MSC, Multiplicative
Scatter Correction), variagdo normal padrao (SNV, Standard Normal Variate) e
derivatizagdo e alisamento Savitzky-Golay (RINNAN; VAN DEN BERG;
ENGELSEN, 2009).
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Centrar os dados na média consiste em calcular a média da resposta de
todas as amostras para cada comprimento de onda do espectro e depois,
subtrair as médias de todas as intensidades. Assim, as coordenadas sao
movidas para o centro dos dados, facilitando a percepcédo de diferengas nas
intensidades relativas das variaveis (SOUZA; POPPI, 2012). O conceito do pré-
processamento MSC baseia-se na remogao de artefatos de origem fisica
(espalhamento indesejavel de luz devido a diferenga no tamanho de particulas,
superficie granulosa ou opacidade). No SNV, a corre¢céo espectral corresponde
arazao entre a diferenga do espectro original de uma amostra com o valor médio
desse espectro pelo desvio padrao de cada espectro (RINNAN; VAN DEN
BERG; ENGELSEN, 2009; SOUZA; POPPI, 2012). A derivatizagao e alisamento
pelo algoritmo Savitzky-Golay € um procedimento que tem como principal
objetivo aumentar a raz&o sinal/ruido, suavizando o espectro para eliminar
variagao aleatéria. Ele realiza o melhor ajuste através de um polinbmio
quadratico com pontos sucessivos e determina o ponto central de melhor ajuste
para o ajuste polinomial como forgado pelo segmento de dados (WORKMAN JR;
WORKMAN, 2001).

A presencga de amostras andbmalas num conjunto de dados de calibragao
pode levar a resultados que indicam que o modelo ndo € adequado ou que a sua
capacidade preditiva é inferior a que seria apresentada, caso as amostras em
questao nao estivessem presentes. Outliers ou amostras anémalas sdo termos
que se referem a amostras muito diferentes em relagcdo a um determinado
conjunto de dados de calibragao, elas podem ter origem em erros operacionais
e instrumentais. A deteccio destas amostras é imprescindivel na construgéo de
modelos de calibracdo multivariada, e a deteccdo e remocgao destas assegura
uma melhor capacidade preditiva do modelo (FERREIRA et al., 1999;
VALDERRAMA, 2005; VALDERRAMA; BRAGA; POPPI, 2007).

A deteccdo de amostras anémalas pode ser feita com o auxilio de um
grafico de residuos de Student versus leverage. O residuo de Student verifica se
a amostra esta ou nao dentro de uma distribuicdo normal dos dados, com um
nivel de confiangca de 95%. Este parametro é definido com base na unidade de
desvio padrao do valor médio e os valores para o residuo de Student séo

definidos como = 2,5%. Valores acima destes indicam que alguma amostra
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possui um valor da concentragao significativamente diferente do valor esperado
ou apresentado pela técnica de referéncia, sendo entdo considerados outliers
(FERREIRA et al., 1999).

Ja leverage determina a influéncia da amostra no modelo multivariado e
corresponde geometricamente a distancia de uma amostra ao centroide do
conjunto de dados. Quando a amostra influencia pouco no conjunto de
calibragédo, ela tem baixo valor de leverage, porém, quando uma amostra
apresenta um valor de leverage acima do valor limite € considerada anémala. O
valor limite é calculado como 3VL/n, no qual VL corresponde ao numero de
variaveis latentes e n ao numero de amostras utilizadas (FERREIRA et al., 1999;
VALDERRAMA; BRAGA; POPPI, 2007; SILVA et al., 2012). E importante
ressaltar que altos valores de leverage podem resultar de concentragdes
extremas ou pela presenga de um interferente na amostra. No caso de uma
amostra ultrapassar os limites de leverage ou residuos de Student a amostra ndo
deve ser automaticamente eliminada do modelo, somente devendo ser

descartada se ultrapassar ambos os parametros simultaneamente.

3.8 VALIDAGAO DE METODOS

O processo de controle de qualidade de um insumo farmacéutico ativo ou
de uma forma farmacéutica requer a escolha de uma metodologia analitica
adequada. Dois parametros determinam o desempenho de uma técnica
analitica: a qualidade das medidas instrumentais e a confiabilidade estatistica
dos calculos empregados no seu processamento. Quando um método fornece
dados analiticos que ndo sdo confiaveis, estes podem acarretar prejuizos
financeiros e também comprometer a seguranga da utilizagdo do produto
(VALENTINI; SOMMER; MATIOLI, 2007).

Com base no exposto, um método analitico deve passar um processo de
avaliagdo denominado validagdo, que assegurara que o método gere
informacdes confiaveis e interpretaveis a respeito da amostra analisada. Esta é

uma forma de garantir que o0 método seja aplicavel e que sejam estabelecidos
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determinados limites para os parametros a serem observados durante a
aplicagdo do método (VALDERRAMA; BRAGA; POPPI, 2009).

No Brasil, de maneira geral, laboratérios e industrias farmacéuticas que
se propdem a validar um método analitico seguem as recomendagdes nacionais
determinadas por dois 6rgaos regulatérios: a ANVISA e o Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO). Ainda, a unido de agéncias
regulatorias de alguns paises europeus mais Japao e Estados Unidos consolidou
a Conferéncia Internacional sobre Harmonizagao (ICH), que também dispde de

guias de abrangéncia internacional sobre esta tematica.

Os parametros analiticos elencados no protocolo de validagdo devem ser
baseados na intencdo do uso do método, sendo que os mais relevantes sao:
exatiddo, precisdo, especificidade, linearidade, sensibilidade e robustez. E
essencial que os equipamentos e utensilios utilizados no processo estejam
previamente calibrados e ainda, devem ser definidos os limites para os
parametros de validagao do ensaio analitico (GIL; BATISTA FILHO, 2007).

3.8.1 Validagao de métodos analiticos univariados

Publicada em 25 de julho de 2017, a RDC n° 166 da ANVISA dispde sobre
a validacdo de métodos analiticos. Esta norma apresenta os critérios que devem
ser aplicados no procedimento de validagdo de um meétodo analitico e seu
conteudo esta em consonancia com demais normas internacionais. Apresenta
também, os parametros que devem ser avaliados bem como suas definicbes
(BRASIL, 2017).

O primeiro parametro a ser considerado é a seletividade. Ela é
demonstrada por meio da capacidade que um método tem para identificar ou
quantificar uma substancia de interesse na presenca de quaisquer outros
componentes que estejam presentes na amostra, podendo estes serem
impurezas, diluentes ou entdo componentes da matriz da amostra (BRASIL,
2017).
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O segundo parametro € a linearidade. Ela € demonstrada por meio da
capacidade que um método apresenta de fornecer respostas analiticas
diretamente proporcionais a concentragdo de um analito na amostra. Para isso,
deve ser verificada uma relagao linear em toda a faixa de concentracao
estabelecida para o método. A avaliagdo da linearidade considera a
apresentagdo de uma representagdo grafica das respostas instrumentais em
funcdo da concentragdo do analito na amostra, mais a apresentagcdo de um
grafico de dispersdo dos residuos, com sua avaliacao estatistica e ainda a
apresentagao da equacgao da reta de regressao de Y em X, estimada pelo
método de minimos quadrados, dos coeficientes de correlagdo (r) e de
determinacgao (r?) e a avaliacado da significancia do coeficiente angular (BRASIL,
2017).

A avaliagao estatistica da linearidade pode ser realizada a partir do teste
t de Student (comparacdo de médias) e teste F (comparagdo de variancias).
Ainda, é feito um terceiro teste, de Cochran, que avalia a homocedasticidade dos
dados, ou seja, a variancia constante dos residuos. Ambos testes supdem que
os dados estao distribuidos de forma normal. Os testes propdem duas hipoteses
a serem testadas: hipotese nula ou hipotese alternativa. Esses testes podem ser
aplicados também na avaliagao de outros parametros como precisao e exatidao
de métodos (CARDOSO et al., 2010; MORETTIN; BUSSAD, 2010).

O terceiro parametro é a avaliagcao do efeito matriz. Este parametro é
aplicado a matrizes complexas, como os medicamentos, que contém em sua
formulacao excipientes variados. Este parametro é determinado através da
comparagao entre os coeficientes angulares das curvas de calibragao
construidas com o padréo da substancia analisada em solvente e com a amostra
fortificada com este padrdao. O paralelismo das retas indica a auséncia de
interferéncia dos constituintes da matriz na resposta linear do método e este

achado deve ser comprovado por meio de avaliagéo estatistica (BRASIL, 2017).

A faixa de trabalho consiste em um parametro que deve ser estabelecido

a partir da avaliagdo conjunta da linearidade, com os ensaios de precisao e

exatidao e é determinado com base na aplicagao pretendida do método. Métodos

quantitativos para analise de teor devem considerar uma faixa de trabalho entre
80% a 120% da concentragao do analito a ser quantificado (BRASIL, 2017).

52



Outro parametro relevante é a precisdo, que avalia a proximidade entre
os resultados obtidos por meio de ensaios com diversas amostras preparadas
separadamente, seguindo o procedimento determinado no método analitico a
ser validado. A precisdo deve ser expressa por meio da repetibilidade, da
precisdo intermediaria ou da reprodutibilidade. Este parametro deve ser
demonstrado a partir da disperséo dos resultados, com base no calculo do desvio

padrao relativo as concentra¢des obtidas (BRASIL, 2017).

Ja a exatiddo de um método analitico demonstra o grau de concordancia
entre os resultados individuais do método utilizado em relagdo a um valor
definido como verdadeiro. Para a avaliacdo da exatiddo de um método
empregado na analise de uma amostra de produto acabado, como uma forma
farmacéutica, deve-se aplicar o método proposto na analise de uma amostra, na
qual a quantidade conhecida do padrao do analito foi adicionada a matriz, que
neste caso é o excipiente do medicamento. A exatidao deve ser expressa através
do percentual de recuperagcdo do analito com concentracdo conhecida que foi
adicionado a amostra ou por meio da relagao entre a concentragao determinada

experimentalmente e a concentracao tedrica (BRASIL, 2017).

A determinagcao do limite de deteccédo € um parametro que pode ser
avaliado por meio de método visual, da razdo sinal-ruido, baseado na
determinagao do branco ou em parametros da curva de calibragdo. No caso de
meétodos instrumentais, o limite de deteccdo pode ser determinado pela razéo
sinal-ruido, que deve ser maior ou igual a 2:1. Contudo, métodos de analise de
teor nao apresentam obrigatoriedade da determinacdo deste parametro. Da
mesma forma, a avaliacao do limite de quantificagdo, que € a menor quantidade
do analito que pode ser determinada com precisao e exatidao aceitaveis sob as
condigdes experimentais estabelecidas, também nao é exigida para métodos de
analise de teor (BRASIL, 2017).

7

A robustez é o ultimo pardmetro compreendido no procedimento de
validacdo. Este parametro informa sobre a caracteristica que um método
apresenta em resistir a pequenas e deliberadas variagcbes das condigdes
analiticas que sejam consideradas relevantes para o método. Para técnicas
cromatograficas, € sugerido que sejam avaliadas algumas condigdes
relacionadas ao preparo das amostras, como estabilidade das solugdes
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analiticas, tempo de extracdo e compatibilidade de filtros. Também podem ser
avaliadas situagbes como a variagcdo do pH e composicao da fase movel,
diferentes lotes ou fabricantes de colunas, temperatura e fluxo da fase entre
outras (BRASIL, 2017).

3.8.2 Validagao de métodos multivariados

Os parametros pelos quais a validagao de um processo analitico pode ser
atestada sdo denominadas figuras de mérito (VALDERRAMA; BRAGA; POPPI,
2009). O procedimento de validacdo de métodos cromatograficos e
espectrofotométricos que apresentam dados de natureza univariada ja sdo bem
descritos e regulamentados por 6rgaos reguladores nacionais e internacionais,
como a Anvisa, INMETRO, ICH, entre outros. Porém, técnicas de natureza
multivariada ainda ndo sdo bem aceitas e sua implementagcdo sofre alguma
resisténcia na area farmacéutica principalmente devido a exigéncia de serem
validadas. A validacédo de modelos multivariados ainda € pouco descrita e

documentos oficiais para auxiliar nos processos de validacdo sdo escassos.

Na validacdo de métodos de calibragdo multivariada, alguns parametros
como exatidao, precisao e robustez podem ser estimados de maneira bastante
similar aos métodos univariados. Por outro lado, outros parametros como
linearidade, sensibilidade, raz&o sinal/ruido e seletividade ndo podem ser obtidos
de maneira semelhante com a mesma facilidade (VALDERRAMA; BRAGA,;
POPPI, 2009).

No caso da calibracdo multivariada a norma mais utilizada como
orientacdo é a E-1655-05 da ASTM, que regula a validacdo de métodos
analiticos baseados em espectroscopia no infravermelho. Essa norma trata de
importantes recomendacdes para o desenvolvimento de analises quantitativas,
tais como: preparagdo das amostras dos conjuntos de calibragdo e validagao
interna, parametros estatisticos relevantes para avaliacdo, otimizacdo e

recalibragcao de modelos de calibragao quantitativos (ASTM, 2012).
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3.8.2.1 Seletividade

Em calibragdo multivariada, a seletividade (SEL) corresponde ao grau de
sobreposicao observado entre o sinal referente ao analito e o sinal referente aos
interferentes presentes na amostra e indica a parte do sinal que é perdida devido
a essa sobreposicdao (VESSMAN et al., 2001). Para modelos de calibragcao
multivariada, a seletividade pode ser estimada através do calculo do Sinal
Analitico Liquido (NAS, do inglés Net Analyte Signal), que € definido como a
fracao do sinal analitico que é ortogonal ao sinal dos interferentes presentes na
amostra, ou seja, representa a parte do sinal analitico que pode ser atribuida
exclusivamente ao analito de interesse. A representacdo geométrica do NAS
pode ser observada na (FIGURA 3).

FIGURA 3 - REPRESENTACAO GEOMETRICA DO VETOR NAS

SR S liien Sinal analitico liquido (NAS)

Wy = T h

R

Sinal dos interferentes

Fonte: Adaptado de BRAGA; POPPI, 2004.

Através do modulo do NAS, é possivel calcular um valor escalar
relacionado unicamente com a concentragdo e assim construir uma nova
representacado dos dados multivariados. Com isso, a seletividade € determinada
para cada amostra e o valor médio ¢ utilizado para caracterizar o método. Como

métodos de infravermelho e calibragdo multivariada nao necessitam de
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resolucao de sinal, ndo é pertinente estabelecer um valor limite para seletividade
(VALDERRAMA, 2005; FERREIRA; BRAGA; SENA, 2012).

3.8.2.2 Linearidade

De maneira diferente dos modelos univariados, onde é facilmente obtida
uma correlacao linear entre resposta instrumental e concentracdo de um analito,
ha uma complexidade em tracar uma curva de linearidade com dados
multivariados, principalmente em modelos PLS, uma vez que as variaveis sao

decompostas pelas variaveis latentes.

Portanto, para métodos multivariados, a linearidade pode ser avaliada
através da verificacao do coeficiente de correlacao (r) do grafico dos valores de
referéncia versus os valores previstos de concentracdo. E possivel verificar
visualmente a linearidade com auxilio do grafico de residuos das amostras do
conjunto de calibragcdo e validagao, que deve ter um comportamento aleatério
(BRAGA; POPPI, 2004). A aleatoriedade dos residuos também deve ser
observada no grafico da concentragdo dos valores de referéncia versus os
valores preditos pelo modelo de PLS (FERREIRA; BRAGA; SENA, 2012).

3.8.2.3 Sensibilidade

Em se tratando de métodos univariados, a sensibilidade € um parametro
que corresponde a capacidade que um método apresenta de distinguir com
seguranca duas concentragdes proximas (ICH, 2005). E representada pela

inclinagao da curva de calibragao (OLIVIERI et al., 2003).

Em calibracdo multivariada, a sensibilidade (SEN) é definida como a
fracdo do sinal analitico responsavel pelo acréscimo de uma unidade de
concentracao a propriedade de interesse. Pode ser determinada como o inverso
do vetor dos coeficientes de regressao estimados pelo PLS (BRAGA; POPPI,
2004).
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A sensibilidade analitica (y) ndo é abordada em normas ou protocolos de
validacdo de métodos, contudo ela apresenta a sensibilidade do método em
termos da unidade de concentragdo utilizada. E definida como a razdo entre a
sensibilidade e o ruido instrumental (SENA et al., 2007). O ruido experimental
pode ser estimado a partir de 15 replicatas do branco e contém os valores de
desvio padréo de seu sinal (do branco) para cada comprimento de onda. O
inverso desse parametro (y') permite estabelecer a menor diferengca de
concentracdo entre amostras, a qual pode ser distinguida pelo método,
considerando o ruido aleatério experimental como a unica fonte de erro
(FERREIRA; BRAGA; SENA, 2013).

3.8.2.4 Precisao

A precisdo mede quanto os resultados obtidos de uma mesma amostra,
em uma série de medidas, sobre as mesmas condicbes de analise, se
aproximam entre si (BRASIL, 2017). Assim como para métodos univariados, a
precisao € geralmente expressa através do coeficiente de variagdo (CV%),
também conhecido como desvio padrao relativo (DPR) de uma série de medidas.

O desvio padréo relativo pode ser calculado pela (EQUACAO 1) a seguir
(BRASIL, 2003):

cV =2 x100 (1)
CME

Em que dp corresponde ao desvio padrao e CME € a concentragao média

experimental.

O valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia
empregada, a concentragcdo do analito na amostra, o tipo da matriz analisada e
a finalidade do método, ndo se admitindo valores superiores a 5% (BRASIL,
2017).
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3.8.2.5 Exatidao

Embora a exatiddo tenha a mesma definigdo tanto para métodos
univariados como para multivariados, ou seja, o quanto um método analitico
permite que os resultados encontrados estejam préximos dos resultados aceitos
como valores reais convencionais ou valores de referéncia, a exatidao é avaliada

de maneiras diferentes nesses dois métodos (BRASIL, 2017).

Na calibracdo multivariada a exatiddo é avaliada com base na raiz
quadrada do erro médio quadratico de previsdo - RMSEP (do inglés, Root Mean
Squares Error of Prediction, RMSEP), sendo este uma aproximacgao do erro
médio de previsao para as amostras do conjunto de validagao e é calculado pela
(EQUACAO 2):

RMSEP =VZ[(y' — y)? / n] (2)

Na qual n representa o numero de amostras do conjunto de validagao, y’
e y correspondem, respectivamente, aos valores de referéncia e aos previstos

pelo modelo.

3.8.2.6 Robustez

A robustez de um método analitico consiste na resisténcia as deliberadas
e pequenas variagdes nos parametros analiticos, indicando confiabilidade no seu
emprego. O objetivo de avaliar este parametro € detectar e prevenir variagcoes
que possam interferir no resultado final da analise (BRASIL, 2017).

A robustez deve ser avaliada na fase de desenvolvimento de um método
e depende do tipo de metodologia em estudo. Essas variagbes, se constatadas,
devem ser inseridas em procedimentos operacionais padrdao e devidamente
alertadas aos analistas que realizem o ensaio (BRASIL, 2017; ICH, 2005).
Idealmente, as variagbes avaliadas devem contemplar desde as etapas do

preparo da amostra até os parametros instrumentais empregados durante a
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analise, pois erros sao passiveis de serem inseridos no resultado experimental
durante todo o processo (RIBANI et al., 2004).

3.8.2.7 Teste para erro sistematico (bias - viés)

O termo viés (ou bias, em inglés) é definido como a diferenca entre a
média populacional e o seu valor verdadeiro. O erro sistematico corresponde ao
somatorio das componentes do erro que nao sao aleatoérias, podendo afetar
outras figuras de mérito como a precisao e a exatidao (BRAGA; POPPI, 2004).
Segundo a norma E1655-05 da ASTM (ASTM, 2012), é recomendada a
realizacéo um teste t para avaliar se esse viés incluso no modelo é significante
ou ndo. Este teste é descrito pela (EQUACAO 3), sendo necessario assim,
calcular o desvio padrdo dos erros de validagdo (EQUACAO 4) e o bias
(EQUACAO 5):

£ = [pias]vnv (3)
SDV
D ref o _biasl?
SDV = \/ (> m,y_l)l fasl 4)
Tef_A.
bias = ?Ilw (5)

nv

Nas quais yiref sdo os valores de concentracdo das amostras de

referéncia, yi sdo os valores de concentragdo das amostras preditas e nv o

numero de amostras do conjunto de validagao.

Se o valor de t calculado for menor que o valor de t tabelado, para o valor
determinado de graus de liberdade (v - que é igual ao numero de amostras do
conjunto de validagdo menos um) com 95% de confianga, significa que o bias

pode ser considerado desprezivel e insignificante (BRAGA; POPPI, 2004).
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3.8.2.8 Desvio residual de predicéo

O desvio residual de predicdo (RPD, residual prediction deviation)
representa o quanto o modelo de calibragdo prevé um conjunto de amostras,
sendo a forma mais adequada para avaliar o desempenho de um modelo. E
definido como a razéo entre a variancia natural dos valores de referéncia nas
amostras de calibragdo e validacdo em relacdo aos erros que ocorrem na
previsao (FERREIRA; BRAGA; SENA, 2012). O RPD é calculado de duas formas
distintas, dependendo do conjunto ao qual se refere (EQUACOES 6 e 7):

RPDcal = DPcal /RMSECV (6)
RPDval = DPval/RMSEP (7)
Nas quais DPcal € o desvio padrao da concentragdao das amostras do

conjunto de calibragdo e DPval é o desvio padrao da concentragao das amostras
do conjunto de validacdo (FERREIRA; BRAGA; SENA, 2012).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 REAGENTES E SOLVENTES

4 1.1 Padrbes analiticos e insumos farmacéuticos

As caracteristicas principais referentes aos insumos MET, EPZ e

excipiente comercial sdo apresentados no (QUADRO 4).

QUADRO 4 - INSUMOS FARMACEUTICOS UTILIZADOS

Identificagéo Lote Teor Fabricante
Metformina MET14030319 | 99% Gemini
Empagliflozina 160219001 98% ArkPharm
Celulomax SL® (celulose microcristalina, amido CLS002.01.17 ] Embrafarma
pré-gelatinizado e dioxido de silicio coloidal)

Fonte: O autor, 2018.

Para o desenvolvimento deste trabalho, foram utilizados os seguintes
reagentes e solventes: acido formico 99% (v/v) (Carlo Erba Reagenti, Rodano,
Italia); acetonitrila e metanol grau HPLC (Tédia, Fairfield, USA); formiato de
amoénio (> 97%) (Acros Organics, New Jersey, EUA); agua ultrapura Milli-Q
(Millipore, Milford, EUA); acido cloridrico 36,5% (p/v) (Mallinckrodt, Staines-
upon-Thames, Inglaterra); hidréxido de sodio 97% (Dinédmica, Diadema, Brasil) ;
peroxido de hidrogénio 30% (Merck, Darmstadt, Alemanha). Foram utilizados no
estudo: padrao de empagliflozina com 99,5% de pureza (MedChemExpress; lote:
07862) e padréo de metformina com 99,7% de pureza (USP; lote: 10H236).

4.2 CONSUMIVEIS E EQUIPAMENTOS

Além disso, 0s seguintes consumiveis e equipamentos foram

empregados: agitador de amostras Mixer Glas-Col (Terre Haute, EUA); balancga
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analitica Mettler Toledo, modelo Excellence Plus XP 205, com precisdo de
0,01 mg (Columbus, EUA); banho de ultrassom Branson 2510 (Danbury, EUA);
cromatografo Agilent, modelo 1200 equipado com bomba binaria G1312B,
degaseificador G1379B (Wilmington, EUA) e injetor automatico CTC Waters
2777 Sample Manager (Milford, EUA); espectrbmetro de massas triplo
quadrupolo da Applied Biosystems, modelo APl 3200 (Toronto, Canada)
equipado com bomba de infusdo Havard 22 Apparatus (South Natick, EUA) e
interface electrospray (ESI); purificador de agua Milli-Q- Millipore, A10 Gradiente
(Milford, EUA); vortex, Genie 2 (Bohemia, EUA); coluna XBridge C18 (50 x
2,1 mm; 5 ym e 150 x 4.6mm; 5 ym), Waters (Milford, EUA); filtro de membrana
Millipore Millex de fluoreto de polivinilideno (PVDF) 0,22 e 0,45 uym de poro
(Billerica, EUA); pré-coluna XBridge C18 (10 x 2,1 mm; 5 ym), Waters (Milford,
EUA); tubo para centrifugacdo tipo Falcon, Techno Plastic Products AG
(Trasadingen, Suica); vial e tampa, frascos Eppendorf, pipetas de microvolume;
espectrémetro na regido do infravermelho BRUKER TENSOR 37 FT-IV; camara
com fonte de luz similar ao padrdo de emissao D65/ID65, com emissao visivel e
UV, ISO 10977(1993); cromatdgrafo a liquido Agilent, 1100 series, equipado com
bomba quaternaria G1379A, degasser G1316A, forno de coluna elétrico,
detector diodo G1315B, software ChemStation (Wilmington, EUA).

4.3 SOFTWARES

Esse trabalho foi desenvolvido com o auxilio das seguintes ferramentas:
Excel (Microsoft®); PLS-Toolbox 3.0 (Eigenvector Research, Inc.) operando em
ambiente Matlab 7.5.0 (Math Work Inc.); OPUS (version 6.0) for windows

software from Bruker Optik; Analyst, verséo 1.4 (ABI/Sciex).

4.4 PREPARO DE SOLUCAO ESTOQUE

Para o preparo de solugdes estoque a 1 mg.mL™" foram testados como
diluente acetonitrila e metanol. A total solubilizacdo e auséncia de formagao de
precipitados indica que a solubilidade no solvente € adequada ao emprego do

preparo de solugdes de estoque. Assim, as solugdes estoque de MET e EPZ
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foram preparadas através da pesagem de uma massa equivalente de cada
padrao, levando em consideragao a sua pureza. As aliquotas foram diluidas em
metanol e as solugdes foram estocadas em freezer a - 40°C e protegidas da luz.
As diluicdes sequenciais para método CLAE-EM/EM foram preparadas em

diluente agua/acetonitrila na proporcao de 50:50 (v/V).

4.5. ESTUDO DE DEGRADAGAO DA EPZ

4.5.1 Preparo das solugdes de degradagao

Nesse estudo diversas solugdes foram empregadas com o intuito de
fornecer catalisadores reacionais a molécula da EPZ.

Para a avaliagao da condicdo acida e basica foram testados acidos e
bases fortes na faixa de 0,1 a 2 N. Com isso, foi preparado uma solucao estoque
de concentragao igual a 5 N de hidroxido de sddio e de acido cloridrico. Como
na Farmacopeia Brasileira 5° edigdo (2010) ndao consta o procedimento de
padronizagao para solugdes tao concentradas (a 5 N), ambas as solugdes foram
diluidas para concentracdo tedrica de 1 N e entdo, foram submetidas ao
processo de padronizacdo de acordo com os itens “Acido cloridrico M SV’ e
“Hidroxido de sédio M SV”. Desta forma, obteve-se a concentracio real das
solugdes diluidas (1 N) e embora nao seja o procedimento oficial, o calculo do
valor considerado como real para a concentragao das solugdes originais (5 N)
foi obtido por extrapolacdo. Ou seja, o resultado foi obtido a partir da
multiplicacdo do valor padronizado de concentracao das solugcdes 1 N pelo fator
de diluicao 5, assumindo-se que nao houve inser¢cao de erros analiticos na etapa
de diluicdo que antecedeu a padronizagao das solugdes 1 N.

Ja para a condigao oxidante, a solugéo de agente oxidante variou na faixa
de 2 — 30%. Portanto, a solugao reagente de peréxido de hidrogénio foi utilizada
inalterada quando testado o farmaco frente ao peréxido de hidrogénio (30%),
sendo as concentragdes de trabalho obtidas a partir da prépria diluicdo com a
solucao de EPZ.

Foi empregada ainda agua ultrapura na avaliagdo da degradacao por

hidrolise em pH neutro.
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4.5.2 Preparo das solucoes

Para o estudo de degradagéo da EPZ, a solugdo estoque (1 mg.mL-") foi
submetida a diversos ensaios, a partir da diluicdo de 1 parte desta com
quantidade suficiente de solugdo de degradagéo (para alcangar a concentragao
desejada do teste), e quanto baste de metanol para completar 10 partes da
mistura. Logo, a EPZ foi exposta as condigdes na concentragdo de 100 ug.mL™".

O (QUADRO 5) a seguir ilustra todas as condi¢des que foram testadas.

QUADRO 5 - CONDICOES DE DEGRADAGCAO TESTADAS

Condigéo Parametros Temperatura | Duragao
Hidrélise neutra (H20) Exposig¢ao da solugcédo aquosa 40; 60; 80 °C 72 h
Hidrélise acida (HCI) 0,1N; 1N; 2N; 5N de HCI 40; 60; 80 °C 72 h
Hidrélise basica (NaOH) 0,1N; 1N; 2N; 5N de NaOH 40; 60; 80 °C 72 h
Oxidagao (H20-) 2%; 5%; 10%; 20%; 30% de H202 25°C 72 h
Termodegradagao Exposicao da solugdo metandlica 80 °C 7 dias

Fotodegradacao Exposicado da solugdo metandlica 25°C 14 dias

Fonte: O autor, 2018.

As condigbes propostas tiveram o objetivo de gerar no minimo 10% de
degradacéo, contudo, estas condigdes ndo devem ser tdo severas a ponto de
promover a degradacéo total do farmaco. O estudo de estresse seguiu conforme
preconizado nos guias Q3A e Q3B do ICH e RDC/Anvisa n° 53/2015
(BRASIL,2015).

4.5.3 Método CLAE-DAD para produtos de degradagao

Inicialmente um método em CLAE-DAD foi desenvolvido com o objetivo
de acompanhar o procedimento de degradacao forgada de EPZ, para isso foi

utilizado um Cromatégrafo Agilent 1100 com detector de arranjo de diodos.
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As condi¢des cromatograficas do método — como a coluna, vazao de fluxo,
temperatura da coluna, fase movel, volume de injecdo — foram definidas com
base nos estudos citados na revisdo de literatura (seg¢do 3.8). Com isso, foi
selecionada uma coluna XBridge com fase estacionaria C18 (150 x 4,6 mm,
5 um) e como fase moével agua com 0,1% de acido férmico e acetonitrila na
proporgao 70:30 (v/v) com fluxo de 1 mL.min". As amostras foram analisadas

com comprimento de onda de 233 nm.

4.6 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO IV

4.6.1 Selegao dos excipientes

Para a construgao de um modelo multivariado de calibragdo € necessario
preparar amostras contendo além dos insumos farmacéuticos ativos (IFA), os
excipientes da forma farmacéutica. O fabricante da associagdo disponivel no
comércio nao disponibiliza a composi¢cdo centesimal da formulagao de
excipientes utilizada, entdo, como ambos os insumos estudados s&o de classe
lll, optou-se por utilizar um excipiente comercial especifico para essa classe
(Celulomax SL®), com fins de assegurar as necessidades farmacotécnicas da

formulagao.

4.6.2 Selecao das amostras

A constru¢cdo de um modelo adequado também requer um numero
representativo de amostras tanto no conjunto de calibragdo como no de
validacdo. Neste trabalho, a quantidade minima de amostras foi estabelecida
com base na norma ASTM E1655-05 (2012). Para ambos os conjuntos, estimou-
se que até 5 variaveis latentes seriam necessarias para explicar a variancia entre
as respostas analiticas das amostras. Esse numero foi definido considerando a
soma dos constituintes da mistura (MET, EPZ e mais trés excipientes). Dessa
forma, o numero minimo de amostras no conjunto de calibragdo deveria ser de

36 amostras e no conjunto de validagéo deveria ser de 20 amostras.
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Foram preparadas ao total 83 amostras, de forma a contemplar o intervalo
de + 20% na concentragao de cada farmaco em relagao ao valor declarado (12,5
mg para EPZ e 500 mg para MET). A variagao utilizada foi de 5 em 5%, conforme
ilustrado na (FIGURA 4), na qual o valor real de propor¢cao de IFA em cada

amostra foi corrigido e esta expresso em porcentagem.

FIGURA 4 - GRAFICO DA DISTRIBUIGAO DAS AMOSTRAS DO PLANEJAMENTO
EXPERIMENTAL
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Fonte: O autor, 2018.

A inclusdo de mais amostras no modelo também favorece a deteccao de
variabilidade entre as amostras, mesmo considerando o principal limitante da
amostra que é a grande diferenga de concentragcido entre os ativos. Ou seja,
dessa forma, permite 0 uso de maior numero de variaveis latentes, caso o

modelo apresente esse requisito.
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Cada amostra foi preparada individualmente. O valor maximo de massa
da amostra (650 mg) foi obtido experimentalmente, considerando o volume
necessario para o preparo de uma capsula 00 contendo a dose de 500 mg e
12,5 mg de MET e EPZ, respectivamente. Com isso, foi pesado a quantidade
necessaria dos compostos em estudo e do excipiente, de acordo com o
estabelecido pelo planejamento experimental. Em seguida, foi realizada
homogeneizagdo com o auxilio de gral e pistilo de agata pelo método de diluigdo
geométrica. A (TABELA 1) apresenta as quantidades pesadas para cada
amostra, com valores do somatério total e também valores corrigidos em

percentual.

TABELA 1 - DADOS REFERENTES AO PREPARO DAS AMOSTRAS DO PLANEJAMENTO
EXPERIMENTAL

(continua)

Massa pratica (mg) Proporgéao (Valor de Y - %)

Amostra MET EPZ Excipiente  Total MET EPZ Excipiente
1 600,05 15,07 34,97 650,09 92,30 2,32 5,38
2 599,76 14,38 35,69 649,83 92,29 2,21 5,49
3 599,93 13,77 36,27 649,97 9230 2,12 5,58
4 600,02 13,14 36,94 650,10 92,30 2,02 5,68
5 600,14 12,56 37,58 650,28 92,29 1,93 5,78
6 599,78 11,9 38,4 650,08 92,26 1,83 5,91
7 600,13 11,26 38,81 650,20 92,30 1,73 5,97
8 599,54 10,68 39,48 649,70 92,28 1,64 6,08
9 600,48 9,98 40,12 650,58 92,30 1,53 6,17
10 575,38 15,1 59,99 650,47 88,46 2,32 9,22
11 574,54 14,28 61,45 650,27 88,35 2,20 9,45
12 576,64 13,77 61,45 651,86 88,46 2,11 9,43
13 574,97 13,23 61,64 649,84 88,48 2,04 9,49
14 575,19 12,33 63,78 651,30 88,31 1,89 9,79

67



TABELA 1 - DADOS REFERENTES AO PREPARO DAS AMOSTRAS DO
PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

(continuacao)

Massa pratica (mg)

Proporgéao (Valor de Y - %)

Amostra MET EPZ Excipiente Total MET EPZ Excipiente
15 574,94 11,85 63,47 650,26 88,42 1,82 9,76
16 574,41 11,2 65,23 650,84 88,26 1,72 10,02
17 574,35 10,63 64,91 649,89 88,38 1,64 9,99
18 574,88 10,13 65,15 650,16 88,42 1,56 10,02
19 550,4 15,13 85,03 650,56 84,60 2,33 13,07
20 549,62 14,38 85,88 649,88 84,57 2,21 13,21
21 550,78 13,72 86,48 650,98 84,61 2,11 13,28
22 551,28 13,18 86,9 651,36 84,64 2,02 13,34
23 550,68 12,53 87,6 650,81 84,61 1,93 13,46
24 550,54 11,86 88,2 650,60 84,62 1,82 13,56
25 550,17 11,31 88,71 650,19 84,62 1,74 13,64
26 550,03 10,56 89,76 650,35 84,57 1,62 13,80
27 551,85 10,04 90,64 652,53 84,57 1,54 13,89
28 525,43 15,08 109,94 650,45 80,78 2,32 16,90
29 524,48 14,28 110,75 649,51 80,75 2,20 17,05
30 524,69 13,74 111,13 649,56 80,78 2,12 17,11
31 521,01 13,18 111,9 646,09 80,64 2,04 17,32
32 524,86 12,45 112,53 649,84 80,77 1,92 17,32
33 525,57 11,87 113,22 650,66 80,77 1,82 17,40
34 525,27 11,28 114,02 650,57 80,74 1,73 17,53
35 527,18 10,54 114,87 650,11 81,09 1,62 17,67
36 525,11 10,06 114,94 649,83 80,81 1,55 17,69
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TABELA 1 - DADOS REFERENTES AO PREPARO DAS AMOSTRAS DO
PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

(continuagao)

Massa pratica (mg)

Proporcgao (Valor de Y - %)

Amostra MET EPZ Excipiente Total MET EPZ Excipiente
37 499,79 14,97 135,07 649,83 76,91 2,30 20,79
38 501,27 14,58 135,81 651,66 76,92 2,24 20,84
39 500,03 13,88 136,28 650,19 76,91 2,13 20,96
40 500,4 13,11 136,86 650,37 76,94 2,02 21,04
41 500,1 12,6 137,57 650,27 76,91 1,94 21,16
42 500,1 12,42 137,54 650,06 76,93 1,91 21,16
43 499,92 12,53 137,52 649,97 76,91 1,93 21,16
44 499,88 11,89 138,14 649,91 76,92 1,83 21,26
45 500,01 11,23 138,83 650,07 76,92 1,73 21,36
46 500,85 10,7 139,56 651,11 76,92 1,64 21,43
47 500,29 10,01 140,1 650,40 76,92 1,54 21,54
48 47491 15,11 160,32 650,34 73,02 2,32 24,65
49 475,02 14,38 160,25 649,65 73,12 2,21 24,67
50 475,25 13,74 161,14 650,13 73,10 2,11 24,79
51 475,69 13,14 161,93 650,76 73,10 2,02 24,88
52 475,06 12,52 162,54 650,12 73,07 1,93 25,00
53 475,32 11,82 163,14 650,28 73,09 1,82 25,09
54 47495 11,2 163,84 649,99 73,07 1,72 25,21
55 475,04 10,6 165,25 650,89 72,98 1,63 25,39
56 474,87 10,13 164,96 649,96 73,06 1,56 25,38
57 449,82 14,83 185,09 649,74 69,23 2,28 28,49
58 450,88 14,55 186,28 651,71 69,18 2,23 28,58
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TABELA 1 - DADOS REFERENTES AO PREPARO DAS AMOSTRAS DO
PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

(continuagao)

Massa pratica (mg)

Proporcgao (Valor de Y - %)

Amostra MET EPZ Excipiente Total MET EPZ Excipiente
59 450,47 13,62 186,38 650,47 69,25 2,09 28,65
60 450,32 13,09 186,92 650,33 69,24 2,01 28,74
61 449,77 12,46 187,56 649,79 69,22 1,92 28,86
62 450,82 11,89 188,24 650,95 69,26 1,83 28,92
63 450,19 11,2 189 650,39 69,22 1,72 29,06
64 451,85 10,63 191,26 653,74 69,12 1,63 29,26
65 450,65 9,93 190,46 651,04 69,22 1,53 29,25
66 424,99 14,96 209,79 649,74 6541 2,30 32,29
67 428,27 14,6 211,18 654,05 6548 2,23 32,29
68 426,38 13,64 211,31 651,33 6546 2,09 32,44
69 425,16 13,3 212,32 650,78 65,33 2,04 32,63
70 426,33 12,75 212,56 651,64 6542 1,96 32,62
71 424,31 11,83 214,36 650,50 65,23 1,82 32,95
72 42527 11,31 213,76 650,34 6539 1,74 32,87
73 424,44 10,63 214,8 649,87 65,31 1,64 33,05
74 426,4 10,05 215,95 652,40 65,36 1,54 33,10
75 400,65 15,08 235,14 650,87 61,56 2,32 36,13
76 400,76 14,34 235,86 650,96 61,56 2,20 36,23
77 401,2 13,9 236,45 651,55 61,58 2,13 36,29
78 399,55 13,1 236,91 649,56 61,51 2,02 36,47
79 400,05 12,46 237,66 650,17 61,53 1,92 36,55
80 400,06 11,87 238,69 650,62 61,49 1,82 36,69
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TABELA 1 - DADOS REFERENTES AO PREPARO DAS AMOSTRAS DO
PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

(conclusao)

Massa pratica (mg) Proporgao (Valor de Y - %)

Amostra MET EPZ Excipiente Total MET EPZ Excipiente
81 399,98 11,21 238,93 650,12 61,52 1,72 36,75
82 399,82 10,63 240,02 650,47 61,47 1,63 36,90
83 400,98 9,94 240,75 651,67 61,53 1,53 36,94

Fonte: O autor, 2018.

Apods o preparo das amostras, estas foram transferidas para o aparato do
espectrémetro na regido do infravermelho proximo para a aquisicdo dos
espectros. Os espectros foram adquiridos regido de 10000 a 4000 cm™', para as
analises na regido do IVP, com resolugéo de 4 cm™' e 64 scans. A aquisigéo foi

realizada sob temperatura (20,0 £ 0,2°C) e umidade (45 — 55%) controlada.

4.6.3 Desenvolvimento do modelo multivariado de calibracéo

Inicialmente optou-se por construir modelos utilizando os dois dados de
concentragado simultaneamente (PLS2), depois verificou-se a necessidade de
construir dois modelos separadamente para cada quantificacdo. Dois fatores
foram utilizados na construcéo de diversos modelos: diferentes combinacdes de
pré-processamentos e diferentes porgdes dos espectros.

Diversos modelos foram inicialmente construidos pelo método PLS com
espectro total através da combinacgao de diferentes pré-processamentos (centrar
os dados na meédia, MSC e primeira derivada Savitzky-Golay) e da técnica de
validacao cruzada leave-one-out.

A seguir, foi utilizada a selegdo de variaveis com iPLS e siPLS,
considerando-se os intervalos de tamanho 387, 310, 259, 222 e 194 cm™'. Estes
valores foram obtidos através da divisdo dos numeros de pontos gerados pelo
equipamento (3111 pontos), dentro da faixa avaliada de 10000 — 4000 cm-", por

8, 10, 12, 14 e 16 faixas respectivamente. Os parametros foram definidos com o
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numero de intervalos automatico, numero de variaveis latentes maximo igual a 5
e modo forward.

Os melhores modelos de calibragao multivariada foram selecionados com
base nos valores de RMSEC (raiz quadrada do erro médio quadratico de
calibracdo), RMSECV, RMSEP e erro percentual médio de predicao.

A presenga de amostras andmalas também foi verificada com base na

analise do grafico dos residuos de Student versus leverage.

4.6.4 Validacdo dos modelos desenvolvidos

O processo de validagao foi realizado considerando as figuras de mérito

aplicaveis a modelos de calibragdo multivariada.

4.6.4.1 Seletividade, sensibilidade e sensibilidade analitica

Os valores de seletividade (SEL), sensibilidade (SEN) e sensibilidade

analitica (y) foram estimados com base no conceito de NAS.

4.6.4.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada através da aleatoriedade no grafico da
concentracao dos valores de referéncia versus os valores preditos pelo modelo
de PLS. O conjunto de dados utilizados para avaliar este paradmetro foi o conjunto

de calibracao.

4.6.4.3 Precisao

A precisdao foi avaliada em dois niveis (repetitividade e precisdo
intermediaria) e em fungao do desvio padréao relativo (DPR). Foram realizadas 6
analises de determinacao para uma mesma amostra, a 100% da concentracéo
do teste, pelo mesmo analista, mesmo equipamento e em um curto espaco de
tempo. A precisao intermediaria, por sua vez, foi determinada por 6 analises da

mesma amostra a 100% da concentragao, executadas por um segundo analista,
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mantendo o mesmo equipamento em um intervalo de tempo de 2 dias. Teste t

foi empregado para comparagao das médias obtidas para cada analito.

4.6.4.4 Exatidado

A exatidao foi verificada com base no valor de RMSEP (Root Mean
Squares Error of Prediction - Raiz Quadrada do Erro Médio Quadratico de

Previsao).

4.6.4.5 Robustez

Para os métodos desenvolvidos, a robustez foi avaliada verificando a
influéncia da variagdo da concentracdo de componentes majoritarios do
excipiente, sem comprometer os dados da concentracdo dos farmacos.

A robustez foi avaliada frente a variagao na concentracédo de +1 e +2% de
amido pré-gelatinizado e de +1 e +2% de celulose microcristalina na composi¢cao
do excipiente. Essas amostras de excipientes acrescidos de amido ou celulose
foram usadas no preparo de novas amostras com concentragcéo a 100% do teste

de ambos os ativos.

4.6.4.6 Bias

O valor de bias considerado foi calculado de acordo com as equacgdes da

sub-secdo 3.8.2.7.

4.6.4.7 Desvio padrao de previsao (residual prediction deviation - RPD)

Este parametro foi calculado conforme equagao da subsecao 3.8.2.8.
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4.7 DESENVOLVIMENTO E VALIDAGCAO DO METODO CLAE-EM/EM

4.7.1 Checagem de sinal dos analitos por infusdo direta no espectrdmetro de

massas

A checagem do sinal dos analitos foi feita através de analise por infusédo
direta no espectrémetro de massas. Com o objetivo de definir a melhor condigao
de ionizagao destes analitos, solugcbes de trabalho com concentracdo de
100 ng.mL"', foram preparadas partir das solugdes estoque em diluente
acetonitrila:agua (1:1, v/v). Foram testadas concentragdes de formiato de aménio
e acido formico como aditivos. As solugcdes foram infundidas com auxilio de
bomba seringa a um fluxo de 10 yL.min"" na interface electrospray, no modo
positivo de ionizagdo. A posi¢ao do capilar foi mantida em 10 mm na vertical e

5 mm na horizontal.

4.7.2 Analise por Multiple Reaction Monitoring (MRM)

Apods definir o aditivo, foi realizado o procedimento Multiple Reaction
Monitoring (MRM). A concentragdo de cada analito foi de 100 ng.mL"", o solvente
utiizado foi acetonitrila:agua 1:1 (v/v). Os seguintes parametros foram
otimizados automaticamente para a determinagao dos ions fragmentos de cada
analito: potencial de desagrupamento (DP), potencial de entrada (EP), potencial
de entrada na cela de colisdo (CEP), energia de colisdo (CE) e potencial de saida

da cela de colisao (CXP).

4.7.3 Analise por injecdo em fluxo — FIA

O cromatografo liquido foi acoplado diretamente (sem o uso de coluna) ao
espectrémetro de massas para otimizagao dos seguintes parametros da fonte de
ionizagao: gas de colisdo (CAD); gas de interface (CUR); gas de nebulizagéo
(GS1); gas auxiliar (GS2); voltagem do capilar (IS); temperatura da fonte. Como

fase movel foi utilizado acetonitrila: agua, 50:50 (v/v), vazdo de fluxo de
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250 pL.min"" e volume de inje¢éo de 20 uL. A posi¢éo do capilar foi mantida em
3 mm na vertical e 5 mm na horizontal e a concentragao do analito foi semelhante

ao das etapas anteriores.

4.7.4 Preparo da fase movel

Para compor a fase moével foram utilizadas duas solugdes: solugao A
(dgua contendo 0,1% de acido formico (v/v) e formiato de aménio 1 mM) e
solucéo B (mistura de agua:acetonitrila (5:95, v/v) contendo os mesmos aditivos
da solugdo A). Essas solugdes foram combinadas em diferentes proporgdes
durante o desenvolvimento do método até se obter o gradiente mais adequado

para a separacao dos analitos.

A otimizagdo cromatografica foi realizada com o objetivo de separar
adequadamente os analitos, de forma a se obter o melhor perfil cromatografico
utilizando a coluna XBridge C18 (50 x 2,1 mm, 5 uym). A fase movel foi definida
apos teste de diversas propor¢des nos modos isocratico e gradiente. O fluxo da
fase moével também foi avaliado, sendo testado na faixa de 0,2 — 0,4 mL.min"'. A
temperatura do forno da coluna foi testada na faixa de 30 — 40 °C. Os ensaios
foram realizados com solugao de trabalho preparada a partir das solugdes de
estoque dos padrdes e foram testados diversos volumes de injegao.

4.7.5 Otimizagao do preparo de amostra

A técnica de preparo de amostra foi definida considerando a melhor
extragdo dos analitos. Foram empregados metanol e agua ultrapura, dois
solventes encontrados de maneira recorrente na literatura para a extracao
destes insumos farmacéuticos ativos, e foi utilizado banho de ultrassom para
auxiliar no procedimento de extragdo. As amostras foram filtradas em filtros
PTFE e PVDF e também foi analisada a centrifugacao seguida de coleta do
sobrenadante para posterior diluigao.

Para ilustrar o preparo de amostra, foi preparada uma mistura contendo
500 mg de cloridrato de MET, 12,5 mg de EPZ e 137,5 mg de excipiente,

totalizando 650 mg de mistura. Uma aliquota equivalente a 16,25 mg dessa
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mistura foi transferida para um baldo de 25 mL, ao qual foi acrescentado
agua/metanol (1:1 v/v). Essa amostra foi submetida a sonicagdo por 30 min.
Posteriormente, a amostra foi filtrada em filtro PVDF de 22 ym de poro e
denominada SOLUCAO 1.

Anélise de EPZ: uma aliquota de 250 uL da SOLUCAO | foi transferida
para um baldo de 25 mL. Em seguida, foi completado o volume com
agua/acetonitrila (1:1, v/v), obtendo a concentragao final de 50 ng.mL"" de EPZ.
Essa amostra foi denominada como SOLUCAO II.

Analise de MET: uma aliquota de 100 yL da SOLUCAO Il foi transferida
para um baldo de 10 mL. Em seguida, foi completado o volume com

agua/acetonitrila (1:1, v/v), obtendo a concentragao final de 50 ng.mL"' de MET.

4.7.6 Validagcao do método

O método foi validado de acordo com os critérios estabelecidos na RDC
n° 166, de 2017, ANVISA, para a categoria a qual este método se aplica, que
dispbe sobre testes quantitativos para a determinagao de principio ativo em
produtos farmacéuticos ou matérias-primas (BRASIL, 2017) e no guia Q2A do
ICH. Os parametros avaliados foram: seletividade, linearidade, intervalo, efeito

matriz, precisao e exatidao.

4.7.6.1 Seletividade

O parametro seletividade foi avaliado através da comparacao entre as
areas dos picos referentes a MET e EPZ, tanto na amostra preparada da matriz
(excipiente puro) como em uma amostra contendo ambos analitos na matriz. A
concentragcado adotada para a amostra com os analitos foi o ponto minimo das
curvas de calibracdo destes.

As amostras foram preparadas da seguinte maneira: uma aliquota de
3,4 mg de excipiente comercial foi pesada, acondicionada em um baldo
volumétrico de 25 mL de capacidade e extraida conforme procedimento da sub-

secdo 4.7.5. As solucdes obtidas foram adicionadas quantidades suficientes de
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solugao dos padrées dos analitos para obtencdo de amostras a concentragao

final de 30 ng.mL"".

4.7.6.2 Curva de calibracéo e intervalo

A partir das solugdes-estoque foram preparadas trés curvas de calibragao
contemplando 5 niveis de concentrag¢ao na faixa de 60 a 140% da concentracao
tedrica do teste. Este intervalo foi determinado a partir da proposta de aplicacao
do método, ou seja, considerando uma pequena margem acima da variagao de
mais ou menos 20% da concentragao esperada para a amostra, visto que se
trata de uma quantificacdo com proposta de aplicacdo na avaliagdo da
uniformidade de conteudo. Antes das injecdes, todas as solugdes foram filtradas
através de filtro de seringa de PVDF (0,22 um de poro). O resultado da curva de
calibracdo foi avaliado verificando-se a linearidade dentro do intervalo,
considerando coeficiente de correlagdo (r) de no minimo 0,99. Também foi
avaliado o perfil de distribuicdo dos residuos no grafico de residuos da regressao
linear. O (QUADRO 6) a seguir mostra as concentragdes empregadas na

avaliacao da linearidade do método.

QUADRO 6 - NiVEIS DE CONCENTRAGAO EMPREGADOS NA CONSTRUGAO DAS
CURVAS DE CALIBRAGAO

Nivel MET (ng.mL") EPZ (ng.mL")
1(60%) 30 30
2 (80%) 40 40
3 (100%) 50 50
4 (120%) 60 60
5 (140%) 70 70

Fonte: O autor, 2018.

4.7.6.3 Efeito matriz

A avaliacao do efeito matriz foi feita a partir da construgao de trés curvas

de calibragdo, contemplando os mesmos niveis empregados no ensaio de
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linearidade, utilizando solugdo de extrato da matriz no lugar de diluente. A
avaliacdo estatistica por meio do teste t e o paralelismo das retas indica a
auséncia de interferéncia dos constituintes da matriz na resposta linear do

método.

4.7.6.4 Precisao

A precisdo do método foi determinada em dois niveis: repetitividade
(precis@o intra-dia) e precisdo intermediaria (preciséo inter-dia). Para a
determinagao da repetibilidade, foram realizadas 6 analises de determinacao
para uma mesma amostra, a 100% da concentragéo do teste (mistura contendo
500 mg de MET e 12,5 mg de EPZ) pelo mesmo analista, mesmo equipamento
e em um curto espago de tempo. A precisdo intermediaria, por sua vez, foi
determinada por 6 analises de uma amostra, executadas por um segundo
analista, mantendo o mesmo equipamento em um intervalo de tempo de 2 dias.
Todos os preparos de amostras de precisdo foram realizados de forma
semelhante a amostra de seletividade. Antes das injegdes todas as solugdes
foram filtradas através de filtro PVDF (0,22 ym de poro). A dispersao dos
resultados foi avaliada através do DPR e testes F e t foram empregados para

comparacao das médias obtidas para cada analito em cada ensaio.

4.7.6.5 Exatidao

A exatiddo foi avaliada através de 9 determinagdes contemplando o
intervalo linear do procedimento, ou seja, 3 concentragdes com trés réplicas
cada, sendo elas: baixa, média e alta. Foram preparadas misturas contendo
80%, 100% e 120% da concentracdo das matérias primas (400, 500 e 600 mg
de MET e 10, 12,5 e 15 mg de EPZ, respectivamente). Essas amostras foram
extraidas conforme procedimento adotado para a amostra utilizada no ensaio de
seletividade e foram preparadas para injecdo. O resultado foi avaliado como
porcentagem da concentragao recuperada de cada analito, quando comparada

com a concentracéo teorica. O intervalo de + 5% em relagédo ao valor nominal foi
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considerado como critério para avaliacao deste parametro. As concentragdes

tedricas estdo descritas no (QUADRO 7) a seguir:

QUADRO 7 — CONCENTRACOES UTILIZADAS NO ENSAIO DE EXATIDAO

Nivel MET (ng.mL™) EPZ (ng.mL")
Baixo (80%) 40 40
Médio (100%) 50 50
Alto (120%) 60 60

Fonte: O autor, 2018.

4.7.6.6 Teste de efeito residual (carryover)

Embora a legislagao n&o preconize o teste de efeito residual para métodos
analiticos, a existéncia de efeito residual foi avaliada através da injecdo de uma
solugao de trabalho dos padrdes analiticos na concentragao mais alta da curva
de calibragdo de cada analito, seguida pela injecdo sequencial de duas amostras
em branco (somente a solugdo diluente). Para a realizagdo desse ensaio a
concentracédo da solucdo de trabalho dos padrbées analiticos utilizada foi
70 ng.mL"' para MET e EPZ e como diluente uma mistura de acetonitrila:agua
(1:1, v/v). Os picos presentes nas inje¢ées do branco devem ser comparados
com as amostras de concentragdo correspondente ao limite inferior de
quantificacao (LIQ), ou seja, o ponto mais baixo da curva de calibragao. O critério
empregado em métodos bioanaliticos define que para o método ser considerado
isento de efeito residual, as areas dos picos interferentes nao devem ser
superiores a 20% da area das amostras do limite inferior de quantificacao
(30 ng.mL") e ainda, deve-se levar em consideragdo a magnitude da razao
sinal/ruido demonstrada pela amostra em branco (BRASIL, 2012). Este ensaio
auxiliou na determinagao da solugédo de limpeza do injetor automatica, que foi

utilizada no método.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDO DE DEGRADAGAO

5.1.1 Tempo Zero

A selegao do comprimento de onda de maior intensidade baseou-se no
espectro UV apresentado pelo equipamento. Este espectro € apresentado na

(FIGURA 5), em que € possivel observar comprimento de onda maximo de
233 mm.

FIGURA 5 - ESPECTRO DE ABSORCAO UV DA EPZ
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Fonte: O autor, 2018.

Uma amostra da solu¢do de EPZ foi analisada pelo método por CLAE-
DAD para a obtengdo de um cromatograma referente a condicdo da amostra
antes da exposigéo as condigdes de degradagdo, ou seja, no tempo zero. Esta
amostra, denominada controle, foi armazenada em geladeira e ao abrigo da luz,
sendo utilizada para comparacdo durante toda a execucdo do estudo.
Adicionalmente, cada mistura reacional preparada foi também analisada no

tempo zero para fins de comparagao com as respectivas amostras subsequentes
de cada condi¢ao de degradagao.

80



5.1.2 Termodegradagao

Uma amostra da solugdo de EPZ a 100 yg.mL™" foi acondicionada em 7
frascos de vidro, os quais foram colocados em estufa a 80 °C, por sete dias. A
cada 24 h um frasco foi retirado, diluido 1:1 (v/v) com fase mével e analisado por
CLAE-DAD. No cromatograma (FIGURA 6) observa-se um pico cromatografico
préximo a 8,5 min referente a EPZ. Ao comparar os cromatogramas das
(FIGURAS 6 e 7) foi possivel concluir que ndo houve termodegradagao apds o
periodo de 7 dias na condi¢cdo testada, uma vez que a alteracdo na area
referente ao pico da EPZ foi inferior a 3%, além de nao terem sido observados

novos picos nos cromatogramas.

FIGURA 6 - CROMATOGRAMA REFERENTE AO TEMPO ZERO DO ENSAIO DE

TERMODEGRADACAO
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Nota: Coluna: XBridge C18 (150 x 4,6 mm, 5 ym). Fase movel: acido formico
0,1%/acetonitrila 70:30 (v/v). Fluxo: 1 mL.min"". Detecg&o: 233 nm. Concentragéo de EPZ:

50 pug.mL™". Volume de injegdo: 10 uL. Temperatura do forno da coluna: 25 °C.

Fonte: O autor, 2018.
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FIGURA 7 - CROMATOGRAMA REFERENTE AO TEMPO FINAL (7 DIAS) DO ENSAIO DE

TERMODEGRADAQAO
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Nota: Coluna: XBridge C18 (150 x 4,6 mm, 5 ym). Fase mdvel: &cido formico
0,1%/acetonitrila 70:30 (v/v). Fluxo: 1 mL.min"". Detecgdo: 233 nm. Concentragéo de EPZ:

50 pug.mL™". Volume de inje¢éo: 10 uL. Temperatura do forno da coluna: 25 °C.

Fonte: O autor, 2018.

5.1.3 Fotodegradacéao

Uma amostra da solugdo de EPZ a 100 pg.mL™" foi acondicionada em 7
frascos de vidro, os quais foram colocados em cadmara de luz combinando a
emissao na regiao do visivel e também ultravioleta por 14 dias. A cada 48 h um
frasco foi retirado, diluido 1:1 (v/v) com fase mével e analisado por CLAE-DAD.
Ao final do décimo quarto dia foi possivel concluir que ndao houve fotodegradagao
na condicdo testada, pois conforme evidenciado nas (FIGURAS 8 e 9), a
alteracao na area referente ao pico da EPZ foi inferior a 3% e nao foi observado

aparecimento de novos picos nos cromatogramas.
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FIGURA 8 - CROMATOGRAMA REFERENTE AO TEMPO ZERO DO ENSAIO DE
FOTODEGRADAGCAO
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Nota: Coluna: XBridge C18 (150 x 4,6 mm, 5 ym). Fase mdvel: acido férmico
0,1%/acetonitrila 70:30 (v/v). Fluxo: 1 mL.min"". Detecg&o: 233 nm. Concentragio de EPZ:

50 pg.mL™". Volume de injegdo: 10 uL. Temperatura do forno da coluna: 25 °C.

Fonte: O autor, 2018.

FIGURA 9 - CROMATOGRAMA REFERENTE AO TEMPO FINAL (14 DIAS) DO ENSAIO DE
FOTODEGRADACAO
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Nota: Coluna: XBridge C18 (150 x 4,6 mm, 5 um). Fase movel: acido féormico
0,1%/acetonitrila 70:30 (v/v). Fluxo: 1 mL.min"". Detecgdo: 233 nm. Concentragéo de EPZ: 50
ug.mL". Volume de inje¢éo: 10 yL. Temperatura do forno da coluna: 25°C.

Fonte: O autor, 2018.
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5.1.4 Hidrdlise neutra

Uma amostra da solugdo de EPZ a 100 ug.mL™" foi acondicionada com
agua ultrapura em frasco de vidro e colocada em estufa a 40°C por 72 h. Nos
intervalos de 3, 6, 9, 12, 24, 48 e 72 h, uma aliquota foi retirada, diluida 1:1 (v/v)
com fase moével e analisada por CLAE-DAD. O mesmo protocolo foi seguido
testando temperaturas de 60 e 80 °C. Ao final do ensaio foi possivel concluir que
nao houve degradacgao por hidrolise neutra na condigéo testada, pois a alteragéo
na area referente ao pico da EPZ foi inferior a 2% e nao foi observado

aparecimento de novos sinais (FIGURAS 10 e 11).

FIGURA 10 - CROMATOGRAMA REFERENTE AO TEMPO ZERO DO ENSAIO DE
HIDROLISE NEUTRA
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Nota: Coluna: XBridge C18 (150 x 4,6 mm, 5 uym). Fase mével: 4cido formico
0,1%/acetonitrila 70:30 (v/v). Fluxo: 1 mL.min"". Detecg&o: 233 nm. Concentragio de EPZ:
50 pug.mL™". Volume de injegdo: 10 uL. Temperatura do forno da coluna: 25 °C.

Fonte: O autor, 2018.
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FIGURA 11 - CROMATOGRAMA REFERENTE AO TEMPO FINAL (72 H; 80 °C) DO ENSAIO
DE HIDROLISE NEUTRA
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Nota: Coluna: XBridge C18 (150 x 4,6 mm, 5 ym). Fase movel: acido férmico
0,1%/acetonitrila 70:30 (v/v). Fluxo: 1 mL.min"". Detecgdo: 233 nm. Concentragéo de EPZ:

50 pug.mL™". Volume de inje¢&o: 10 uL. Temperatura do forno da coluna: 25 °C.

Fonte: O autor, 2018.

5.1.5 Hidrdlise acida e basica

Uma amostra da solugdo de EPZ a 100 ug.mL"" foi acondicionada com
HCI 0,1 N em frasco de vidro e colocada em estufa a 40 °C por 72 h. Outra
amostra da solugdo de EPZ a 100 ug.mL-" foi acondicionada com NaOH 0,1 N
em frasco plastico e colocada em estufa a 40 °C por 72 h. Nos intervalos de 3,
6, 9, 12, 24, 48 e 72 h, uma aliquota de cada frasco foi retirada, neutralizada,
diluida 1:1 com fase maével e analisada por CLAE-DAD. O mesmo protocolo foi
seguido testando temperaturas de 60 e 80 °C e concentracdode TN, 2Ne 5N
de cada reagente. Ao final do ensaio foi possivel concluir que ndao houve hidrélise
acida ou basica nas condi¢cbes testadas até 2 N, pois a alteracdo na area
referente ao pico da EPZ foi inferior a 5% e nao foi observado aparecimento de
novos picos nos cromatogramas, conforme exemplo nas (FIGURAS 12 e 13),

referentes a condi¢ao acida.
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FIGURA 12 - CROMATOGRAMA REFERENTE AO TEMPO ZERO (2 N) DO ENSAIO DE
HIDROLISE ACIDA
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Nota: Coluna: XBridge C18 (150 x 4,6 mm, 5 ym). Fase movel: acido férmico
0,1%/acetonitrila 70:30 (v/v). Fluxo: 1 mL.min"". Detecg&o: 233 nm. Concentragio de EPZ:

50 pug.mL™". Volume de injegdo: 10 uL. Temperatura do forno da coluna: 25 °C.

Fonte: O autor, 2018.

FIGURA 13 - CROMATOGRAMA REFERENTE AO TEMPO FINAL (2 N;72 H; 80 °C) DO
ENSAIO DE HIDROLISE ACIDA
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Nota: Coluna: XBridge C18 (150 x 4,6 mm, 5 ym). Fase mdvel: &cido féormico
0,1%/acetonitrila 70:30 (v/v). Fluxo: 1 mL.min"". Detecg&o: 233 nm. Concentragdo de EPZ:
50 pug.mL™". Volume de injegdo: 10 uL. Temperatura do forno da coluna: 25 °C.

Fonte: O autor, 2018.
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Quando concentragcdes mais altas de acido e base, como 5 N, foram
testadas, foi observada a formagao de novos picos, porém os achados foram
inconclusivos, pois estes nao se reproduziram com a repeticao dos experimentos
e estes picos também estéo presentes nas amostras branco (frasco sem solugao
do IFA), conforme pode ser observado nas (FIGURAS 14 e 15) a seguir. Ainda,
mesmo que fossem encontrados produtos de degradacéo nessas condigdes, a
energia fornecida ao sistema com essa concentragcdo de catalisador e
temperatura € bastante superior a energia a qual o IFA e medicamentos sao
submetidos durante condicdes normais de armazenamento e durante a
totalidade do prazo de validade, portanto quaisquer achados nao poderiam ser

considerados coerentes.

FIGURA 14 - CROMATOGRAMA REFERENTE AO TEMPO 23 H (5 N; 60 °C) DO ENSAIO DE
HIDROLISE ACIDA
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Nota: Coluna: XBridge C18 (150 x 4,6 mm, 5 ym). Fase moével: acido férmico
0,1%/acetonitrila 70:30 (v/v). Fluxo: 1 mL.min"". Detecg&o: 233 nm. Concentragio de EPZ:

50 pg.mL™". Volume de injegdo: 10 uL. Temperatura do forno da coluna: 25 °C.

Fonte: O autor, 2018.
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FIGURA 15 - CROMATOGRAMA REFERENTE AO BRANCO DO TEMPO 24 H (5 N; 60 °C)
DO ENSAIO DE HIDROLISE ACIDA
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Nota: Coluna: XBridge C18 (150 x 4,6 mm, 5 ym). Fase mdvel: acido férmico
0,1%/acetonitrila 70:30 (v/v). Fluxo: 1 mL.min". Detecg&o: 233 nm. Volume de injegdo: 10 pL.
Temperatura do forno da coluna: 25 °C.

Fonte: O autor, 2018.

5.1.6 Oxidacao

Uma amostra da solugdo de EPZ a 100 yg.mL™" foi acondicionada com
peroxido de hidrogénio a 2% em frasco de vidro e armazenado a temperatura de
25 °C por 72 h. Nos intervalos de 3, 6, 9, 12, 24, 48 e 72 h, uma aliquota foi
retirada, diluida 1:1 (v/v) com fase mdvel e analisada por CLAE-DAD. O mesmo
protocolo foi seguido testando concentragao de 5, 10, 20 e 30%. Desde o tempo
zero, foi possivel observar na amostra e no branco o sinal préximo a 1,5 min,
referente ao agente oxidante (FIGURA 16). Ao final do ensaio foi possivel
concluir que nado houve oxidacdo na condicido testada, pois, apesar do
aparecimento de um sinal proximo a 12,5 min, observado na (FIGURA 17)
abaixo, a alteragao na area referente ao pico da EPZ foi inferior a 5% e 0 mesmo

sinal foi observado no branco (FIGURA 18).
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FIGURA 16 - CROMATOGRAMA REFERENTE AO TEMPO ZERO (H202 30%) DO ENSAIO
DE OXIDACAO
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Nota: Coluna: XBridge C18 (150 x 4,6 mm, 5 uym). Fase movel: acido férmico

0,1%/acetonitrila 70:30 (v/v). Fluxo: 1 mL.min". Detecg&o: 233 nm. Concentragio de EPZ:

50 pg.mL™". Volume de injegdo: 10 uL. Temperatura do forno da coluna: 25 °C.

Fonte: O autor, 2018.

FIGURA 17 - CROMATOGRAMA REFERENTE AO TEMPO FINAL (72 H; H202 30%) DO
ENSAIO DE OXIDAGAO
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Nota: Coluna: XBridge C18 (150 x 4,6 mm, 5 um). Fase movel: acido féormico

0,1%/acetonitrila 70:30 (v/v). Fluxo: 1 mL.min"". Detecg&o: 233 nm. Concentragio de EPZ:

50 pug.mL™". Volume de inje¢éo: 10 uL. Temperatura do forno da coluna: 25 °C.

Fonte: O autor, 2018.
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FIGURA 18 - CROMATOGRAMA REFERENTE AO BRANCO DO TEMPO FINAL (72 H; H202
30%) DO ENSAIO DE OXIDACAO
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Nota: Coluna: XBridge C18 (150 x 4,6 mm, 5 ym). Fase mdvel: acido férmico
0,1%/acetonitrila 70:30 (v/v). Fluxo: 1 mL.min"". Detecg&o: 233 nm. Volume de injegdo: 10 pL.

Temperatura do forno da coluna: 25°C.

Fonte: O autor, 2018.

5.1.7 Conclusdes do estudo

Este estudo foi realizado devido aos dados descritos anteriormente na
literatura serem questionaveis com relagdo a protocolos de degradagao
inadequados, como o tempo de exposicao ou concentracdo inadequada dos
reagentes, ou ainda a interpretacdo inadequada dos resultados. Os ensaios
demonstraram estabilidade desse insumo frente as condicbes testadas. A
conducgao dos ensaios de degradagao forcada de forma mais criteriosa permitiu
chegar as mesmas conclusdes. Os resultados ndo configuram a formacao de
produtos de degradacao e nao foram atingidos os niveis preconizados pela
literatura (minimo de 10% de decaimento da area do IFA). Sendo assim, néo se

justificou a validagdo de um novo método indicativo de estabilidade.
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5.2 DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DO METODO IV

5.2.1 Desenvolvimento do método

Os espectros na regiao do IVP das 83 amostras preparadas estéo
representados na (FIGURA 19), onde figuram em preto os espectros do conjunto
de calibragdo e em vermelho os do conjunto de validagdo. Os dados espectrais
foram tabulados para inser¢ao no software, sendo os dados de numero de onda
e absorbancia relacionados na matriz X (composta por 3111 numeros de ondas
nas linhas e os valores de absorbancia das 57 amostras nas colunas para o
conjunto de calibragcédo e 26 amostras nas colunas para o conjunto de validagao)
e os dados de concentragao tedrica de ambos os analitos na matriz' Y (composta
por concentragao tedrica dos analitos nas linhas e 57 amostras nas colunas para
o conjunto de calibracdo e 26 amostras nas colunas para o conjunto de

validacao).

FIGURA 19 - ESPECTROS NA REQIAO DO INFRAVERMELHO PRQXIMO DAS AMOSTRAS
DOS CONJUNTOS DE CALIBRAGCAO (57 AMOSTRAS) E VALIDACAO (26 AMOSTRAS) DA
ASSOCIACAO MET E EPZ
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Nota: Os espectros foram adquiridos regido de 10000 a 4000 cm™', com resolugdo de 4 cm™ e
64 scans. A aquisicao foi realizada sob temperatura (20,0 £ 0,2°C) e umidade (45-55%)
controlada. Amostras do conjunto de calibragdo em preto, validagdo em vermelho.
Fonte: O autor, 2018.
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Diversos modelos PLS preliminares foram testados, indicando diferengas
significativas entre os resultados de PLS1 e PLS2. Assim, PLS1 foi escolhido por
apresentar melhores resultados de RMSEC, RMSECV, RMSEP e erro
percentual médio de predicédo e também incidéncia menor de outliers para os
modelos PLS1 em comparagdo com modelos PLS2.

As bandas caracteristicas das amostras podem ser observadas atraves
dos espectros de absor¢ao dos padrdes, na regidao do IVP, conforme (FIGURA
20).

FIGURA 20 - ESPECTROS DE ABSORGAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO PROXIMO
DOS PADROES DE MET E EPZ
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Nota: Os espectros foram adquiridos regido de 10000 a 4000 cm™', com resolugdo de 4 cm™ e
64 scans. A aquisigao foi realizada sob temperatura (20,0 + 0,2 °C) e umidade (45 — 55%)
controlada.

Fonte: O autor, 2018.

A analise destes espectros permite compreender a observagao da
dificuldade na utilizacdo de modelos PLS2, devido a grande contribuicdo de MET
na composi¢cédo dos espectros das amostras (MET corresponde a mais de 60%
da massa total, enquanto a proporgéo de EPZ é préxima a 2%), o que dificulta a

percepcao da influéncia de EPZ nos espectros. E relevante salientar que o teor
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de MET é 40 vezes maior que o de EPZ nas formulagdes, o que configura uma
dificuldade muito grande em quantificar os farmacos simultaneamente nessas
amostras.

Nesse contexto, uma das vantagens da quimiometria foi demonstrada,
sendo possivel a construcdo de modelos de predicdo viaveis mesmo com a
dificuldade evidenciada da natureza das amostras de apresentar concentracoes
tao distantes entre si. Foram construidos dois modelos separadamente utilizando
entao algoritmo PLS1, com combinagdes diferentes de pré-processamentos e
intervalos espectrais para cada analito.

Para MET, o melhor pré-processamento foi centrar os dados na média
para ambas matrizes X e Y. O modelo mais adequado considerou o intervalo
espectral dos nimeros de onda de 5800-6400 e 8200-9400 cm', que incluem
absorcdes especificas deste farmaco, conforme salientado na (FIGURA 21). As
vibracbes da molécula de MET referem-se as bandas de absorgéo, sobretom
dos grupamentos amino e imino (5924 cm'), e primeiro e segundo sobretom da
ligagdo do grupo CHs (8695 e 6024 cm™).

FIGURA 21 - INTERVALOS SELECIONADOS PARA OS MODELOS siPLS PARA MET
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Nota: Os espectros foram adquiridos regiéo de 10000 a 4000 cm™", com resolugéo de 4 cm™ e
64 scans. A aquisicao foi realizada sob temperatura (20,0 £ 0,2°C) e umidade (45-55%)
controlada.

Fonte: O autor, 2018.
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O modelo PLS1 explicou 99,99% da variancia para o bloco X e 93,91%
para o bloco Y. Os valores de erro referente a calibragdo (RMSEC), validagao
cruzada (RMSECV) e predicago (RMSEP) foram 2,54 mg%, 2,71 mg% e
2,29 mg%, respectivamente.

Para EPZ, o melhor modelo obtido foi pela combinagdao de MSC e dados
centrado na média para o bloco X e centrar os dados na média para o bloco Y,
considerando a faixa espectral de 5500 — 6300 cm™. A faixa espectral
empregada abrange regides de vibragdes caracteristicas da molécula de EPZ,
como 5714 — 5880 cm’", referentes ao primeiro sobretom dos grupos CH2 e CH
e esta demonstrada na (FIGURA 22).

FIGURA 22 - INTERVALOS SELECIONADOS PARA OS MODELOS iPLS PARA EPZ
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Nota: Os espectros foram adquiridos regiéo de 10000 a 4000 cm™", com resolugéo de 4 cm™ e
64 scans. A aquisicao foi realizada sob temperatura (20,0 £ 0,2°C) e umidade (45-55%)
controlada.

Fonte: O autor, 2018.

O modelo PLS1 para quantificacdo de EPZ explicou 99,97% da variancia
total para o bloco X e 90,63% para o bloco Y. Os valores de erro referente a
calibragdo (RMSEC), validagao cruzada (RMSECV) e predicdo (RMSEP) foram
0,08 mg%, 0,09 mg% e 0,07 mg%, respectivamente.
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Considerando a determinag&o do numero de VL a ser utilizado, os graficos
de RMSECV x VL (FIGURAS 23 e 25) para cada analito e os graficos de
porcentagem de explicagéo do bloco Y x VL (FIGURAS 24 e 26), para ambos os
modelos foram analisados. Foram selecionados os numeros de VL igual a 3 para
MET e 4 para EPZ, uma vez que, estes numeros de VL ja foram capazes de
fornecer mais de 90% de explicacdo da variancia do bloco Y para ambos
analitos.

FIGURA 23 - GRAFICO DE RMSECV VERSUS VL DE MET
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Fonte: O autor, 2018.

FIGURA 24 - GRAFICO DE PORCENTAGEM DE EXPLICAGAO DO BLOCO Y VERSUS VL
DE MET

100 T ——F 3 T t N 3 N 3 N 3 N 3 3
90— —
80— —
70— —

60— / —

50— / —

T |

30H B
/
L

Variancia acumulada de Y (%)

20& —

10 ! ! I ! ; ! ! ! !
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Numero de VL

Fonte: O autor, 2018.
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FIGURA 25 - GRAFICO DE RMSECV VERSUS VL DE EPZ
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Fonte: O autor, 2018.

FIGURA 26 - GRAFICO DE PORCENTAGEM DE EXPLICAGAO DO BLOCO Y VERSUS VL
DE EPZ
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Fonte: O autor, 2018.

Nao foi encontrada uma justificativa para utilizar um nimero maior de VL
para ambos os farmacos, pois, mesmo tendo sido observada uma reducéo no
valor de RMSECV com a inclusao de mais VL, o valor do erro predito aumentou
nestes cenarios, bem como foi observada a classificagao de amostras que antes
eram normais como andmalas. Em funcdo do niumero minimo recomendado de
amostras de calibracdo e validacado para modelos quantitativos multivariados no
infravermelho, o niumero de VL foi mantido como 3 e 4 para MET e EPZ,

respectivamente.
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A analise dos outliers, considerando o critério para residuos de Student e
leverage, nos modelos da associagdo, demonstrou a auséncia de amostras
anO6malas, uma vez que nenhuma delas apresentou simultaneamente valores
acima dos critérios, ou seja, acima de * 2,5 para residuos de Student e 3 x (VL)/n°
de amostras para leverage, considerando um limite de confiangca de 95%
(FIGURAS 27 e 28).

FIGURA 27 - ANALISE DE OUTLIERS PARA MET

% 05— —
=}
.-9 0
8
I 0.5 —
5 .
n
>_ 1.5 —

0 0.05 0.1 Leverage 0.15 0.2 0.25

Fonte: O autor, 2018.
FIGURA 28 - ANALISE DE OUTLIERS PARA EPZ
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Fonte: O autor, 2018.
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5.2.2 Validagao dos modelos

5.2.2.1 Precisao

Para os métodos de IVP-PLS1, os valores utilizados na avaliagdo da
precisdo dos modelos de predicao para MET e EPZ estdo descritos nas
(TABELAS 2 e 3). Logo, em todas as amostras testadas, o valor de DPR foi
menor que o limite de 5% escolhido. Isso satisfaz o critério para a repetibilidade
e indica que os métodos apresentaram boa precisao intra-dia, sendo estes
considerados precisos. Ainda, teste t para amostras independentes foi feito pela
comparagao entre os dois conjuntos de valores obtidos pelos analistas. Os
valores de t<ttabelado, SOMmados aos valores reais de “p” encontrados (0,46 para
MET e 0,13 para EPZ), superiores a 0,05, confirmaram a hipétese de néao

diferenca entre as analises.

TABELA 2 - ENSAIO DE PRECISAO PARA MET

Dia 1 Dia 2
Amostra 1 75,10 76,60
Amostra 2 77,51 76,84
Amostra 3 77,20 78,36
Valor predito em
Amostra 4 76,88 77,59
mg.100mg"*

Amostra 5 76,29 77,41
Amostra 6 77,76 76,26
Média 76,79 77,18
DP 0,97 0,76
DPR 1,27 0,99

Valor de t -0,80

ttabelado 2,57

Nota: DP — desvio padréo. DPR — desvio padrao relativo. Intervalo de confianga do teste t —
95%.
Fonte: O autor, 2018.
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TABELA 3 - ENSAIO DE PRECISAO PARA EPZ

Dia 1 Dia 2
Amostra 1 1,88 1,94
Amostra 2 1,79 1,97
Amostra 3 1,88 2,03
Valor predito em
Amostra 4 1,90 1,99
mg.100mg""

Amostra 5 1,95 1,89
Amostra 6 1,95 1,93
Média 1,89 1,96
DP 0,06 0,05
DPR 3,08 2,52

Valor de t -1,79

ttabelado 2,57

Nota: DP — desvio padrdo. DPR — desvio padréao relativo. Intervalo de confianga do teste t —
95%.
Fonte: O autor, 2018.

5.2.2.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada através da verificacdo do comportamento
aleatdrio da distribuicdo dos erros de predigcado para cada um dos analitos. Isso
pode ser verificado nas (FIGURAS 29 e 30), nas quais os valores estao
distribuidos de forma aleatdria, podendo-se concluir que ha linearidade nos

modelos multivariados desenvolvidos.

FIGURA 29 - REPRESENTACAO DA DISPERSAO DOS ERROS DE PREDIGAO PARA MET

o

T T T T T T

IS
T
1

~N
T
1

)

Erros de predigdo [mg/100mg]
7
1 1 1

o

.
[ [ [ [ [

[MET] referéncia mg/100mg

=
3
@
&

Fonte: O autor, 2018.
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FIGURA 30 - REPRESENTACAO DA DISPERSAO DOS ERROS DE PREDIGAO PARA EPZ
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Fonte: O autor, 2018.

Os valores dos coeficientes de correlagcdo encontrados na regressao

foram r= 0,96437 para MET e r=0,9518 para EPZ e a representacao grafica da

linearidade de ambos modelos pode ser verificada nas (FIGURAS 31 e 32).

[MET] predito mg/100mg

FIGURA 31 - REPRESENTACAO GRAFICA DA LINEARIDADE DE MET
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Fonte: O autor, 2018.

FIGURA 32 - REPRESENTACAO GRAFICA DA LINEARIDADE DE EPZ
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Fonte: O autor, 2018.
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5.2.2.3 Seletividade, sensibilidade e sensibilidade analitica

A interpretacdo do conceito de SEL para métodos multivariados é
diferente dos univariados e nao tem interesse pratico para fins de controle de
qualidade. A determinacao da SEL so é util dentro de um determinado grupo de
amostras de composicdo semelhante. Para os modelos desenvolvidos foram
estimados que cerca de 9,44% e 4,50% do sinal analitico foram usados para
prever MET e EPZ, respectivamente.

Como o valor puro da sensibilidade (SEN) nédo & apropriado para a
comparacdo com outros métodos, os seus valores foram divididos pela
estimativa do ruido instrumental (IVP= 3,8 x 10#) e a sensibilidade analitica foi
estimada. O ruido em todos os modelos também apresentou valores baixos, ndo
comprometendo os resultados obtidos. O inverso da y indica a minima diferenga
de concentragdo que o método € capaz de discriminar, considerando o ruido
instrumental aleatério como sendo a unica fonte de erro. Os valores de y-' para
MET e EPZ estao descritos na (TABELA 5, p. 102).

5.2.2.4 Exatidao

Para avaliar a exatidao do método, para quantificagao dos farmacos nas
associacgoes, utilizou-se os valores de RMSEP, os quais foram considerados
baixos para todos os modelos, indicando que estes s&o exatos (TABELA 5,
p. 102).

5.2.2.5 Robustez

A robustez avaliou o acréscimo de amido e de celulose microcristalina na
composicao do excipiente utilizado para o preparo de amostras com
concentracédo a 100% do teste. Os erros de predicdo das amostras estido
descritos na (TABELA 5). Foi verificado que nao houve diferenga significativa
nos valores de concentragcdo estimados dos analitos nas duas misturas
preparadas, indicando que os métodos foram robustos, em relacdo a variacéo
na concentracdo de amido em +1% e +2%, e celulose em +1% e +2%. Como o

excipiente ja foi adquirido pronto, ndo foi possivel avaliar a robustez
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considerando redugdo da concentracdo de algum dos componentes do

excipiente, apenas seu acréscimo.

5.2.2.6 Bias

O valor de bias foi estimado para as amostras de validagao e a avaliagéao
foi feita através de um teste t, com hipotese nula para t<ttabelado. Considerando os
valores de bias e o desvio associado, os valores de t obtidos foram inferiores ao
valor tabelado para os dois modelos conforme verificado na (TABELA 4) e,

assim, demonstrou-se auséncia de erros sistematicos nos modelos.

TABELA 4 - AVALIACAO DO BIAS DOS MODELOS DE MET E EPZ

Bias Desvio Teste t t tabelado
MET 0,7136 8,81 1,02 2,06
EPZ -0,0127 0,24 -1,01 2,06

Nota: Intervalo de confianca do teste t — 95%.
Fonte: o Autor, 2018.

5.2.2.7 Desvio padrao de previsao (residual prediction deviation - RPD)

O RPD minimo para modelos IVP-PLS1 foi estimado com base nas
equacdes anteriormente apresentadas, obtendo-se os valores para MET de 3,82
e 3,85, e para EPZ, de 2,94 e 3,44, para a previsao na calibragao e validacéo,
respectivamente.

A (TABELA 5) na pagina a seguir agrupa os resultados de validacao ja

mencionados para os modelos PLS1 desenvolvidos neste trabalho.

TABELA 5 - PARAMETROS DE VALIDAQAO DOS MODELOS MULTIVARIADOS DE
QUANTIFICACAO DESENVOLVIDOS

(continua)
Figura de mérito Parametro MET EPZ
Repetibilidade 1,27% 3,08%
Precisdo (DPR) _
Intermediaria 0,99% 2,52%
RMSEC 2,54 0,08
Exatidao
RMSECV 2,71 0,09
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TABELA 6 - PARAMETROS DE VALIDACAO DOS MODELOS MULTIVARIADOS DE
QUANTIFICACAO DESENVOLVIDOS

(conclusao)

Figura de mérito Parametro MET EPZ
Exatidao RMSEP 2,23 0,07
Intervalo? 61,48-92,30 1,563-2,31

Seletividade 9,44% 4,50%
Sensibilidade
0,3675 0,0061
analitica (y)
vy! 1ug.100mg™" 62,1ug.100mg""
Calibracao 3,82 2,94
RPD
Validacao 3,85 3,44
Bias 0,71 -0,01
+1% amido 2,10% 2,25%
Robustez +2% amido -0,20% 0,67%
(erro) +1% CMC 4,75% 0,85%
+2% CMC 3,55% 1,63%

Nota: DPR — desvio padréao relativo. RDP — desvio padrao de previsao. Intervalo de confianga

do teste t — 95%. 2Intervalo expresso em mg.100mg™".

Fonte: O autor, 2018.

5.2.3 Comparagao do método IV-PLS com técnica cromatografica

A avaliacdo da qualidade do método analitico desenvolvido por
espectroscopia de infravermelho inclui uma etapa de comparacéao estatistica dos
resultados para uma mesma amostra, obtidos utilizando tal metodologia e outra
técnica cromatogréfica ja descrita na literatura. Esta etapa busca avaliar a
hipotese de nao-diferengca entre os métodos analiticos, incutindo maior
confiabilidade na utilizagdo do novo método desenvolvido.

Conforme elencado no (QUADRO 3, p. 39), diversos métodos estédo
disponiveis para a determinagao simultédnea destes dois insumos em amostras
de medicamentos. Contudo, a tentativa de reproducdo destes se mostrou
infrutifera. Por vezes, as condi¢gbes descritas por estes métodos forneceram
cromatogramas muito diferentes dos relatados na literatura. Em outros casos, os

artigos trouxeram informacdes insuficientes para a reprodugcao metodoldgica,
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impedindo o emprego destes protocolos e demonstrando assim a necessidade
do desenvolvimento e validagdo de um método proprio, a fim de assegurar a

possibilidade de comparacéao estatistica dos resultados de determinacao de teor
por duas técnicas.

5.3 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO CLAE-EM/EM

5.3.1 Otimizagéo dos parametros do espectrometro e do cromatografo liquido

Os parémetros foram estabelecidos por Dias (2018) e estdo elencados no
(QUADRO 8) a seguir.

QUADRO 8 - PARAMETROS ESTABELECIDOS PARA A FONTE DO ESPECTROMETRO DE

MASSAS

Parametros da fonte Modo de ionizagao positivo

Gas de interface (CUR) 15 psi
Gas de colisao (CAD) 6 psi

Voltagem do capilar (IS) 5000 V
Gas de nebulizagao (GS1) 40 psi
Gas auxiliar (GS2) 40 psi
Temperatura da fonte (T) 450 °C

Fonte: O autor, 2018.

Para ambos os analitos, a melhor separagao cromatografica foi obtida
utilizando os parametros elencados no (QUADRO 9) e o gradiente de fase mével

ilustrado na (FIGURA 33) na pagina a seguir:
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QUADRO 9 - PARAMETROS ESTABELECIDOS PARA O METODO CLAE-EM/EM

Coluna XBridge C18 (50 x 2,1 mm; 5 ym)

Constituicao da fase movel Gradiente formado por fase A (agua
deionizada contendo 0,1% de &cido formico
(v/v) e 0,1mM de formiato de ambnio) e fase
B (5% de agua deionizada contendo 0,1% de
acido formico (v/v) e 0,1mM de formiato de

amonio) e 95% de acetonitrila)

Fluxo 0,200 pL.min""!
Volume de injecédo 20 uL
Temperatura da coluna 35°C
Solugao de limpeza do injetor automatico Agua deionizada e metanol, ambos com

0,1% de acido formico

Fonte de ionizagao ESI, modo positivo de ionizagéo

Aquisicao dos dados MRM com dwell time de 350ms

Fonte: O autor, 2018.

FIGURA 33 - REPRESENTACAO DO GRADIENTE UTILIZADO NO METODO CLAE-EM/EM

Fase moével gradiente
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Nota: solucdo A: agua contendo 0,1% de acido férmico (v/v) e formiato de aménio 1 mM;
Solugao B: mistura de agua:acetonitrila (5:95, v/v) contendo os mesmos aditivos da solugéo A.
Fonte: O autor, 2018.
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O emprego destes parametros forneceu cromatogramas onde MET
apresentou tempo de retengao proximo a 1 min e EPZ préximo a 6,5 min, como
ilustrado a seguir, na (FIGURA 34). Seis transi¢cées foram monitoradas e s&o
apresentadas no cromatograma a seguir: m/z 130.1 — 71.1 (ion de
quantificagdo), 130,1 — 60,1 (ion de qualificagdo), 130,1 — 85,2 (ion de
qualificagéo) para MET e m/z 468.0 — 451.1 (ion de quantificagdo), 468.0 —
71,0 (ion de qualificagéo), 468.0 — 354,9 (ion de qualificacdo) para EPZ.

FIGURA 34 - CROMATOGRAMA OBTIDO DE AMOSTRA DE MET E EPZ
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Nota: Analitos em solugdo, MET e EPZ a 50 ng ml™" Diluente: agua/acetonitrila 50:50 (v/v).
Coluna: XBridge C18 (2,1 X 50 mm, 5 um), Fase mével gradiente: A: agua, B: acetonitrila:agua
(95:5, v/v) e ambos com formiato de aménio 1 mM e acido formico 0,1 %. Fluxo: 0,2 mL.min"".

Temperatura do forno da coluna: 35°C. Volume de injecéo: 20 uL. Detector: EM/EM.
Fonte: O autor (2018).

A partir da extracdo dos ions de quantificacdo (ou seja, apenas a
apresentagdo da cromatografia referente ao monitoramento do ion de
quantificacdo na imagem) € possivel observar um cromatograma sem
interferentes para ambos analitos, conforme observado na (FIGURA 35),
referente ao sinal de MET e (FIGURA 36), referente ao sinal de EPZ.
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FIGURA 35 - CROMATOGRAMA REFERENTE A TRANSICAO DE QUANTIFICAGCAO DE MET
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Nota: Analito em solugédo, MET a 50 ng ml-" Diluente: agua/acetonitrila 50:50 (v/v). Coluna:
XBridge C18 (2,1 X 50 mm, 5 ym), Fase mével gradiente: A: agua, B: acetonitrila:agua (95:5,
v/v) e ambos com formiato de aménio 1 mM e &cido férmico 0,1 %. Fluxo: 0,2 mL.min"".
Temperatura do forno da coluna: 35°C. Volume de injegéo: 20 pL. Detector: EM/EM.
Fonte: O autor (2018).

FIGURA 36 - CROMATOGRAMA REFERENTE A TRANSICAO DE QUANTIFICAGAO DE EPZ
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Nota: Analito em solugéo, EPZ a 50 ng ml™" Diluente: agua/acetonitrila 50:50 (v/v). Coluna:
XBridge C18 (2,1 X 50 mm, 5 ym), Fase movel gradiente: A: agua, B: acetonitrila:agua (95:5,
v/v) e ambos com formiato de aménio 1 mM e &cido férmico 0,1 %. Fluxo: 0,2 mL.min"".
Temperatura do forno da coluna: 35°C. Volume de injecdo: 20 uL. Detector: EM/EM.
Fonte: O autor (2018).
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5.3.2 Validagao do método

Considerando a diferenca de concentragdo entre os analitos na
formulagao e a concentracgao final escolhida para a amostra de injecao de MET,
tornou-se inviavel quantificar a EPZ simultaneamente em uma unica diluigao,
pois a concentragao de EPZ seria muito baixa. Esta observacgao foi contornada
utilizando-se uma diluicdo anterior da amostra extraida para o preparo da
amostra de injegdo para quantificar EPZ. Sendo assim, foi necessario validar
separadamente o método para cada analito, uma vez que para a analise de MET,
toda a fase eluida da coluna pbde ser enviada a fonte de ionizagéo. Ja no caso
da analise de EPZ, foi necessario enviar parte da fase eluida (de zero até 2 min
do tempo de eluigdo) para a valvula de descarte, pois a concentragdo de MET
presente nesta amostra saturaria o detector, prejudicando o funcionamento do

equipamento.

5.3.2.1 Seletividade

Como mostrado na (FIGURA 37), o método foi considerado seletivo, visto
que a razao sinal/ruido para o sinal referente a MET na amostra da matriz foi
inferior a 1, portanto ndo foi considerada significativa nesta amostra. Como
apresentado na (FIGURA 38), picos interferentes presentes na matriz ndo foram
encontrados no tempo de retencdo de EPZ. Desta forma, a seletividade do

método foi demonstrada.
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FIGURA 37 - SOBREPOSICAO DOS CROMATOGRAMAS REFERENTES A TRANSIGCAO DE
QUANTIFICACAO NO BRANCO E NA AMOSTRA DE MET
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Nota: Analito em solugéo, MET a 30 ng mlI™" Diluente: agua/acetonitrila 50:50 (v/v). Coluna:
XBridge C18 (2,1 X 50 mm, 5 ym), Fase movel gradiente: A: agua, B: acetonitrila:agua (95:5,
v/v) e ambos com formiato de aménio 1 mM e acido formico 0,1 %. Fluxo: 0,2 mL.min"".
Temperatura do forno da coluna: 35°C. Volume de injecéo: 20 uL. Detector: EM/EM.
Fonte: O autor (2018).

FIGURA 38 - SOBREPOSIGAO DOS CROMATOGRAMAS REFERENTES A TRANSICAO DE
QUANTIFICACAO NO BRANCO E NA AMOSTRA DE EPZ
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Nota: Analito em solugéo, EPZ a 30 ng ml™" Diluente: agua/acetonitrila 50:50 (v/v). Coluna:
XBridge C18 (2,1 X 50 mm, 5 um), Fase movel gradiente: A: agua, B: acetonitrila:agua (95:5,
v/v) e ambos com formiato de aménio 1 mM e &cido férmico 0,1 %. Fluxo: 0,2 mL.min"".
Temperatura do forno da coluna: 35°C. Volume de injecao: 20 uL. Detector: EM/EM.
Fonte: O autor (2018).
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5.3.2.2 Linearidade, intervalo de trabalho e efeito matriz

As curvas de calibracdo utilizadas na avaliagédo da linearidade foram
construidas utilizando cinco niveis de concentragcdo para cada analito, cada um
em ftriplicata, a fim de confirmar a relagdo de proporcionalidade entre as areas
dos picos dos analitos versus concentracoes destes. Os dados foram
submetidos a analise de regresséo linear, obtendo-se a equagédo da reta e
coeficiente de correlacdo (FIGURAS 39 e 40). As curvas realizadas
apresentaram coeficiente de correlagao (r) maiores que 0,99, indicando uma boa
correlagdo linear. Foi investigada ainda a homocedasticidade dos dados a partir
do teste de Cochram e foram obtidos os valores de C: 0,575 para MET e 0,370
para EPZ. Ambos inferiores ao C critico para este valor amostral (Cecrit: 0,648)

indicando a homocedasticidade dos dados.

FIGURA 39 - REPRESENTACAO GRAFICA DA LINEARIDADE DE MET
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Fonte: O autor, 2018.
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FIGURA 40 - REPRESENTACAO GRAFICA DA LINEARIDADE DE EPZ
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Fonte: O autor, 2018.

Pela avaliagao dos graficos dos residuos (FIGURAS 41 e 42) nota-se que
ha um comportamento aleatério na distribuicdo dos pontos ao redor do eixo X,

fato que evidencia a auséncia de comportamento regular ou tendéncia.
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FIGURA 41 - GRAFICO DE RESIDUOS DOS PONTOS DA CURVA DE CAL|BRAQAO PARA
MET
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Fonte: O autor, 2018.

FIGURA 42 - GRAFICO DE RESIDUOS DOS PONTOS DA CURVA DE CALIBRAGAO PARA
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Fonte: O autor, 2018.

O intervalo de trabalho compreendeu entre 80% a 120% da concentragao
de 50 ng.mL"".

O efeito matriz foi avaliado através da aplicagdo do mesmo procedimento
para o preparo das curvas de calibracdo para o ensaio de linearidade,

empregando o extrato do excipiente da forma farmacéutica como diluente dos
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niveis e realizando a comparagéo dos coeficientes angulares das equagdes das
retas.

O paralelismo das retas, indicado pelo valor de p>0,05 no teste de
paralelismo (p=0,13 para MET e p=0,10 para EPZ), indicou auséncia de

interferéncia dos componentes da matriz no parametro linearidade.

5.3.2.3 Precisao

A repetibilidade e a precisao intermediaria foram avaliadas realizando-se
seis andlises de determinagdo para uma mesma amostra, a 100% da
concentracdo, sendo que as analises da precisdo intermediaria foram
executadas por um segundo analista em um intervalo de 2 dias. Conforme
mostrado na (TABELA 6), na pagina a seguir, os DPR obtidos para as amostras
analisadas foram < 5% tanto para MET quanto para EPZ. Além disso, obteve-se
valor de p > 0,05 para ambos os analitos, indicando que as médias comparadas
sdo estatisticamente equivalentes. O método foi considerado preciso e os
desvios ficaram dentro dos limites no ensaio de repetibilidade e precisao
intermediaria. O valor de t obtido (0,32 para MET e 0,41 para EPZ) foi menor que
o valor de ttabelado (2,57) para esta amostra, corroborando com a precisao do
método. Ainda, o teste F revelou que tanto para MET (F=0,71) quanto para EPZ

(F=1,49), os valores foram inferiores ao Feritico (5,05).
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TABELA 7 - AVALIACAO DA PRECISAO

Concentragao . Dia 2 Preciséo
Analito Dia 1 (n=6) .
nominal (n=6) intermediaria
50,37 50,97
48,13 50,47
50 ng.ml"’ 50,03 47,57 (n=12)
MET
48,63 50,23
50,93 47,77
DPR 2,62 3,13 2,54
48,60 50,53
51,83 49,90
50,97 51,70
50 ng.ml’! (n=12)
EPZ 51,87 49,50
51,80 52,17
50,97 50,57
DPR 2,46 2,02 2,17

Nota: DPR — desvio padréo relativo. Intervalo de confianga utilizado no teste t — 95%.
Fonte: O autor, 2018.

5.3.2.4 Exatidado

O ensaio de exatiddo avaliou a porcentagem recuperada dos IFA das
amostras preparadas com 80, 100 e 120% destes componentes. Os valores de
exatiddo foram considerados satisfatorios com recuperacdo compreendidos
entre 95 e 105%, como mostrado na (TABELA 7) e, portanto, o método

desenvolvido foi considerado exato.
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TABELA 8 - AVALIACAO DA EXATIDAO

Concentragdo no

minal

Analito 80% (40 ng.mL™") 100% (50 ng.mL™") 120% (60 ng.mL™")
Porcentagem de recuperagéao
MET 98,15 97,52 98,78
EPZ 99,65 97,92 98,2

Fonte: O autor, 2018.

5.3.2.5 Teste do efeito residual (carryover)

Como mostrado nas (FIGURAS 43 e 44) nao houve carryover visto que a

razao sinal/ruido para o sinal referente a MET n&o foi considerada significativa e

o sinal referente a EPZ nao foi evidenciado.

FIGURA 43 - CROMATOGRAMA REFERENTE A TRANSICAO DE QUANTIFICACAO DE MET
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Nota: Diluente: agua/acetonitrila 50:50 (v/v). Coluna: XBridge C18 (2,1 X 50 mm, 5 ym), Fase
movel gradiente: A: agua, B: acetonitrila:agua (95:5, v/v) e ambos com formiato de aménio 1
mM e &cido formico 0,1 %. Fluxo: 0,2 mL.min"'. Temperatura do forno da coluna: 35°C. Volume

de injegdo: 20 pL. Detector: EM/EM.
Fonte: O autor (2018).
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FIGURA 44 - CROMATOGRAMA REFERENTE A TRANSICAO DE QUANTIFICAGAO DE EPZ
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Nota: Diluente: agua/acetonitrila 50:50 (v/v). Coluna: XBridge C18 (2,1 X 50 mm, 5 ym), Fase
movel gradiente: A: dgua, B: acetonitrila:agua (95:5, v/v) e ambos com formiato de aménio 1
mM e acido formico 0,1 %. Fluxo: 0,2 mL.min"". Temperatura do forno da coluna: 35°C. Volume
de injecdo: 20 uL. Detector; EM/EM.

Fonte: O autor (2018).

5.4 QUANTIFICACAO DOS FARMACOS EM AMOSTRAS REAIS

Ao analisar custos e impactos gerados pela utilizagdo de ambos métodos
(IV e CLAE-EM/EM) na quantificacdo de uma amostra da associagao

farmacéutica, percebe-se que:

1. No preparo de amostra no método CLAE-EM/EM foram utilizados mais de
60 mL de solvente para uma unica amostra, enquanto no método IV nao
foi utilizado nenhum solvente no preparo nem na analise das amostras.

2. Ainda sobre o preparo de amostra, a manipulacéo pelo analista € minima
no método IV, pois considera-se que a amostra integra deve ser apenas
triturada, no caso de um comprimido (ou até mesmo ja se encontra pronta

para leitura, antes do processo de compressao, no caso de uma amostra
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para controle de processo). Isso reduz a inser¢cdo de erros analiticos
inerentes ao analista nesse método. Em contrapartida, o preparo de
amostra no método CLAE-EM/EM conta com diversas etapas de dilui¢ao,
transferéncia de liquidos e filtracdo, o que aumenta a insercédo de erros
analiticos.

. No método CLAE-EM/EM utilizou-se em média 2 mL de fase mével por
amostra + o mesmo volume de solvente para limpeza do sistema de
injecdo, 0 que gerou residuos quimicos e acrescentou custos a cada
analise. Foram utilizadas ponteiras, pipetas de microvolume e frascos vial
e tampa, o que também encarece cada analise.

. Antes de cada sequéncia de amostras, foi necessario equilibrar o sistema
cromatografico, o que requer um tempo longo e também o consumo de
solvente.

. Com relacédo ao tempo de andlise, considerando apenas a corrida
cromatografica no método CLAE-EM/EM, cada amostra necessita de
aproximadamente 10 min, para inje¢ao, eluicdo e detecgdo. Se for
incluido o tempo utilizado no preparo de amostra, esse total sobe para
mais de 40 min por amostra. Ja no método IV, o tempo de analise no
aparato do espectrémetro é inferior a 1 min.

. Ao final da analise, as amostras sao perdidas no método CLAE-EM/EM,
sendo gerados residuos quimicos, além de vidro, plastico e borracha. Ja
o método IV apresentou analises ndo-destrutivas e nem houve a geragao

de residuos.

A partir da comparagao de custos e tempo de analise e do impacto

ambiental gerado pela utilizagdo do método CLAE-EM/EM proposto para a

analise dessa associacéo, é possivel observar que o método IV apresenta-se

bem mais vantajoso.

Com fins de comparagdo, dez amostras magistrais, com concentragéo

tedrica de 500 mg/dose de MET e 12,5 mg/dose de EPZ, foram analisadas por

ambos métodos: o método desenvolvido por IVP-PLS1 e o método validado por

CLAE-EM/EM, em triplicata. Os dados obtidos estdo apresentados na
(TABELA 8).
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TABELA 9 - COMPARAGCAO ESTATISTICA DOS METODOS IV E CLAE-EM/EM

MET EPZ

CLAE- CLAE-
Amostras IVP-PLS1 IVP-PLS1

EM/EM EM/EM
1 488,44 503,67 12,25 12,15
2 504,25 504,67 11,66 12,96
3 503,41 500,33 12,23 12,74
4 504,32 486,33 12,49 12,97
Teor 5 498,01 509,67 12,71 12,63
previsto?® 6 505,80 481,33 12,69 12,48
7 498,07 475,67 12,61 12,93
8 499,60 502,33 12,81 12,38
9 510,31 477,67 13,23 13,04
10 506,60 508,67 13,02 12,64

Valor de t 1,32 -0,72

ttabelado 2,26 2,26

Valor de p 0,22 0,49

Nota: ®Foram realizados os calculos de corregdo de teor para a amostra considerando o
procedimento de diluicdo a fim de se comparar unidades iguais entre ambos métodos. Teor
previsto expresso em mg.650mg". Intervalo de confianga empregado no teste t — 95%. IVP-PLS1
— espectroscopia por infravermelho aliada a quimiometria. CLAE-EM/EM — cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial.

Fonte: O autor, 2018.

Os valores obtidos pelo teste t foram inferiores ao valor de ttabelado,
indicando que nao houve diferencas estatisticas entre as previsdbes dos métodos

desenvolvidos para IVP-PLS1 e CLAE-EM/EM, para ambos os analitos.

Portanto, considerando que os modelos IV foram adequadamente
validados segundo as figuras de mérito elencadas anteriormente e que
apresentaram dados de quantificagcdo estatisticamente equivalentes aos do
método CLAE-EM/EM utilizado, é possivel concluir que o método IV proposto
nesse trabalho pode ser utilizado para analise da associagao de farmacos MET
e EPZ.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados no presente trabalho foram
obtidas as seguintes conclusdes:
-Nas condi¢gdes de degradacéo testadas, EPZ apresentou-se estavel.
- Os métodos desenvolvidos por algoritmo PLS e espectroscopia na regido do IV
proximo foram validados de acordo com orientagdes nacionais (ANVISA) e
internacionais. A combinacdo de modelagem por algoritmo PLS e
espectroscopia na regidao do infravermelho proximo permitiu a determinagao
simultdnea dos farmacos MET e EPZ, em formulagdes de concentracdes
bastante distantes entre si, em forma farmacéutica solida, demonstrando o
potencial para a futura aceitagdo por agéncias reguladoras.
- Os modelos desenvolvidos e validados foram:
a) IVP-siPLS1 MET: pré-processamentos: dados centrados na média, 3 VL e
intervalo espectral de 9400-8200 e 6400-5800 cm™;
b) IVP-iPLS1 EPZ: pré-processamentos: MSC e dados centrado na média, 4 VL
e faixa espectral de 6300-5500 cm-".
-O método CLAE-EM/EM desenvolvido neste trabalho mostrou-se adequado
para a finalidade de quantificacdo dos analitos. Além disso, este método
apresentou seletividade, linearidade, precisao e exatidao para os dois preparos
das amostras, conforme critérios determinados com base nas legislacdes
nacionais e internacionais vigentes.
- Em amostras magistrais, os métodos desenvolvidos na regido do IVP-PLS1
forneceram resultados de quantificagdo estatisticamente nao-diferentes do
método cromatografico validado.
- O método multivariado desenvolvido € simples, rapido, de baixo custo e uma
excelente alternativa para o controle de qualidade em laboratérios de industrias,
bem como no controle de processo de fabricagcdo, e para a analise fiscal em

farmacias.

Cabe destacar a grande vantagem ecoldgica em fungéo da utilizagao de
métodos desenvolvidos para IV, visto que esta técnica ndo emprega solventes
organicos, nao gerando residuos e apresentando analises mais rapidas que as

de técnicas cromatograficas. Soma-se a estas vantagens o baixo custo do
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equipamento, em comparacgéo a um cromatégrafo ou espectrémetro de massas.
Estes métodos ganham destaque na utilizagcdo em linhas de produgédo de
industrias farmacéuticas e também por laboratérios de controle de qualidade

visto as vantagens para o meio ambiente e para as industrias que os empregam.
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