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RESUMO

A manipulacdo de medicamentos permite o tratamento das doencas de forma
personalizada, com diferentes dosagens, conforme necessidades individuais de cada
paciente, além da possibilidade de associar varios farmacos em um unico produtoacabado.
Estudos mostraram que varios métodos analiticos foram descritos para a analises de
atorvastatina (ATO), losartana (LOS) e metformina (MTF) isolados ou associados a
outros principios ativos, porém ndo foi encontrado na literatura cientifica nenhum método
analitico para quantificacdo simultanea de ATO, LOS e MTF em formulacdes
farmacéuticas. Dessa forma, um estudo quimico-farmacéutico envolvendo esses farmacos
foi realizado. As matérias-primas ATO, LOS e MTF foram caracterizadas por
espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta (UV), infravermelho (1V),
Termogravimetria (TG) e Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC). Estas técnicas em
conjunto permitiram o uso como padrdo secundario de referéncia. Um método analitico
empregando a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi desenvolvido e
validado para determinacdo quantitativa e simultanea desses farmacos em formulacédo
farmacéutica magistral (capsulas), empregando o cromatégrafo a liquido modelo
Dionex® Ultimate 3000, com detector de arranjo de diodos (DAD), e a separacdo
cromatografica foi efetuada na coluna Sigma- Aldrich® C18 (4,6 x 150 mm, 5um) com
vazdo de 0,3 mL min*e fase mével composta deMeOH:H;0 (78:22 v/v) ajustado o pH

para 3,0 com 4acido ortofosférico. As deteccdes foram realizadas nos comprimentos de
onda de 225 nm (LOS), 236 nm (MTF) e 246 nm(ATO). O método foi validado conforme
compéndios de validacdo, e os seguintes parametros foram avaliados: linearidade,
precisdo, exatidao, limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ), precisdo, exatid&o,
robustez e seletividade. Picos simétricos de MTF,LOS e ATO foram obtidos em tempos
de retencdo de aproximadamente de 3,05; 4,88; e 6,71 minutos, respectivamente. As
curvas de calibragdo foram lineares nas concentragGesque variaram de 1,0 — 9,0 pg mL*!
para ATO, de 1,5 a 6,5 ug mL? para LOS e de 12,5 a62,5 pg mL*? para MTF. Os
coeficientes de correlacdo linear apresentaram valores (r) >0,99 para todos os farmacos.
O estudo de compatibilidade farmaco-farmaco indicou a existencia de interagdes fisco-
quimica entre eles. Os resultados obtidos sugerem que o método cromatografico
desenvolvido e validado, podera ser empregado nas analises de rotina de controle de
qualidade de medicamentos contendo esses farmacos isolados ou combinados em
formulagdes farmacéuticas.

Palavras-chave: anti-hipertensivos; antidiabéticos; controle de qualidade; compatibilidade



ABSTRACT

GERLIN, M.C.G. Development and validation of analytical method by CLAE for
simultaneous determination of drugs in magistral formulations and compatibility
study between components of the formula. 2021. 83 f. PhD. Thesis - Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Alimentos e Nutricdo — FACFAN, Universidade Federal De Mato
Grosso Do Sul, Campo Grande, 2021.

The compounded drugs allow the treatment of diseases in a personalized way, with different
dosages, according to the individual needs of each patient, besides the possibility of
combining more than one drug in a single finished product. Studies have shown many
analytical methods developed to determine atorvastatin (ATO), losartan (LOS), and
metformin (MTF) isolated or together with other active ingredients, however, no analytical
method was found in the literature for simultaneous quantification of ATO, LOS, and MTF
in pharmaceutical formulations. Thus, a chemical-pharmaceutical study involving these
drugs was carried out. The raw materials ATO, LOS, and MTF were characterized by
absorption spectroscopy by ultraviolet (UV), infrared (IV), Thermogravimetry (TG), and
Differential Scanning Calorimetry (DSC). All these techniques allowed to qualify the raw
materials, to become suitable to use them as secondary reference standards. An analytical
method employing High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) was developed and
validated for quantitative and simultaneous determination of these drugs, in capsules,
produced by compounding pharmacies, using the Dionex® Ultimate 3000 model, a liquid
chromatographic, coupled with DAD (diode-array detector), and the separation of drugs was
carried out on the Sigma-Aldrich® C18 column (4.6 x 150 mm, 5um) with a flow rate of
0.3 mL min-1 and a mobile phase composed by MeOH: H>0 (78:22 v / v) adjusted the pH
to 3.0, with orthophosphoric acid. The detections were performed at wavelengths of 225 nm
(LOS), 236 nm (MTF), and 246 nm (ATO). The method was validated according to the
official guidelines of validation, and the following criteria were performed: linearity,
precision, accuracy, limits of detection (LD) and quantification (LQ), precision, accuracy,
robustness, and selectivity. Symmetrical peaks of MTF, LOS, and ATO were obtained at
retention times of approximately 3.05; 4.88; and 6.71, minutes, respectively. The calibration
curves were linear in ranging intervals from 1.0 - 9.0 ug mL* for ATO, from 1.5 to 6.5 g
mL? for LOS, and from 12.5 to 62.5 pg mL for MTF. The linear correlation coefficients



values (r)> 0.99 for all drugs. The study of drug-drug compatibility revealed some physico-
chemical interactions between them. The results obtained from the chromatographic method
developed and validated in this research can be applied to the analysis of these drugs isolated
or combined in pharmaceutical formulations in routines of the laboratory of quality control

of medicines.

Keywords: antihypertensive drugs; antidiabetics; quality control; compatibility
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares, doencgas respiratorias crénicas, diabetes mellitus e
neoplasias sdo consideradas as principais doengas crbnicas ndo transmissiveis (DCNTS)
(SAUDE, 2018). O Plano de acdes estratégicas para o enfrentamento das doencas cronicas néo
transmissiveis (DCNTSs) no Brasil entre 2021 e 2030, prevé um um aumento de mais de 50%
das mortes no Brasil. Visto que alcangou, em 2008 uma taxa de aproximadamente 54,7% de
mortes pelas doencas e 11,5% por agravos decorrentes delas (BRASIL. MINISTERIO DA
SAUDE., 2011).

Dentre essas, a Hipertensdo Arterial (HA), conforme a Pesquisa Nacional de Saude
realizada em 2013, atingiu cerca de 21,4% da populacdo maior de 18 anos de idade (LOBO et
al., 2017). Além disso, revelou uma maior prevaléncia em mulheres, por possuirem melhor
percepc¢ao de sinais e sintomas fisicos, buscando mais frequentemente o servico de salde paraa
realizacdo do tratamento (VITOI et al., 2015). Além da HA, a Diabetes Mellitus (DM) é
considerada um problema de salde global, afetando aproximadamente 8,8% da populacéo
mundial entre 20 a 79 anos de idade conforme relatado em 2017 pela Federacdo Internacional
de Diabetes (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017)(DIRETRIZES SBD,
2015)(LYRA et al., 2020).

Estudos relatam que tratamento medicamentoso da DM deveria ser iniciado apds trés a
seis meses e, quando os objetivos metabdlicos ndo forem alcancados somente com a mudanca
do estilo de vida. Quando um medicamento de primeira escolnacomo a Metformina ndo atingir
0 objetivo terapéutico, as metodologias farmacoldgicas recentes, que dependem do uso de uma
combinacdo de classes diferentes, podem ser aplicadas. Dessa forma, farmacos analogos
precisam ser adicionados ao regime terapéutico (ATIA et al.,2019)(EL-ZAHER et al., 2019)

Assim, pacientes portadores dessas doencas necessitam de tratamento através de
diversas farmacoterapias. Porém, poucos métodos para a quantificacdo de Metformina usando
cromatografia liquida de alta eficiéncia foram relatados na literatura, assim como a associagdo
de farmacos anti-hipertensivos com antidiabéticos. Sendo assim, combinar medicamentos de
dose fixa se tornou uma evolugédo de tratamento, dentro desse contexto Laporta et al. (2013),
dando-se maior importancia ao preparo de medicamentos por farmacias magistrais, com

dosagem personalizada, menor custo e aquisi¢ao de novos medicamentos (ANDERSON, 2016).
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Um exemplo € a associacdo de classes farmacologicas distintas em uma mesma forma
farmacéutica (AZEVEDO; RIBEIRO; DE ARAUJO, 2008).

O tratamento medicamentoso, a custo aceitavel possibilita controlar DCNT, reduzindo
a taxa de mortalidade e melhorando a qualidade de vida das pessoas (MALTA,; SILVA JR,
2013). Farmacos anti-hipertensivos e antidiabéticos associados em uma mesma formulacéo, tém
sido frequentemente prescritos e preparados na farmacia magistral (NART, 2015). Porém,
potenciais interages podem afetar a natureza quimica dos farmacos e excipientes, a
solubilidade, a estabilidade das formulagGes e, ainda, afetar a seguranca, eficaciae
biodisponibilidade do medicamento (SANTOS, 2012).

Com isso, varias pesquisas relacionadas ao controle de qualidade vém sendo realizadas,
com o desenvolvimento de métodos analiticos eficazes e confidveis (ROCHA; GALENDE,
2014). No entanto, ndo existe na literatura o desenvolvimento de métodos analiticos de uma
associacdo tercidria envolvendo antidiabéticos, anti-hipertensivos e medicacGes para
dislipidemias na mesma formulacdo. Dessa forma, um método analitico por Cromatografia
Liquida de Alta eficiéncia foi investigado para a quantificagdo simultanea de Atorvastatina,
Losartana e Metformina, em uma mistura terciaria em solventes adequados, visando a validagao

da metodologia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 USO DE MEDICAMENTOS PARA DOENCAS CRONICAS NAO TRANSMISSIVEIS
(DCNT) NO BRASIL

O acesso aos medicamentos em conjunto com as estratégias implementadas para a
melhoria da salde publica tem como objetivos o controle das doencas, reducdo da
morbimortalidade portadores de diversas condi¢cdes de saude que se encaixam nas DCNTSs
(TAVARES et al., 2015).

Na Assembléia Mundial da Salde, os governos adotaram como meta global a reducao
inicial de 25% das mortes por DCNTs até 2025. Da mesma forma que, as politicas sociais e
econdmicas garantem reducao de risco de doenca e promocéo do acesso universal e igualitario as
acOes e servicos para promocao, protecdo e recuperacao da saide (MALTA; SILVA JR, 2013).

No Brasil 81,4% dos hipertensos fazem o uso de medicamentos, sendo apenas 21,4% do
total dos brasileiros diagnosticados com hipertensdo. O acesso aos medicamentos apresenta-se
sob desigualdade entre as grandes regides. A regido norte tem menor prevaléncia de diagnostico
e tratamento medicamentoso as DCNTSs enquanto no Sul e Sudeste o uso de medicamentos tem
maior prevaléncia. Esta desigualdade estd associada ao diagndstico prévioe o controle do uso
destes medicamentos que, em muitos casos, € falho por envolver maior ou menor acesso aos
servicos de saude e de diagnostico (OLIVEIRA et al., 2016)

A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) estima que no mundo h& 422 milhdes de
pessoas com diabetes. No Brasil, segundo a Pesquisa Nacional de Saude, realizada pelo
Ministério da Saude, 9 milhdes de brasileiros estdo com diabetes, o que corresponde a mais de
6%da populacéo. Porém, dados da Sociedade Brasileira de Diabetes, sugerem que este indice é
ainda maior, ou seja, cerca de 12 milhdes de brasileiros estdo com diabetes (NOVARTIS).

O tratamento medicamentoso, colabora na redu¢do do nimero de mortes por DCNTS.
Na Hipertenséo Arterial (HA) o tratamento tem como resposta a reducdode 40% de diagnosticos
de acidente vascular cerebral e de 15% por infarto agudo do miocardio. Dessa forma, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda o diagndstico precoce e 0 monitoramento
populacional da HA (LESSA, 2004; TAVARES et al., 2015).
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2.2 O PAPEL DA FARMACIA MAGISTRAL NA PRODUCAO DE MEDICAMENTOS
PARA O CONTROLE DAS DCNTS

As Farmacia de Manipulacdo ou Farmacias Magistrais vém crescendo anulamente no
Brasil, com ou sem crise econémica no pais. Mesmo com o advendo da pandemia por COVID-
19, o setor apresentou cresimento de 10,4%, o qual contratou m&o-de-obra por causa do
aumento da demanda. Na verdade, desde o inicio dessa pandemia as farméacias magistrais
atenderam muitos profissionais de salde e pacientes que outrora nunca tiveram contato com
esse servico, mostrando sua importancia social. As pessoas necessitam de atendimento
personalizadode acordo com suas condigdes clinicas (TEIXEIRA; BUZUTTI, 2015)

A Farmécia de Manipulacdo vem se adequando, ao longo do tempo, mudancas técnicas,
cientificas, cognitivas, criticas e politicas para que o0 medicamento magistral tenha a qualidade
conformeregulamentada pela ANVISA e literaturas oficiais (MIGUEL et al., 2002).

Com o crescimento desta atividade no Brasil, houve maior preocupacéo com a qualidade
dos medicamentos manipulados por parte da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), que em 08 de outubro de 2007, publicou a segunda regulamentacdo especifica para
0 setor, a Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) n° 67. Esta resolucdo instituiu as boas
praticas de manipulacdo em farméacias magistrais normatizando procedimentos que visam a
obtencdo de medicamentos com qualidade, eficacia de seguranca (BONFILIO, 2009).

A garantia de qualidade dos medicamentos magistrais envolve desde a aquisicdode
insumos de fornecedores idéneos com comprovacdo de regularidade junto as autoridades
sanitarias, laudos de qualidades de cada matéria-prima até a comprovacao, por meios de testes
de controle de qualidade nos medicamentos manipulados realizados na farmacia (BAIENSE
etal., 2017).

Os medicamentos manipulados possibilitam a associacdo de farmacos ndao
comercializados industrialmente, tornando assim, uma vantagem ndo sé econémica, mas
também em uma estratégia terapéutica personalizada como flexibilidade de dosagem
(POMBAL,; BARATA; OLIVEIRA, 2010).

Os medicamentos magistrais sé@o produtos que estdo sujeitos a riscos durante o todo o
processo dep producdo, se ndo preparados corretamente, podendo causar danos aos usuarios
(COSTA, 2003). Além disso, os medicamentos manipulados trazem consigo riscos associados
a formulacdo, isto é, a incerteza sobre a biodisponibilidade (BRAGA, 2009), podendo ainda,

resultar em incompatibilidades entre os farmacos ou com 0s excipientes e, dessaforma,
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comprometer a estabilidade do produto e consequentemente o efeito terapéutico (GRAZIELA
RAMOS, 2013).

A RDC n° 67/2007 determina que todo o processo de fabricacdo do medicamento seja
feito na farmécia magistral, sendo que para preparac@es solidas, como capsulas gelatinosas
duras, sejam os ensaios de controle de qualidade como peso médio, desvio padréo ecoeficientes
de variacdo em relacdo ao peso médio, que apesar de importantes, ndo avaliam a uniformidade
no preenchimento das capsulas com a mistura de pds, isto €, farmacos com os excipientes.
Ademas, estes testes ndo fornecem informagdo sobre a homogeneidade da misturadepois de
encapsulada, uma vez que ndo ha determinacéo de teor (ANVISA, 2007).

Todavia os testes de quantificacdo do teor de ativos das formulacdes sdo facultados nas
farmécias magistrais, podendo ceder a terceirizacdo, mediante contrato direto estabelecido com
o0 estabelecimento farmacéutico e o laboratdrio prestador desse servico. A RDC n° 67/2007
recomenda que este acordo seja feito, preferencialemente, com laboratdrios pertencentes a Rede
Brasileira de Laboratorios Analiticos (ANVISA, 2007).

Dessa forma, a garantia da qualidade dos medicamentos manipulados frequentemente é
questionada por profissionais da area da salde. A falta de informacédo a respeito do controle de
qualidade dos medicamentos magistrais levou a Sociedade Brasileira de Cardiologia a néo
recomendar o uso dos anti-hipertensivos manipulados (BONFILIO et al., 2013). Assim, as
farmécias magistrais conquistardo total credibilidade no mercado se a qualidade for percebida
como estratégia para a sustentabilidade do setor, na producdo de medicamentos seguros e
eficazes (ALMEIDA; FILHO, 2011).

2.3 SUBSTANCIAS QUIMICAS DE REFERENCIA

As Substancias Quimicas de Referéncia da Farmacopeia Brasileira (SQR) sdo padrbes
de referéncia farmacopeicos de alto grau de pureza, cujo valor atribuido a uma ou mais de suas
propriedades é aceito sem necessitar compara¢do com outro padrdo. As SQR séo destinadas ao
uso em ensaios especificos descritos nas monografias farmacopeicas. Contudo, uma Substéancia
Quimica de Referancia Caracterizada (SQC) pode ser utilizada, quando da inexisténcia de uma
SQR farmacopeica (ANVISA, 2017).

Segundo a RDC 166/2017, uma SQC pode ser uma substancia ou mistura de substancias
quimicas ou bioldgicas, onde a identidade, a qualidade, a pureza, o teor/poténcia tenham sido
assegurados por processo de caracterizagdo. Para a validacdo de métodos analiticos o uso de

uma SQC podera ser admitido mediante a apresentacdo de relatorio de caracterizagdo
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conclusivo para o lote em estudo, incluindo as razdes técnicas para escolha dos ensaios
utilizados.

A caracterizacdo de SQC ¢ dada pelo conjunto de ensaios que garante inequivocamente
a autenticidade e qualidade da substancia a partir de técnicas aplicaveis a caracterizacdo de cada
substancia como, por exemplo, termogravimetria, ponto de fusdo, calorimetria exploratoria

diferencial, espectroscopia no infravermelho, ensaios cromatograficos, entre outras;

2.4 INFORMAGCOES GERAIS SOBRE OS FARMACOS EMPREGADOS NESTE ESTUDO

2.4.1 Losartana

O losartana (LOS) é um farmaco da classe dos antagonistas do receptor de angiotensina
Il (tipo AT1) utilizado para o tratamento da hipertensdo, que tem como acdo a reducdo da
pressdo arterial pela diminuicdo da resisténcia periférica total e retorno venoso cardiaco
(BONFILIO et al., 2009)(TENGLI; GURUPADAYYA; SONI, 2013). Pertencente a Classe IlI
no Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), apresenta alta solubilidade e baixa
permeabilidade sendo o processo de permeacdo do farmaco pela membrana intestinal a etapa
limitante na absor¢do do farmaco (VILLANOVA, J.C.0.; SA, V.R, 2009).

Trata-se de um farmaco que possui dois pKas: pKax = 3,85 (base) e pKaz = 5,85 (acido),
com aparéncia de um po6 branco cristalino ou quase branco, facilmente sollivel em agua,
ligeiramente solvel em isopropanol e pouco soltvel em acetonitrila. O comportamento deste
farmaco proximo ao pH 3,0, ha aproximadamente 10% na forma neutra em representado pela
curva azul e aproximadamente 85% na forma protonada, em meio aquoso, representado pela
curva vermelha da Figura 2, porém, em pH 7,0, ha predominancia em 90% da forma i6nica do
LOS no anelrepresentado pela curva amarela. Possui porcentagem de umidade < 0,5%, com
faixa de fusdo em torno de 263°C a 265°C (PHARMACOPOEIAL, 2014). A forma molecular
do losartana € Cy,H3CIKNgO e massa molar de 422,91 g/mol (FARMACOPEIA, 2019). A
Figura 1 ilustra a estrutura quimica do losartana, a Figura 2 demostra o comportamento deste
farmaco em relacéo a alteracdo do pH e a Tabela 1 mostra osmétodos analiticos desenvolvidos

por CLAE para determinacdo de losartana em diferentes matrizes.
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Figura 1 - Estrutura quimica da losartana
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(Fonte: MOFFAT, 2011)

Figura 2 - Gréafico representativo da distribuicdo das microespécies quimicas do Losartana
(LOS) versus pH mostrando o comportamento quimico do farmaco no intervalo de pH entre 1-14
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Tabela 1 - Métodos analiticos por CLAE para determinagdo do Losartana em diferentes condi¢des cromatogréficas
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Matriz Coluna Fase movel Vazdo (mL min')  Deteccdo  Tempo (min) Referéncia
C8 (250 mm x 4.6 tampéo de fosfato (pH 4,3), acetronitrila (75: JALALIZADEH,
Plasma 0,9 uv 13
mm, 5 pm) 25, vIv) 2003
C18 (50 x 4.6 mm, 0,1% de acido formico em metanol e 0,1% de DUBEY,
Plasma L 1.0 uv 3
2.7um) acido formico 2015
trietanolamina 0,5% pH 2,4 : acetonitrila 1.0 MAIO,
Medicamento C8 (150 x 4.6, 5-om) . PDA 3
(60:40) Isocrético 2005
C8 (100 x 4,6 mm , 5 Tampéo fosfato 58 mmol L-1 pH 6,2 e 1.0 BONFILIO,
Medicamento o » uv 3
pum) acetonitrila (65:35 v/v) Isocréatico 2009
C18 (4.6%250 mm, 5 .
Medicamento | ACN: MeOH: hidrogenossulfato de tetra 1.0 uv 6 RAO, 2010
pm
acetonitrila, agua e 0,4% de tampéo de
C18 o o _ 1.0 TENGLI
Medicamento dihidrogenofosfato de potassio, pH 2,7 ajustado » uv 8
(250 x 4.6 mm, 5-om) . o Isocratico etal., 2013
com &cido ortofosforico (45:35:20)
C8 (150 mm x 4.6 mm,5 i SMAJIC,
Medicamento MeOH: ACN: tampao acetato (45:20:35) 0,82 uv 6
um) 2013
) C18 (100 mm x 2,1 mm,  &gua pura e acetonitrila acidificada com 1% de 0,2 DRIGO,
Medicamento L i uv 14
3 um) &cido formico Gradiente 2013
C18(50 mm x 2,1 mmx agua:acetonitrila; trietillamina:acido 0,9 OLIVEIRA,
Medicamento . » uv 3
1,8 om) ortofosférico (pH=3,0) Isocratico 2015
C18(250x4.6 Acetronitrila, 0,05% de acido ortofosforico + MOHAMMED,
Medicamento . ) 1.0 uv 20
mm,5um) 0,05% de trietalamina (40:60 v/v) 2017
C18 metanol: tampéo formiato de amdnio 10 mmol 1.0
Medicamento ) PDA 40 SACCHI, 2018
(250 x 4.6 mm, 5-0m) L (pH 3,5) Gradiente
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C18 1.0
Medicamento acetonitrila/agua (35:65) . uv 10 SILVA, 2018
(150 x 4,6 mm, 5 um) Isocratico
C18 (250 mm x 4,6 mm, o 0,6 MELO,
Medicamento acetonitrila:agua (50:50, v/v) . uv 4
5 pm) Isocréatico 2018
C18 (250 mm x 4,6 mm, o
Medicamento Metanol: acetonitrila uv JAIN, 2018
5 um)
C18 (250 mm x 4,6 mm, 0,8 FERREIRA,
Medicamento ACN: H20 (60:40, v/v) . uv 5
5 um) Isocratico 2019
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2.4.2 Atorvastatina

O Atorvastatina (ATO) é um farmaco da classe das estatinas, sendo um inibidor seletivo
e competitivo da HMG-CoA redutase que reduz a producdo do colesterol limitando a sua
formacdo (FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2017). E empregado para baixar os niveis de
colesterol e tem se destacando como terapia adjuvante com antidiabéticos, propiciando reducéao
de eventos cardiovasculares indesejaveis (DIRETRIZES SBD, 2015). Esse farmaco pertence a
classe Il do SCB, possui baixa solubilidade e alta permeabilidade tendo como resultado a
diminuicdo da velocidade na absorcéo oral, etapa esta limitante da absor¢do (VILLANOVA,
J.C.0.; SA, 2009).

O ATO é uma estatina sintética e relativamente lipofilica, possui grupamentos laterais
ao anel pirrol que definem sua solubilidade (NUNES, 2010). Apresenta-se como po6 branco a
quase branco, possui pKa 4,31 (CHEMICALIZE, 2020), sendo muito pouco soltvel em agua,
pouco soltvel em etanol, levemente solGvel em acetonitrila e facilmente solivel em metanol,
com faixa de fuséo entre 159,2 e 160,7 °C e apresenta massa molar de 558,64 g/mol e formula
molecular CggHgsCaF,N4O19 (MOFFAT, 2011).

A Figura 3 ilustra a estrutura quimica do ATO, e a Figura 4 demonstra distribuicéo das
microespécies quimicas do ATO em fung¢do do pH, mostrando o comportamento quimico do
farmaco (CHEMICALIZE, 2020). Em pH 3,0, a forma neutra encontra-se aproximadamente
95% distribuida em meio aquoso, representado pela linha azul da figura 4. Enquanto que em
pH 7,0 a forma ionizada encontra-se disponivel no meio representada pela linha vermelha da
figura 4. A Tabela 2 expde os métodos analiticos desenvolvidos por CLAE para determinacao

de ATO em diferentes matrizes.

Figura 3 - Estrutura quimica da atorvastatina
HsC CHj
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(FONTE: MOFFAT, 2011)
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Figura 4- Gréfico representativo da distribuicdo das microespécies quimicas do Atorvastatina
(ATO) versus pH mostrando o comportamento quimico do farmaco no intervalo de pH entre 1-
14
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Fonte: adaptado de Chemicalize.com (2020) no intervalo de pH entre 1-14



Tabela 2 - Métodos analiticos por CLAE para determinacdo do Atorvastatina em diferentes condi¢es cromatogréficas
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Matriz Coluna Fase movel Vazdo (mL min?) Deteccdo  Tempo(min) Referéncia
C18 (150 x 3,9 mm, 4 B . 1.3
Medicamento ACN: Tampdo acetato de amdnia (40:60) . uv 8 MENDES, 2010
um) Isocratico
] C18 (150 x 3,9 mm; tampdo acetato de amdnio 0,02 mol.L-1 (ajustado a pH 1.3
Medicamento L . uv 15 NUNES, 2010
4um) 3,0) e acetonitrila (60:40 %v/v) Isocrético
) C18 (125 x 4 mm, metanol: agua (70:30 v/v): Trietilamina 5 mM, pH 1.4
Medicamento . . . » uv 3 TEJERINA, 2011
5um) ajustado para 3,0 com acido orto-fosforico Isocrético
C18 (150 x 4.6 mm, Acetonitrila: &gua destilada (85:15) a pH 4,5 (ajustado 1.0 SANGSHETTI et
Medicamento . . » uv 7
3.5 um) com &cido fosforico) Isocratico al.,2012
) C18 (250 x 4.6 mm, 5 B o L 1.0 MACHADO et al.,
Medicamento tampao acetato de sédio (pH 4,2): acetonitrila (45:55) . uv 6
pum) Isocratico 2013
A: acetronitrila, tampdo e tetra-hidrofurano B:
C18 (2.1 x 100 mm o 3 ) 3 0.5-1.0 RAMESHA et al.,
Medicamento acetonitrila, tampdo e tetra-hidrofurano na proporcéao de ] uv 17
2.7 um) Gradiente 2014
61:27:12
) C18 (250 x 4.6 mm, 5 0,025 M potéssio dihidrogeno-fosfato (pH 15 ELSHANAWANE
Medicamento o . uv 8
pm) 6.0):acetonitrila (60:40) Isocrético etal.,2014
C18 (4.6 x 150mm, o 1.0 VARAPRASAD et
Medicamento Tampédo OPA:acetonitrila ) PDA 8
5um) Gradiente al.,2015
A: tampdo fosfato (pH 2,9) (70%) B: fase organica 1.0
Nanoparticulas  C18 (4.6 x 250 mm) . uv 8 GITE etal., 2015
(30%) Isocratico
) C18 (75 x 4.6 mm; tampao de acetato de amdnio (10mM: pH 4,0) e 2.0 ALHAZMI et al.,
Medicamento . 5 . uv 7.5
3.5 um) acetonitrila em uma proporcao de 40:60 Isocratico 2017
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2.4.3 Metformina

O Metformina (MTF) é um farmaco hipoglicemiante da classe das biguaninas
empregado no tratamento de diabetes mellitus ndo insulino-dependente para controle glicémico,
que age através da diminuicdo da absorcdo intestinal de glicose (THOMAS et al., 2011). Além
de manifestar efeito moderador do apetite, 0 metformina é utilizado para o tratamento dos

diabéticos obesos, pois ndo estimula o aumento da sintese de insulina e nem deacidos graxos

(PERES, 2013).
Esse farmaco é descrito como um pé branco cristalino, facilmente sollvel em &gua, pouco
soltvel em alcool etilico e com faixa de fusdo de 222 °C a 226 °C (FARMACOPEIA, 2017).
Segundo o0 SCB, o MTF pertence a classe 111, isto €, de alta solubilidade e baixa permeabilidade
pelo SCB, tendo como etapa limitante a absor¢do pela membrana intestinal (VILLANOVA,
J.C.0.; SA, 2009). A Figura 5 mostra a estrutura quimica da metformina e a Figura 7, a
distribuicdo das microespécies quimicas do ATO em funcdo do pH, mostrando o
comportamento quimico do farmaco (CHEMICALIZE, 2020). Em pH abaixo de 12, 0 MTF
esta disponivel em 80% na sua forma amina primaria protonada e 20% em sua forma amina
secundaria protonada representadas pelas curvas amarela e vermelha na Figura 6,
respectivamente. Tabela 3 apresenta os métodosanaliticos por CLAE para determinacéo desse

farmaco em matriz bioldgica e medicamentosa.

Figura 5 - Estrutura quimica da metformina

CHj

N N NH;

NH NH

(FONTE: MOFFAT, 2011)
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Figura 6 - Grafico representativo distribuicdo das microespécies quimicas do Metformina
(MTF) versus pH mostrando o comportamento quimico do farmaco no intervalo de pH entre 1-
14
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Matriz Coluna Fase movel Vazdo (mL mint) Deteccdo  Tempo (min) Referéncia
o 1.0
Plasma C18(150x4.6 mm, 5 um) acetonitrila:Metanol (1:1) » uv 20 RANETT]I, 2009
Isocratico
Silica gel pré-revestida cloroférmio: acetato de etila:acido acético THOMAS etal.,
Medicamento 1.0 uv 10
HPTLC (4:6:0,1) 2011
C18 (250 mm x 4.6 mm, ]
Medicamento Metanol:agua (65:35 v/v) 1.0 DAD 15 STENGER, 2011
5.0 um)
Acetonitrila: fase aquosa (34:66)
C18 (250 x 4.6 mm, 5 ) 1.3
Plasma Fase aquosa: 10 mM de KH2PO4 e 10 mM delauril . uv 13 CHHETRI, 2013
pm) o Isocratico
sulfato de sadio
o 1.0 RAMESH et al.,
Medicamento  C8 (250 x 4.6 mm, 5-um) acetonitrila: tampéo fosfato(pH 3,0) (60:40) . uv 10
Isocratico 2014
o 1.0 BEN-HANDER,
Plasma C8 (250 x 4.6 mm, 5 um) ACN: tampdo fosfato de s6dio 10mM pH 4,0 (60:40) . uv 10
Isocratico 2015
C18(150 x 4,6 mm; 5 . N 1.0-1.5 PORWAL
Plasma acetonitrila e acido fosférico 0,1% (pH 3,0) ] uv 7
pm) Gradiente etal., 2017
Acetonitrila: fase aquosa (34:66)
C18 (250 mm x 4.6 mm, ) 1.3
Medicamento Fase aquosa: 10 mM de KH2PO4 e 10 mM delauril . uv 10 CHHETRI, 2017
5.0 um) Isocratico

sulfato de sodio



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chhetri%20HP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25473337
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chhetri%20HP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25473337
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar um metodo analitico por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) para determinacdo simultanea de atorvastatina, losartana e metformina em
formulagdes farmacéuticas magistrais, e também, realizaro estudo de compatibilidade entre os

componentes da formulacéo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Realizar a caracterizacdo das matérias-primas: ATO, MTF e LOS, a fim de comprovar
sua identidade como padrdes de referéncia, por meio da Espectrofotometria naRegido do
Ultravioleta (UV) e do Infravermelho (1V);

o Desenvolver e validar método analitico empregando a Cromatografia Liquida deAlta
Eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) para a determinagéo
quantitativa e simultanea da associacdo ATO, LOS e MTF;

o Realizar o controle de qualidade das amostras comerciais contendo os farmacos acima
mencionados, empregando métodos analiticos validados e oficiais.

o Realizar o estudo de compatibilidade farmaco-farmaco empregando técnicas
termoanaliticas (TG/DTG e DSC);
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL: MATERIAS-PRIMAS, AMOSTRAS COMERCIAIS, EXCIPIENTES E
SOLVENTES

As mateérias-primas de Atorvastatina calcica (ATO) com pureza de 98,75% e Cloridrato
de Metformina (MET) com100,02% de teor, foram adquiridas da distribuidora Gemini®, enquanto
Losartana potassica (LOS) foiadquirida da SM Empreendimentos Farm LTDA® com pureza 99,12%,
conforme relatado em laudosemitidos pelos fornecedores.

As amostras comerciais de capsulas gelatinosas duras foram adquiridas em trés
farmécias de manipulacdo do comércio local da cidade de Campo Grande — Mato Grosso do Sul. A
composicao das trés férmulas continha a associa¢do dos mesmos farmacos nas mesmas dosagens
teoricas: ATO (40 mg), LOS (50 mg) e MTF (500 mg). As formulac@es continham, como 0s
excipientes mais comuns declarados em amostras manipuladas o lauril sulfato de sodio, aerosil,
celulose microcristalina, amido e carbonato de calcio.

Todos os solventes empregados foram de grau espectroscopico. Acetonitrila (ACN) da marca
J.T.Baker®, Dindmica® e Sigma-Aldrich® e metanol (MeOH) da marca Sigma-Aldrich® e Dinamica®.

A agua ultrapura foi obtida por sistema de filtragdo Direct-Q 3 UV® (18,2 nQ cm, 25°C -

Merck Millipore®) e empregada para o preparo de agua acidificada a pH 3,0 com acido

® ®
ortofosforico, verificado com o peagdmetro HANNA INTRUMENTS modelo pH/ORP edge .
4.2 METODOS — ANALISES QUALITATIVAS
4.2.1 Temperatura de Fusao

Para a verificacao das temperaturas de fusao das SQCs, foi utilizado o equipamento PF 1500
Gehaka® e tubos capilares com 1,6 mm de espessura e 7,5 cm de comprimento. As analises foram
determinadas em triplicata, com razdo de aquecimento que variaram de 2,0 a 10,0 °C min, até
completa fusdo dos farmacos. O ponto de fusdo de um solido é Util tanto na identificacdo de

uma substancia como também é uma indicagdo de sua pureza.

4.2.2 Espectroscopia de absor¢éo na regido do infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR)

A espectroscopia na regido do infravermelho (IV) foi realizada utilizando a pastilha de
brometo depotassio (KBr), no espectrofotdmetro Thermo Scientific modelo Nicolet IS5®. Foram

obtidos espectros na faixa de 4000 —400cm™ com resolucdo de 4cm™ e entdo, interpretados e



32

comparados com dados da literatura.

4.2.3 Espectrofotometria de absorcéo na regido do Ultravioleta (UV)

A espectroscopia na regido do ultravioleta foi realizada no espectrofotémetro UV/Vis
da Thermo Scientific modelo Evolution 60®. Foram preparadas solu¢cdes em metanol na
concentracdo de 10 pg/mL de ATO, LOS e MTF em metanol e &gua (1:1 v/v) como solvente.
Os espectros de absorc¢ao foram registrados em comprimentos de onda na faixa entre 200 e 400
nm. Foram obtidos os espectros em triplicata e comparados com os perfis como descritos na

literatura.

4.2.4 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Foram obtidas as curvas de DSC pelo equipamento DSC-Q20 com sistema de
refrigeracio RDS-90 da TA Instruments em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mLmin*
e razéo de aquecimento de 10 °C min! na faixa de temperatura de -70 °C a 270 °C, em cadinhos
de aluminio fechados (um de aluminio com tampa perfurada e um cadinho similar), empregando

cerca de 4,0 mg de amostra.

4.2.5 Termogravimetria (TG) e Termogravimetria derivada (DTG)

As curvas TG/DTG foram obtidas no sistema TGA-Q50 da TA Instruments, em atmosfera de
nitrogénio com fluxo de 50 mL min e razéo de aquecimento de 10 °C min™? até a temperatura de 900

°C, em cadinhos de platina empregando amostras com massas em torno de 4,0 mg.

4.3 METODOS — ANALISES QUANTITATIVAS

4.3.1 Condigdes cromatogréficas

As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia foram realizadas em cromatégrafo
equipado com detector de arranjo de diodos (DAD), do modelo Ultimate 3000 conectado ao software
Chromeleon® 7.1 — Chromatography Data System, com “loop” fixo de 20 pL.

As condigdes experimentais para a separacdo cromatogréafica foram otimizadas com uma
coluna Sigma-Aldrich® C18 (100 mm x 4,6 mm, 5,0 um) no modo isocratico e em temperatura
ambiente (25,0 + 1,0 °C) com vazio de 0,3 mL min™ . A fase mével foi constituida por MeOH:H,0

(78:22 vIv) com pH ajustado para 3,0 com acido ortofosférico. Os comprimentos de onda
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empregados foram 246 nm para ATO, 225 nm para LOS e 236 nm para MTF. A injecéo foi de 20 pL

e 0 tempo de corrida analitica foi de 8 minutos.

4.3.2 Conformidade do sistema cromatografico e otimizacdo do método analitico

No desenvolvimento do método foram testadas as colunas cromatograficas Kinetex®,
IneSustain®, Kromasil®, YMC®, GI Science® e Sigma-Aldrich® com diferentes composicoes e
proporcdes de fase movel, como MEOH:H,0 em pH 3,0 (75:25; 80:20 e 70:30 v/v); MeOH:H,0
em pH 3,0 (75:25; 80:20 e 70:30) e ACN:H-0 (75:25, 80:20, 50:50), sem alterar o
pH.

A melhor condigo cromatografica foi determina pela anélise da conformidade do sistema,
avaliando os parametros de pureza dos picos, 0 nimero de pratos, os fatores de assimetria, resolucéo
e 0 tempo de retengdo, conforme preconizado nos guias de validacdo de métodos cromatograficos
(ICH, 2005)

4.3.3 Validacédo do Método Analitico

Para a validacdo do método cromatografico desenvolvido neste trabalho, foram
utilizados os seguintes guias como embasamento: RDC 166/2017 (ANVISA, 2017), a qual
dispde sobre a Validacdo de Métodos Analiticos, a Internacional Conference on Harmonization
(ICH, 2005) e a Association of Official Analytical Chemists International (AOAC, 2005),
seguindo os parametros de linearidade, precisdo, exatiddo, limites de deteccdo (LD) e
quantificacdo (LQ), robustez e seletividade como na RDC 166/2017 (ANVISA, 2017).

4.3.3.1 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada através de curvas analiticas de calibracdo. Foram
preparadas solugdes de cada SQC em MeOH:H.O (78:22 v/v) com pH ajustado para 3,0, sendo de
concentragdo 100,0 ug mL? para ATO, para LOS 150,0 ug mL* e MTF 125,0 pug mL™
Posteriormente, aliquotas de 5 mL, 10mL para LOS, respectivamente, foram transferidas para bales
de 50 mL e 100 mL, atingindo concentragdo de 10 pgmL™ para ATO, 15 ug mL* para LOS e 125 g
mL? para MTF. E entfo, aliquotas desta tltima solugdoforam precisamente transferidas para balGes
volumétricos de 10 mL e os volumes foram completadoscom fase mével MeOH:H2O (78:22 v/v) com
pH da agua ajustado para 3,0. Para ATO, obteve-se solugdes na faixa de concentragdo del,0a 9,0 ug
mL?, paraLOSde 1,5a6,5pgmL* ede 12,5a62,5 ug mL* para MTF.

Todas as analises foram feitas em triplicata e em temperatura ambiente (24 + 1°C). A
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linearidade foi comprovada por analise das curvas de calibragdo, e coeficientesde correlacéo (r) para

cada farmaco, separadamente.

4.3.3.2 Precisdo

A precisdo do método foi avaliada pela repetibilidade e precisdo intermediaria. A
repetibilidade foi obtida pela analise no mesmo dia e pelo mesmo analista em sextuplicatas da mesma
solugdo preparada a partir da amostra comercial nas concentragdes de 37,5 pg mL™* de Metformina,
3,75 ugmL* de Losartana e 3,0 ug mL* de Atorvastatina conforme faixa linear do método.

A precisdo intermediaria foi realizada por dois analistas em trés dias diferentes nas mesmas
concentracdes utilizadas pela repetibilidade. Os resultados do ensaio geral de precisdo foram obtidos
pelos célculos do desvio padrédo (DP) e desvio padrao relativo (DPR).

4.3.3.3 Exatidao

Foram preparadas solucGes a partir das amostras comerciais manipuladas contendo MTF,
LOS e ATO em concentragdes de 625, 62,5 e 50 pug mL™, respectivamente. Em seguida, foram
transferidas aliquotas da solugdo padréo preparada com as SQCdos farmacos, a fim de obter solucGes
de concentracio de 37,5, 50 e 62,5 ug mL* de MTF; 3,75, 5,0e 6,25 ug mL* de LOS e 3,0,4,0€ 5,0
ug mL* de ATO. Os volumes foram completados com a fasemovel do método e as porcentagens de
recuperacdes de cada farmaco foram calculadas conforme aequacéo abaixo de acordo com o guia
Association of Official Analytical Chemists International( AOAC, 2005).

%R =[ Ca— Cs. (Ct)"1] %100
Onde:
R: recuperacdo
Ca: concentragdo de farmaco encontrada na amostra adicionada de padréo
Cs: concentragdo de farmaco encontrada na amostra ndo adicionada de padréo

Ct: concentracdo teorica de padrdo adicionada a amostra

4.3.3.4 Limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ)

Os limites foram determinados teoricamente através das equacdes:

LD=33c/cC
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LQ=(10x o)/ c

sendo LD para limite de deteccdo e LQ para limite de quantificacdo, onde o representa 0 desvio
padrdo do intercepto com o eixo y e ¢ é o coeficiente angular que representa a inclinagdo da
curva de calibracéo.

4.3.3.5 Robustez
A robustez foi determinada em triplicata de injecOes da solu¢do amostra com as concentracoes
de 37,5 ug mL?! de MTF, 3,75 pg mL de LOS e 3,0 pg mL™ de ATO. Os fatores e 0s respectivos

niveistestados estao apresentados na Tabela 4 conforme preconizado na RDC166/17(ANVISA).

Tabela 4 - Fatores selecionados para robustez

Fatores Unidade Limite Modo normal Modo variado
Fluxo da fase movel mL.mint +0,05 0,3 +0,02
pH da fase mével +0,15 3,0 +0,05
Composic¢do da fase movel % 2 78:22 2%
. _ _ Kinetex®,
Marca da coluna cromatogréafica Sigma aldrich® )
Gl Science®

Temperatura da coluna

cromatografica °C +2 25 +2

*Limite: variagdo que poderia ser realizada; Modo normal: modo realizado durante o estudo; Modo variado:
variacdo que foi realizada

Foram avaliadas as areas cromatogréaficas e caracteristicas dos picos cromatograficos onde o DPR das
areas nao poderia ultrapassar 2%. A média obtida com os pardmetros normaisfoi comparada com a média
correspondente aos niveis modificados para assim determinar o impacto das variagdes propostas nos
resultados obtidos.

4.3.3.6 Seletividade

A seletividade foi avaliada pela analise de uma solucéo de mistura de excipientes lauril sulfato
de sddio, aerosil, celulose microcristalina, amido e carbonato de célcio utilizados na formulagéo
manipulada, nas concentracfes usuais, no preparo de capsulas gelatinosas duras, na concentracéo de
10 pug mL, em comparagéo com o cromatograma obtido da solucéo de amostra, em 225 nm, 236 nm e
246 nm a fim de determinar possiveis interferéncias dos excipientes contidos nesta formulagdo em relagéo

a metodologia analitica desenvolvida.
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4.3.3 CONTROLE DE QUALIDADE DAS AMOSTRAS COMERCIAIS

4.3.3.1 Determinacdo do peso médio

Conforme RDC 67/2011, a determinacdo do peso médio foi realizada em trés etapas:
determinacdo do peso do invélucro, determinacdo do peso médio tedrico e determinagdo da
média e o desvio padréo relativo (DPR).

A determinacdo do peso do invélucro foi realizada pesando 20 cépsulas vazias
separadamentee calculada a média. A determinacdo do peso médio teorico se da pelo calculo

abaixo:

Ptesrico = Pcépsulas vazias Pexcipientes + Ptarmacos

Em seguida, foram pesadas 10 unidades das capsulas da amostra comercial na balanca
analitica da Zhimadzu® AY 220, individualmente, sabendo-se que o DPR para capsulas iguais
ou maior que 300 mg ndo podem ter uma variacao maior que 7,5%. Utilizando a equacéo abaixo

para célculo do peso médio e DPR, respectivamente.

Pmédio = Pcapl + Pcdp2 + Pcapl0
10
DPR = DP x 100

Pmédio

4.3.3.2 Determinacdo do teor

A determinagdo do teor foi realizada por CLAE-UV/DAD através do equipamento
cromatografo a liquido de alta eficiéncia Dionex® modelo Ultimate 3000. A partir do valor do
peso médio de cada amostra foram preparadas solugdes em fase mdvel contendo teoricamente
37,5 ug mL* de MTF, 3,75 ug mL™ de LOS e 3,0 ug mL* de ATO. O célculo do teor dos
farmacos foi obtido utilizando as respectivas curvas de calibracao.
4.4 COMPATIBILIDADE ENTRE OS COMPONENTES DA FORMULACAO

4.4.1 Preparacao das misturas de farmacos

Para o preparo da mistura ternaria de farmacos, foram pesados 10 mg, separadamente, de



37

SQC. Cada SQC foi transferida para um gral de porcelana para serem misturadas uniformemente.
Com auxilio de um pistilo, os farmacos foram triturados e misturados até obtenc&o de uma mistura
homogénea. Em seguida, essa mistura na proporcao de 1:1:1 foi acondicionada em microtubos
conicos de centrifugacio tipo ependorf®. De modo semelhante, foram também preparadas misturas

de dois a dois farmacos na proporcéo de 1:1, ambas para posterior anélise.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises Qualitativas

5.1.1 Temperatura de fuséo

A média da temperatura de fusdo experimental obtida pelas técnicas empregadas com
tubo capilar do ATO foi de 159 °C, apds esta temperatura, observou-se que a matéria-prima
comecou a se decompor. Segundo a literatura, o ponto de fusdo é em torno de 160 °C com
decomposic¢do. Assim, pode-se dizer que ha conformidade entre a matéria-prima analisada com
a literatura oficial (CLARKE'S, 2004).

A LOS teve sua fusdo completada em 264 °C com posterior decomposicao da matéria-
prima. Embora este farmaco esteja incrito na Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2019), ndo ha
dados sobre a temperatura de fusdo. O resultado aqui encontrado € condizendo com a
Farmacopeia Americana (USP, 2014).

A temperatura de fusdo do MET foi de 226°C, valoreste condizente com a literatura, isto
¢, a Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2019), traz faixa de fusdo para esse farmaco
temperaturas entre 222 e 226°C, indicando, portanto, conformidadecom a monografia inscrita
do farmaco.

Quando o sélido é impuro, funde em uma temperatura mais baixa e em uma faixa mais
ampla do que este composto puro. Desta forma, a analise do ponto de fusdo teve importancia

sobre a identificacdo e determinacgdo da pureza do composto.

5.1.2 Espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho por transformada deFourier
(FTIR)

5.1.2.1 Atorvastatina

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (1V) do atorvastatina esté ilustrado

na Figura 7 e as bandas caracteristicas dos principais grupos funcionais presentes na molécula
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estdo na Tabela 5.

Figura 7 - Espectro experimental de absor¢édo na regido do infravermelho (1V) do
Atorvastatina
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Fonte: Origin Pro 8

Tabela 5 - Bandas caracteristicas do espectro de 1V do atorvastatina

Numero de onda (cm') Caracteristica Atribuicéo
1141 Banda larga v C=F
1300, 1400 Bandas de forte intensidade vC-0
1310 Banda de média intensidade & CH3 simétrico
1433 e 1508 Banda de forte intensidade v C=C do anel aromético
1650 Banda de forte intensidade vC=0
3300 +/- Banda larga v OH de &cido carboxilico
3363 Banda de média intensidade v NH2 do anel pirimidina

v: estiramento; &: dobramento.

A substancia apresentou o espectro de absor¢do na regido do IV vibragfes moleculares
no espectro IV que permitiu sua caracterizagdo como: bandas em 1650,3 cm™* pode ser atribuido
a deformacdo axial de C=0 de banda de amida e provalvelmente a ligacdo de agua (1750-
1500cm™?), uma banda caracteristica em 1469,3 cm™ correspondente ao alongamento C=C, e
duas outras bandas em 1381,6 e 1159,6 cm™ correspondente do trecho C=C. Uma banda de
intensidade média em 3400 +/- corresponde v NH, do anel pirimidina, enquanto que a banda
larga em 1141 correspondeu ao alongamento C=F. Semelhante ao encontrado por Silva (2009) em seu
estudo.

Gomes e colaboradores (2020), ao analisar os espectros de trés amostras de Atorvastatina tri-
hidratada de farméacia de manipulagéo, verificaram espectros parecidos com o da literatura porém nédo
idénticos, de acordo com este estudo, provavelmente tem a presenca de agua e também aespessura
daamostraque pode ter provocado as alteracoes.
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Esta analise tem como fundamento a identificacéo das vibragdes obtidas especificas para
os determinados grupos funcionais, sendo assim de grande importancia quando d& origem as

bandas de absor¢do conforme as estruturas moleculares.

5.1.2.2 Losartana

O espectro de absorcao da regido do infravermelho do LOS esta demonstrado na Figura

8 e as bandas caracteristicas dos grupos funcionais presentes na molécula estdo apresentadas na

Tabela 6.
Figura 8 - Espectro experimental de absor¢éo na regido do infravermelho (1V) do losartana
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Tabela 6 - Bandas caracteristicas do espectro de 1V do losartana

NUmero de onda (cm™*) Caracteristica Atribuigdo
3245 Banda larga v OH, v NH e v CHsobrepostos
2957 até 2851 Banda de média intensidade v C-H de carbono sp3

1647 Banda de média intensidade C=N

1472, 1460 Banda de forte intensidade vC=C

1456, 1301,1252 aminasaromaticas Banda de média intensidade anel benzdico com o imidazéico

1006 Banda de forte intensidade v OH
1006 Banda de forte intensidade vC-0

v: estiramento; &: dobramento.

Observa-se acima no espectro de absor¢do na regido do IV do Losartana representado
na Figura 8 semelhante ao estudo feito por Anderson (2016). Essa substancia apresentou
vibragcdes moleculares caracteristicas no espectro de IV tornando possivel sua identificagéo:
bandas caracteristicas em 3600-3060 confirmando [1(OH), [J (NH) e I (CH)do anel benzoico
sobrepostos, bandas em 2957-2851 da ligacdo C-H e bandaem 1647 da ligacgdoC=N, e as bandas
em 1573, 1494, 1472, 1456 cm™ da ligagio C=C do anel benzdico com oimidazdico, bandas
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caracteristicas também em 1307-1295 referente a aminas arométicas, em1257 banda referente
a ligagdo O-H e N-H, em 1006 cm™ uma banda caracteristica de ligagdo C-O.  Apesar de
Teixeira (2015) indicar a banda 1007cm™ atribuida ao estiramento C-O de alcoois primarios
ligados a um carbono adjacente insaturado (anel imidazol), a banda forte em1252cm™ representa
0os modos vibracionais referentes ao anel tetrazol juntamente com as bandas de média
intensidade entra 1070cm™ e 1100cm™ de estiramento N-N, N-C-N.

5.1.2.3 Metformina

O espectro de absorcao da regido do infravermelho do Metformina esté foi demonstrado
na Figura 9 e as bandas caracteristicas dos grupos funcionais presentes na molécula estdo
apresentadas na Tabela 7.

Figura 9 - Espectro experimental de absor¢do na regido do infravermelho e estrutura quimica
da matéria-prima de MetforminaTabela 7 - Bandas
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Tabela 7 — Bandas caracteristicas do espectro de IV do metformina
NuUmero de onda (cm-1) Caracteristica Atribuicéo
3372, 3297 e 3173 Bandas de média intensidade v NH2
1650 Bandas de média intensidade C=N
1360 Banda de baixa intensidade v C-N
2835 - 2815 Banda de média intensidade v C-H de carbono sp3
1569 Banda de alta intensidade v NH2 amina secundaria

v: estiramento; &: dobramento.

Semelhante ao encontrado por PERES (2013), a MTF apresentou Vvarias vibragoes
moleculares no espectro de absorcdo na regido do IV. Estas vibragOes foram caracterizadas
como: bandas no comprimento de onda de 3400 — 3100 cm™ apresenta-se N-H na molécula,

assim como nas bandas dos comprimentos entre 1685 — 1580cm™ a presenca de C=N. O
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Cloridrato de Metformina possui bandas caracteristicas entre 2835 — 2815cm™ relatando a
presenca do nitrogénio proéximo ao grupamento metil.

Foi observado uma banda de forte intensidade caracteristica de deformag&o angular N-
H em nosso estudo, assim como Farago (2007) ao estudar microparticulas contendo Cloridrato

de Metformina identificando a mesma banda caracteristica.

5.1.3 Espectrofotometria de absorc¢éo na regido do Ultravioleta (UV)

5.1.3.1 Atorvastatina

Na espectroscopia na regido do ultravioleta, 0 ATO apresentou um maximo de absorcao
em torno de 246 nm, conforme ilustrado na Figura 10.
Figura 10 - Espectro de absorcdo na regido do ultravioleta da matéria-prima de atorvastatina

utilizando metanol (Dindmica®) como solvente, na concentragdo de 10,0pug mL*!
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Na espectrofotometria na regido do ultravioleta, o ATO na forma de sal de calcio
apresentou absor¢do maxima na regido do ultravioleta em A 245 nm em metanol (Jt. Baker®) por
Silva (2009). Em um estudo realizado por Gomes e colaboradores (2020), 0 Amax do atorvastatina

encontrado, empregando metanol como solvente, foi de 241 nm (GOMES, 2020).

5.1.3.2 Losartana

O LOS foi a matéria-prima que apresentou absorbancia maxima no comprimento de
onda de 203 nm em metanol conforme ilustrado na Figura 11. O seu espectro no UV foi
semelhante ao perfil descrito na literatura (MOFFAT, 2011). A Farmacopeia Brasileira tem

como metodologia a observacdo em 220 nm quando empregado alcool metilico como solvente
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no preparo da solucéo, esta variacéo de absor¢do com a leitura em 225 nm tendo como maxima
absorcdo como demonstrado na Figura 11 se justifica pelo solvente influenciar nas ligagdes
ibnicas alterando os pontos de absorcao.

Figura 11 - Espectro de absorcédo na regido do ultravioleta da matéria-prima de losartana
utilizando metanol (Dinamica®) como solvente, na concentragdo de 10,0ug mL*
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N&o ha A max descrito na literatura para o espectro de UV para o farmaco losartana
(MOFFAT, 2011). Anderson e colaboradores (2015) determinou o Amax do losartana em 205
nm utilizando metanol como solvente, tal como o espectro experimental obtido para a matéria-
prima LOS em investigacéao.

5.1.3.3 Metformina

O MTF apresentou absor¢do em 202.7 nm, porém um méximo de absor¢do em torno de

236 nm na espectrofotometria na regido do UV, conforme ilustrado na Figura 12 (MOFFAT,
2011).
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Figura 12 - Espectro de absorcdo na regido do ultravioleta da matéria-prima de atenolol
utilizando metanol (Dinamica®) como solvente, na concentracdo de 10,0pug mL™*
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5.1.4 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), Termogravimetria (TG) e

Termogravimetria derivada (DTG)

5.1.4.1 Atorvastatina

A curva DSC do ATO (linha vermelha) ilustrada na Figura 13, apresentou dois eventos
endotérmicos. Sendo o primeiro em 107°C (pico largo), atribuido a desidratacdo, em
concordancia com a primeira perda de massa na curva TG (linha verde) e o segundo evento
ocorreu na faixa de 152 a 158°C assim como Silva (2009), ao submeter a razéo de aquecimento
até 230°C em atmosfera de nitrogénio. A Tonset fUSA0 ocorreu em 157,68 °C atribuido a fusdo do
farmaco. Os resultados mostrados foram semelhantes aos encontrados por JAHANGIRI e
colaboradores (2015). Perda de agua de hidratacdo, é um evento endotérmico que pode ocorrer
temperaturas que variam de 100 e 120°C.

Temperaturas a uma vazéo de 10°C/min tem inicio de eventos endotérmicos antes do
normalmentevisualizado deixando os picos mais largos, e desta forma, o explicam que podera
ser devido a reorganizagdo molecular que ocorre em razdo de aquecimento mais baixas em
maior tempo de analise (GIOLITO, 2004).
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Figura 13 - Curvas TG/DTG-DSC do atorvastatina com razdo de aguecimento 10 °C min™ em
atmosfera de nitrogénio
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A curva TG representada pela linha verde mostrou um perfil de perda de massa
semelhante ao encontrado por Silva e colaboradores (2016), onde a perda comeca ocorrer com
maior intensidade apds 200 °C. A perda de massa total foi de aproximadamente 83,30%, que
ocorreu entre 200 e 900°C, produzindo cerca de 16,7% de residuo carbonacio.

5.1.4.2 Losartana

Na curva DSC da LOS (linha vermelha) apresentou apenas um evento endotérmico em
243°C identificando a fusdo do composto, diferentemente do encontrado nos estudos de
Anderson e colaboradores (2016), onde o primeiro evento térmico ocorreu entre 235,82 e
248,96°C considerando como fenémeno de polimorfismo e o segundo, a fusdo do farmaco
243,67 °C. Porém, diferentemente no estudo de Silva (2019), foi encontrado um perfil de fusdo do
farmaco no segundo evento térmico em 272,6 °C. Portanto pode-se dizer que neste caso, 0
primeiro evento endotérmico ndo foi tdo caracteristico quanto nos outros estudos que
identificaram a mudanca da forma cristalina em diferentes arranjos ou conformacdes da
molécula, um polimorfismo.
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Figura 14 - Curvas TG/DTG-DSC do LOS com razéo de aquecimento 10 °C min™ em
atmosfera de nitrogénio
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Foi possivel observar que nas curvas TG e DTG que a matéria-prima LOS premaneceu
estavel até300°C. A partir desta temperatura, observou-se uma perda de massa significativa
(93%) e quase total, restanto apenas 0,55% de residuo carbonacio. Os resultados aqui
encontrados foram semelhantes aos de Anderson e colaboradores (2015), o qual mostrou perfil
semelhante, isto é,perda de massa de 90,32%, ao final de 900 °C.

5.1.4.3 Metformina

A curva DSC da MTF teve seu evento térmico referente ao ponto de fusdo do farmaco
em 233 °C. No estudo de Nardino e colaboradores (2018) dois eventos foram encontrados,
caracteristico da fusdo do farmaco em 227,5 °C e o segundo em 411,5 °C caracteristico de
decomposicdo. Este pico grande (linha vermelha), do evento térmico observado no presente
estudo é caracteristico ao elevado grau de pureza para o farmaco, como relatado por

Benmessaoud e colaboradores (2016).
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Figura 15 - Curvas TG/DTG-DSC do metformina com razdo de aquecimento 10 °C min™t em
atmosfera de nitrogénio
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A matéria-prima se manteve estavel até 250 °C e logo ap6s, foi possivel observar na
curva TG (linha verde) uma perda de massa quase total (100%), semelhante ao trabalho de

Nardino e colaboradores (2018).

5.2 ANALISES QUANTITATIVAS

5.2.1 Conformidade do sistema cromatografico e otimiza¢do do método

Durante o processo de desenvolvimento e otimizacdo do método cromatografico, as
caracteristicas fisico-quimicas de cada farmaco foram levadas em considera¢do no momento do
desenvolvimento do método, bem como a intere¢do dos farmcos com os possiveis solvetes e
com a fase estacionaria. Nesta pesquisa, cujo intuito era a separacdo de trés farmacos com
estruturas quimicas, polaridades e afinidades diferentes pela fase movel e fase estacionaéria,
muitos testes foram realizados. ATO é um &cido fraco, MTF, base fraca ao passo que LOS é
um farmaco com as duas caracteriscas.

Entre os trés farmacos analisados, 0 MTF apresenta menor massa molecular e na faixade
pH de 1 a 10, a molécula permanece 80% ionizado, por esse motivo era esperado que na
separagdo cromatografica usando uma coluna C18, este seria o primeiro farmaco a eluir em uma
fase movel polar. O segundo farmaco esperado foi o LOS, com massa molecular mais elevada
comparado ao MTF e por apresentar 2 pKas. Por se tratar de um farmaco muito solivelem agua,
pouco soltuvel em acetonitrila e em solventes apolares, procurou-se trabalhar com fasemovel
bastante polar, composta por metanol e agua ao invés de empregar acetonitrila como
modificador orgéanico. Em pH 3,0, a molécula de LOS encontra-se 87% ionizada, devido a

protonacao do nitrogénio (posicao 2) do anel tetrazolio, tornando-a mais polar.
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O farmaco ATO era de se esperar que na separacdo cromatogréafica, usando fase movel
polar, apresentasse maior tempo de retengdo, comparado ao MTF e LOS, por ter massa molar
maior e ser muito pouco soltvel em &gua. Além disso, por se tratar de um farmaco &cido fraco,
em pH 3,0, apenas uma pequena porc¢do (5%) deste esta ionizada, o que fez com ficasse mais
retido na fase estacionaria devido maior interacdo desta com o farmaco.

As andlises foram iniciadas com testes utilizando como fase mével a proporcdo de
ACN:H20 (70:30) sem alteracdo do pH, mas nao foi possivel a separacdo completa de todos os
compostos.

Em seguida, as andlises foram testadas alterando o pH da agua ajustando para 3,0 com
acido fosfdrico,obtendo assim apenas a separacdo de dois compostos com a propor¢do de
ACN:H30" (70:30) e em diferentes propor¢des como ACN:H30* (75:25), ACN:H30* (60:40),
de ACN:HzO" (50:50). Porém, mesmo com a separacdo, ndo foi possivel alcancar a
conformidade cromatogréafica desejada nestas proporcoes.

Tabela 8 - Parametros avaliados na conformidade do sistema cromatografico com a coluna
Kinetex®

Parametros
Farmaco Tempo de
. . Resolugéo Assimetria Pratos
retencdo (min.)
ATO 3,1+ 0,05 1,62 +0,2 1,08 £ 0,15 3987 +£1,01
LOS 3,42 £0,15 1,4+ 0,05 1,0+£0,01 1874 £ 0,54
MTF 7,1+0,01 n.a n.a 765+14

*Condiges cromatograficas: fase mdovel composta de MeOH e HzO* (78:22 v/v) pH 3,0 e vazéo de 0,3 mL min?
*Média + referente a variacéo de 6 determinagdes

O MTF, por ter estrutura quimica muito diferente dos outros farmacos foi o que
determinou a otimizacgéo do sistema cromatografico, uma vez néo foi eluido em até 15 minutos
de analise em algumas alteracbes. Galdos (2012), em seu estudo de estabilidade entre
medicamentos que atuam no diabetes tipo 11, verificou que o aumento do metanol incrementava
no tempo de retencdo do cloridrato de metformina e também, utilizou a fase estacionéria fenil-
polar para uma melhor resolucdo dos cromatogramas. Esses farmacos sdo soluveis, por isso, a
fase movel que melhor eluiuo MTF, bem como ATO e LOS foi composta por MeOH:H30*
(78:22) com agua ajustada o pH para 3,0 com acido fosfarico.

Quando foi testado a fase mdovel ACN e agua acida (75:25) ajustado o pH com acido
fosforico para 3,0, ndo foi possivel a separagdo de dois dos farmacos nas colunas YMC® e Inert
Sustain®, pois essa alteracéo de solvente pode ter alterado a interacdo dos compostos com a fase
estacionaria. Em estudo realizado por Stenger (2011) a metodologia desenvolvida apresentou o

Meformina em aproximadamente 8 min com fase movel contendo metanol, tampéo e



48

acetonitrila. Desta forma, podendo ter relacdo direta com as diferencas estruturais do MTF com
0 ATO e LOS, apenas em fase movel contendo metanol foi possivel, em nosso estudo, separar

em quase todas as colunas cromatograficas.

Figura 16 - Cromatograma da amostra comercial magistral obtido na coluna YMC® C18 (4,6
X 150 mm, 5um) com vazao de 0,3 mL min e fase movel composta de ACN:H3O+ (75:25
v/v), pH para 3,0 ajustado com &cido fosférico
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A coluna YMC® mostrou separagdo e tempo de retencdo excelentes para o
aproveitamento de analise em menor tempo, mas nao foi possivel separar todos os farmacos e
0s cromatogramas apresentaram alguns ruidos podendo ser caracteristico de residuos retidosna

coluna.

Figura 17 - Cromatograma da amostra comercial magistral obtido na coluna Kromasil® C18
(4,6 x 150 mm, 5um) com vazéo de 0,3 mL min™* e fase mével composta de MeOH:H30+
(70:30 v/v), pH para 3,0 ajustado com &cido fosférico

250 4 Metformina
200

150

Atorvastatina

mAU

100

50

] Losart
ot— W™, I

o] 2 - 6 8

Tempo de retencdo (min)



49

A coluna Kromasil® demostrou perfis cromatograficos com resultados satisfatdrios de
pratos tedricos para Metformina e Atorvastatina, no entanto, para Losartana ndo teve uma
resolucdo e ndo foi possivel separd-lo em tempo de retencdo adequado para uma separacdo dos
trés farmacos.

O cromatograma da Kinetex®, ilustrada na Figura 18, propiciou uma boa separacéo
cromatografica para LOS, porém apenas na fase movel que continha metanol (MeOH). Nesta
mesma coluna, o pico de MTF foi observado em um tempo de retencdo de aproximadamente 3

minutos e com ma resolucdo. Isto pode ter ocorrido devido desgaste dessa coluna.

Figura 18 - Cromatograma da amostra comercial magistral obtido na coluna Kinetex® C18
(4,6 x 150 mm, 5um) com vazéo de 0,3 mL min* e fase movel composta de ACN:HzO0+
(70:30 v/v), pH para 3,0 ajustado com acido fosforico
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As colunas testadas nas diferentes proporcdes foram das marcas Kromasil® YMC®,
Kinetex®, Inert Sustain®, GI Science®, no entanto a coluna cromatografica SigmaAldrich® que
obteve a melhor separacédo de todos os compostos.

A coluna Sigma Aldrich® possui alta resolucéo, excelente seletividade, estabilidade em
alta pressdo e desempenho estavel ao alternar entre as fases moveis compativeis, alem de ter
estabilidade quimica estendidaentre pH 1,0 e 12,0 (SIGMAALDRICH, 2020). Sendo assim,essa
coluna escolhida para a otimizacéo das condigdes cromatogréficas visando o desenvolvimento
e validagdo do metodo.

As condicbes cromatograficas que melhor eluiram os fAmacos alvos desse estudoestéo
representadas na Tabela 9 e Figura 19 refere-se ao cromatograma de separacao dosfarmacos na
coluna Sigma Aldrich® C18 (4,6 x 150 mm, 5um) com vazdo de 0,3 mL min™ e fase movel

composta de MeOH:H30", pH 3,0 ajustado com &cido fosférico.
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Tabela 9 - Parametros avaliados na conformidade do sistema cromatografico com a coluna
Sigma-Aldrich®

Parametros
Farmaco Tempo de
. . Resolucéo Assimetria Pratos
retencdo (min.)
ATO 6,71+ 0,09 n.a 1,06 £ 0,21 3884 +1,01
LOS 4,88 £0,11 1.59+0,72 1,07+ 0,16 4628 + 0,70
MTF 3,05+0,12 2.0+£1,20 1,24 + 0,53 3206 £ 1,30

*Condic¢des cromatogréaficas: fase mével composta de MeOH e H30* (78:22 v/v) pH 3,0 e vazédo de 0,3 mLmin!

*Média + referente a variacdo de 6 determinagdes

Figura 19 - Cromatograma da amostra comercial magistral obtido na coluna Sigma-Aldrich®
C18 (4,6 x 150 mm, 5um) com vazdo de 0,3 mL min e fase mdvel composta de
‘MeOH:H30+ (78:22 vlv), pH para 3,0 ajustado com acido fosforico
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Como pode-se perceber no cromatograma da separacao dos farmacos ATO, LOS e MTF
(Figura 19), hd uma separacdo adequada dos mesmos, em tempo menor que 10 minutos,
segundo o recomendado para a conformidade do sistema cromatografico,indicando que ha

possibilidade de validar o método proposto.
5.2.2 VALIDAGCAO DO METODO ANALITICO
5.2.2.1 Linearidade, Limites de deteccgéo (LD) e quantificacéo (LQ)

A linearidade é a capacidade do método de demonstrar que os resultados experimentais

obtidos sejam proporcionais a concentracdo do analito na amostra, sempre respeitando o
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intervalo especificado (SACCHI, 2018). O método analitico é considerado linear quando o
coeficiente de correlacao for > 0,99 (ANVISA, 2017). As figuras 20, 21 e 22 mostrram,

respectivamente, as curvas de calibracdo obtidas de ATO, LOS e MTF.

Figura 20 - Curva de calibracdo de atorvastatina obtida pela absor¢do em 246 nm pela fase
movel MeOH:H20 (78:22) com pH ajustado para 3,0 com &cido fosforico
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Figura 21 - Curva de calibracdo de losartana obtida pela absor¢do em 225 nm pela fase mével
MeOH:H20 (78:22) com pH ajustado para 3,0 com acido fosforico
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Figura 22 - Curva de calibracdo de metformina obtida pela absor¢do em 236 nm pela fase
movel MeOH:H20 (78:22) com pH ajustado para 3,0 com acido fosforico
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O limite de deteccdo € determinado pela analise completa de uma matriz contendo o
analito (ABNT, 2001). A concentra¢do minima de uma substancia medida e declarada com 95
ou 99% de confianca de que a concentracdo do analito € maior que zero é o que define o LD do
método. E importante saber qual o menor valor de concentragdo do analito que pode ser
detectado pelo método a fim de realizar medidas em amostras com baixos niveis do analito e
mesmo assim ser detectada pelo método (ABNT, 2001).

Observa-se que o método foi linear para todos os farmacos, apresentando coeficientes
de correlagdo préximos de 1,0. Os limites de deteccdo e quantificacdo foram determinados
teoricamente e registrados na Tabela 10.

Tabela 10 - Resultados obtidos da linearidade e limites de deteccdo e quantificacéo

i Intervalo LD LQ
Farmaco . Equacao da reta R L L
(Mg mL™) (Mg mL™) (Mg mL™)

ATO 1,0-9,0 y =2,9668x - 0,0617 0,999 0,02 0,24

LOS 1,5-6,25 y = 5,0546x - 0,0495 0,999 0,50 0,68

MTF 12,5-62,5 y =9,3625x + 20,725 0,999 1,9 2,46

R:Coeficiente d eecorrelacdo; LD:Limite de deteccdo; LQ: Limite de quantificacdo

A linearidade do método pode ser comprovada pela andlise da variancia (ANOVA)
demonstrada pela Tabela 11, sendo permitido avaliar a regresséo ocorrida explicando a relagcéo
entre a concentragdo e os resultados obtidos (ANVISA, 2017).

Tabela 11 - Andlise da Variancia (ANOVA) da regressao linear dos farmacos do estudo
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Farmaco Fontede GL SQ MQ Fcalculado  Fcritico
variagao
Regressdo 1 506,03 506,03187 3312,77 1,25387. 10°1°
ATO Residuo 7 1,06926 0,15275
Total 8 507,101
Regressdo 1 407,91 407,91 1013,12 5,7486.107
LOS Residuo 5 2,013 0,40263
Total 6 409,926
Regressdo 1 123854,64 123854,64 406,46 2,66748.10*
MTF Residuo 3 914,13 304,71
Total 4 124768,772

*GL.: graus de liberdade; *SQ: soma de quadrados; *MQ: média quadratica

Os resultados dos padrées ATO, LOS e MTF estdo representados dentre os intervalos

de concentracgdo de cada uma das curvas de concentragdo, mostrou que o método desenvolvido

foi linear quando comparado a outros estudos encontrados na literatura para determinacao de

atorvastatina, losartana e metformina isolados ou associados a outros componentes.

5.2.2.2 Precisao

Para o guia do Food Drug and Administration (FDA) , a precisdo é a proximidade do

acordo entre os resultados de testes independentes obtidos sob condicdes especificadas no

método analitico a ser validado e pode ser posteriormente classificada como repetibilidade,

precisdo intermediaria e reprodutibilidade assim como na RDC 166/2017. Os resultados obtidos

na precisao intermediaria e na repetibilidade foram apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 - Resultados obtidos da precisdo do método

Teor + DPR (%) MTF LOS ATO
Dial _ Anl _ 94.25+0,88 100,3 £ 0,39 98,0 + 0,28
An2  103,3+041 97,5 + 0,35 100,2 + 0,02
Precisao Dia 2 Anl 104,0 + 0,07 99,0+ 0,30 98,9+ 0,05
intermediaria An2  102,5+1,09 100,9 + 0,08 100,05 + 0,39
Dia3  Anl 10415120 99,09 + 0,29 © 101,8+0,01
Média 101,51 + 0,67 99,24+0,28 100,07 +0,14
Repetibilidade 101,54 + 0,35 101,6+043  1045+0,12
Anl: Analista 1; An2: analista 2
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Segundo a Farmacopeia Brasileira (2010), a especificacdo de teor para comprimidos de
metformina (MTF), de 95,0% a 105,0% da quantidade declarada também pode ser adotada para
as capsulas magistrais. Para Losartana (LOS), o teor determinado ¢ de no minimo 98,5% e
maximo de 101,0% (Farmacopeia Brasileira, 2010).

A Atorvastatina (ATO) deveria conter no minimo 94,5% e no maximo 105,0% da
quantidade declarada (RIBEIRO, 2020). Para os farmacos analisados obteve-se o teor dentre 0s
limites indicados por suas respectivas monografias.

Os valores obtidos de DPR nos ensaios de repetibilidade e precisdo intermediaria para
os farmacos Metformina, Losartana e Atorvastatina estdo abaixo do limite preconizado de 2,0%
(ICH, 2005). Estes resultados revelaram que o metodo foi preciso para a determinacdo

simultanea destes farmacos em formulacdes farmacéuticas manipuladas.

5.2.2.3 Exatiddo

A exatiddo de um método analitico obtida pela analise de nove determinagfes das quais
dividem-se em 3 niveis de concentragcfes (baixa, média e alta) deve obter concordancia entre
os resultados individuais do método em estudo em relagdo a um valor aceito como verdadeiro
(ANVISA, 2017). Os valores obtidos para a recuperacdo dos farmacos estdo apresentados na
Tabela 13.

Tabela 13 - Resultados obtidos da analise de exatiddo do método analitico desenvolvido

Concentracéo final Concentracao Recuperacéo (%)
4 tedrica do padréo experimental
Farmacos (g mLt) g mLa1) Resultado (%) ~ Média+ DPR
(%)
2,0 1,91 101,39%
ATO 3,0 2,81 98,58% 99,84 + 0,037
4,0 3,97 102,55%
3,75 3,79 107,60%
LOS 5,0 4,92 98,98% 99,11 + 0,084
6,25 5,85 90,76%
25,00 25,61 100,55%
MET 37,50 37,94 99,62% 99,07 + 0,018
50,00 49,42 97,03%

Os valores obtidos de ATO, LOS e MTF estdo de acordo com os limites aceitaveis entre
98-102% para os trés niveis de concentracao analisados (AOAC, 2005). O DPR da média dessas
analises foi menor que 2%. Sendo assim, o método proposto para a determinacdo simultanea

dos trés farmacos possui exatidao.

5.2.2.4 Robustez
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O parametro da robustez € utilizado para verificar a capacidade de um procedimento
analitico ndo ser afetado mesmo com pequenas e deliberadas varia¢des das condi¢des analiticas
garantindo a confiabilidade do método proposto (FDA). No entanto a RDC 166/2017 n&o atribui
nenhum procedimento de como realizar a robustez, apenas cita itens que poderiam ser
modificados para avaliar este parametro. Neste método desenvolvido, sendo um método
quantitativo, as variacdes propostas foram variagdo do pH da fase mdvel, variacdo na
composicdo da fase movel, diferentes colunas cromatograficas, temperatura e fluxo da fase
movel (RDC 166/2017). Os resultados obtidos foram representados pelo grafico na Figura 23.
Stenger (2011) em seu estudo com cloridrato de metformina e derivados, ndo apresentou
boa resolucdo no pico cromatografico quando ocorreu a alteracdo de fluxo etambém houve
um prolongamento no tempo de corrido o que ndo e favoravel para uma analise
prolongando o periodo de analises e quando se associam farmacos, como em nosso estudo.

Das cinco condi¢cdes modificadas, apenas uma modificou de modo a ser observado
diferencga nos picos cromatograficos. Quando foi alterado as colunas cromatogréaficas, os pratos
teoricos cairam significativamente considerando as diferencas de estrutura das colunas.

Desta forma, a coluna cromatografica passa a ser um fator que deve ser modificado com
cautela quando o método for reproduzido em outros laboratérios, por outros analistas ou
equipamentos diferentes.

As outras alteracdes realizadas ndo modificaram os valores das &reas dos picos
cromatograficos e também as outras caracteristicas necessarias como 0s tempos de retencao,
assimetria, resolucao e nimero de pratos tedricos para uma otimizacdo do método. Sendo assim,
ndo houve diferencas significativas quanto a quantificacdo dos farmacos nessas condicdes

variadas.
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Figura 23 - Grafico representativo dos efeitos das alteracdes testadas para os farmacos ATO, LOS e MTF
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5.2.2.5 Seletividade

A seletividade foi avaliada em relacdo aos excipientes, se estes interferiam ou ndo na
identificacdo da amostra contendo os analitos do estudo. No cromatograma da amostra
representado pela Figura 24 ndo foram observados picos referentes aos excipientes. A
identificacdo destes picos como excipientes foi confirmada pelos cromatogramas das solugfes
padrdes dessas substancias, sendo os mesmos tempos de retencao e perfis dos picos detectados
pelo CLAE-DAD.

Figura 24 - Cromatograma da amostra 1 comercial obtido na coluna Sigma-Aldrich® C18
(4,6 x 150 mm, 5um) vazio de 0,3 mL min e fase mével MeOH:H,O (78:22 v/v) com pH
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Os picos ndo foram observados por terem suas areas extremamente pequenas e nao
interferiram na analise dos compostos, pois apresentaram tempo de retencdo distintos dos
farmacos do estudo. Além disso, a pureza dos picos confirmou a ndo coeluigdo dos
componentes.
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5.2.3 CONTROLE DE QUALIDADE DAS AMOSTRAS COMERCIAIS

5.2.3.1 Determinacdo do peso

Nos ultimos anos o crescente nimero de casos relacionados com a falsificacdo e/ou
adulteracdo de medicamentos, tem sido tratado em muitos paises como um problema de saude
publica (MARTINO et al., 2010). Entretanto, este ndo afeta apenas paises emergentes, mas
também paises desenvolvidos. O uso de medicamentos falsificados ou de ma qualidade pode
resultar na ineficiéncia do tratamento médico, onde os pacientes podem ndo receber a
quantidade necessaria do principio ativo, provocando sérios danos a satde, quando os produtos
sdo adulterados ou produzidos deliberadamente com substancias inadequadas (KOCZWARA;
DRESSMAN, 2017).

Em novembro de 2018, também ocorreu o recolhimento de lotes de Losartana Potassica
e Hidrocloritiazida, usados no tratamento de hipertenséo, contendo a mesma impureza (FDA,
2018). Em janeiro de 2017, testes foram feitos para avaliacdo da qualidade dos remédios
genéricos no Brasil, sendo que Losartana Potassica, ndo atingiu a quantidade minima exigida
de principio ativo (ANVISA, 2017).

Contudo, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que 1 a cada 10 produtos
farmacéuticos em circulacdo em paises emergentes sao falsificados (OMS, 2017).

Os limites de variacdo permitidos para capsulas cujo o peso médio for menor que 300
mg € £ 10,0%, porém quando o valor do peso médio for maior ou igual a 300mg a variacao
aceitavel é + 7,5%. Sabendo disto, quando o peso médio for 683mg, o limite de variacdo
aceitavel é nas medidas na faixa de 631-734mg. Neste exemplo e em outras analises de
determinacédo de peso médio, dentro desta faixa, ndo é tolerado mais que duascapsulas fora do
limite preconizado e nenhuma unidade pode ter o dobro dos valores do limite de variacéo
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010) (RDC, 2011). Assim como, o desvio padréo relativo
que ndopode ser maior que 4% (ANVISA, 2012).

A anélise de determinacdo de peso das capsulas das trés amostras das farméacias de
manipulacdo, sendo o peso médio igual a 683mg, apresentaram resultados dentro dos limites,
confirmando que todas as capsulas pesadas estiveram com seus pesos médio dentro da variacao
aceitavel, sendo assim nenhuma unidade fora dos limites e também ndo obtendo o dobro dos
valores dos limites, fora da faixa de excluséo. Este parametro quando ndo conforme impede que
outros testes sejam feitos pois constitui um critério para reprovacao do produto (BARQUETTE
etal., 2017).
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Figura 25 - Gréfico representativo do peso médio de 10 capsulas da Amostra 1
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Figura 26 - Grafico representativo do peso médio de 10 capsulas da Amostra 2
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Figura 27 - Gréfico representativo do peso médio de 10 capsulas da Amostra 3
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Tabela 14 - Resultados obtidos no ensaio de determinacéo de peso de 10 unidades de
capsulas das amostra comerciais

Parametros Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Peso médio 0,683 0,690 0,684
Desvio padréao 0,17 0,24 0,22
DPR (%) 2,48 3,47 3,21

5.2.4 COMPATIBILIDADE ENTRE COMPONENTES DA FORMULACAO

5.2.4.1 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC) e Termogravimetria (TG)

Nas figuras 28, 29 e 30 observam-se as curvas de DSC de ATO, LOS e MTF isoladas e
também a curva DSC referente a mistura de dois destes farmacos. Em uma revisédo feita por
Matos (2013), comparando os métodos de analise de compatibilidade entre componentes da
formulacdo, observaram compatibilidade entre farmacos mas algumas incompatibilidades de
alguns com os excipientes em analises feitas por DSC podendo ser uma significativa
interpretacdo de alguma interacdo quimica ou fisica entre os farmacos. Neste estudo,
observamos que ao analisara curva DSC das misturas o perfil se mostrou bem diferentequanto
a ela isoladas.

A Figura 28 apresenta as curvas DSC do Losartana, do Metformina e respectiva mistura

binaria entre os dois no intervalo de temperatura de -70 a 270°C englobando a faixa de
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decomposicdo deles. A antecipacdo da fusdo de ambos quando em mistura também foi
observada por Silva (2017) em estudo com excipientes e é um indicativo de interacdo. A
formacéo de um pico largo e tortuoso representou uma perda de massa por decomposicao antes
dos eventos endotérmicos, confirmando que a presenca de interacGes pode ser detectada por
uma endoterma de ebuli¢do ndo-isotérmica, onde a temperatura da amostra aumenta durante a

ebulicdo gerando picos largos.

Figura 28 - Gréafico de compatibilidade das curvas DSC dos farmacos LOS + MTF associados
com razado de aquecimento 10 °C min™t em atmosfera de nitrogénio

@ OMTF @LOS + |

A figura 29 demonstra as curvas referentes a Losartana, do Atorvastatina e respectiva
mistura binaria entre os dois no intervalo de temperatura de -70 a 270°C. A comparacao das
curvas mostrou deslocamento dos eventos térmicos para temperaturas mais baixas, sugerindo
uma interacdo entre os farmacos nem tdo significativa quanto a interagdo com a Metformina
ilustrada na figura 28, porém foi encontrado alteragdo semelhante ao estudo de compatibilidade
feito por Pires (2012) com excipientes.

A mistura de LOS e ATO teve uma pequena alteracdo de temperatura sem que tenha
levado a uma decomposicao anterior de ambos. Ao comparar com a mistura anterior, esperava-
se que haveria interferencia e o surgimento de aproximacgéo dos picos, mas Como 0S processos
de decomposicdo de ambos possuem temperaturas distantes ndo ocorreu essa interferéncia

significativa.
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Figura 29 - Gréafico de compatibilidade das curvas DSC dos farmacos LOS + ATO associados
com razdo de aquecimento 10 °C min™t em atmosfera de nitrogénio
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Em ATO e MTF, ilustrado na Figura 30, ocorre apenas um pico de evento endotérmico
podendo ser interpretada a analise como uma alteracdo de extrema decomposicdo da
Atorvastatina quando em mistura com a Metformina, podendo ter ocorrido uma reacdo onde a
temperatura da amostra aumentou drasticamente ao ponto de ndo identificar o comecgo da
ebulicdo de ATO.

Assim como no estudo feito por Silva (2016) em compatibilidades de Atorvastatina com
excipientes, o desaparecimento do pico de fusdo do farmaco ATO pode ser devido a sua
completa solubilidade quando associado com MTF, podendo isto ndo ser caracteristico a uma

interacdo, ndo caracterizando incompatibilidade.



67

Figura 30 - Gréafico de compatibilidade das curvas DSC dos farmacos ATO + MTF associados
com razdo de aquecimento 10 °C min*t em atmosfera de nitrogénio
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Uma interacdo, quando ocorre, altera a faixa o ponto de fusdo dos farmacos, assimcomo
a forma e a area do pico. Para Oliveira (2011) o aparecimento de transicdo ou
aparecimento/desaparecimento de picos quando se misturam os componentes, podeindicar
interacdes ou reacdes indesejaveis. Matos (2013) identificou em sua revisdo interacdes que
ocorreram entre farmacos e excipientes quando estes analisados por analise térmica em mistura
confirmando que podem ocorrer esta interferéncia nos picos.

Da mesma forma, se ndo houver interacGes entre os componentes da mistura, os valores
referentes aos eventos endotérmicos ndo apresentam variacdo. No entanto, as suspeitas de
interacdes devem ser confirmadas com outras técnicas analiticas como a espectroscopia IV, por
exemplo. Percebe-se que em mais de uma mistura, provavelmente ocorreu um somatorio de
eventos endotérmicos que pode levar ao indicativo que ha interagdes significativas entre estes
principios ativos de acordo com a DSC (OLIVEIRA,2011).

Os efeitos de calor associados com alteracdes fisicas ou quimicas da amostra podem
demonstrar mudancas de estado fisico, estabilidade térmica, degradacdo endotérmica ou
exotérmica e oxidagdo (SILVA, 2017).
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Figura 31 - Gréaficos representativos do estudo de compatibilidade das curvas TG dos
farmacos associados e isolados
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A mistura experimental ATO + LOS apresentou um perfil semelhante aos farmacos
isolados com dois eventos de perda de massa caracteristicos e um insignificante. LOS + MTF
apresentaram uma perda de massa antes das temperaturas limites, que pode ser justificado por
uma possivel interacdo em consequéncia da formacao de produtos mais volateis o que também
pode ser observado no grafico comparativo de DSC. ATO + MTF ndo obteve perda de massa
caracteristica de interacdes, o perfil continuou semelhante aos farmacos isolados com 0s
eventos caracteristicos de perda de massa na temperatura caracteristica. A mistura dos trés
farmacos apresentou uma perda de massa antes de seus respectivos pontos de fusdo, sendo

caracteristicos dessas pequenas interacGes entre eles.

5.2.4.2 Espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho (1V)

Para o desenvolvimento de uma formulagdo apropriada para utilizacdo, deve-se
considerar as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas de todos os componentes utilizados
para a producdo do produto. As formulas farmacéuticas solidas orais representam mais de 50%
do mercado mundial, e desta forma, estudos das avaliac6es das propriedades destas envolvem
testes como solubilidade e ponto de fusdo, mas principalmente ensaios de estabilidade e
compatibilidade (MATQOS, 2013).

Nas anélises de compatibilidade utilizando espectroscopia de absorc¢do na regido do
infravermelho (1V), quando ocorre o surgimento de novas bandas de absorcdo, alargamento das

bandas e alteracdo de intensidades, essas caracteristicas permitem evidenciar interacfes entre
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farmacos e excipientes, quando ha (TITA, 2011). Os resultados obtidos na primeiramistura, ATO
+ MTF, (Figura 32) mostraram uma possivel interacdo com alargamento e redugdo da
intensidade de algumas bandas, o que também pode ser observado no gréfico comparativo de
DSCe TG.

Figura 32 - Gréficos representativos do estudo de compatibilidade dos espectros de
infravermelho de ATO e MTF associados
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Na segunda mistura, ATO + LOS, (Figura 33) houve um encurtamento das bandas
caracteristicas de ligacdes C-O e C-Cl em LOS, confirmado pela possivel interacdo observada

na alteracdo das curvas DSC/TG da mistura.
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Figura 33 - Gréficos representativos do estudo de compatibilidade dos espectros de
infravermelho de ATO e LOS associados e isolado
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No entanto, na terceira mistura, LOS + MTF, (Figura 34) foi observado um aumento de
intensidade e desconfiguracdo em algumas bandas que pode indicar que houve interacdo

significativa, assim como observado nas curvas de TG e DSC desta mistura.
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Figura 34 - Gréficos representativos do estudo de compatibilidade dos espectros de
infravermelho de LOS e MTF associados
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As interacGes normalmente encontradas entre farmacos sdo hidrolise, isomerizacao,
desidratacédo, oxidacéo, fotodegradacdo e ciclizacdo. Quando o farmaco possui grupamento de
amina primaria como no caso da Metformina pode acontecer uma reacdo de Maillard que
ocorrre 0 escurecimento entre um agucar € 0 grupamento amino, podendo levar a uma possivel
inativacdo do farmaco (MATOS, 2013).

A hidrolise também pode ocorrer em estudos de estabilidade dos farmacos, quando
ocorre, 0s ataques nucleofilicos promovem a degradacdo do farmaco ou da formulacéo.

Essas interacdes podem ter ocorrido por quebra de ligac6es e formacéo de outras, como
visto nos estudos de Silva e colaboradores (2016) ao analisar excipientes e interferéncias.

Estudos com ensaios de espectro na absorcao do infravermelho funcionam comoanélise
complementar ao DSC e TG. (MATOS, 2013) Analisado a compatibilidade entreos farmacos
ATO, LOS e MTF, em mistura, foi comparado com as técnicas de DSC e FTIR.
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6 CONCLUSOES

O método desenvolvido e validado para a determinagdo simultanea de MTF, LOS e
ATO associados em formulacdo farmacéutica manipulada é linear, preciso, robusto, exato e
seletivo.

Além disso, é um método sensivel, rapido e isocratico, podendo ser analisado 0s trés
farmacos associados em apenas oito minutos de corrida cromatogréfica. Podendo entdo, este
método ser aplicado em outros produtos farmacéuticos que contenham os farmacos do estudo
associados ou isolados e ser aplicado na rotina de controle de qualidade para analise destes

medicamentos em outros laboratdrios e empresas terceirizada.
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