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RESUMO

O acido valproico € um acido carboxilico denominado como &cido 2-propilpentandico
utilizado como anticonvulsivante e também na terapéutica da desordem bipolar e
depressado. A metodologia de anéalise deste medicamento nos compéndios oficiais é
por cromatografia gasosa, por isso vislumbrou-se a possibilidade de desenvolver e
validar uma técnica mais largamente utilizada na analise de medicamentos, ou seja,
a técnica por CLAE. Os parametros usados na CLAE foram Coluna C18 250mm x
4mm, fluxol,0 mL/min, Comprimento de onda 210nm, fase movel 55% ACN e 45%
TFA, Volume de Injecdo 25uL. As figuras de mérito avaliadas foram seletividade e
efeito matriz, linearidade, repetitividade e precisdo intermediaria, exatiddo e
robustez. A metodologia desenvolvida mostrou identificar de forma inequivoca o
analito de interesse, também se apresentou linear com um R?= 0,9996. A
repetitividade foi evidenciada pelo DPR dentro das especificacdes, a precisao
intermediaria foi realizada entre trés analistas e o desvio padrdo de precisao
intermediaria foi verificado e se encontrava dentro dos limites. A exatiddo foi avaliada
pela taxa de recuperacdo e valores encontrados foram satisfatorios. Quando
submetido a pequenas variagdes a metodologia mostrou-se robusta. Com os
resultados apresentados nas figuras de mérito pelas quais a metodologia foi
desafiada podemos concluir que a andlise desenvolvida para quantificar Acido
Valproico pode ser perfeitamente implantada na rotina laboratorial. Outra técnica que
se mostrou promissora é a Técnica por voltametria, porém, nesta metodologia faz-se

necessario a validacdo da mesma.

Palavras-chave :Acido valproico.Cromatografia liquida de alta eficiéncia.Validacéo.

Voltametria.



ABSTRACT

Valproic acid is a carboxylic acid known as 2-propilpentandico used as an
anticonvulsant and also in therapeutical bipolar disorder and depression. Analysis
methodologies of this medicine in the official compendium is by gas chromatography,
so it saw the possibility of developing and validate a technique most widely used in
the analysis of drugs or the technique by HPLC. Parameters used in HPLC were
column C 18 250mm x 4mm, flowl, 0 mL / min, wavelength 210nm, mobile phase
ACN 55% and 45% TFA, Volume Injection 25uL. The figures of merit were evaluated
selectivity and matrix effect, linearity, repeatability and intermediate precision,
accuracy and robustness. The developed methodology to identify unequivocally the
analyte of interest, also showed to be linear with an R2 = 0.9996. Repeatability was
demonstrated by the DPR within specification, the intermediate precision was carried
out among three analysts and standard deviation for intermediate precision was
checked, and its result was within the limits. The accuracy was assessed by recovery
rate and values were satisfactory. When subjected to small variations in the
methodology proved to be robust. With the results shown in the figures of merit for
which the methodology was challenged we can conclude that the analysis conducted
to quantify Valproic acid may be perfectly implemented in the routine laboratory.

Another technique that showed promising is the technique by voltrametria however,

this methodology is necessary to validate it.

Key-words: Valproic acid. High-performance liquid chromatography. Validation
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min, 1,0 mg/mL) Condi¢cdes de andlise: Tempo de extracdo 20 min,
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mistura de 60 % ACN e 40 % TFA, (pH 2,3), fluxo 1,0 mL/min,
deteccdo 210 nm, temperatura 25° C, volume 25 pL, amostra sem
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min, 1,0 mg/mL) Condi¢cdes de analise: coluna Merck Lichrospher
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1 INTRODUCAO

1.1 VIGILANCIA SANITARIA

As primeiras acoes de Vigilancia Sanitaria remontam a Antiguidade e visavam
o controle sobre as praticas de cura, meio ambiente e sobre produtos relacionados a
saude e doenca. Portugal, no século XV tomou como medida preventiva vigiar
portos e navios com intuito de prevenir a chegada das pestes que assolavam a
Europa, sendo esta a acdo primeira de vigilancia sanitaria na metrépole (BUENO,
2005). Mas, apenas a partir do Século XVII, na Europa, as atividades de vigilancia
sanitaria foram incorporadas a rotina social. A no¢ao de salubridade, surgida no final
do século XVIII na Franca, foi um marco historico da vigilancia sanitéria,
conceituando que o que era salubre favorecia a saude. Essa nocédo desencadeou
acOes sanitarias estruturadas por politicas cientificas que se consolidaram no século
XX por meio da criacdo de 6rgdos nacionais de controle (COSTA; ROZENFELD,
2000). Em 1808, com o desembarque da familia real no Brasil nosso pais passou a
integrar a rota comercial inglesa, alavancando as transacdes comerciais realizadas
em nosso territorio. Para viabilizar tais relacdes econdmicas houve a necessidade de
um controle sanitdrio que permitisse a aceitacdo dos produtos brasileiros no
mercado e que evitassem a disseminacdo de doencas no pais, originando as
primeiras ac¢Bes de vigilancia sanitaria realizadas em solo brasileiro. Durante os
séculos XVII e XVIII houve muitas evolucbes nos conceitos e acfes sanitarias,
porém a consagracdo da Vigilancia como atividade permanente com base no
controle de qualidade se deu apenas com a criacdo da Lei n°® 6.360/76 a chamada
Lei de Vigilancia Sanitaria. Nesta época surgiu a Secretaria Nacional de Vigilancia
Sanitaria, organizada em cinco divisdes: Portos, Aeroportos e Fronteiras,
medicamentos, alimentos, Saneantes e Domissanitarios, e cosméticos e Produtos
(BUENO, 2005). Em 1977 surge a Lei n® 6.437 que dispde sobre as sancdes penais
e administrativas que estdo sujeitas as infracbes sanitarias. Esta lei promulgou
instrumentos que até hoje sdo utilizados pela Vigilancia Sanitaria no exercicio de
suas funcgdes: a aplicacdo de autos de infracdo, notificagdo, defesa, impugnacgéo,
apreensdo de amostras, inutilizacdo de produtos e cancelamento de registros
(COSTA; ROZENFELD, 2000).
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Dessa estrutura originaram-se as primeiras acdes de Vigilancia Sanitéria
baseada no Poder de Policia, contudo esses esforcos ndo tiveram impactos
positivos esperados, na saude da populacdo. A década de 1980 foi fundamental
para as mudancas ocorridas na saude publica brasileira. O momento politico
recheado de cobrancas pela abertura democratica contribuiu para o
desenvolvimento de uma consciéncia cidadd da sociedade, isso gerou
guestionamento em relacdo as acOes do Estado que as vezes se alternava entre
defensor da saude da populacao e partidario dos interesses comerciais dos produtos
produzidos no pais. Por pressdo de Orgdos, como os Conselhos de Defesa do
Consumidor e o Instituto de Defesa do Consumidor, o governo foi levado a se
preocupar mais com o cidadao (COSTA; ROZENFELD, 2000).

Nesse contexto, o0 movimento de reforma sanitaria, ocorrida no final da
década de 1980, determinou mudancas no sistema de saude adotado no pais e pela
primeira vez uma equipe de sanitaristas assume o 6rgdo nacional de Vigilancia
Sanitaria em 1985. Os sanitaristas vislumbravam a abolicdo do regime autoritario e
centralizador do sistema de saude e a criacdo de um novo modelo, entretanto em
funcdo da divulgacdo de varios episddios de calamidade sanitaria a equipe foi
destituida. Porém, o reconhecimento de que saude é direito de todos e dever do
Estado, garantido mediante politicas econ6micas e sociais que visem a reducédo do
risco de doencas e outros agravos e ao acesso universal e igualitario as acoes e
servicos para sua promocado, protecdo e recuperacdo (BRASIL, 1988), advém de
proposta formulada durante o processo conhecido como reforma sanitaria (COSTA,;
ROZENFELD, 2000).

Outra vitéria importante obtida pela reforma sanitaria foi a Lei n° 8.080/90,
conhecida como Lei Organica da Salde, que regulamentou o Sistema Unico de

Saude (SUS) e definiu um novo conceito de Vigilancia Sanitaria:

Um conjunto de agbBes capaz de eliminar, diminuir ou prevenir riscos a
salde e de intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente,
da producéo e circulacéo de bens e da prestacdo de servicos de interesse
da saude, abrangendo o controle de bens de consumo que direta ou
indiretamente, se relacionam com a saude, compreendidas todas as etapas
e processos da producdo ao consumo, € o controle da prestacao de
servicos que se relacionem direta ou indiretamente com a saude (BRASIL,
1990).
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Esta conceituacdo avancou em relacdo a definicdo anteriormente postulada,
introduzindo novos conceitos, como o de risco, e € acrescida da intervencao do

Estado no espectro da concepcéo saude/doenca (COSTA, 2004).

O SUS tem como diretrizes principais a descentralizacdo, universalidade e a
integralidade do atendimento com prioridade a prevencdo e a participacdo da
comunidade. A acdo de vigilancia sanitaria, portanto, ndo somente faz parte das
competéncias do SUS como tem carater prioritario, por sua natureza essencialmente
preventiva. O SUS ainda é um sistema de saude em constru¢do e continua a ter
desafios a enfrentar para a concretizacdo dos seus principios e diretrizes
(LUCCHESI, 2001).

Com a regulamentacdo do SUS, a vigilancia sanitaria ganhou visibilidade
passando a ter sua importancia reconhecida por todos. Contudo, as politicas
publicas ndo foram capazes de promover a capacitacdo institucional para atender
toda a demanda e as criticas sobre a atuacédo da Vigilancia Sanitaria aumentaram,
paralelamente, varios medicamentos foram alvos de denuncias de falsificacéo,
ineficacia e propostas de reformulacdo do modelo passaram a ganhar forca
(COSTA; ROZENFELD, 2000).

Em 26 de janeiro de 1999, a lei n° 9.782, criou a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em substituicdo a Secretaria Nacional e definiu como
sua finalidade institucional promover a protecdo da saude da populacédo, por
intermédio do controle sanitario da producdo e da comercializacdo de produtos e
servicos submetidos a Vigilancia Sanitaria, inclusive dos ambientes, dos processos,
dos insumos e das tecnologias a eles relacionados, bem como o controle de portos,

aeroportos e fronteiras.

1.1.1 Relagao Produgéo-Consumo

Em uma sociedade onde a producdo de bens de consumo era limitada ao
atendimento de necessidades basicas, a verificacdo da qualidade destes bens e de
sua eficacia se dava por conta do usuario. A insatisfacdo com determinado produto
era comunicada diretamente ao produtor, e desta forma a especializacdo na

manufatura dos produtos era pequena (LIMA, 1993). Por conta do aumento, quase
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incomensuravel, das formas de producdo, o consumidor vem perdendo a
capacidade de avaliar qualidade e eficacia dos produtos que consome. Qualidade e
eficacia, do ponto de vista do consumidor, sdo avaliadas de uma forma bem
diferente do que faz o fabricante. Para um consumidor, tais efeitos dizem respeito a
aparéncia, a durabilidade, ao preco, a funcdo e a utilidade do produto com relacdo
ao seu uso imediato, e tem como parametro aferidor a sua prépria experiéncia. Para
um fabricante, tais conceitos s6 podem ser mensurados em funcdo de um método
analitico e um padro de referéncia. E necessario que a populacio exija qualidade e
fiscalize as situacgdes vigentes (LIMA, 1993).

Cabe ao Estado promover a defesa do consumidor segundo lei especifica, a
qual foi elaborada e promulgada como Lei Federal n°® 8.078, entrando em vigor em
marco de 1991, atendendo pelo nome Cddigo de Defesa do Consumidor. O Art. 4°
estabelece que a agdo governamental tera o sentido de proteger o consumidor “pela
garantia dos produtos e servigcos com padrdes adequados de qualidade, segurancga,
durabilidade e desempenho” (BRASIL, 1990).

1.1.2 Vigilancia na Producéo de Medicamentos

Durante a corrida do ouro nos anos de 1700, no Brasil, os abusos cometidos
por aqueles que manipulavam os medicamentos eram tamanhos que levou o
Capitdo-geral das Minas de Ouro a enviar carta ao reino clamando contra 0s
boticarios que vendiam na regido “medicamentos corruptos, sem substancia, que
nao saravam doentes, mas matavam pela auséncia de virtudes terapéuticas”
(BUENO, 2005).

Este fato mostra que a preocupacdo com a qualidade e eficacia dos
medicamentos no pais é tdo antiga quanto os relatos de ndo conformidades.

Atualmente a producao, distribuicdo e comercializagdo de medicamentos no
pais sdo reguladas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, e com o intuito de
frear uma série de falsificacOes, ineficacia e outros problemas provocados pela
fabricacdo de medicamentos com qualidade duvidosa a ANVISA realizou uma série

de acdes dentre elas, intensificou a fiscalizacdo das industrias, aumentou o rigor
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para registro de produtos e editou a Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) n°
134/01.

Em 04 de agosto de 2003 a ANVISA, em substituicdo a RDC n° 134/01,
publicou a RDC n° 210/03 que determinou a todos os estabelecimentos fabricantes
de medicamentos, o cumprimento das diretrizes estabelecidas no regulamento
técnico das Boas Praticas para Fabricacdo de medicamentos, com base no risco
potencial de qualidade e seguranca, inerentes aos processos produtivos (ANVISA,
2003a).

A ANVISA vem atualizando rotineiramente suas resolucdes de diretoria
colegiada, e resolucbes especificas caracterizando uma preocupacao constante com
a melhoria continua da qualidade dos medicamentos comercializados no mercado
Nacional. Por tais razdes é imprescindivel o desenvolvimento de métodos de anélise
eficazes e confiaveis para o controle da qualidade dos farmacos (LA ROCA et al.,
2007).

A RDC n° 210/03 contribuiu significativamente para a melhoria dos processos
fabris vinculados a producdo de medicamentos, contudo, com o passar dos anos ela
mostrou algumas deficiéncias, e em virtude disto a ANVISA percebeu a necessidade
da revisdo da referida RDC e no inicio do ano 2010 publicou a RDC n° 17/10
revogando a RDC n° 210/03 caminhando para um maior rigor na qualidade do
produto fabricado pela industria de medicamentos (ANVISA, 2010).

Um dos requisitos das Boas Praticas de Fabricacao (BPF), preconizadas pela
RDC n°17/10 da ANVISA, é que o laboratério produtor tenha capacidade de analisar
a concentragdo do farmaco produzido, com total confiabilidade. Para garantir que um
método analitico gere informacfes confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, ele
deve sofrer uma avaliagdo denominada validacdo. Se o método utilizado estiver
descrito em um compéndio oficial e for seguido integralmente esta dispensado da
validagédo, caso o método tenha sido desenvolvido no laboratério, este devera ser
validado. A validacdo de metodologia analitica tem como objetivo confirmar que os
métodos empregados sdo adequados ao uso (NBR ISO/IEC 17025, 2005).

Para desempenhar o controle sanitario dos medicamentos, apds a
comercializacdo, a ANVISA conta com as vigilancias estaduais e municipais e com o
auxilio dos Laboratérios Centrais (LACEN) e do INCQS, que tém como uma de suas
funcbes a avaliacdo analitica de alimentos, produtos bioldgicos, medicamentos e

produtos para saude, para fornecer subsidios e elucidar davidas quanto a qualidade
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minima dos produtos sujeitos a vigilancia sanitaria, e vem ao longo dos anos
comprovando a possivel ineficicia terapéutica de muitos medicamentos, levando ao
recolhimento destes do mercado, esta retaguarda oferecida pelos LACEN e INCQS

é fundamental no controle sanitario de medicamentos (COSTA, 2004).

1.2 VALIDACAO

O primeiro registro que se tem do uso oficial do termo validagao, encontra-se
nas Good Manufacturing Practices - GMPs publicadas na Food and Drug
Administration - FDA em 1978, contudo, somente em 1980 foi definido validacéo
como o estabelecimento de evidéncia documentada de que o desenvolvimento de
um processo especifico permite cumprir com o objetivo para o qual foi desenhado.
Ja em 1992 a validacdo de métodos e processos foi incorporada as GMPs da
Organizacdo Mundial da Saude - OMS. (VALENTINI et al, 2007)

A validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método
atende as exigéncias das aplicacfes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados. Validar € a garantia legitima devidamente documentada de que a
metodologia € adequada ao fim a que se destina. No Brasil duas normas sao
utilizadas para orientar os processos de validacdo de metodologias analiticas, o
DOQ-CGE-008 de fevereiro de 2010 do Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO) e a resolucdo especifica - RE
n°899 de 29/05/2003 da ANVISA. Para o INMETRO (2010) o método de analise
deve apresentar, quando aplicavel, seletividade, linearidade, faixa de trabalho e faixa
linear de trabalho, limite de quantificacdo, limite de deteccdo, tendéncia/
recuperacado, precisédo (repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade) e
robustez adequados a analise. A ANVISA sugere que seja feita a figura de mérito
especificidade e usa a designagéo intervalo, para o que o INMETRO chama de faixa
de trabalho e da o nome de exatiddo, para aquilo que o INMETRO chama de
recuperacado, as demais figuras de mérito sdo iguais nas duas normas. Antes de se
definir os parametros de validacdo de uma metodologia analitica, deve ser feita a
verificagdo do sistema analitico observando se 0 mesmo apresenta qualificacdo de
instalacdo, operagédo e desempenho, bem como avaliar a estabilidade das solugdes

amostra, padrdo, reagentes antes de iniciar a validacdo do método. (SHARBIR,
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2002). Antes das verificacbes complexas da validacdo deve-se fazer uma pré-
validacdo completa ou exploratoria onde devera ser verificada, com menor rigor, a
seletividade, linearidade, precisao, limite de quantificacdo e de deteccao (TAPPIN et
al, 2008).

1.2.1 Figuras de Mérito Utilizadas na Validacdo de Metodologias Analiticas

1.2.1.1 Especificidade

Os testes de especificidade estdo relacionados com a capacidade do método
de ser especifico para um determinado analito. Desta forma, o analito, a matriz com
e sem o analito, excipientes, impurezas, produtos de degradacdo e reagentes em
branco devem ser testados para avaliar a interferéncia. No teste de especificidade,
as vezes se faz necessario expor todos os componentes e a matriz a condicbes
extremas (calor, &cido, &lcali, oxidacdo, radiacdo UV/Visivel), para determinar
possiveis produtos de degradacédo (ANVISA, 2003).

1.2.1.2 Seletividade

A seletividade de um método analitico caracteriza sua capacidade em
determinar, de forma inequivoca, o analito na presenca de componentes da amostra
que poderiam interferir com a sua determinacao (RIBANI et al, 2004).

A amostra pode conter substancias que interferem no desempenho da
medicdo pelo método selecionado, sem causar um registro visivel no teste de
especificidade. Os interferentes podem alterar o resultado de uma analise, e a
magnitude deste efeito também pode depender da concentracdo (ICH, 1996;
ANVISA, 2003; INMETRO, 2010).

Uma maneira de se avaliar a seletividade para técnicas cromatogréaficas é
através da avaliagcdo com detectores modernos (arranjo de diodos, espectrobmetro de

massas), que comparam o espectro do pico obtido na separacdo da amostra com o
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de um padréo e utiliza-se o resultado como uma indicacao da presenca do composto
puro (ANVISA, 2003).

Um tipo especial de interferéncia é o efeito matriz e consiste na diminuicéo ou
aumento da resposta instrumental do analito devido a presenca de outros
interferentes. Para uma mesma concentracdo do analito, a andlise de uma amostra
real ou de uma solugcdo de referéncia pura ndo fornece a mesma resposta
instrumental. Para se avaliar o efeito matriz € comparada a matriz isenta da
substancia de interesse com a matriz adicionada desta substancia, ressalvando-se
gue nenhum interferente deve eluir no mesmo tempo de retencdo da substancia de
interesse, que deve estar claramente separada dos demais componentes da
amostra. Entretanto, inUmeras vezes fica inviavel obter a matriz sem analito, e a
alternativa para sobrepujar este problema é utilizar a técnica de adicdo padrao, que
consiste na adicdo de concentracdes conhecidas e crescentes do analito & propria
amostra em andlise e posterior elaboracdo da curva de adicdo padrdo. (LUNA,
PINHO, 2009)

1.2.1.3 Faixa de trabalho e faixa linear de trabalho

Qualgquer método quantitativo tem valores em que o método pode ser aplicado
com segurancga. Dentro da faixa de trabalho pode existir uma faixa de resposta linear
e dentro desta, a resposta do sinal tera uma relacdo linear com a concentracdo do
analito. A faixa de resposta linear pode ser verificada durante o estabelecimento da
faixa de trabalho (INMETRO, 2010).

A faixa de trabalho deve cobrir a faixa de aplicacdo para qual o ensaio esta
preconizado.

O intervalo entre os limites de quantificacdo superior e inferior de um método
analitico no qual é possivel determinar o analito com precisdo, exatiddo e
linearidade, nas condicbes especificadas no ensaio, € chamado faixa linear de
trabalho. (INMETRO, 2010)

Os limites percentuais do teor do analito que devem estar contidos no
intervalo de linearidade para os ensaios de teor (80% a 120%), uniformidade de
contetdo em formas farmacéuticas devera ser de 70% a 130% da concentragéo

tedrica do teste (ANVISA, 2003).
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1.2.1.4 Linearidade

A linearidade € a capacidade de um método analitico em emitir resultados que
sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito em amostras, em uma
dada faixa de concentracdo. A linearidade pode ser observada por meio da curva
analitica com no minimo cinco concentracdes diferentes, e é avaliada por intermédio
da regressao linear pelo método dos minimos quadrados. O coeficiente de
correlacdo linear minimo da curva deve ser 0,99 (ANVISA, 2003). O INMETRO
(2010), pede outras avaliagdes como verificar a homocedasticidade das variagoes e
o calculo dos residuos e sugere que a curva analitica seja elaborada com no minimo
cinco pontos e com um numero de replicatas em cada nivel de concentracdo que
expresse a realidade empregada no laboratorio.

Segundo Souza e Junqueira (2005), na determinacdo da linearidade o
primeiro passo € determinar a faixa de interesse, preparar a curva analitica com no
minimo seis pontos, em triplicatas genuinas e medir as respostas em ordem
aleatéria. Segundo passo é verificar os dados obtidos, fazer uma inspecao visual da
curva; estimar o intercepto, o residuo, as variancias e a correlacao; realizar analise
visual dos residuos; investigar e tratar os valores aberrantes. Terceiro passo é
verificar a normalidade Homocedasticidade, independéncia dos residuos, a
regressao e falta de ajuste (SOUZA; JUNQUEIRA, 2005)

1.2.1.5 Limite de quantificac&o e limite de deteccéo

Em amostras com baixos niveis do analito, como por exemplo, anéalise de
tracos, € importante saber qual o menor valor de concentracdo do analito que pode
ser detectado pelo método. O limite de detecgdo (LD) € estabelecido por meio da
andlise de solucdes de concentracbes conhecidas e decrescentes do analito, até o
menor nivel detectavel, sem se preocupar com a capacidade de quantifica-lo (ICH,
1996; ANVISA, 2003; INMETRO, 2010). A avaliacdo visual pode ser usada em
métodos instrumentais e ndo instrumentais. O limite de deteccdo do equipamento é
definido como a concentragdo do analito que emite uma relacdo minima sinal/ruido
de 3:1. Andlises estatisticas do limite de deteccdo podem servir de orientacdo para

determinacao deste limite, mas o ideal € que seja determinado experimentalmente,
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ja que este valor pode variar em funcdo das caracteristicas da amostra analisada
ndo sendo possivel encontrar uma formula estatistica perfeita. (INMETRO, 2010)

O limite de quantificacdo (LQ) € a menor concentracdo do analito que pode
ser determinada com um nivel aceitavel de precisdo e veracidade. O LQ é
determinado, principalmente, para ensaios quantitativos de impurezas, produtos de
degradacdo em farmacos e produtos de degradacdo em formas farmacéuticas e €
expresso como concentracdo do analito na amostra. O limite de quantificacdo é
estabelecido por meio de anélise de solu¢des contendo concentracdes decrescentes
até o menor nivel determinavel com precisdo e exatiddo aceitaveis (ICH, 1996;
ANVISA, 2003; INMETRO, 2010).

1.2.1.6 Tendéncia/Recuperacao

Os processos utilizados para avaliar a tendéncia de um método sdo a
comparacdo com Materiais de Referéncia Certificados (MRC); comparacdes
interlaboratoriais e ensaios de recuperagdo do analito (ICH, 1996; ANVISA, 2003;
INMETRO, 2010).

A tendéncia serve para avaliar numericamente a exatiddo de um método
analitico. A exatiddo é expressa pelo grau de concordancia entre o valor médio
obtido de uma série de resultados e o valor de referéncia aceito (BARROS, 2002;
INMETRO, 2010).

A exatidao é caracterizada pela proximidade entre o resultado de um ensaio
e o valor de referéncia aceito como verdadeiro. A exatidao pode ser expressa como

a percentagem de recuperacéo do analito (ANVISA, 2003).

1.2.1.7 Preciséo

Precisdo é um termo geral para avaliar a dispersdao de resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes
ou padrées, em condicbes definidas. E normalmente determinada para
circunstancias especificas de medicao e as formas mais comuns de expressa-la sao

por meio da repetitividade, precisdo intermediaria e a reprodutibilidade, sendo
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usualmente expressas pelo desvio-padrdo e coeficiente de variacdo (ICH, 1996;
ANVISA, 2003; INMETRO, 2007).

1.2.1.8 Repetitividade

Repetitividade € expressa pelo grau de concordancia entre os resultados de
medicdes sucessivas de um mesmo analito no menor espaco de tempo possivel,
nas mesmas condicbes de analise, ou seja, 0 mesmo procedimento de medicéo,
mesmo analista, instrumento e local. Devem ser feitas, no minimo, nove
determinacdes contemplando a faixa linear do método, ou seja, trés concentracoes,
baixa, média e alta e 0 niumero de replicatas em cada nivel de concentracdo devem
ser semelhante a da rotina do laboratério. (INMETRO, 2010) A ANVISA sugere
também a possibilidade de se fazer seis determinacdes a 100% da concentracéo do

farmaco.

DPRr = (DP x 100) / CMD Equacéo 1

Sendo:
DP = desvio-padrao

CMD = concentra¢do média determinada
O INMETRO 2010, aconselha que seja calculado o limite de repetitividade (r),
por meio da equacédo 2, para avaliar se ha diferenca significativa entre duplicatas de

uma mesma amostra.

r=tn1, 1.aV2. S Equac&o 2

1.2.1.9 Precisao intermediaria

E definida como a precisdo avaliada sobre a mesma amostra, amostras

idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério, mas
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definindo claramente as condi¢des a variar tais como: diferentes analistas, diferentes
equipamentos e diferentes tempos. Esta medida de precisdo € mais aconselhavel de
usar por ser a mais representativa da variabilidade dos resultados em um laboratorio
(INMETRO, 2010).

Para determinar a precisdo intermediaria de um método, efetuam-se varias
medicbes em replicatas, ou em ensaio Unico, sobre a mesma amostra, nas
condicbes pré-definidas. Dependendo do ensaio e do tipo de aplicacdo do estudo,
existem varios métodos para a determinacdo deste tipo de precisdo (INMETRO,
2010). Uma das formas de verificacdo da precisdo intermediaria € por meio do
grafico de controle do desvio padrao que podera ser utilizado para replicatas de
amostras e padrbes comprovadamente estaveis ao longo do tempo, outra forma é

pela expresséo descrita na equacao 3:

o - ||' 1 Ion | : 1
Spi (J.k) — \fl m ; ; (‘1?’1' —V; )L Equacéo 3

Spijx = desvio padréo de preciséo intermediaria
T= total de amostras ensaiadas

N= total de ensaios efetuados por amostras
J=n° da amostra, j=1, t

K= n° do ensaio da amostra j, k=1, n

yjx = valor do resultado k para amostra j

y; = representa a media aritmética dos resultados da amostra j.

No caso acima a determinacao da precisao intermediaria é feita por meio de t
valores de n ensaios de amostras ou padrbes e baseia-se na dispersao entre 0s

ensaios. E recomendado que o valor t(n-1) seja no minimo 15. (INMETRO, 2010).
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1.2.1.10 Robustez

A robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade de ser
insensivel a pequenas e deliberadas variacbes dos parametros analiticos. Indica a
confiabilidade do método durante o uso normal. Durante o desenvolvimento do
método, deve-se considerar a avaliagdo da robustez. Constatando-se a
susceptibilidade do método as variacées nas condi¢cdes analiticas, estas deverdo ser
controladas e precaucbes devem ser incluidas no procedimento. (ANVISA, 2003;
INMETRO, 2007).

A tabela 1 mostra exemplos de situagdes que podem ser consideradas para
avaliacdo da robustez de um método analitico, levando em consideracdo o

equipamento utilizado na metodologia que se pretende validar.

Tabela 1

Fatores a serem considerados na determinacdo da robustez

-Estabilidade das solucdes analiticas

Preparo das Amostras Tempo de extracio

-Variacdo do pH da solucéo
Espectrofotometria -Temperatura
-Diferentes fabricantes de solventes

-Variacao do pH da fase movel
-Variacdo na composicao da fase movel
Cromatografia Liquida -Diferentes lotes ou fabricantes de colunas
-Temperatura
-Fluxo da fase movel

-Diferentes lotes ou fabricantes de colunas
Cromatografia Gasosa -Temperatura
‘Velocidade do gas de arraste

Fonte ANVISA, 2003
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O teste de Youden é utilizado para determinar a robustez de um método
analitico e ordenar a influéncia de cada uma das variagfes, as quais o0 método é
submetido, nos resultados encontrados. O referido teste fundamenta-se na
classificacdo das especificacbes nominais do método por letras mailsculas, de A a
G e as variacOes realizadas, por letras minusculas. Depois, séo realizados oito
ensaios separados, em ordem aleatdria, para determinar os efeitos da variacao
dos sete diferentes fatores, no procedimento analitico. (INMETRO, 2007;
INMETRO, 2010).

As figuras de mérito que serdo avaliadas dependerdo da categoria na qual a
validacdo se enquadra. A categoria do teste é baseada na finalidade do método que
se pretende validar, conforme tabela 2 e para cada categoria serd exigido um

conjunto de testes apresentados na tabela 3.

Tabela 2

Classificacéo dos testes, segundo sua finalidade

Categoria Finalidade do teste

Testes quantitativos para a determinacao do principio ativo em
produtos farmacéuticos ou matérias-primas

Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacao de
Il impurezas e produtos de degradacédo em produtos farmacéuticos e
matérias-primas

Testes de performance (por exemplo: dissolugéo, liberagao do

i ativo)

\Y Testes de identificacéo

Fonte ANVISA, 2003
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Tabela 3

Ensaios necessarios para a validacdo do método analitico, segundo sua finalidade

Parametro Categoria | Categoria Il Categoria Ill Categoria IV
oL Ensaio
Quantitativo limite
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Intervalo Sim Sim * * Nao
Precisao . . . . -
Repetibilidade Sim Sim Nao Sim Nao
Intermediaria ol o Nao *k Nao
Limite 9Ie Nao Nao Sim * Nao
deteccao
Limite de NET Sim N0 * N0
guantificacéo
Exatidao Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

Fonte ANVISA, 2003

1.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

1.3.1 Definicéo

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma técnica fisico-quimica
de separacao onde os analitos se distribuem por duas fases que se encontram em
intimo contato, a fase estacionaria (fe) finamente dividida e a fase mével liquida (fm).
A fase estacionaria é o “suporte” revestindo o interior da coluna, pela qual passa um
fluxo continuo de fase médvel ou eluente, estes sistemas sao capazes de separar
misturas bastante complexas (VOGEL, 2002; USP 33, 2010).

Os componentes da amostra sao retidos, seletivamente, na fase estacionaria,
resultando em migracbes em tempos diferentes, definidas pela maior ou menor
afinidade da amostra com a fase modvel. As principais caracteristicas da

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) sdo o alto poder de resolucgéo,
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separacdes rapidas, monitoramente continuo do eluente, acuracidade das medidas
quantitativas (VOGEL, 2002).

Os primeiros trabalhos com cromatografia liquida de alta eficiéncia datam de
1968 e comprovaram a possibilidade de utilizar equipamentos com fase movel
liguida sob alta presséo obtendo resultados satisfatorios e rapidos, comparavel aos
alcancados com cromatografia gasosa. (VALENTE et al, 1983)

1.3.2 Principais componentes de um sistema de cromatografia liquida de alta

eficiéncia.

1.3.2.1 Fase Moével

A separacdo satisfatéria do analito depende da interacdo entre o soluto, a
fase movel e a fase estacionaria. Para garantir a repetitividade do desempenho, os
solventes devem ser 0os mais puros possiveis, 0 mercado ja oferece solvente grau
CLAE, inclusive agua, porém ndo exclui a necessidade de degaseifica-los. O poder
de eluicdo da fase mével é determinado por sua polaridade, pela polaridade da fase
estacionéria e pela natureza do analito (VOGEL, 2002). Uma eluicdo com um unico
solvente ou com uma mistura de solventes de composicdo constante é isocratica.

Quando séo utilizados dois ou mais solventes, de diferentes polaridades, e a
razdo entre os solventes varia em uma forma pré-programada de uma forma
continua ou em etapas estamos diante de uma eluicdo por Gradiente. A eluicao por

gradiente geralmente melhora a eficiéncia da separagéo (SKOOG; LEARY,1992).

1.3.2.2 Bombas

Uma bomba para cromatografia liquida necessita de requisitos como,
habilidade de gerar pressdes de até 6000 psi (libras/polegadas quadrados), saida
livre de pulsagéo, vazdes na faixa de 0,1 a 1,0 mL/min, reprodutibilidade relativa da

vazéo de 0,5% ou melhor, e resisténcia a corrosdo por uma grande variedade de
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solventes. Ha trés tipos principais de bomba: a de seringa acionada por rosca, a
bomba reciproca e a bomba pneumatica de pressao constante.

As bombas de seringa produzem uma saida livre de pulsacdo cuja vazao
pode ser controlada facilmente, porém possuem pequena capacidade,
aproximadamente 250 mL.

A bomba reciproca € a mais amplamente utilizada, e consiste em uma camara
pequena e cilindrica que € preenchida e esvaziada pela movimentacdo de ida e
vinda de um pistdo. As vantagens das bombas reciprocas sdo volume interno
pequeno, alta pressao de saida (até 10.000 psi), adaptacdo a eluicao por gradiente e
vazbes constantes independentes da queda de pressao imposta pela coluna e da
viscosidade do solvente.

A bomba pneumatica consiste em um reservatorio maleavel de solvente
inserido em um vaso que pode ser pressurizado por um gas comprimido. Estas
bombas sédo simples, de baixo custo e livres de pulsacdo, porém apresentam
capacidade e pressdo de saida limitada e as vazBes sdo dependentes da
viscosidade do solvente. Este tipo de bomba ndo pode ser adaptado para eluicdo
por gradiente (SKOOG; LEARY, 1992).

1.3.2.3 Injecdo de Amostras

Normalmente, a injecdo de amostras pode ser feita de duas maneiras: injecao
manual utilizando-se uma seringa ou injecdo automatica com valvulas de
amostragem, estas sdo mais utilizadas atualmente, e permitem a entrada de
amostra de forma reprodutiva, sem interrupc¢des significativas do fluxo da fase
movel. O volume de amostra varia de 2 a 100 pL apenas com a mudanca da valvula

ou com valvulas de volume variavel (VOGEL, 2002).

1.3.2.4 Colunas

As colunas mais usadas sao as de tubo de aco inox com diametro interno de

4 a 5 um e comprimentos que variam de 7,5 a 30 cm. O empacotamento feito por



40

particulas porosas de silica menores que 10 pm sé&o utilizados em quase todas as
colunas de CLAE. O tamanho da coluna pode influenciar a resolucdo da amostra,
porque o numero de pratos tedricos € proporcional ao comprimento da coluna, e a
velocidade da andlise. Quanto menor o diametro da particula, maior a eficiéncia
(HARRIS, 2008). O recheio mais comumente utilizado na cromatografia liquida &
preparado a partir de silica, as quais sdo sintetizadas aglomerando-se particulas de
silica de tamanho submicrométrico sob condicbes que levam a formacdo de
particulas maiores com diametros altamente uniformes. Essas particulas geradas
sdo recobertas com filmes orgéanicos, os quais sao quimica ou fisicamente ligados a
superficie. Existem outros materiais utilizados como recheio como particulas de

alumina, de polimeros porosos e resinas de troca ibnica (SKOOG; LEARY, 1992).

1.3.2.4.1 Colunas de Protecao ou de Guarda

Nas analises por CLAE é comum se utilizar uma pré-coluna a frente da coluna
analitica com a finalidade de aumentar a vida Util desta, a pré-coluna tem o intuito de
remover o material particulado e os contaminantes de alguns solventes. A protecao
da coluna serve, também, para saturar a fase mével com a fase estacionaria de
forma a minimizar as perdas de fase estacionaria na coluna analitica. A composicao
da pré-coluna deve ser semelhante a da coluna analitica, entretanto o tamanho de
particula € normalmente maior para minimizar a queda de pressdo. (SKOOG,;
LEARY, 1992).

1.3.2.4.2 Termostato para Colunas

A maioria das aplica¢cdes cromatograficas ndo necessita de controle rigoroso
de temperatura sendo realizada a temperatura ambiente. Porém, algumas analises
necessitam de aquecedores que controlam a temperatura da coluna com tolerancia
de poucos décimos de graus. Estes aquecedores podem chegar a 150 °C (SKOOG;
LEARY, 1992).
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1.3.2.5 Detectores

Apés o0s componentes de uma mistura serem separados na coluna
cromatografica eles devem ser detectados na saida. Um detector ideal de qualquer
tipo deverd ser sensivel a pequenas concentragcbes do analito, fornecer uma
resposta linear, deve ser insensivel a pequenas variacdes de temperatura e
composicao da fase movel. Os detectores em CLAE devem apresentar um volume
morto pequeno, para minimizar o alargamento de sinal extra coluna. O detector na
CLAE mais utilizado é o de absorcdo no ultravioleta- visivel (UV-Vis), ele mede a
quantidade de luz absorvida durante a passagem do eluente por uma pequena
célula de fluxo colocada no caminho 6tico do feixe de radiacdo (VOGEL, 2002). Os
instrumentos modernos usam arranjos lineares de fotodiodos que podem adquirir um
espectro UV-vis completo a medida que o analito deixa a coluna. Outros detectores
utilizados séo; luminescéncia, indice de refracéo, eletroquimicos (SKOOG; LEARY,

1992). A figura 1 mostra um sistema simplificado de CLAE.

Bomba /,}_3

Injecdo da
amostra

Fase mavel Coluna
Reqgistrador
9 Detector

Figural - Estrutura basica de um cromatografo liquido de alta eficiéncia
Fonte: http://images.google.com.br
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1.3.3 Adequacéao do Sistema por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Alguns parametros apresentados na Tabela 4 sdo utilizados para verificar se
0s sistemas cromatograficos estdo adequados quanto a resolucdo e a
reprodutibilidade dentre eles (fator de retencdo, nimero de pratos tedricos, fator de
seletividade, resolucao, fator de cauda e desvio padrdo relativo entre as replicatas)
(HARRIS, 2008; USP 33, 2010).

Tabela 4

Limites dos parametros para a adequacao do sistema cromatografico

Parametros (USP 33, 2008)
Fator de capacidade (K) K>2
N° de pratos tedricos (N) Em geral N > 2000
Resolucao (R) R>2
Fator de cauda (FC) FC<2
Repetitividade (DPR) DPR <2%

Fonte: SHABIR, 2003; USP 33, 2010

1.3.3.1 Volume interno (Vi) e o volume “morto” referente a coluna (Vo).

E o volume compreendido entre o injetor e o detector incluindo a coluna. O
V, da coluna representa cerca de 95% do V, total. O V, dos injetores, das células
de fluxo e dos detectores tende a ser minimizados pelos fabricantes isso faz
com que o volume de solvente contido nestas partes seja relativamente pequeno
(representa cerca de 5% do V, total). O volume referente a coluna podera ser
determinado experimentalmente ou calculado levando-se em conta as dimensdes
da coluna e o tamanho da particula. A equacéo 4 correlaciona o volume interno da
coluna vazia (Vi) com o V, da coluna e o diametro da particula de seu
preenchimento (CASS; DEGANI; 2001).

Vi=R, C Equacéo 4

R = raio interno da coluna
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C = comprimento da coluna
Vo, =(0,50u 0,7) x Vi
0,5 e 0,7 séo fatores mateméticos para tamanho de particula igual a

5 um e 10 um, respectivamente.

1.3.3.2 Fator de retengéo (K’) ou Fator de capacidade

O fator de retencdo ou fator de capacidade € um parametro importante,
amplamente utilizado para descrever as velocidades de migragdo dos solutos nas
colunas. Para um soluto A, o fator de retencéo Ka é definido conforme a equacao 5.

K’'a= Ka VE/ VM Equa(;éo 5

Onde Ka é a constante de distribuicdo da espécie A. Ve € o0 volume da fase
estacionaria e Vy é volume da fase movel.

Quando o fator de retencdo de um soluto for muito menor que a unidade, a
eluicdo se dara muito rapidamente e a determinagéo precisa do tempo de retencdo
ficara prejudicada. Quando o (K’) for maior que 20 ou 30, os tempos de eluigao
tornam-se extraordinariamente longos. O ideal é que as separacfes sejam feitas em
condi¢cbes nas quais os fatores de retengcdo dos solutos em uma mistura caiam em
um intervalo entre 2 e 10. (SKOOG,; LEARY, 1992; HARRIS, 2008)

1.3.3.3 Eficiéncia ou niumero de pratos tedricos (N)

Dois termos séo largamente utilizados para expressar a eficiéncia de uma

coluna cromatogréafica sdo eles: H- altura equivalente a um prato tedrico e N-

nameros de pratos tedricos, estes termos estao relacionados na equacgéao 6:

N=L/H Equacéo 6

Onde L é o comprimento da coluna.
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Quanto maior for o nimero de pratos tedricos maior serd a eficiéncia da
coluna e o numero de pratos tedricos serd maior a medida que se diminui a altura de
um prato tedrico (VOGEL, 2002).

1.3.3.4 Fator de separacao ou fator de seletividade (a)

O fator de separagédo (a) de uma coluna para as duas espécies A e B é

expresso pela equagao 7.

(o) = Kg/Ka Equacéo 7

Onde Kg é a constante de distribuicdo da espécie B retida mais
fortemente e Ky € a constante de distribuicdo da espécie A, retida menos
fortemente, ou que elui mais rapidamente. Conforme esta definicdo, (a) é
sempre maior que um.

Atualmente prefere-se usar o termo fator de separacao a fator de seletividade.
(SKOOG; LEARY, 1992)

1.3.3.5 Fator de resolucéo ou resolucéo (R)

A resolucdo da coluna fornece quantitativamente evidéncias sobre a
habilidade da coluna de separar dois analitos, a resolucéo é calculada utilizando a

equacao 8

R=2 (TR)A -(TR)B [ Wp + Wp Equa(;éo 8

Uma resolucéo de 1,5 permite a separacéo essencialmente completa de dois
componentes, a superposicdo dos sinais cromatograficos nestes casos é de
aproximadamente 0,3%. Alongar a coluna pode ser uma saida para melhorar a
resolucdo, pois aumentaria 0 numero de pratos teéricos, porém, a adicdo de pratos
tedricos aumentaria 0 tempo necessario para a separacdo, o que nao é desejavel.
(SKOOG,; LEARY, 1992; HARRIS, 2008)
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1.3.3.6 Fator de cauda (FC) ou fator de assimetria do pico (As)

As variacdes em relacdo a dispersdao normal dos sinais dos analitos dao
origem a deformacdes no inicio ou no final do sinal cromatogréfico.

As caudas ocorrem devido a presenca de sitios ativos na fase estacionaria
que retém algumas moléculas do soluto segundo forcas de interacdo mais altas do
gue as usuais em cromatografia liquida de alta eficiéncia.

As deformacdes frontais ocorrem quando algumas moléculas fora da zona de
concentracdo percolam a frente do pico, ou seja, sdo menos retidas pela fase
estacionaria. Isso acontece, por exemplo, quando uma grande quantidade de
amostra € injetada, super saturando a coluna, excedendo a sua capacidade de
retencdo. (HARRIS, 2008)

Existem duas formas de se calcular o formato do sinal cromatogréfico, no
caso do fator de cauda se calcula a 5% da altura do pico, ja o fator de assimetria é
avaliado a 10% da altura do pico e a correlacdo dos dois fatores é apresentada na
tabela 5.

Tabela 5

Relacéo entre fator de cauda e o fator de assimetria

Fator cauda 5% Fator de assimetria 10%
1,0 1,0
1,2 1,3
14 1,6
1,6 1,9
1,8 2,2
2,0 2,5

Fonte Snyder et al., 1997
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1.4 VOLTAMETRIA

Em 1922, Jaroslav Heyrovsky publicou um artigo (PETERS et al.,, 1974)
descrevendo uma nova técnica eletroanalitica denominada “polarografia”. A
importancia desta técnica para o desenvolvimento cientifico foi de tal ordem que por
esta descoberta recebeu o Prémio Nobel de Quimica em 1959.

A polarografia € um caso particular da voltametria, na qual se utiliza o eletrodo
gotejante de mercurio como eletrodo de trabalho. As técnicas voltamétricas utilizam
outros tipos de eletrodos como os eletrodos sélidos (de carbono vitreo, platina, ouro,
entre outros) ou eletrodos estaticos de mercurio (eletrodo de gota pendente - HMDE,
eletrodo de filme de mercuario, EFM) como eletrodo de trabalho. Estas técnicas se
baseiam no estudo das curvas corrente-potencial resultantes de processos de
transferéncia de elétrons que ocorrem na superficie do eletrodo de trabalho sempre
que um processo de transferéncia de elétrons (reducdo ou oxidacdo de espécies
eletroquimicamente ativas) € observado, em funcdo do potencial aplicado.

Dentre as vantagens da voltametria, pode-se citar a possibilidade de se
analisar qualitativamente e quantitativamente solucdes diluidas (até cerca de 107®
mol L"), requerer pequeno volume de amostra (em alguns casos apenas 0,05 mL de
amostra € suficiente) e possibilitar a determinacdo quantitativa tanto de substancias
organicas quanto inorganicas (PETERS et al., 1974).

A importancia analitica da voltametria origina-se de duas caracteristicas dos
voltamogramas (curvas de potencial-corrente) obtidos. Primeiro, a posi¢ao dos sinais
analiticos em relacédo ao potencial aplicado pode ser utilizada como ferramenta Uutil
na identificacdo das espécies eletroativas. Segundo, sob condicBes experimentais
especificas, a corrente limite € governada pela concentragdo da espécie eletroativa

na solucédo em andlise.

1.4.1 Métodos voltamétricos de anéalise

Os meétodos voltamétricos podem ser aplicados tanto para analise de
espécies inorganicas (ions metalicos - incluindo especiacdo, complexos, anions)
guanto para espécies organicas, como pesticidas, herbicidas, corantes,
medicamentos (BAREK et al., 2001)
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Atualmente observa-se um grande numero de pesquisas desenvolvidas na
aplicacdo de métodos voltamétricos de analise em preparacdes farmacéuticas, em
fluidos biologicos e amostras ambientais. Estes trabalhos estdo relacionados as
analises qualitativas e quantitativas de principios ativos em medicamentos como
dipirona, captopril (MARCOLINO JUNIOR, 2007), ranitidina (SOUZA et. al, 2004) e
paracetamol (SANTOS, 2003) e também relacionados a determinacao e/ou deteccdo

de seus produtos de degradacdo e metabdlitos.

1.4.2 Células voltamétricas

As células eletroquimicas utilizadas em voltametria/polarografia séo
constituidas do eletrolito suporte e de dois ou trés eletrodos. Nas células com dois
eletrodos, um é o eletrodo de trabalho e outro o eletrodo de referéncia. Em virtude
da menor superficie o eletrodo de trabalho se polarizara, assumindo o potencial
aplicado, de modo que a corrente que flui através dele seja proporcional a
concentracdo da espécie eletroativa (ALEIXO, 2003). Paralelamente, o eletrodo de
referéncia, por possuir maior superficie, ndo se polarizard e mantera seu potencial
constante ao longo do processo. Este tipo de célula obriga a utilizacédo de eletrodos
de referéncia com éareas relativamente grandes, para que mantenham o potencial
constante durante a aplicacdo de potencial. Devido a passagem de corrente atraves
do eletrodo de referéncia e reagdes que ocorrem no mesmo, as medi¢coes de sinal
analitico seriam afetadas, uma vez que esta corrente se aproximaria do valor da
corrente de difusdo, sendo isto um inconveniente das células de dois eletrodos. As
células de trés eletrodos vieram para corrigir este problema (WANG, 2006) ja que a
presenca de um eletrodo auxiliar, na célula voltamétrica, assegura que a corrente

produzida no sistema néao interfira no potencial constante do eletrodo de referéncia.

1.5 ACIDO VALPROICO

O &cido valpréico (Figura 2) € um acido carboxilico denominado como &cido

2-propilpentandico sendo sua formula empirica CgH160, € seu peso molecular 144,

Apresenta-se como um liquido incolor, levemente insolivel em agua e muito soluvel
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em solventes organicos, seu pKa € de 4,6, ponto de ebulicdo 120 a 130°C (THE
MERCK, 2001; DRUGBANK, 2010). Valproato é o termo genérico usado para o
acido valproico, seus sais e ésteres (MARTINDALE, 2005). O acido valproico teve
seu uso aprovado nos Estados Unidos em 1978, suas propriedades
anticonvulsivantes foram descobertas acidentalmente quando este foi usado como

veiculo para outras substancias utilizadas como anticonvulsivante.

H,C

OH

Figura 2 Estrutura quimica do &cido valproico
Fonte USP 33, 2010

1.5.1 Farmacologia clinica

O acido valpréico (valproato) € um agente anticonvulsivante ndo relacionado
quimicamente com outras drogas empregadas no tratamento de distlrbios
convulsivos. Nao apresenta nitrogénio ou moléculas aromaticas caracteristicas de
outras drogas anticonvulsivantes. Seu mecanismo de acdo ainda ndo foi bem
estabelecido, porém, o acido valproico produz pequenas reduces da corrente de
calcio de baixo limiar (T) em concentracdes que limitam a deflagracéo repetida e
mantida essas a¢des parecem contribuir para eficacia do uso do &cido valproico nos
distarbios epiléticos (GOODMAN; GILMAN, 2005). A acdo é semelhante tanto a da
fenitoina como a da carbamazepina, e parece ser mediada por uma recuperacao
prolongada dos canais de Na+ ativados por voltagem do estado de inativagdo. Outro

mecanismo possivel esta relacionado com o aumento dos niveis do acido gama-
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aminobutirico (GABA) no cérebro, pela inibicdo das enzimas GABA-transaminase e
semi aldeido succinico desidrogenase. Até hoje € dificil estabelecer a correlacdo do
aumento dos niveis de GABA e a atividade anticonvulsivante do Valproato.
(CANTELLO et al., 2006; GOODMAN; GILMAN, 2005).

1.5.2 Farmacocinética

E rapidamente absorvido por via oral e atinge niveis sanguineos maximos
entre uma a quatro horas apds a ingestdo de uma dose Unica de &cido valpraico.
Ocorre ligeira demora na absorcao inicial quando o medicamento € administrado
com alimentos ou na forma de comprimidos com revestimento entérico. O volume de
distribuicdo aparente do &cido valpréico é de cerca de 0,2 L/Kg. Nao foi estabelecida
uma relacdo entre a dose diaria, o nivel sérico e o efeito terapéutico. A droga é
rapidamente distribuida nos tecidos e se liga fortemente (90%) as proteinas
plasmaticas humanas, essa ligacdo diminui a medida que a concentracéo total de
valproato aumenta na faixa terapéutica. Sua metabolizac&o ocorre principalmente no
figado (95%), menos de 5% sdo excretados em forma inalterada. Seu metabolismo
hepatico ocorre principalmente através da enzima UGT e de [- oxidagéo
(GOODMAN; GILMAN, 2005). O valproato € substrato para a CYP2C9 e CYP2C19,
porém o metabolismo via essas enzimas responde por apenas uma pequena parte
de sua eliminag&o. Alguns dos metabolitos desse farmaco, principalmente o &cido 2-
propil-2-pentendico e acido 2-propil-4-pentendico, sdo anticonvulsivantes quase téao
potentes quanto a propria substancia, porém, somente o primeiro se acumula no
plasma e no cérebro de modo significativo. A meia-vida do valproato € de cerca de
15 horas, sendo menor nos pacientes que estdo fazendo uso de outros

antiepiléticos.

1.5.3 Usos terapéuticos

Valproato esta indicado como monoterapico em crises de auséncia,

mioclbnica, parciais e tonico-clonicas. A dose inicial geralmente € de 15 mg/Kg

sendo aumentada semanalmente até a dose maxima de 60 mg/Kg. Doses
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fracionadas devem ser administradas quando a dose total ultrapassar 250 mg
(GOODMAN; GILMAN, 2005).

Indicado na Epilepsia juvenil mioclénica, porém alguns efeitos toxicos
sistémicos sdo observados (LEVISOHN; HOLLAND, 2007). Valproato, também, é
usado como alternativa ao litio em pacientes portadores de desordem bipolar; em
casos de depressao; enxaqueca e convulsdoes febris. (MARTINDALE, 2005).
Também pode ser utilizado sozinho ou combinado com outros farmacos em

convulsées causadas por tumor de cérebro (MELANIE et al., 2009)

1.5.4 Utilizacdes Off-Label

Recentes estudos mostram que o acido valproico pode ser Util para diminuir a
carga viral em portadores de HIV, porém a erradicacdo do virus é considerada
impossivel (ALBRECHT, 2005).

Existem trés medicamentos aprovados pelo Food and Drug Administration
(FDA) para a terapéutica da dependéncia de &lcool (dissulfiram, naltrexona e
acamprosato). O 4cido valpréico mostrou excelentes resultados para tratamento da
sindrome de abstinéncia do alcool e para prevencao de recaidas. Porém, seu uso
para este fim ndo estd aprovado pelo FDA (CASTRO; COUZI, 2006).

Recentes pesquisas também mostram que o acido valpréico pode ser eficaz
no tratamento do mal da retina pigmentosa. (KAUSHAL, 2010)

1.5.5 Concentracdes Plasmaticas do Farmaco

A concentracdo de valproato associada aos efeitos terapéuticos é de
aproximadamente 30-100 pg/mL, porém a correlagdo entre concentragcdo e efeito
terapéutico ndo € muito boa. Supde-se ter um limiar 6timo de concentracdo em torno
de 30-50 pg/mL, nesta faixa de concentracdo os sitios de ligacdo da albumina

plasmatica comecgam a ficar saturados.
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1.5.6 InteragGes medicamentosas

As medicacBes que afetam o nivel de expressdo das enzimas hepaticas,
particularmente, aquelas que elevam os niveis de glucuronil transferase, podem
aumentar a depuracdo de valproato. Por exemplo, fenitoina, carbamazepina e
fenobarbital podem duplicar a depuragédo de valproato. Entdo, pacientes em
monoterapia geralmente terdo meias-vidas maiores e concentracdes mais altas que
pacientes recebendo politerapia com medicacdes antiepilépticas (GOODMAN;
GILMAN, 2005). Devido a estas alteracbes na depuragdo de valproato, a sua
monitoragdo e as concentracbes de medicagbes concomitantes deverdo ser
aumentadas sempre que medicacfes indutoras de enzimas forem introduzidas ou

retiradas.

1.5.7 Reac0Oes adversas

Os efeitos colaterais mais frequientemente relatados no inicio da terapia séao
nausea, vomito, anorexia. S&o efeitos usualmente transitorios e raramente requerem
interrupcdo do tratamento. Erupcéo cutanea, alopecia, hepatotoxicidade e aumento
do apetite com ganho de peso tém sido informados. Ainda que raramente, 0 uso de
acido valpréico pode levar a hepatite fulminante, muitas vezes fatal. Efeitos sobre o
sistema nervoso central sédo sedacao, ataxia e tremor estes sintomas ocorrem com
pouca frequéncia e diminuem com a dose (GOODMAN; GILMAN, 2005). Casos de
pancreatite aguda induzida por acido valpréico também séo relatados (SANTOS et.
al, 2010). Entre os anticonvulsivantes o acido valpréico esta relacionado como o
mais freqliente causador de intoxicagdes intencionais ou nao intencionais.
Entretanto, concentragbes menores que 450 mg/L produzem toxicidade limitada, ja
valores acima de 850 mg/L causam severas intoxicagdes podendo induzir ao coma
(BROEK et al., 2009).

Estudos apontam para uma tendéncia de efeitos enddcrinos como ganho de
peso e hiperleptinemia em pacientes sob tratamento com acido valpréico
(BORTOLINI et al. 2008).
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O acido valpréico também esta relacionado com a mé formacdo congénita,
mas precisamente espinha bifida em crian¢as cuja mée fez uso do medicamento no
primeiro trimestre da gravidez. (JENTINK et. Al, 2010)

1.6 METODOLOGIAS ANALITICAS PARA DETERMINACAO DE ACIDO
VALPROICO EM CAPSULAS

Na farmacopéia americana USP 33, a metodologia preconizada para
quantificar &cido valprdico em capsulas é por cromatografia gasosa com detector de
ionizacdo de chama, usando uma coluna de vidro 2 mm x 1.8 m, gas hélio como
fase moével, fluxo de 40 mL/min e injecdo de 2 pL. Por ndo possuir um cromoéforo
adequado e ser volatil, é indicada a analise por esta técnica, porém ja existem
estudos quantificando &cido valpréico em plasma humano por CLAE/UV sem
derivatizacao, utilizando como fase movel acetonitrila e tampéao fosfato 30 : 70 v/v
coluna CN 250 mm x 4.6 mm, 5 ym fluxo ImL/min (AMINI et al., 2006) . Estes
estudos fazem vislumbrar a possibilidade de se desenvolver um método por

CLAE/UV para quantificar o principio ativo acido valpréico em capsulas de 250 mg.
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2 JUSTIFICATIVA

O método preconizado nos compéndios oficiais para analise quantitativa de
capsulas de Acido Valprdico 250 mg é realizado por cromatografia gasosa, porém,
em virtude da técnica exigir que o analito seja volatil ou volatilizavel, ocorre uma
diminuicdo do numero de medicamentos quantificados por esta técnica. A maioria
dos Laboratorios Centrais de Saude Publica ndo possui o referido equipamento,
inviabilizando a analise destes farmacos, por esta metodologia, nestes Laboratorios.
Em virtude disto, existe a necessidade de se aumentar as possibilidades de analise
do Acido Valproico 250 mg, desenvolvendo um método confiavel e mais adequado a
rotina laboratorial como, por exemplo, 0 método por cromatografia liquida de alta
eficiéncia e, ainda, desenvolver um método por voltametria, oferecendo alternativas
diversas para analise deste farmaco, uma vez que o &cido valprdico possui sitio

eletroativo.

Existem trés fabricantes de capsulas de Acido Valproico 250 mg, com registro
ativo na ANVISA, porém, somente dois tem sido comercializados normalmente, no
mercado Nacional. O Acido Valproico 250 mg faz parte da Relacdo Nacional de

Medicamentos e € disponibilizado, gratuitamente, aos usuarios do SUS.

Estes farmacos sao utilizados principalmente na terapéutica da epilepsia, que
€ uma doenca que acomete cerca de 1% da populacdo mundial e a cada ano
surgem trés milhdes de novos casos (LI MIN; SANDER, 2003). Face ao exposto, é
extremamente necessario, do ponto de vista da saude publica, que 0 monitoramento
destes medicamentos, desde a fabricacdo até a fase pos venda, seja feito de forma
facil, segura e confiavel com métodos analiticos adequados e validados que
permitam avaliar de forma segura e inequivoca a qualidade destes farmacos, no que

concerne ao teor do principio ativo.

O teor deste farmaco, fora do especificado, pode levar a episédios recorrentes

de crises convulsivas diminuindo a qualidade de vida do paciente.
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3 OBJETIVO GERAL

Desenvolver metodologias analiticas para determinar o teor de acido valproico

em capsulas de 250 mg.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

Desenvolver uma metodologia para quantificar capsulas de Acido
Valpréico 250 mg por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

desenvolver e avaliar de forma preliminar uma metodologia para

quantificar capsulas de Acido Valproico 250 mg por Voltametria;

validar intralaboratorialmente a metodologia desenvolvida para quantificar

acido valpraico, por CLAE;

realizar uma analise pontual do teor das capsulas de Acido Valproico 250
mg disponiveis no mercado utilizando a metodologia desenvolvida e

validada;

verificar a possibilidade da metodologia ser utilizada também para anélise

do medicamento Valproato de Sdédio 250 mg/5 mL xarope.
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4 EQUIPAMENTOS E MATERIAIS

4.1 EQUIPAMENTOS

a)

b)

d)

e)

f)

g)

Cromatografo liquido de alta eficiéncia, fabricante Young Lin com detector
ultravioleta - visivel (espectrofotométrico) com conjunto de diodos YL 9160
PDA - Detector, Compartimento de Coluna YL9130, bomba Quaternaria
YL9110 e injetor automatico YL e Degaiseificador YL 9101. Programa
usado para aquisicdo de dados. (Divisdo de Controle de Qualidade -

Laboratério Farmacéutico da Marinha);

cromatografo liquido de alta eficiéncia, fabricante Varian com detector
ultravioleta-visivel, modelo PROSTAR com injetor automatico PS 410,
detector PS 325, bomba modelo PS 240. (Divisdo de Controle de

Qualidade - Laboratério Farmacéutico da Marinha);

aparelho de ultrassom, fabricante Nova Etica modelo Unique (Divisdo de

Desenvolvimento - Laboratorio Farmacéutico da Marinha);

balanca analitica com resolucao de 0,001 mg, fabricante Mettler Toledo
(Divisdo de Controle de Qualidade - Laboratério Farmacéutico da
Marinha);

sistema voltamétrico 757 VA Computrace, fabricante Metrohm;

medidor de pH fabricante Micronal modelo B474;

Sistema de purificacdo de agua Milli-Q, fabricante Millipore modelo A-10

(Divisdo de Controle de Qualidade - Laboratério Farmacéutico da
Marinha).
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A figura 3 mostra o cromatdgrafo Young Lin utilizado para avaliar todos os

parametros apresentados na validacéo do Acido Valpréico 250 mg capsulas.

L

7

Figura 3 - Cromatdgrafo Liquido, fabricante Young Lin, com detector espectrofotométrico de
ultravioleta-visivel com detector de arranjo de diodos (DAD) utilizado para a avaliagdo de todas as
figuras de mérito da validagéo.
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A figura 4 representa o cromatégrafo liquido fabricante Varian utilizado na

determinacado da preciséo intermediéria.

Figura 4- Cromatégrafo Liquido, fabricante Varian, com detector espectrofotométrico de ultravioleta-
visivel utilizado para a avaliagcao do requisito precisdo intermedidria.
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A figura 5 ilustra o sistema voltamétrico utilizado para determinar o teor de

acido valpréico em cépsulas de 250 mg

Figura 5- Sistema voltamétrico 757VA Computrace, fabricante Metrohm utilizado para analisar o
teor de &cido valproico em cépsulas de 250 mg pelo método de voltametria de pulso diferencial.
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4.2 REAGENTES E MATERIAIS

4.2.1 Reagentes

a) Agua grau CLAE (0,22 pm) purificada por meio do sistema de purificacio
Milli-Q-Millipore;

b) Acetonitrila grau CLAE — Vetec;

c) Acido trifluoracético grau pré-anélise — Merck;

d) Hidroxido de sodio P. A — Vetec;

e) Acido acético (conc) — Merck;

f) Acido fosforico (conc) — Merck;

g) Acido bérico P.A — Vetec.

4.2.2 Materiais
a) Vidrarias de uso comum no laboratério todas devidamente calibradas;
b) Termohigrometro Calibrado;
c) Coluna Lichrospher® de fase reversa de silica recoberta com octadecilsilano
(C18) de particula 5 um de tamanho e dimensfes de 4,0 mm de diametro
interno e 250 mm de comprimento, fabricante Merck lote HX 760504

n°736709;

d) Coluna Supelco Hypersil BDS de fase reversa de silica recoberta com
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octadecilsilano (C18) de particula 5 pum de tamanho e dimensées de 4,0 mm

de didmetro interno e 250 mm de comprimento.

4.2.3 Padroes

-Padrédo de Referéncia - acido valpréico - Teor: 100,17%, Lote -
4011153528 — ABBOTT- Anexo 1 — Certificado de Analise n°® PS 010/10

4.2.4 Amostras

4.2.4.1 Coleta de Amostras

O medicamento referéncia, designado medicamento A, utilizado na validacéo
e na adequacdo da metodologia foi adquirido no mercado. O medicamento similar,
designado medicamento B, foi adquirido na rede Publica de saude. O Valproato de
Sodio 250 mg/5mL xarope, foi doado pelo INCQS.

4.2.4.2 Amostragem

A validacdo da metodologia foi realizada apenas com o medicamento A
utilizando-se o mesmo lote para avaliar todas as figuras de mérito. Outro lote do
medicamento A e um segundo fabricante participaram da avaliacdo pontual do
mercado.

O medicamento genérico Valproato de Sodio 250 mg/5mL xarope, serviu para
verificar a possibilidade de andlise deste farmaco pela metodologia proposta. A

tabela 6 mostra os lotes envolvidos no estudo e suas respectivas finalidades.
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Tabela 6

Lotes envolvidos no estudo e suas respectivas finalidades

NOME LOTE FINALIDADE
Medicamento A 710098F01 Adequacéo do Sistema
250 mg/caps Avaliacéo Pontual

Medicamento A 850758F01 Validacao

250 mg/caps

Medicamento B 809707 Avaliacédo Pontual
250 mg/caps
Valproato de Sédio 250 2511/08 Avaliacdo Pontual
mg/5mL
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5 METODOLOGIAS

5.1 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

5.1.1 Condicbes Experimentais

As condicbes cromatograficas adotadas para o doseamento do &acido
valpréico nos medicamentos foram estabelecidas com base em estudos de
otimizacdo do método desenvolvido por Amini et al. (2006). Parametros como fase
movel, fluxo, coluna, volume de injecdo foram experimentados.

As fases moveis testadas foram 50% ACN : 50% TFA; 60% ACN : 40 TFA e
55% ACN : 45%TFA. Os fluxos avaliados foram 0,8; 1,0; 1,2 mL/min. As colunas
utilizadas foram C18 (250 mm x 4 mm) 5 ym e C18 (125 mm x 4 mm) 5 um. Os
volumes de injecdo variaram entre 20 e 25 pL. Depois da avaliagdo destes
parametros cromatograficos foram estabelecidas as condi¢cdes descritas na tabela 7.

Tabela 7

Condig6es cromatogréficas de analise.

Fase Movel 55% ACN : 45% Solucédo de TFA 0,05% v/v

- pH fase movel -2,3

Fluxo 1 mL/min
Coluna C18 (250 mm x4 mm) 5 um
Volume de Injecéo 25 pL
Comprimento de onda 210 nm
Equipamento Cromatdégrafo a liquido de alta eficiéncia com

DAD marca Young Lin

ACN- Acetonitrila
TFA- Acido trifluoroacético
DAD- Detector por arranjos de diodos
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5.1.2 Monitoramento das Condi¢cdes Cromatogréficas

Durante todo o desenvolvimento e validacdo do método foram utilizados
reagentes com grau analitico compativel com CLAE, equipamentos qualificados,
vidrarias calibradas e condicbes ambientais monitoradas. A coluna utilizada na
validagdo completa e a utilizada nas variagdes realizadas no teste de robustez

estavam novas e dentro do prazo de validade.

5.1.3 Adequacéo do Sistema

Para avaliar as condi¢cdes de adequabilidade do sistema foram preparadas

solugdes amostra e padrédo de acido valpréico nas concentracdes descritas na tabela

8 e injetadas no Cromatégrafo liquido da marca Young Lin com detector UV-Vis com
DAD.

Tabela 8

Solucgdes utilizadas na adequacgéo do sistema cromatografico.

SOLUCAO CONCENTRACAO
Diluente 55% ACN : 45% TFA
Padréo de acido valproico 1,030 mg/mL
Solucéo de Adequacéao do sistema 1,000 mg/mL

ACN- Acetonitrila
TFA- Acido trifluoroacético

5.1.4 Estudo da Estabilidade das Solu¢cdes Amostra e Padréo
Preparo da solugcédo amostra:
Foi preparada uma solugéo em fase moével (55% Acetonitrila : 45% Solugéo de

acido trifluoroacético 0,05% v/v) do medicamento referéncia na concentracao de 1,0

mg/mL
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Preparo da solugdo padrao:

O padrao do acido valproico foi diluido na fase moével (55% Acetonitrila : 45%
Solucéo de &cido trifluoroacético 0,05% v/v) na concentracédo de 1,06 mg/mL.

A solucdo padréo foi analisada imediatamente apds o preparo e nas 6, 12, 24,
48, 72 horas e uma semana subseqlente a preparacdo. A diferenca percentual em
relacdo ao valor obtido imediatamente apds a preparacao e os valores encontrados
nos tempos avaliados foram verificados.

A solucdo amostra foi avaliada 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 24 horas ap06s a preparacao e
tratada da mesma forma que a solugao padréo.

Ambas as solucbes foram armazenadas protegidas da luz e a 25°C.

5.1.5 Condicdes de Validagao

Para verificacdo dos parametros de validacdo foi utilizado o medicamento
referéncia adquirido no mercado Nacional. Todas as capsulas pertenciam ao mesmo
lote.

Todos 0s equipamentos, instrumentos e vidrarias utilizados na validagcao

estavam qualificados e/ou calibrados e aprovados para uso.

5.1.6 Parametros de Validagao

Os parametros de verificagdo foram baseados na Resolugdo Especifica n°
899, de 29 de Maio de 2003, da ANVISA e no Documento de Orientacdo para
validacéo de ensaios quimicos DOQ CGCRE-8 2010 do INMETRO. A validacédo em
questao foi classificada como sendo pertencente a Categoria | (Quantificacdo do

principal componente), sendo exigidos 0s seguintes parametros.

a) Seletividade - Efeito matriz
b) Linearidade

c) Faixa linear de trabalho
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d) Exatidao
e) Precisao (repetitividade e precisédo intermediaria).

f) Robustez

5.1.6.1 Seletividade

Preparo do padréo:

Pesou-se 51,2 mg de acido valproico padrdao para baldo volumétrico de 50

mL. Avolumou-se com fase movel, filtrou-se e injetou-se 25 pL.

Preparo da amostra:

Transferiu-se uma cpsula do medicamento A para baldo volumétrico de 100
mL. Adicionou-se aproximadamente 80 mL de fase moével e levou-se ao ultrassom
por 30 minutos, agitando de 5 em 5 minutos. Avolumou-se com fase movel.
Transferiu-se 40 mL para baldo de 100 mL. Avolumou-se com fase mével, filtrou-se

em membrana PTFE 0,45 um e injetou-se 25 pL.

O método deve ser capaz de identificar de forma inequivoca, a resposta do
analito na presenca dos componentes da formulacdo e demais interferentes. E a
solucdo amostra devera apresentar o mesmo comportamento da solucdo padréo
(INMETRO, 2010).

Foi utilizado o Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia com detector de
arranjo de diodos (DAD), fabricante Young Lin para verificar a pureza dos sinais

cromatograficos.

Os espectros de absorcdo molecular e espectros tridimensionais, a partir
dos picos cromatograficos do acido valproico padrdo e amostra, foram emitidos.
Foram feitas comparagOes dos espectros de ultravioleta antes, durante e depois do

tempo de retencdo caracteristico da substancia. Também se evidenciou por meio
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da imagem em 3D que os sinais do acido valpréico padrdo e amostra

apresentavam-se com 0 mesmo comportamento.

Foi preparado um placebo com todos os excipientes utilizados na fabricacéo
do medicamento Acido Valprdico 250 mg capsulas menos o principio ativo, nas
concentracfOes descritas na tabela 9. As quantidades utilizadas foram determinadas
de acordo com o especificado para cada excipiente presente na formulacao
(ROWE, 2006). Pesou-se 157 mg da mistura de excipientes (placebo) e foi dado o
mesmo tratamento da amostra. A solugcao foi injetada nas mesmas condi¢des de
analise do medicamento referéncia, para verificar a possibilidade da interferéncia da

matriz, no sinal cromatografico do analito.

Tabela 9

Formulacdo do placebo com a quantidade de excipiente por capsula e a quantidade total
manipulada.

| Quantidade (mg) Peso médio
nsumos . Percentual ;
por capsula do conteudo
Acido valproico 250 61,43
Oleo de milho 90 22,11
Propilparabeno 0,08 0,02
Metilparabeno 0,08 0,02
Glicerina 20 491 407 mg
Agua deionizada 32 7,86
Dib6xido de titanio 4,1 1,01
Oleo mineral 10,74 2,64
TOTAL 407 100
Peso cépsula cheia (mg) 583
Peso capsula vazia (mg) 176
Peso do contetudo (mgQ) 407
QUANTIDADE MANIPULADA
Insumos mg/caps mg (total) g (total)
Oleo de milho 90 18000 18
Propilparabeno 0,08 16 0,016
Metilparabeno 0,08 16 0,016
Glicerina 20 4000 4
agua deionizada 32 6400 6,4
Dioxido de titanio 4,1 820 0,82

Oleo mineral 10,74 2148 2,148




67

5.1.6.2 Faixa linear de trabalho

Compreende a faixa de concentracdo do analito em que a resposta € linear.
Para a determinacdo quantitativa do acido valproico foi escolhida a faixa de 70 %
(0,70 mg/mL) a 130 % (1,30 mg/mL) da concentragdo tedrica do teste (1,0 mg/mL),
faixa que engloba tanto a faixa para o ensaio de teor (80 % a 120 %) quanto o

ensaio de uniformidade de contetdo (70 % a 130 %) descrito na legislacao.

5.1.6.3 Linearidade

Foi realizada analisando em triplicata solucfes de trabalho genuinas com sete
concentracOes diferentes espacgadas entre 70% e 130% (70, 80, 90, 100, 110, 120 e
130%) da concentragao.

Para avaliacao da linearidade foi realizado o procedimento a seguir:
a) Determinagcdo da faixa de concentragdo de interesse, considerando a

aplicacdo do método e que as concentracbes esperadas nas amostras devam

estar préximas do centro desta faixa;

b) Preparo de uma curva analitica com solu¢cdes padrdo com sete niveis de
concentracdo, igualmente espacados, preparados independentemente, com

trés replicatas independentes de cada nivel; e

c) InjecOes das solucbes se deram aleatoriamente (SOUZA, 2005).

A fase seguinte na avaliacdo da linearidade foi a aplicagdo do método dos
minimos quadrados - MMQO, com a estimativa dos parametros da regressao e
tratamento dos valores extremos conforme descrito abaixo:

a) aquisicdo dos cromatogramas relativos ao &cido valproico;

b) estimativa da inclinacdo, intersecédo, residuos da regressédo, respectivas
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variancias e R2;
c) observacéo visual dos dados;

d) construgdo e inspecdo visual do grafico x-y das respostas versus a

concentracdo do analito;

e) investigacdo e exclusdo de valores extremos pelo método dos residuos
padronizados por Jacknife (SOUZA, 2005).

A terceira etapa consistiu na verificacdo das premissas relativas aos

residuos da regressao e ajuste ao modelo linear:
a) normalidade dos residuos pelo teste de Ryan - Joiner;
b) independéncia dos residuos pelo teste de Durbin - Watson;
c) homocedasticidade dos residuos pelo teste de Brown - Forsythe; e

d) verificacdo da significancia da regressédo e do ajuste ao modelo linear por
analise de variancia (ANOVA) (SOUZA, 2005).

Foi também testada a condi¢cdo necessaria para que a linha passe pela
origem (a intercessdo ndo seja significativamente diferente de zero). (SOUZA,
2005).

Preparo da Solucéo Estoque de acido valproico:

Pesou-se trés massas de acido valproéico padrao as quais foram transferidas
para baldo de 50 mL e estes avolumados com fase movel. Considerando a pureza
do &cido valpréico de 100,17%, este procedimento resultou em solugbes com as

concentragOes descritas na tabela 10.
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Tabela 10

Massas, diluicBes e concentra¢gdes das solugBes utilizadas no teste de linearidade.

Massa de &cido valpréico

(mg) Diluicdo (mL) Concentragdo mg/mL
102,5 50 2,054
102,8 50 2,060
102,5 50 2,054

Foram tomadas aliquotas das solucbes estoque para o preparo das
solu¢des de trabalho, conforme as tabelas 11, 12 e 13. As aliquotas foram
transferidas para baldo volumétrico de 10 mL, os quais foram, em seguida,

completados com diluente e agitados para homogeneizar seus conteudos.

Tabela 11

SolugBes de trabalho 1 (acido valpréico), utilizadas na avaliacdo da linearidade.

Concentracdo de Acido Valpréico

70% 80% 90% 100% 110% 120% 130%

Aliquota 35 4.0 45 5,0 5,5 6,0 6,5
(mL)

(nfg,rﬁﬁg 0,719 0,821 0,924 1,027 1,129 1,232 1,334

Tabelal2

Solugdes de trabalho 2 (acido valpréico) utilizadas na avaliacao da linearidade.

Concentracao de acido valproéico

70% 80% 90% 100% 110% 120% 130%

Aliquota 20 3.0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0
(mL)

(nc1g(:])/r:1c1:.L) 0,721 0,824 0,927 1,038 1,133 1,236 1,339
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Solugdes de trabalho 3 (acido valproico) utilizadas na avaliagdo da linearidade.

Concentragdo de acido valproico

70% 80% 90% 100% 110% 120% 130%
Aliquota
2,0 3,0 4,0 50 6,0 7,0 8,0
(mL)
Conc.
0,719 0,821 0,924 1,027 1,129 1,232 1,334
(mg/mL)

5.1.6.4 Limites de Deteccao e Quantificacdo

O limite de deteccédo (LD) e quantificacdo do acido valproico foi determinado

por meio da planilha de Souza e Junqueira que utiliza 0 mesmo procedimento de

Thier e Kirchoff, 1992. O LD é obtido tragcando-se uma paralela ao eixo de x a

partir da intercessdo com o limite superior do intervalo de confianca da curva. A

intercessdo desta paralela com a linha indicara um valor de x que corresponde ao

LD. Para achar o limite de quantificacdo (LQ) deve-se primeiro determinar a

intercessé@o do prolongamento horizontal da reta que passa pelo LD com o limite

inferior do intervalo da regressdo, em seguida tracar a partir deste ponto uma

reta vertical até a intercessdo com o limite superior do intervalo da regressédo. A

intercessdo da reta (paralela ao eixo da concentracdo) com a reta de regressao

indicara o valor do LQ (THIER; KIRCHOF, 1992)

5.1.6.5 Exatidao

Foi avaliada pela taxa de recuperagdo, e como a amostra ja contém o analito,

a taxa de recuperacao é dada pela relacdo entre o resultado experimental obtido

depois da analise de uma amostra fortificada com uma quantidade conhecida do
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analito. A adicao foi realizada nas concentragdes de 80, 90, 100, 110, 120, 130% e
calculada a recuperacdo em cada nivel da curva pela equagéo abaixo.

Taxa de recuperacdo= Concentracdo experimental- Concentracdo da amostra X 100
Concentracéo da adicao

Foram tracadas trés curvas analiticas, em sete niveis, com adicédo-padrao
em solucdo onde o teor de acido valpréico foi previamente determinado. A area
média de cada nivel das trés curvas foi utilizada para verificar a recuperacdo em
cada ponto da curva analitica. A exatiddo foi comprovada pelo o calculo da

recuperacao do analito em cada nivel da curva de adicédo padrao.

Preparo da Solucao Estoque:

Pesou-se 54,5 mg de acido valpréico padrdo para baldo volumétrico de 25
mL e diluiu-se com a fase movel. Considerando a pureza do acido valpréico de

100,17% chegou numa solucéo estoque de concentracao 2,184 mg/mL

Preparo das Solugbes Amostra:

Pesou-se cinco capsulas do medicamento A e colocou-se em baldo
volumétrico de 500 mL levou-se para o ultrasom por 30 minutos com agitacédo de 5
em 5 minutos. Pegou-se 40 mL desta solucdo e diluiu-se para baldo de 100 mL.
Adicionou-se 7 mL desta solu¢do em um baldo de 10 mL

Preparo das Solucdes de trabalho:

As solucdes de trabalho foram preparadas conforme tabela 14. A solugao
amostra foi preparada conforme descrito acima e o teor utlizado foi 99,89%
determinado no ensaio da repetitividade.
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Tabela 14

Preparo das solucfes de trabalho utilizadas para avaliacdo da recuperacéo, no teste de exatidao.

Nivel
1 2 3 4 5 6 7
Vol. Sol.
Amostra (mL) ! ! / ! ! ! !
Conc. da
amostra 0,70 0,70 0,70 0,70 0,70 0,70 0,70
(mg/mL)
Vol. sol. padrdo 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
(mL)
Conc. do
padréo 0 0,109 0,218 0,327 0,437 0,546 0,655
(mg/mL)
Vol. Total 10 10 10 10 10 10 10
(mL)
Conc. da sol.
trabalho 0,70 0,809 0,918 1,027 1,137 1,246 1,355
(mg/mL)

5.1.6.6 Preciséao (repetitividade e preciséo intermediaria)

5.1.6.6.1 Repetitividade

Foram realizadas trinta analises a 100% da concentracdo do farmaco, pelo
mesmo analista, no mesmo dia e com intervalo reduzido. Foi calculado o teor, desvio
padrdo e o desvio padrdo relativos sendo estes comparados com os valores de
referéncia estabelecidos em funcdo da concentracdo do analito em questéo.

Também foi calculado o valor do “t” de student e o Limite de repetitividade (r).

Preparo da Solugcdo Amostra:

Transferiu-se 5 capsulas do medicamento A para baldo de 500 mL. A partir
desta solucdo mée foram preparadas 30 solucdes, tomando-se aliquotas de 10 mL

para baldo de 25 mL, resultando em 30 solugbes de concentragdo 1mg/mL.
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Preparo da Solucdo Padrao:

Pesou-se 51,9 mg de acido valpréico padrao e transferiu-se para baldo de 50
mL e este foi avolumado com fase mével. Considerando a pureza do acido valproéico

de 100,17%, este procedimento resultou em uma solugdo com 1,04 mg/mL.

5.1.6.6.2 Precisao intermediaria

Trés analistas realizaram dez andlises da mesma amostra (1 mg/mL), no
mesmo laboratorio, utilizando o0 mesmo método realizado pelo 1° analista, mas em
dias e equipamentos diferentes conforme tabela 15. Os dados obtidos foram
avaliados no tocante ao desvio-padrao de precisdo intermediaria (Spi) e o desvio-
padréo relativo de reprodutibilidade (DPRgy e compararam-se os resultados obtidos

com os limites estabelecidos em fun¢éo da concentracdo do analito.

Tabela 15

Quadro de analistas com as datas de andlise e equipamentos utilizados na determinagcdo da
precisdo intermediaria.

1° analista 20 analista 3% analista
Data 24/08/2010 25/08/2010 29/08/2010
Cromatografo 1(Young Lin) 2 (Varian) 2 (Varian)

5.1.6.7 Robustez

Foram realizadas sete pequenas variagdes na metodologia conforme tabela
16. Para cada uma das sete variacdes foi calculado o efeito nos parametros de
adequacao. As analises foram realizadas nas amostras em condi¢cdes normais e nas
modificadas depois se aplicou o teste de youden para verificar a influéncia de cada

variacao realizada.
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VariacBes nos fatores para a determinacao da robustez do método analitico

FATORES NOMINAL

LETRA

VARIACAO

LETRA

1. Tempo de
extracao no
ultrassom

30 minutos

A

20 minutos

2. Diferente
fabricante de Merck
coluna

Supelco

3. Variagao da
composicao da 55:45
fase movel

60:40

4. Variacao do
fluxo da fase
movel

1,0 mL/min

1,2 mL/min

5. Variagao da
temperatura da 25°C
coluna

30°C

6. Variacdo no

pH da fase movel 2,3

2,6

7. FreqUéncia de
agitacao

De 5em 5 min

s/ agitacao

Preparou-se uma tabela formada pela matriz dos fatores para a determinacao

da robustez do método. A Tabela 17 a seguir representa esta matriz.

Tabela 17

Matriz dos fatores para determinacéo da robustez do método

FATOR COMBINACAO ENSAIADA
1 2 3 4 5 6 7 8
Aoua A A A A a a a a
Boub B B b b B B b b
Couc C c C c C C C c
Doud D D d d d d D D
Eoue E e E e e E e E
Fouf F f f F F f f F
Goug G G g G g G G g
RESULTADO S t u v w X y z

Fonte: APHA, AWWA, WEF. Standard Methods for the Examination of Water

andW asterwater, 21St Edition.
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5.2 AVALIACAO PONTUAL DAS CAPSULAS DE ACIDO VALPROICO 250 mg
DISPONIVEIS NO MERCADO.

Existem trés fabricantes com registro ativo na ANVISA, porém apenas dois
medicamentos a base de Acido Valpréico 250 mg céapsulas foram encontrados, o
medicamento A e o medicamento B.

Pesou-se cinco capsulas do medicamento A e do medicamento B colocou-se
em balBes volumétrico de 500 mL e completou-se com fase mével 55% de ACN :
45% TFA, levou-se para o ultrasom por 30 minutos com agitacdo de 5 em 5 minutos.
Pegou-se 40 mL desta solucéo e diluiu-se para baldo de 100 mL com fase mével
obtendo-se solucdes na concentracdo de 1,0 mg/mL e uma solugdo padrdao na
concentragdo de 1,08 mg/mL. Os lotes foram analisados em ftriplicata pela

metodologia validada e foram verificadas as areas correspondentes a cada solucéo.

5.3 POSSIBILIDADE DE UTILIZACAO DA METODOLOGIA PARA ANALISE DO
VALPROATO DE SODIO 250 mg/5mL XAROPE.

Pipetou-se 2 mL do medicamento Valproato de Sodio 250 mg/5 mL para um
baldo de 100 mL, adicionou-se 1mL de TFA e completou-se o volume com fase
movel, filtro-se em membrana de PTFE 0,45 u e injetou-se 25 pL, utilizando-se a
mesma metodologia empregada na andlise do Acido valpréico 250 mg capsulas. E

os parametros de adequacéao foram verificados.

5.4 VOLTAMETRIA

5.4.1 Condic¢des Experimentais

A metodologia eletroanalitica foi desenvolvida por voltametria de pulso
diferencial (DPV) utilizando o analisador voltamétrico, fabricante Metrohm, modelo
757 VA Computrace acoplado a um sistema de multi-eletrodos (eletrodo de trabalho:

mercurio; eletrodo auxiliar: platina e eletrodo de referéncia: Ag/AgCl KCI 3 mol/ L).
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Os parametros voltamétricos estudados foram velocidade de varredura de 10
a 25 mV/s ; amplitude de 40 a 80 mV; tempo de pulso de 20 a 50 ms; tempo de
equilibrio de 10 a 20 s.

Foi estudado o pH na faixa de 2,0 a 10,0 utilizando-se a solucédo tampéao de
Britton Robbinson.

Preparo do tamp&o Britton Robbinson - Em um bal&o volumétrico de um litro
adicionou-se acido acético P.A 5,72 mL, acido fosférico P.A. 6,74 mL, acido bdrico
P.A. 6,183g e completou-se o volume com agua Milli-Q.

Ajuste do pH- Solug&o de Hidroxido de sodio 2 mol/L.

O preparo da curva analitica foi feito a partir de cinco adi¢cbes consecutivas de
50 pL de um padrdo de 100 mg/mL de acido valpréico- ABBOTT lote 4011153528, a

célula eletrolitica contendo 10,0 mL de tampdao Britton Robbinson pH 5.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

6.1.1 Condi¢cBes Cromatograficas

Durante a otimizacdo das condi¢Bes cromatograficas foi evidenciado que a
concentracdo da fase mével que apresentou os melhores valores de desvio padréo
relativo (DPR), fator de cauda, fator de capacidade, resolucéo e pratos teéricos foi
55% ACN : 45%TFA 0,05%.

Dentre os fluxos avaliados 0,8 mL/min deixou a corrida um pouco longa e com
o fluxo 1,2 mL/min o fator de capacidade foi muito baixo, sendo o valor 6timo 1
mL/min que apresentou um tempo de retencdo de cerca de 5,7 min e fator de
capacidade 4,7 com uma coluna de(250 mm x 4 mm) 5 pm.

A coluna C18 (125 mm x 4 mm) de 5 um mostrou boa adequacéo, porém o
fator de capacidade ficou baixo, por isso optamos pela coluna C18 (250 mm x 4 mm)
5 um.

O volume de injecdo 25 pL apresentou melhor DPR e mostrou-se mais

adequado para a corrida cromatografica.

6.1.2 Monitoramento da Temperatura do Laboratoério, da Temperatura e Presséao da

Coluna

Durante as corridas cromatograficas monitorou-se a temperatura do
laboratdrio e a temperatura e pressao da coluna.

As Figuras 6, 7 e 8, respectivamente, mostram o monitoramento durante uma
corrida de 10 minutos, onde pode ser verificado que nao houve variagcao
significativa nos parametros avaliados. O monitoramento destas condicdes é de
suma importancia para o sucesso da analise. Variacbes de temperatura e pressao

durante a corrida podem prejudicar a veracidade dos sinais cromatograficos.
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Monitoramento da temperatura do laboratério
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Figura 6- Monitoramento da temperatura do laboratério durante uma corrida cromatografica da

solucdo de adequacgdo do sistema. Condi¢cbes: Coluna C18,

5 um. 250 mm x 4,0 mm, fase

movel 55% de acetonitrila e 45% de &cido trifluoroacético 0,05%, pH 2,3, fluxo 1,0 mL/min,

deteccédo a 210 nm, temperatura 25°C, volume de injecdo 25 pL

Monitoramento da temperatura da coluna
30
O 25 0000000000000 000 ¢
e
© 20
=)
< 15
2 10
5
~ 5
0 2 4 6 8 10 12
Tempo (min)

Figura 7- Monitoramento da temperatura da coluna durante uma corrida cromatografica da solucao

de adequacdo do sistema. Condi¢cbes: Coluna C18,

5 um, 250 mm x 4,0 mm, fase moével 55%

de acetonitrila e 45% de &cido trifluoroacético 0,05%, pH 2,3, fluxo 1,0 mL/min, detec¢&o a 210 nm,

temperatura 25°C, volume de inje¢&o 25 pL.
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Monitoramento da Presséo
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Figura 8- Monitoramento da pressdo da coluna durante uma corrida cromatografica da solucao de
adequacdo do sistema. Condi¢Bes: Coluna C18, 5 pm, 250 mm x 4,0 mm, fase mével 55% de
acetonitrila e 45% de &cido trifluoroacético 0,05%, pH 2,3, fluxo 1,0 mL/min, detec¢éo a 210 nm,
temperatura 25°C, volume de injeg&o 25 pL.

6.1.3 Resultados da Adequacéao do Sistema

O acido valpréico padrédo apresentou um sinal cromatografico bem definido
com tempo de retencdo de cerca de 5,7 minutos. A Figura 9 representa o
cromatograma desta separacdo. A figura 10 mostra o sinal do acido valpréico na
amostra do medicamento referéncia apresentando-se como um sinal bem

resolvido no tempo de retencao caracteristico da substancia.
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Figura 9- Sinal Cromatogréafico do &cido valpréico (padréo), 1,030 mg/mL, Condi¢bes de andlise:
coluna Merck Lichrospher C18 (5um, 250 mm x 4,0 mm d.i.), fase mdvel mistura de 45 partes
de solugéo 0,05% de &cido trifluoracético e 55 partes de acetonitrila (pH 2,3), fluxo 1,0 mL/min,

detec¢do 210 nm, temperatura 25°C, volume 25 puL
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Figura 10- Sinal Cromatogréafico do &cido valproico (medicamento referéncia) (5,7 min, 1,0 mg/mL
Condicbes de analise: coluna Merck Lichrospher C18 (5um, 250 mm x 4,0 mm d.i.), fase
moével mistura de 45 partes de solucdo 0,05% de acido trifluoracético e 55 partes de acetonitrila
(pH 2,3), fluxo 1,0 mL/min, detec¢édo 210 nm, temperatura 25 °C, volume 25 L
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A tabela 18 apresenta os valores médios e seus respectivos coeficientes de
variagcdo dos parametros avaliados no System Suitability. Observa-se na tabela
gue os valores do fator de cauda 1,06 e 1,07 mostram a simetria entre 0s sinais
cromatogréaficos, o fator de capacidade de 4,7 minutos esta dentro das
especificacfes requeridas (faixa 1 a 10) ratificando que a combinacdo da forca
eluente com a coluna estd satisfatéria. O niumero de pratos tedricos, também,
estd bem acima do valor minimo especificado de 2000 pratos tedricos tanto para
amostra como para o padrdo mostrando que a coluna é eficiente para realizar
esta corrida cromatografica. Os valores do desvio padrao relativo 0,43% e 0,35%
indicam que a repetitividade entre as areas tanto na amostra quanto no padréo
estdo dentro da especificacdo de 2% requerida pelo teste. Os valores
encontrados nos parametros de adequacdo foram satisfatérios e mostram que a

metodologia é adequada para determinacdo do acido valpradico.

Tabela 18
Fator cauda, fator de retencédo, nimeros de pratos tedricos e repetitividade das areas do Acido

Valpréico padrdo e do medicamento referéncia.

Parametro . _ acido valproico
. acido valproico _
cromatografico . Medicamento
_ padrao o
avaliado referéncia
Fator cauda 1,06 (DPR 0,5%) 1,07(DPR 0,2%)
Fator de capacidade 4,72 (DPR 0,3 %) 4,72(DPR 0,03%)
NUmero de pratos
o 5619 (DPR 1,2%) 5397(DPR 0,1%)
tedricos
Repetitividade das
0,43% 0,35%

areas (DPR)

DPR- Desvio padréo relativo
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6.1.4 Resultado do Estudo de Estabilidade das Solugbes Amostra e Padrédo de

Acido Valpréico nas Concentra¢des de Trabalho

A estabilidade é o parametro que visa verificar se um analito permanece
quimicamente inalterado numa dada matriz sob condi¢cdes especificas, em um
determinado intervalo de tempo. Uma vez determinada a estabilidade para um tipo de
matriz, em uma dada temperatura e em um acondicionamento especifico ndo se
pode extrapolar para as demais matrizes ou formas de armazenamento
(STORPIRTIS, 2009).

As solucdes recém preparadas foram injetadas e as areas relativas ao acido
valproico foram determinadas ao longo do tempo. A solucdo amostra foi analisada
na concentracdo de 1,0 mg/mL ao longo de 24 horas. Na analise inicial o valor da
area foi 766 mV.s e a amplitude dos resultados durante as seis horas de analise foi
759 a 772 mV.s, com média de 764,8 mV.s e DPR-0,57%. Na Figura 11 observa-se
gue ndo houve queda significativa do teor do &cido valprdico, portanto, pode-se
analisar a amostra mesmo se ela néo tiver sido preparada recentemente,
respeitando o tempo de estabilidade avaliado neste estudo. A figura 12 representa
as andlises realizadas ao longo do periodo de uma semana na solugdo padrdo. A
area do Padrao recém preparado foi 826 mV.s e as demais variaram de 816 a 823
mV.s ao longo de uma semana, mostrando uma variacdo de 1,2% entre a menor
area e a area inicial. A média entre as analises ao longo da semana foi de 821 mV.s
DPR-0,44%. Segundo Sharbir (2003), admite-se uma variacdo de até 2,0 % em
relacdo a amostra recém preparada.

Os resultados mostram que ndo houve queda significativa nas areas da
solucédo padrao nos 07 dias avaliados podendo-se concluir que 0 mesmo pode ser
preparado e armazenado por esse tempo mantendo neste periodo a confiabilidade

dos resultados.
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Estabilidade da Solugdo Amostra
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Figura 11- Estudo da estabilidade da solu¢cdo Amostra de &cido valpréico. Condi¢des de andlise:
coluna Merck Lichrospher C18 (5 um, 250 mm x 4,0 mm d.i.), fase mével mistura de 45 partes
de solucdo 0,05% de acido trifluoracético e 55 partes de acetonitrila (pH 2,3), fluxo 1,0 mL/min,

detec¢do 210 nm, temperatura 25 °C, volume 25 pL.

Estabilidade do Acido Valpréico Padrao
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Figura 12- Estudo de estabilidade da solu¢do padrdo de acido valpréico. Condi¢cdes de analise:
coluna Merck Lichrospher C18 (5um, 250 mm x 4,0 mm d.i.), fase mével mistura de 45 partes
de solugdo 0,05% de &cido trifluoracético e 55 partes de acetonitrila (pH 2,3), fluxo 1,0 mL/min,

deteccdo 210 nm, temperatura 25°C, volume 25 L.
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6.1.5 Figuras de Mérito Avaliadas Durante a Validacdo da Metodologia de Analise

do Acido Valproico 250 mg

6.1.5.1 Seletividade

Para a visualizacdo da pureza do sinal cromatografico, foram emitidos

espectros de absorcao molecular na regiao do ultravioleta antes, durante e depois

do tempo de retencdo do sinal cromatografico. Pela visualizacdo dos espectros e

sua sobreposicdo e comparacdo com o0 espectro da substancia pura, fica

evidenciada a pureza e a seletividade do método empregado.

As figuras 13 e 14 mostram o sinal cromatografico do medicamento

referéncia obtido na repetitividade amostra 3 do analista (A) e do acido valproico

substancia de referéncia obtido também na realizacdo do teste de repetitividade,

respectivamente.
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Figura 13- Sinal Cromatografico do acido valprdico (medicamento referéncia) (5,7min, 1,0 mg/mL)
Condicdes de andlise: coluna Merck Lichrospher C18 (5um, 250 mm x 4,0 mm d.i.), fase
moével mistura de 45 partes de solucdo 0,05% de &cido trifluoracético e 55 partes de acetonitrila
(pH 2,3), fluxo 1,0 mL/min, detec¢é@o 210 nm, temperatura 25 °C, volume 25 pL
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Figura 14- Sinal Cromatografico do acido valpréico (padrédo) (5,7min, 1,024 mg/mL) Condicdes de
andlise: coluna Merck Lichrospher C18 (5um, 250 mm x 4,0 mm d.i.), fase mével mistura de
45 partes de solugéo 0,05% de é&cido trifluoracético e 55 partes de acetonitrila (pH 2,3), fluxo 1,0
mL/min, detec¢do 210 nm, temperatura 25°C, volume 25 L

A figura 15 mostra o sinal cromatografico do acido valproico padrdo em

terceira dimenséao (3D) no tempo de retencdo de 5,7min.

mALS
[IUO 1

10 [min.]

Figura 15- Sinal Cromatografico do acido valprdico (Padrao) Analise tridimensional do pico (5,7
min, 1,024 mg/mL) Condi¢des de andlise: coluna Merck Lichrospher C18 (5um, 250 mm x 4,0
mm d.i.), fase movel mistura de 45 partes de solugdo 0,05% de acido trifluoracético e 55 partes
de acetonitrila (pH 2,3), fluxo 1,0 mL/min, deteccdo 210 nm, temperatura 25°C, volume 25 pL
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A figura 16 mostra o sinal cromatografico do medicamento referéncia em
terceira dimenséao (3D). Na visualizagdo do cromatograma em terceira dimensao
fica evidenciado um pico Unico no tempo de retencdo do &cido valpréico, e mostra,
de forma clara, o sinal anterior com absor¢cdo de componentes em outro
comprimento de onda, porém, eluindo no mesmo tempo de retencdo fato nao

observado no sinal referente ao analito de interesse.

[nm]

900

méL
[100 1

10 [min.]

Figura 16- Sinal Cromatogréafico do &cido valproico (Amostra). (5,7 min, 1,0 mg/mL) Condi¢des de
analise: coluna Merck Lichrospher C18 (5 pm, 250 mm x 4,0mm d.i.), fase movel mistura de
45 partes de solugédo 0,05% de acido trifluoracético e 55 partes de acetonitrila (pH 2,3), fluxo 1,0
mL/min, detec¢do 210 nm, temperatura 25°C, volume 25 pL

Foram realizados os espectros de absorcdo na regidao do ultravioleta da
amostra e do padrédo, conforme ilustrado na Figura 17. Comparando-se 0sS
espectros antes, durante e depois do tempo de retencao, pode-se verificar que 0s
comportamentos do padréo e da amostra séo iguais, evidenciando a pureza do

pico.
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Figura 17- Espectro de Varredura na regido do ultravioleta do medicamento referéncia (amostra) e
do padréo de acido valprdico antes (A), durante (B) e depois (C) do tempo de retencéo. Condi¢des
de andlise: coluna Mick Lichrospher C18 (5 um, 250 mm x 4,0 mm d.i.), fase movel mistura
de 45 partes de solugcédo 0,05% de acido trifluoracético e 55 partes de acetonitrila (pH 2,3), fluxo
1,0 mL/min, detec¢do 210 nm, temperatura 25 °C, volume 25 pL

6.1.5.2 Efeito Matriz

A identificacdo por CLAE é realizada por comparacao dos tempos de retencao

do padrao e do analito. Porém, em um sistema cromatografico, mesmo empregando-

se como fluxo da fase movel aquele considerado ideal segundo Van Deemter, ainda

assim, existe a possibilidade de um outro componente da matriz coeluir com o

analito de interesse (SCHULER, 2009). Para verificar a possibilidade da matriz do

medicamento interferir na quantificacdo do sinal cromatogréfico, foi preparado um

placebo e a amostra do acido valproico (Figura 18), e ficou evidenciado que ndo ha

nenhuma substancia co-eluindo no tempo de retencéo do acido valproico ratificando

a seletividade do método.

O cromatograma do placebo mostra de forma inequivoca que 0s outros sinais

da amostra sdo relativos aos excipientes e que nao existe absor¢cdo no tempo de
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retencdo do analito. E necessario deixar claro que a avaliacdo do efeito matriz se
restringe a matriz testada, ou seja, o medicamento referéncia, ndo podendo ser
extrapolada para todas as possiveis matrizes que contenham acido valpréico na
forma de cépsulas (AGUIAR, 2007).
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v EEQOODD000 LD o8

- LMen B I

r— i
s ' » (1)

Figura 18- 1-Sinal Cromatografico do Placebo 2- Sinal cromatografico do medicamento referéncia.
Condigbes de andlise: coluna Mick Lichrospher C18 (5 pm, 250 mm x 4,0 mm d.i.), fase
moével mistura de 45 partes de solugcdo 0,05% de acido trifluoracético e 55 partes de acetonitrila
(pH 2,3), fluxo 1,0 mL/min, detec¢do 210 nm, temperatura 25 °C, volume 25 puL

6.1.5.3 Linearidade

Foi construida uma curva analitica por meio da injecdo de trés solugbes de
trabalho em concentracdes conhecidas e que forneceram suas respectivas areas,
gue sao apresentadas nas tabelas 19, 20 e 21.



Tabela 19

89

Areas encontradas ap0s a inje¢do da 12 solug&o de trabalho.

o Concentragdo Areas
Niveis da Curva DPR%
mg/mL (mV.s)
Nivel 1 0,719 553,744 0,803
Nivel 2 0,821 628,344 1,004
Nivel 3 0,924 707,594 0,672
Nivel 4 1,027 783,905 0,067
Nivel 5 1,129 866,246 0,646
Nivel 6 1,232 943,066 0,225
Nivel 7 1,334 1024,515 0,445
DPR- Desvio padréo relativo
Tabela 20
Areas encontradas apds a injegdo da 22 solucéo de trabalho.
o Concentracéo Areas
Niveis da Curva DPR%
mg/mL (mV.s)
Nivel 1 0,721 553,123 0,910
Nivel 2 0,824 635,740 0,543
Nivel 3 0,927 709,292 0,634
Nivel 4 1,030 792,072 0,397
Nivel 5 1,133 871,573 0,464
Nivel 6 1,236 944,473 0,996
Nivel 7 1,339 1027,182 0,172

DPR- Desvio padréo relativo
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Tabela 21

Areas encontradas ap0s a injecéo da 3?2 solucéo de trabalho.

Niveis da Curva Concentragao Areas DPR%
mg/mL (mV.s)
Nivel 1 0,719 558,643 0,622
Nivel 2 0,821 629,487 0,651
Nivel 3 0,924 710,280 0,842
Nivel 4 1,027 791,980 0,204
Nivel 5 1,129 871,391 0,076
Nivel 6 1,232 950,563 0,462
Nivel 7 1,334 1025,649 0,611

DPR- Desvio padréo relativo

6.1.4.3.1 Avaliagéo da Linearidade da Curva Analitica do Acido Valproico.

Os resultados foram gerados com uma curva de sete niveis oriunda de trés
pesagens genuinas, e confirmaram a linearidade da curva analitica do acido
valproico na faixa de concentracdo avaliada. Foi aplicado o teste de Jacknife para
verificagéo de valores extremos ndo sendo observado nenhum valor aberrante. Foi
utilizado o teste de Ryan-Joiner para verificar a distribuicdo normal dos residuos, o
qgue foi confirmado pelo resultado apresentado. A homocedasticidade dos residuos
foi estudada pela estatistica t de Levene e pelo valor encontrado (p > 0,05) ficou
evidenciado que n&o houve variabilidade dos residuos da regressdo. O teste de
Durbin-Watson foi usado para confirmar a independéncia dos residuos da regressao
e mostrou-se satisfatorio. Observando-se a Curva analitica fica claro que a
significAncia da regresséo foi satisfatoria (p< 0,001) com o desvio de linearidade néao
significativo (p > 0,05) e que o método esta livre de tendéncia (valor p da intersegéao
> 0,05).

A tabela 22, desenvolvida por Souza (2005) e adaptada pelo INCQS mostra o
resumo das premissas para a curva analitica do Acido Valpréico 250 mg.



Tabela 22- Resumo das premissas da curva analitica do Acido Valpréico 250 mg
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S % Ministério da Sadde
!ﬂj-’ Lml FUNDAGAO OSWALDO CRUZ

L | Institute Nacional de Controle de Qualidade em Salde INCQS

AVALIACGAQ DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA

Dados da Curva Analitica

Andlise: Acido Valproico
Data de Confeccdo da Curva: 17/08/2010 Curva N°: 2
Replicatas por Mivel (k): 3 M® de Miveis (n): 7
Equipamento: Young Lin Responsavel: Paulo
Tabela de dados originais
Nivel - Conc. Resposta Avaliagao de Valores Extremos
(k) ! magimL Area (Teste de Jack-Knife para avaliagie de valores extremos)
1 g; g;;? gggi{;g Os dados da tabela marcados em vermelho foram avaliados e retirados do
03 U:?‘IQ 558:643 cunjuntuude dafios por se tratarem de \_raluures extremu.s (outliers). Estes
7 04 0821 628 344 dados ndo serfo considerados na avaliacdo das premissas.
05 0,824 635,740
06 0,821 629 487 Curva Analitica Final
3 07 0.924 707,594 1400
08 0,927 709,292 1200 -
09 0,924 710,280 1000
4 10 1.027 783,905 - 800 -
11 1,030 792,072 £ 8004
12 1.027 791,980 400
5 13 1,129 873,041 200 4 | Intervalo de Confianga |
14 1.133 871,673 0 T T .
16 1.129 871.391 0 0.5 1 1,5 2
6 16 1.232 943,066 Concentragio (mgimL)
17 1.236 944 473
7 - 1%3421 1905204.556135 Grafico de Residuos
20 1,339 1027,182 e
21 1.334 1025,649 51 o e 2 0
. A D f-mmmmmmmmm B TSR - B~ TR
Normalidade dos Residuos . 8 e o
(Teste de Ryan-Joiner) N EEEEE LR Zees ER
_Reg 0,99 e 0 02 0.4 06 0.8 1 12 14 16
Rerit (o= 0,05) 0.95 Concentragéo (ma/mL)
Autocorrelagdo dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson) Estatisticas da Regressao Linear (Modelo: Y =a + bX)
d (calculado) 2,15 Coeficiente Angular (b):| 7.66E+02 | Coeficiente Linear (a): | 2,08E+00
dL (Limite Inferior) e = 0,05 1.22 r 0,9998 R? 0.9396
dU (Limite Superior) : = 0,05 1.42 M 21 Graus de Liberdade 19
Homogeneidade da Varidncia dos Residuos Limites de Detecgdo e Quantificagéo (LD e LQ)
(Teste de Brown-Forsythe) | Limite de Detecgdo | 1,35E-02 [ Limite de Quantificagdo [ 4.04E-02 |
Varidncia Combinada 1,07E+01
t, calculado -1,83E-01 ANOVA da Regressdo e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)
tiabelzdo (o: = 0.05) 2,09E+00 fonte G.L. 5Q MQ F p
p 8.49E-01 regressdo 1 5 21E+05 | 5, 21E+05 | 4 7T5E+04 | 9.49E-34
residuos 19 2,08E+02 | 1,10E+01
Resumo da Avaliagdo Ajuste 5 T7,38E+01 | 148E+01 | 1.53E+00 | 2 42E-01
Homogeneidade de varidncia erro puro 14 1,36E+02 | 9.62E+00
Ha Homocedasticidade p=005 total 20 5,21E+05
Regressdo e Teste de Desvio de Linearidade
A regressdo é significativa p < 0,001 Observagbes
Mo ha desvio de Linearidade p=005
Autocorrelacdo dos Residuos (x= 0,05)
M3o ha autocorrelagdo d=dU
Teste de Normalidade (o= 0,05)
Segue a Normal Req = Rert
Responsavel: Data: _ /7 Verificado por: Data: __ /[

AVALIACAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA Pag..1/1
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6.1.5.3.2- Verificacdo da condicdo necessaria para que a linha da regressao do

acido valpraoico passe pela origem

A figura 19 mostra que o intercepto ndo é significativamente diferente de zero,
e o coeficiente de correlacdo da curva analitica é 0,9998 que somado aos outros
parametros avaliados, nos garante a linearidade dada pela equacgéo
y =2,08 + 766 x.

Curva Analitica

— Interyala de Confianca

0 2 1 2 2
Concentragao (mg/mL)

Figura 19- Curva analitica do 4cido valprdico. Condi¢des de andlise: coluna Merck Lichrospher C18
(5um, 250 mm x 4,0 mm d.i.), fase movel mistura de 45 partes de solu¢do 0,05% de acido
trifluoracético (pH 2,3) e 55 partes de acetonitrila, fluxo 1,0 mL/min, detec¢ao 210 nm, temperatura
25°C, volume 25 L.

6.1.5.4 Determinacao dos Limites de Deteccéo e de Quantificacédo

Os limites de quantificacdo e de deteccao foram obtidos por meio da curva
analitica e os resultados foram LD=0,0135 mg/mL e LQ=0,0404 mg/mL. Podemos
observar que o limite de quantificacdo é aproximadamente trés vezes o limite de

detecgéo, esses limites ndo necessitariam ser determinados em funcéo do tipo de
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validacdo que esta sendo executada, e foram extraidos estatisticamente. Segundo o
INMETRO, 2010 esse resultado serve apenas como orientacdo e recomenda nos
casos em que ha a necessidade de se determinar o LD e LQ que seja feito
experimentalmente ja que uma analise pode variar em funcdo do seu tipo e por isso

ndo poderia ter uma férmula estatistica.

6.1.5.5 Determinacéo da Precisdo: Repetitividade e Preciséo Intermediaria

6.1.5.5.1 Repetitividade

A tabela 23 apresenta os valores de repetitividade obtidos nas andlises
efetuadas no medicamento Acido Valprdico 250 mg em condi¢Bes especificas de
medicdo, ou seja, no mesmo dia, mesmo equipamento e analista. Os valores
encontrados para os desvios padrao relativos de repetitividade (DPRr) evidenciam a
confiabilidade do método no tocante a repetitividade. Para ANVISA (2003), ndo se
admite valores maiores que 5% para este parametro e os valores encontrados na
analise ficaram bem abaixo deste limite.

Foi realizado um teste “t” de Student para verificar se as médias encontradas
nas analises realizadas sob condicdes de repetitividade ndo eram significativamente
diferentes. O fato foi comprovado ao evidenciarmos que o t calculado 0,903 era
menor que o t tabelado 2,045. O limite de repetitividade (r) foi calculado para
capacitar o analista a decidir se a diferenca entre replicatas da mesma amostra foi
significante. Os resultados entre as replicatas foram inferiores ao limite de
repetitividade 4,90.
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Tabela 23 )
EﬁPetitividade do método de analise do Acido Valpréico 250 mg realizada no Cromatografo Young
REPETITIVIDADE %
ANALISTA A
(mg/mL)
250,18 250,73 249,60
250,38 248,10 250,08
252,80 249,00 247,80
249,68 249,30 247,03
248,95 249,88 250,23
252,20 249,08 247,40
250,68 251,05 248,90
250,80 247,28 250,63
253,33 247,83 246,75
_ 252,65 249,60 249,88

MEDIA (mg/mL) 249,72

DESVPAD 1,70

DPR 0,68

Limite de

repetitividade (r) 4,90

CALCULADO TABELADO
Teste “t” 0,903 2,045

DPR- Desvio padréo relativo
DESVPAD- Desvio padrao

6.1.5.5.2- Precisao Intermediaria

A precisao intermediaria foi avaliada sobre a mesma amostra e os resultados

das analises efetuadas no medicamento Acido Valproico 250 mg realizados pelos

trés analistas em dias e equipamentos diferentes, sdo apresentados na tabela 24.

Os resultados encontrados para o Spi e 0 DPRr mostram a reprodutibilidade interna
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do método. A precisdo intermediaria baseia-se na dispersdo entre resultados de
ensaios. Segundo Horwitz (1982) o limite de referéncia para o DPRg, em funcdo da

concentracdo do farmaco, € no maximo 5,6%.

Tabela 24

Resultados da preciséo intermediaria realizada na validacdo do método analitico.

RESULTADOS DA PRECISAO INTERMEDIARIA

DIA 2
ANALISE ANALISTA A ANALISTA B ANALISTA C
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
1 246,63 250,08 248,87
2 250,09 250,37 247,54
3 247,11 247,78 250,60
4 247,11 250,84 249,38
5 246,69 248,49 250,19
6 249,04 246,45 248,04
7 247,42 247,17 250,06
8 246,54 248,97 249,85
9 247,80 248,05 249,37
10 246,19 249,83 248,93
MEDIA (mg/mL) 247,46 248,80 249,28
DESVPAD 1,22 1,46 0,97
DPR 0,49 0,59 0,39
MEDIA 248,51
Desvio padréao de
precisao 1,23
intermediaria (Spi)
DPRRg 0,49

DPR- Desvio padréo relativo
DESVPAD- Desvio padréo

A figura 20 ilustra um cromatograma oriundo de analise realizada no
equipamento 2, pelo analista 2, pode-se observar, como era de se esperar, que 0s

resultados dos parametros de adequacdo estdo satisfatorios. O tempo de retencao
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bastante similar ao conseguido com o aparelho usado na avaliagdo das outras

figuras de mérito. O cromatograma mostra um sinal bem resolvido com fator cauda

de 1,14 e um numero de pratos teéricos de 7130 comprovando a eficiéncia da

coluna.

|c fm-resultados'ac walprolco'acidyalanal 34005 mn

704

G0 -

50

404

maLt

304

20
10+ |

7283)

¥ 5.5030 hMinutes
o722 mAl

[5 1.IT [3 [9 1

Minutes

Injection Date:

Tus Aug 24 14:58:04 2010 Recalculation :

Wed Jan 26 04:30:56 2011

Qperator . Fernanda Detector Type : 0325

Vorkstation ;. HPLC Bus Address co44

Instrunent . HFLC Samnple rate . 20,000 Hz

Channel 1l = 210 nm Run Tine 10,000 min.

#% IC Uorkstation Version 6.41 == 03076-2290-AE7-0724 ==

Fun Mode: Analy=is Peal Measuremnsnt: Area Calc. Type: % Hormalize Result=: Ho
Peak tR Result Sep. W12 Efficiency Tailing

Ho Hame (min) Code (sec) Plates Platesm L’ B (5. 0%)
1 acido walp 5.728 100.000 BE 9.59 7130 1 4.73 1.14

Figura 20- Sinal Cromatografico do Acido Valpréico 250 mg, Equipamento Varian. Condi¢des de
andlise: coluna Merck Lichrospher C18 (5 pm, 250 mm x 4,0 mm d.i.), fase moével mistura de
45 partes de solugdo 0,05% de acido trifluoracético (pH 2,3) e 55 partes de acetonitrila, fluxo 1,0
mL/min, detec¢do 210 nm, temperatura 25 °C, volume 25 L.

6.1.5.6 Determinacao da Exatidao

A exatidao foi aferida por intermédio de uma curva analitica com adi¢ao-

padrdao em concentracdo previamente conhecida de acido valpréico. O calculo da

recuperacdo em cada um dos sete niveis da curva serviu para avaliacdo da exatidao
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do método por intermédio da recuperagdo. Foram preparadas solu¢des do
medicamento referéncia e do padrdo de A&cido valpréico. As solugdes do
medicamento referéncia foram adicionadas concentracbes crescentes de acido
valproico padrdo e depois, essas solucdes de trabalho tiveram suas respectivas
areas determinadas e o resultado apresentado na tabela 25. Apos a determinagéo
das areas foi calculada a recuperacdo em cada ponto da curva e os valores se
encontram na tabela 26. O teste de recuperagcdo visa avaliar a capacidade de
extracdo do analito na presenca da matriz, a recuperacdo nao precisa ser 100% mas
deve ser consistente e precisa (STORPIRTIS, 2009). Segundo Horwitz, 1982 para a
concentracdo do farmaco em estudo, a recuperacédo pode variar de 95% a 105%.

Tabela 25
Areas medidas apos as injecoes das solucdes de trabalho de adi¢io padrdo de acido valproico.
Areas (mV.s) Média DP DPR
554, 740 548, 331 547,211 550, 094 4,062 0,738
628, 891 635, 922 633, 450 632, 754 3,567 0,564
725, 258 722, 344 725, 567 724, 390 1,778 0,245
817, 688 815, 345 812,515 815, 183 2,590 0,318
894, 861 899, 030 903, 890 899, 260 4,519 0,503
996, 230 995, 234 992, 234 994, 566 2,080 0,209
1083, 432 1083, 235 1080,760 1082, 476 1,489 0,138

DPR- Desvio padréo relativo
DP- Desvio padréao

Tabela 26

Recuperacdo encontrada a partir das solucdes de trabalho de adicdo padrao de acido valpréico

Conc. Experimental

(mg/mL) Conc. tedrica (mg/mL) Recuperacéo %
0,7 0,700 0, 000
0,805 0,809 99,42
0,922 0,918 100,30
1,037 1,028 100,80
1,144 1,137 100,53
1,266 1,246 101,46
1,377 1,355 101,55
Recuperacdo Média 100,68
DPR 0,79

DPR- Desvio padréo relativo
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A robustez de um método informa a susceptibilidade da condigdo analitica

guanto a variacao do sistema, e ndo € um parametro de aprovacao ou rejeicao da

metodologia analitica, mas funciona como um alerta de que variacbes devem ser

monitoradas (LEITE, 2008). Foram ensaidas oito combinacdes, conforme os

parametros descritos na tabela 27.

Os resultados obtidos nos cromatogramas foram avaliados de acordo com 0s

parametros de adequacéo do sistema (Tabela 28) e analisada a influéncia de cada

variagao encontrada.

Tabela 27

Oito combinacdes ensaiadas no teste de robustez

Teste de Robustez

Condicao 1 Condicao 2 Condicao 3 Condicao 4
Tempo de
Extracao 30 min 30 min 30 min 30 min
Coluna Merck Merck Supelco Supelco
Fase movel 55:45 60:40 55:45 60:40
Fluxo 1,0 1,0 1,2 1,2
Temperatura 25°C 30°C 25°C 30°C
pH 2,3 2,6 2,6 2,3
Agitacao Presente Ausente Ausente Presente
Condicao 5 Condicao 6 Condicao 7 Condicao 8
Tempo de
extracao 20 min 20 min 20min 20min
Coluna Merck Merck Supelco Supelco
Fase movel 55:45 60:40 55:45 60:40
Fluxo 1,2 1,2 1,0 1,0
Temperatura 30°C 25°C 30°C 25°C
pH 2,3 2,6 2,6 2,3
Agitacao Ausente Presente Presente Ausente
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Tabela 28
Resultados dos parémetros de adequacdo do sistema, verificados apés as oito combinacbes
ensaiadas. ]
Area Pratos Fator de Fator de
(mV.s) Tedricos Cauda capacidade
Combinagéol Média 778,622 4519 1,36 4,74
DPR (%) 0,61 1,93 0,42 0,17
Combinacao2 Média 833, 375 4250 1,39 4,17
DPR (%) 0,20 0,45 0,83 0,11
Combinacgéo3 Média 663, 369 6636 1,29 3,73
DPR (%) 1,11 0,62 0,89 0,37
Combinacéo4 Média 677,433 6259 1,48 2,93
DPR (%) 0,54 0,47 1,03 0,15
Combinacéo5 Média 623,025 4741 1,05 3,42
DPR (%) 0,38 6,71 0,48 0,26
Combinacao6 Média 640,773 4181 1,07 2,78
DPR (%) 1,44 7,27 1,43 0,00
Combinacéo7 Média 789, 344 6680 1,38 4,63
DPR (%) 1,20 2,12 1,26 0,18
Combinacgéo8 Média 783, 266 6167 1,45 3,78
DPR (%) 0,11 0,29 1,44 0,12

DPR- Desvio padréo relativo

Observando os valores dos desvios padréo

relativo das areas fica

evidenciado que os mesmos sdo satisfatérios e se encontram abaixo do maximo

permitido para este parametro de adequacao do sistema que é 2% confirmando a

repetitividade das areas.
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Os resultados dos fatores de cauda das oito combinac¢des foram inferiores a 2
mostrando que a assimetria dos sinais cromatograficos foi boa e esta dentro dos
niveis aceitaveis.

Os valores encontrados para os fatores de capacidade dos ensaios realizados
estiveram entre 2,78 e 4,74 confirmando que a diferenciacdo do volume morto da
coluna foi satisfatorio.

Os dados oriundos da observacdo dos pratos tedricos avaliados nas
combinacBes realizadas nos ensaios mostraram resultados acima do valor
recomendado N > 2000 evidenciando que a coluna € adequada para realizar a
andlise pretendida. Uma diminuicdo destes valores quando comparados com o0s
resultados obtidos durante a adequacdo do sistema (tabela 29) é considerado
normal em funcdo da utilizacdo excessiva da coluna durante o processo de
validacdo da metodologia analitica (AGUIAR, 2007). A diminuicdo dos pratos
tedricos deixa clara uma diminuicdo na eficiéncia da coluna, entretanto os valores
encontrados ainda se encontram bem acima do valor minimo exigido, pelos
compéndios oficiais, para avaliar este parametro. As combinacdes que utilizaram a
coluna C18 Supelco apresentaram um numero de pratos tedricos maior do que as

andlises com a coluna Merck utilizada na validacéo.

Tabela 29

Avaliacdo comparativa dos parametros do System Suitability no inicio e no final do estudo de
validacao.

Acido Valproico DPR- Entre Pratos Fator de Fator de
as areas tedricos cauda capacidade
Adequacéo do 0,35% 5397 1,22 4,70
Sistema
(Inicio)
Adequacéo do 0,61% 4519 1,36 4,74
Sistema

Combinacéao 1

DPR- Desvio padréo relativo
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Os resultados encontrados para as combinacdes avaliadas, evidenciam a
robustez do método analitico quando exposto as mudancas descritas na tabela 27. A
estabilidade da solucdo amostra foi verificada separadamente no inicio do estudo e
mostrou-se satisfatoria no periodo em que foi avaliada. A robustez em relacéo a
analistas, equipamento, e dias diferentes foi verificada durante o teste de preciséo
intermediaria.

Foram calculados os efeitos das sete variagbes (tabela 30) para avaliar o

impacto de cada uma na analise do medicamento.

Tabela 30

Diferenca observada no system suitability apds cada uma das sete variagdes.

DPR- entre as Pratos Fator de Fator de

areas Tedricos Cauda Capacidade

1. tempo de -0,17 - 26 0,14 0,24
extracao 30-
20 min

2. Diferente - 0,08 - 2013 -0,18 0,01
fabricante de
coluna Merck-
Supelco

3. Variacao da 0,25 430 -0,08 0,72
composicéao
da fase
movel55/45 —
60/40

4. Variacao do -0,34 - 50 0,17 1,12
fluxo da fase
movel 1,0-1,2

mL/min

5. Variacéo da 0,24 - 107 - 0,03 - 0,03
temperatura
da coluna 25 -
30°C

6. Variagcdo no - 0,58 -15 0,05 -0,11
pH da fase
movel 2,3-2,6

7. Frequéncia 0,23 -39 0,03 0,23
de agitacao
Presente —
ausente

DPR- Desvio padréo relativo
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Verificando as diferencas observadas nos parametros de adequagao do
sistema, apds as variagfes implementadas, pode-se concluir que os efeitos nao
foram significativos.

A diferenca maior no desvio padrao das areas foi observada na variacdo da
fase mével sugerindo manter a fase mével 55% ACN : 45% TFA.

Como observado anteriormente a coluna Supelco apresentou um numero de
pratos tedricos acima das analises realizadas com a coluna Merck, o0 que evidencia
um desgaste natural da coluna utilizada durante o processo de validacéo.

As maiores diferencas no fator de cauda se deram com a variagdo da fase
moével e a mudanca da coluna, a diferenca verificada com a utilizacdo da coluna
Supelco também pode ser atribuido ao desgaste da coluna Merck. A variacdo em
funcdo do aumento do fluxo sugere a manutencdo do fluxo escolhido para a
validacéo.

As figuras 21 a 28 ilustram os cromatogramas de uma injecao, das oito

combinacdes ensaiadas durante o teste de robustez do Acido Valpréico 250 mg.
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Result Table (ESTD - add valnormal 11 - Channel 1) Common for All Signals
Compound | Reten. Time Area Height Efficiency | Resolution SW"WIE“WT Calibration File (Peak Table) Calculation
] aiiing ;
Name fmin] i m] fthpl H £ Acido Valpréico [eso =]
Acido Valpréico 5733 773,220 59,857 2553 - 1,375
Total 773,220 59,857 : Set... | None ‘ View |

Reportin Result Table Unidentified peaks
@
Alpecks Response (% Area

" All Identified Peaks Base

" Height
" Al Peaks in Calibration

Response

r Factor 0
Scale Amount [mg]  ISTD Amount

I Use Scale Factor 0 [
Seale Factor " 1nj. Valume [m) Dilution

Figura 21 - Pico Cromatografico do &cido valpréico (Amostra-Condi¢cédo 1). (5,74min, 1 mg/mL)
Condigbes de andlise:Tempo de extracdo 30 min, coluna Merck Lichrospher C18 (5 pm, 2 50 mm
x 4,0 mm d.i.), fase mével mistura de 45 partes de solucdo 0,05% de &cido trifluoracético e 55
partes de acetonitrila (pH 2,3), fluxo 1,0 mL/min, detec¢cdo 210 nm, temperatura 25°C, volume 25
uL, amostra com agitacéo.
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8,86 min. 22,0mV
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Figura 22 - Pico Cromatografico do acido valpréico (Amostra-Condi¢do2). (5,21 min, 1 mg/mL)
Condigbes de andlise: Tempo de extragdo 30 min, coluna Merck Lichrospher C18 (5 pm, 2 50 mm
X 4,0 mm d.i.), fase movel mistura de 40 partes de solugdo 0,05% de &cido trifluoracético e 60
partes de acetonitrila (pH 2,6), fluxo 1,0 mL/min, deteccdo 210 nm, temperatura 30°C, volume 25

pL, amostra sem agitagéao.
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Figura 23 - Pico Cromatografico do acido valproico (Amostra-Condi¢éo 3). (4,74 min, 1,0 mg/mL)
Condicdes de andlise: Tempo de extracdo 30 min, coluna Supelco C18 (5 um, 250 mm x 4,0
mm d.i.), fase movel mistura de 45 partes de solucao 0,05% de &cido trifluoracético e 55 partes
de acetonitrila (pH 2,6), fluxo 1,2 mL/min, deteccdo 210 nm, temperatura 25°C, volume 25 L,

amostra sem agitacao.
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Figura 24 - Pico Cromatografico do &cido valpréico (Amostra-Condi¢édo 4). (3,92 min, 1,0 mg/mL)
Condicdes de analise: Tempo de extracdo 30 min, coluna Supelco C18 (5 um, 250 mm x 4,0
mm d.i.), fase movel mistura de 40 partes de solucdo 0,05% de &cido trifluoracético e 60 partes
de acetonitrila (pH 2,3), fluxo 1,2 mL/min, detec¢cdo 210 nm, temperatura 30° C, volume 25 pL,
amostra com agitagao.
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Figura 25 - Pico Cromatogréafico do acido valpréico (Amostra-Condi¢céo 5). (4,4 min, 1,0 mg/mL)
Condigbes de andlise: Tempo de extracdo 20 min, coluna Merck Lichrospher C18 (5 pm, 2 50 mm
x 4,0 mm d.i.), fase movel mistura de 45 partes de solugdo 0,05% de acido trifluoracético e 55
partes de acetonitrila (pH 2,3), fluxo 1,2 mL/min, detec¢cdo 210 nm, temperatura 30°C, volume 25
UL, amostra sem agitacéo.
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Figura 26 - Pico Cromatogréfico do acido valpréico (Amostra-Condi¢édo 6). (3,8 min, 1,0 mg/mL)
Condigbes de andlise: Tempo de extracdo 20 min, coluna Merck Lichrospher C18 (5 pm, 250 mm
X 4,0 mm d.i.), fase movel mistura de 40 partes de solugdo 0,05% de &cido trifluoracético e 60
partes de acetonitrila (pH 2,6), fluxo 1,2 mL/min, detec¢cdo 210 nm, temperatura 25°C, volume 25

pL, amostra com agitagao.

- 6,73min. 61,4my
— Robupadcond?3 - Channel 1
100
»
z
E 50
5
3
-50 T T T T T
0 2 4 5 8 10
Time [mir
Result Table (ESTD - Robupadcond?3 - Channel 1) Common for All Signals
Compound | Reten. Time Area Height Efficency | Resolution symrf“_E“'VF Calibration File (Peak Table) Calculation
L= 1 [mV.2] mv] [th-pl 0 a\rlgg Acido Valpréico ‘EEI'D ﬂ
1 | Acido Valpréico 5690 | 783,559 74,225 6606 1,366
Total 783,553 74,225 Set... | Mone | View ‘
Report in Result Table Unidentified peaks

"
- A:: E:aksﬁ Jpesie Resporse % prea
Al Tdentfied P

Identfied Pes Base £ Heght

" All Peaks in Calibration
Response

r Factor °
scale Amount [mg]  1STD Amount

I Use Scale Factor ,7
U v [ o
Scale Factor ' | mj volume [W]  Diution

Figura 27 - Pico Cromatografico do &acido valpréico (Amostra-Condi¢éo 7). (5,62 min, 1,0 mg/mL)
Condicdes de andlise: Tempo de extracdo 20 min, coluna Supelco C18 (5 um, 250 mm x 4,0
mm d.i.), fase movel mistura de 45 partes de solucao 0,05% de &cido trifluoracético e 55 partes
de acetonitrila (pH 2,6), fluxo 1,0 mL/min, deteccdo 210 nm, temperatura 30°C, volume 25 L,

amostra com agitag&o.
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Figura 28 - Pico Cromatografico do &cido valpréico (Amostra-Condi¢éo 8). (4,79 min, 1,0 mg/mL)
Condicdes de andlise: Tempo de extracdo 20 min, coluna Supelco C18 (5 um, 250 mm x 4,0
mm d.i.), fase movel mistura de 40 partes de solu¢éo 0,05% de acido trifluoracético e 60 partes
de acetonitrila (pH 2,3), fluxo 1,0 mL/min, deteccdo 210 nm, temperatura 25°C, volume 25 L,
amostra sem agitagao.

6.2 AVALIACAO PONTUAL DOS MEDICAMENTOS DISPONIVEIS NO MERCADO.

Foram avaliados dois medicamentos que se apresentam na forma de Acido
Valproico Capsulas de 250 mg, disponiveis no mercado. As andlises foram feitas em

triplicata e os resultados estédo descritos na tabela 31.

Tabela 31

Valores encontrados na analise pontual dos medicamentos na forma de Acido Valpréico Capsulas de
250 mg, disponiveis no mercado

12 24 32 Média DPR

Analise  Andlise Analise
Medicamento A 100,17% 99,80%  99,49%  99,82% 0,34%
Medicamento B 104,17% 104,81% 104,76% 104,58% 0,34%

DPR- Desvio padréo relativo

Avaliando os resultados encontrados para os dois produtos, pode-se concluir
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que ambos estdo dentro da especificagcdo farmacopeica no tocante ao teor de Acido
Valproico 250 mg. Segundo a farmacopéia USP 33 o teor do medicamento tem que
estar na faixa de 90% a 110%. Os valores encontrados para os medicamentos
referéncia e similar foram 99,82% (DPR de 0,34%) e 104,58% (DPR de 0,34%),

respectivamente.

6.3 POSSIBILIDADE DE UTILIZACAO DA METODOLOGIA PARA ANALISE DO
VALPROATO DE SODIO 250 mg /5mL Xarope

O medicamento Valproato de Sédio 250 mg/SmL xarope foi analisado pela
mesma metodologia validada para analisar Acido Valpréico 250 mg/caps. Apés a
injecdo da solucdo de Valproato de Sédio e do padrdo de acido valproico foram
analisados os cromatogramas do medicamento quanto aos parametros Tempo de
retencao, fator de assimetria, pratos teoricos, resolucao e repetitividade das areas e
os valores encontrados sdo apresentados na Tabela 32.

Observando os valores encontrados podemos inferir que a metodologia
apresenta um excelente progndstico para a avaliagcdo do valproato de soédio 250
mg/5mL xarope.

Um fato que deve ser levado em consideracao € a necessidade de acidificar a
amostra com 1 mL de TFA, para garantir que todo valproato de sddio tenha sido
transformado em acido valpréico, para quantifica-lo frente ao padrao de acido
valproico.

A figura 29 mostra um cromatograma do Valproato de Sédio, injecao 3, onde
se evidencia a boa resolucédo do método, fator de assimetria, pratos tedricos, tempo
de retencdo satisfatorios.

No mercado, os medicamentos a base de Valproato de sédio, tem suas

concentracdes expressas em acido valproico.
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Figura 29- Sinal Cromatogréfico do Valproato de Sdédio 250 mg/mL Xpe. (5,6 min, 1,0 mg/mL)
Condigbes de andlise: coluna Merck Lichrospher C18 (5um, 250 mm x 4,0 mm d.i.), fase
movel mistura de 45 partes de solugdo 0,05% de acido trifluoracético e 55 partes de acetonitrila

(pH 2,3), fluxo 1,0 mL/min, detec¢éo 210 nm, temperatura 25°C, volume 25 pL.

Tabela 32

Média dos parametros de adequacéo obtidos na andlise pontual do medicamento Valproato de Sddio

250 mg/5mL Xarope.

Resolucgéo Pratos Fator de Tempo de Repetitividade
Tedricos Assimetria Retencao das Areas
3,5 7124 1,2 5,6 0,1
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6.4 VOLTAMETRIA

6.4.1 Otimizacao da Metodologia

Durante o desenvolvimento do método por voltametria os parametros
voltamétricos velocidade de varredura, amplitude, tempo de pulso e tempo de
equilibrio foram estudados, buscando a otimizacdo do método. Apds os testes,
ficaram estabelecidas as condi¢cdes descritas na tabela 33 para determinagcédo do

teor de acido valproico .

Tabela 33
Condig¢6es experimentais para 0 método voltamétrico
Velocidade de varredura 20 mV s?
Amplitude 70 mV
Tempo de pulso 40 ms
Tempo de equilibrio 15s
Potencial -0,1a-0,7

ApoOs a avaliacdo do pH da solucéo tampéao Britton Robbinson na faixa de 2,0

a 10, verificou-se que a melhor resposta se deu em pH 5,0

6.4.2 Curva Analitica do Medicamento Acido Valpréico 250 mg/Capsulas .

Utilizando as condicbes da tabela 33 foi preparada uma curva analitica,
utilizando o padrdo de referéncia acido valpréico lote 4011153528, ABBOTT, nas
concentracdes (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 mg/L ). Os voltamogramas obtidos e a curva
analitica estéo apresentados nas figuras 30 e 31. O coeficiente de correlacéo obtido
foi R =0.9999 e a equacdo da reta estabelecida foi y= 31,28 x + 1,3972.
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Figura 30- Voltamogramas do acido valpréico (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 mg/L) obtidos nas condi¢cbes
descritas na tabela 33.
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Figura 31-Curva analitica do acido valproico (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 mg/L) obtida nas condi¢bes
descritas na tabela 33

Com os resultados descritos acima podemos concluir preliminarmente que a
técnica voltamétrica € exequivel para analisar acido valpréico. Porém, a realizagéo
de mais estudos, bem como, a validacdo do método e a comparagcdo das
metodologias (CLAE / Voltametria) por meio de inferéncias estatisticas, se faz

necessario.
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7 CONCLUSAO

A metodologia desenvolvida para analisar Acido Valpréico 250 mg por
Cromatografia a Liquido mostrou ser adequada ao fim que se destina. A validagcéo
ratificou a confiabilidade da metodologia para a identificagdo inequivoca e
quantificacdo segura e confidvel do analito em questdo, obtendo resultados
satisfatorios para as figuras de mérito seletividade, linearidade, repetitividade,
precisao intermediaria, exatidao e robustez.

Uma andlise pontual dos medicamentos a base de &cido valpréico na forma
de capsulas 250 mg, disponiveis no mercado Nacional, evidenciou que, no tocante
ao teor do farmaco, foram encontrados resultados dentro do especificado. O
medicamento A, apresentou teor de 99,82% com DPR- 0,34% e o medicamento B
104,58% com DPR de 0,34%.

A metodologia proposta para analisar Acido Valprdico 250 mg céapsulas,
também podera ser utilizada com intuito de identificar e quantificar Valproato de
Saédio 250 mg/s5mL xarope, tomando-se o devido cuidado de acidificar a amostra
para garantir que todo o principio ativo a ser quantificado esteja sob a forma de
acido valproéico na hora da analise.

A voltametria mostrou ser uma técnica bastante promissora e de baixo custo,
podendo ser uma alternativa analitica, embora, em laboratérios de controle de
Qualidade de Medicamentos o equipamento de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia seja mais largamente utilizado e por este motivo a CLAE seja uma técnica

mais facil de implantar.
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ANEXO 1 — Certificado de Andlise do Padrdo Secundéario n® PS 010/10.

—

Abbott - Global Pharmaceutical Operations

Documents ID: PO-713-125 FOO1
Documents Type: Non-Rendered Form
Title: CERTIFICADO DE ANALISE E ETIQUETA

Certificado de Analise e Etiqueta

Version 4,0 Effective

Padréo Secundario: Acido Valpréico N PS 010/10
DADOS TECNICOS
Lote do Padrao Utilizado MOG249
Procedéncia USP
Nome Técnico Valproic Acid
Férmula Molecular C8H1602
Categoria Farmacéutica Anti-convulsivo
DADOS DA RECEPCAO DA MATERIA-PRIMA
Data da Recepcio 25/03/2010 Numero de Analise 87056F!
da matéria-prima
Fornecedor ABBOTT Lote do Fornecedor | 4011153528
CERTIFICADO DO FORNECEDOR
Teor (Anidfo): . Umidade: Validade: Data de Fabricacao:
100.0% * N/A 10/03/2012 30/03/2009
DADOS DE PADRONIZAGAO
Teor (Tal qual) 99.99% Umidade (K.F.) (%) 0,18
Data da Padronizacéo 10/07/2010 Quantidade Padronizada 309
Data de Reanalise NA Data de Expiracédo de 10/01/2011
Validade
Condicées de Armazenamento ‘Manter em frasco ambar bem fechado em dessecador.
Perigo NA
QOutros Testes NA
Observacoes NA

Control site: GPO - Rio de Janeiro BR (QA)

Paue 1/2

This information is confidential to Abbott — The user is responsible for using the appropriate version of this document.
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ANEXO 1 — Certificado de Andlise do Padrdo Secundéario n® PS 010/10.

Abbott - Global Pharmaceutical Operations

socuments ID: PO-713-125 F0O01 Version 4,0 Effective
Documents Type: Non-Rendered Form

Title: CERTIFICADO DE ANALISE E ETIQUETA

Segundo os testes realizados no Abbott Ltda., de acordo com o PO de Preparacdo de Padrdes, e em
conformidade com o método de analise desta matéria-prima, comprovamos que a mesma pode ser usada
como padréo secundario (de trabalho) a partir da data de padronizacéo. :

Data _2(553U2 Data JHoxi

Analistas |\ %= i/@mnm Coordenador kM Hovce.

PADRAO SECUNDARIO N® PS010-10
Acido Valpréico

¢ Cod: 10002216 ABBOTE
Teor: 99,99% (Tal Qual) Umidade: 0,18% :
Padronizagao: 10/07/2010 Validade: 10/01/2011
Secagem: Nao seque antes do uso. Quantidade: 30g
Armazenamento: : Manter em frasco ambar bem fechado em
dessecadores.
PERIGO: N/A

“Uso Laboratorial”

~ontrol site: GPO - Rio de Janeiro BR (QA) Page2/2

This information is confidential to Abbott — The user is responsible for using the appropriate version of this document.




