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RESUMO

A seguranca e eficacia de um medicamento podemnfagenciadas pela presenca de impurezas
provenientes dos insumos farmacéuticos ativos (lFAle outras substancias usadas para
composicao do produto final ou de recipientesaaiips no processo produtivo. As impurezas
podem produzir, muitas vezes, efeitos indesejay@udicando ou até mesmo anulando os
beneficios buscados na administracdo do medicam®@at@ o controle destas impurezas, é
fundamental que se tenha informagfes quantitadispecificas de cada analito, ndo so6 para atender
as especificacdes das legislacbes, mas tambémapamder as necessidades das industrias
farmacéuticas que precisam proporcionar segurargfecacia aos medicamentos destinados ao
consumo humano. Atualmente, na farmacopéia brasiles analises de impurezas elementares
séo solicitadas apenas para o controle dos instarmacéuticos ativos (IFA) ou excipientes, mas
nao para o produto final, 0 medicamento. O presegabalho teve como objetivo desenvolver e
validar uma metodologia analitica, seletiva, sezisiprecisa e exata, capaz de atender as atuais
diretrizes da farmacopéia americana em relacdo &isande impurezas elementares em
medicamentos e aplica-la na analise de seis meditasido antihipertensivo captopril e de uma
amostra do IFA do captopril, levando em consideyangesta, via de administracéo e a toxicidade
de cada elemento. A técnica escolhida foi a espeetiria atbmica de emissao Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES). Foram determisd&fy Co, Cu, Cr, Fe, Li, Ni, V, Zn. Para
cada elemento os parametros de validacdo da megiaainalitica foram estudados de acordo
com a normativa do Instituto Nacional de Metrolo@aalidade e Tecnologia (INMETRO) e pelo
capitulo 233 da USP. A avaliacdo da ingesta fdizada de acordo com a dose diaria permitida
(PDE) preconizada no capitulo 232 da USP. Os axtndt obtidos demonstraram que a técnica
desenvolvida foi capaz de atender as necessidadesngidas de seletividade, sensibilidade,
precisdo e exatiddo. Todas as amostras analispdg®ataram resultados satisfatorios em relacéo
aos limites maximos exigidos pela USP, valoresoteentracdo inferiores a 1,29 mg/kg para todos
os elementos analisados, com excec¢ao dos teoFesmeque variaram de 1,29 a 1,70 mg/Kg. Os
resultados para todos os elementos inclusive @ Faujas concentragdes foram mais elevadas em
todos os produtos, resultaram em doses diariasdrés aquelas preconizadas para medicamentos

de uso continuo.

Palavras-Chave: Impurezas elementares, ICP OE$o@dp



ABSTRACT

The safety and effectiveness of a medicinal prothast be influenced by the presence of impurities
from active pharmaceutical ingredients (API), frother substances used in the composition of
the final product or from the containers used ia groduction process. Impurities can often
produce undesirable effects, impairing or evenifiyully the benefits sought when administering
the drug. In order to control these impurities,isitessential to obtain specific quantitative
information for each analyte, not only to meet $¢sfion specifications, but also to meet the needs
of the pharmaceutical industries, that are requinguiovide for the safety and effectiveness of the
medicinal products intended to for human consumpi@urrently, the determination of elemental
impurities are only required for the control of iaet pharmaceutical ingredients (API) or
excipients, but not for the final product, the ditsglf. The present study aimed to develop and
validate a selective, sensitive, precise and atearaalytical methodology able to meet the current
guidelines of the American pharmacopoeia regartliegnalysis of elemental impurities in drugs
and apply the developed methodology in the analgkisix different antihypertensive drugs,
captopril and a sample of captopril API, takingoiatccount the intake, administration route and
toxicity of each element. The technique choserthfisrend was inductively coupled plasma optical
emission atomic spectrometry (ICP OES). The vallgss Co, Cu, Cr, Fe, Li, Ni, V and Zn were
determined, and the validation parameters of tfaydoal methodology for each element were
evaluated according to the National Institute oftidiegy, Quality and Technology (INMETRO)
and USP’s Chapter 233. The evaluation of intakaaslas performed according to the maximum
daily doses (MDD) recommended by chapter 232 of .UBk results demonstrated that the
developed technique was able to meet the desiredisrfer selectivity, sensitivity, precision and
accuracy. All analyzed samples presented satisfactsults regarding the maximum limits
dictated by USP and concentrations lower than inggg for all analyzed elements, with the
exception of iron, that ranged from 1.29 to 1.70kggThe results for all elements including iron,
whose concentrations were the highest in all prisduesulted in lower daily doses than those

recommended for continuous use drugs.

Key-words: Elemental impurities. ICP OES. Captopril
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1 INTRODUCAO

O controle de qualidade de um medicamento é fundiinpara garantir sua seguranca e
eficacia. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilai@aaitaria (ANVISA), o controle de qualidade
€ um conjunto de medidas destinadas a verificaaga lote de um medicamento foi produzido de
acordo com as normas exigidas nos compéndios isfigisanto a atividade, pureza, eficacia e
inocuidade (ANVISA, 2006). Uma das analises prexamis para o controle de um produto
farmacéutico é a avaliacdo da presenca de impuedgaentares. A Farmacopéia Brasileira tem
em seu escopo varios ensaios voltados para elesnémboganicos, utilizando analise por
volumetria de precipitacao e por espectrometrimat® (FB, 2010a). Esses ensaios sao solicitados
para o controle de qualidade de insumos farma@®uétvos, (IFA) ou excipientes, mas ndo para
o produto final, o medicamento. Além disto, satidados para o controle de qualidade dos IFA"s
apenas o0s chamados “metais pesados” (Cadmio, Arsghumbo e Mercurio).

Em 2008, a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMélipou uma nova diretriz,
capitulo 5.20, voltada para “residuos de catéhisesilicas e reagentes metalicos” (WOLLEN et
al, 2015). Neste documento se ressalta a impogdlacanalise de impurezas metalicas ndo s6 nos
IFA’s e excipientes, mas também nos produtos fimaexddicamentos, visto que as impurezas
podem vir de reagOes de catalises e reagentedcustasados na producéo dos IFA’s, excipientes
de equipamentos utilizados na producao dos meditasie dos produtos de limpeza entre outros
(EMA, 2008). Alem disto, independentemente de oreteha a contaminacdo € necessario saber
se o produto final esta contaminado e qual o rdeetoncentracdo (EMA, 2008), ja que muitos
metais ndo precisam de altas concentracdes pagaeapar um elevado potencial toxico ao ser
humano.

Em 2014, a Farmacopéia Americana (USP) introdumis dovos capitulos referentes a
impurezas elementares: capitulos 232 e 233 (2&HBs assim como o capitulo 5.20 da EMA,
ressaltam a importancia da avaliacdo de impurdeasgeatares ndo sé nos insumos farmacéuticos
ativos e excipientes, mas também nos medicamed®i’,(2016a). O capitulo 232 da USP define
guais elementos devem ser analisados e quais d¢oag@es S0 aceitaveis, enquanto o capitulo
233 é voltado para os métodos e processos de gadidias metodologias analiticas sugeridas para
detectar e quantificar as impurezas elementares.

Os limites maximos preconizados para IFA, excigisnbu produto final para cada
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elemento em diferentes compéndios oficiais sdosaptados na tabela 1. Aléem de limites para o

produto, a USP e a EMA estabelecem limites de egposliaria (PDE) aos elementos inorganicos

provenientes do uso de diferentes formas farma@&ytque sao descritos na Tabela 2.

Tabela 1 -Limites maximos preconizados para diversos elensents compéndios: brasileiro
(FB), americano (USP) e europeu (EMA).

Elemento | FB 5ed. 2010 (ugY | USP 39 2016 (ug9 EMA 2008 (ug g')
Ad * 15 -
As 1,5 1,5 -
Au - 10 -
Ba * 140 -
Cd 0,5 0,5 -
Co - 5 -
Cr 25 1100 25
Cu 250 300 250
Fe * - 1300
Hg 1,5 3 -
Ir 10 10 10
Li * 55 -
Mn 250 - 250
Mo 25 300 25
Ni 25 20 25
Os 10 10 10
Pb 1 0,5 -
Pd 10 10 10
Pt 10 10 10
Rh 10 10 10
Ru 10 10 10
Sb - 120 -
Se - 15 -
Sn * 600 -
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Tl - 0,8 -
Vv 25 10 25
Zn - - 1300

* Possui descricdo do ensaio, mas sem limite méxiefioido;
- N&o consta na lista para ser analisado

Tabela 2 -Limite de exposicdo diaria das impurezas elementpara as diferentes formas
farmacéuticas.

Elemento| PDE Oral (pg/dia) PDE(E;;;g;lteral PDI%JQ/?;%[)O o
Cd 5 2 2
Pb 5 5 5
As 15 15 2
Hg 30 1
Co 50 3
\% 100 10 1
Ni 200 20 5
Tl 8 8 8
Au 100 100 1
Pd 100 10 1
Ir 100 10 1
Os 100 10 1
Rh 100 10 1
Ru 100 10 1
Se 150 80 130
Ag 150 10 7
Pt 100 10 1
Li 550 250 25
Sb 1200 90 20
Ba 1400 700 300
Mo 3000 1500 10
Cu 3000 300 30
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Sn 6000 600 60

Cr 11000 1100 3
Fonte: USP, 2016 adaptada.

Tanto na Farmacopéia Americana quanto na Farmac&pésileira tém-se indicacdes de
metodologia de analise para realizar o controleqdaelidade dos IFAs e alguns produtos
farmacéuticos. Na farmacopéia brasileira sdo rendadons ensaios limites por meio de métodos
semi-quantitativos para analise de chumbo, calamgnésio, ferro, arsénio, aluminio e
guantitativos utilizando diferentes técnicas egpewétricas como: absorgédo atdmica com chama
(F AAS), geracao de hidretos (HG AAS), geracaoamoy frio (CV AAS) e forno de grafite (GF
AAS); emissdo atbmica (ICP OES) e espectrometriandessa (ICP-MS). A técnica de
espectrometria atdmica € a recomendada para dqoantds elementos, por ser uma técnica
sensivel e capaz de detectar niveis de concentdacdalem de mg/kg (ppm) e pg/kg (ppb) (FB,
2010a).

Recentemente alguns estudos voltados para a adaisenpurezas elementares vém sido
realizados, e os resultados encontrados confirmanecessidade da inclusédo das analises
elementares para o controle de qualidade de meditasr Um estudo em IFA de captorpil
realizado por Muller (2015) e pesquisadores anmalisd4 elementos (As, Cd, Cr, Cu, Hg, Ir, Mo,
Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru e V) por ICP-MS e encontreB41 pg/g de Cr, 0,027 pg/g de V, 0,49 ng/g
de As, 0,006 pg/g de Cd, 0,14 pg/g de Mo, 0,16 dg/®b. Os outros elementos apresentaram
concentracdes abaixo do LQ do método aplicado ajuief0,002 pg/g para As, 0,001 pug/g para
Cd, 0,015 pg/g para Cr, 0,009 ug/g para Cu, 0,@dg para Hg, 0,003 ug/g para Ir, 0,001 pg/g
para Mo, 0,005 pg/g para Ni, 0,004 pg/g para RI®IL9/g para Pd, 0,009 pg/g para Pt,0,003ug/g
para Rh, 0,004 pg/g para Ru e 0,002 pug/g para VL(MBR, 2015). Em outro estudo do IFA do
captopril, que também contemplou analises paradupo final, comprimido de 25mg e de 50mg
de captopril, Wollein (2015) utilizou diferenteiécas da espectrometria para quantificar 20
elementos: V, Co, Mn, Ni, Mo, Ru, Rh, Pd, Cd, Sn, Ss, Ir, Pt e Pb foram analisados por ICP-
MS, Cr por espectrometria de absorcao atomica conofde grafite, As por espectrometria de
absorcéo atbmica com geracédo de hidreto, Hg pecasmetria de absorcdo atbmica por geracao
de vapor e Fe, Cu e Zn por ICP OES. Dentre osétfiezitos analisados no estudo, foi encontrado

apenas teores de As 0,03 pg/g para uma amostfAd®,lL pg/g para uma segunda amostra de
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IFA e 0,1 pg/g no comprimido de 50mg de capto@iliro estudo de bastante relevancia foi o
apresentado Por Li et al. (2015), neste foi avaliagresenca das impurezas elementares Cd, As
Pb, Hg Co, V, Ni, Tl, Au, Pd, Ir, Os, Rh, Ru, Sa,At, Li, Sb, Ba, Mo, Cu, Sn e Cr por ICP-MS

em varias amostras de excipientes usados pelastiradifarmacéuticas.

1.1 HIPERTENSAO ARTERIAL NO BRASIL

A hipertenséo arterial (HA) € uma doenca silenciosdtifatorial, que se caracteriza pela
sustentacdo de uma pressao sistdlica maior ouadi##) mmHg e/ou uma pressao diastélica maior
ou igual a 90 mmHg, sendo fator de risco para @genbmo morte subita, acidente vascular
encefalico (AVE), infarto agudo do miocardio (IAMpsuficiéncia cardiaca (IC), entre outros

(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 20186).
Hoje, no Brasil, a hipertensdo acomete cerca d&8¥32jos adultos e 60% dos idosos,

contribuindo, de forma direta ou indireta, com 50&6 mortes de doencas cardiovasculares em
todo pais (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 26} (Figura 1)

Figura 1 - Prevaléncia da hipertenséo arteri&ll40/90 mmHg) em cidades brasileiras.
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O tratamento da hipertensdo pode acontecer de fmedacamentosa ou ndo. O tratamento
ndo medicamentoso inclui perda de peso, controlecimnal, realizacdo de atividade fisica,
controle de stress entre outros (SOCIEDADE BRASRAIDE CARDIOLOGIA, 2016). O
tratamento ndo medicamentoso sozinho nem sempapaz de promover a redugdo da pressao
arterial desejada sendo necessario o uso de mezhtasrpara auxiliar no seu controle.

Existem diferentes classes de medicamentos querpsde utilizados para a reducéo da
HA como, por exemplo: diuréticos (DIU), agentes atgio central, betabloqueadores (BB),
alfabloqueadores, vasodilatadores diretos, blogueadie canais de calcio (BCC), inibidores da
enzima conversora de angiotensina (IECA), bloquesdios receptores da angiotensina Il (BRA),
inibidores direto da renina (SOCIEDADE BRASILEIRAEBCARDIOLOGIA, 2016). Dentro de
cada classe existe uma gama de medicamentos ger sed escolhidos para o tratamento sempre
indicados conjuntamente com a realizacdo de trattomedo medicamentoso (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2016).

1.2 MEDICAMENTO CAPTOPRIL

O primeiro farmaco desenvolvido para o tratamerdo hipertensdo foi o captopril
(DELUCIA et al., 2007), seu nome quimico € 1-[(2S)-17 3-mercaptoefi-1-oxopropil]-L-
prolina (Figura 2). Descrito como po cristalino s@dranco ou branco, solivel em agua e em
solucdes diluidas de hidroxidos alcalinos, facilteesolivel em metanol e cloreto de metileno,
com faixa de fuséo entre 105°C e 108°C (FB, 2010bjaptopril € um dos medicamentos mais

usados no Brasil para o combate da HA.

Figura 2 - Estrutura quimica da Molécula do captopril.
0O COOH
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Fonte: FB, 2010b.
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O captopril obteve sua patente em 1975 e um anmisiepmecou a ser comercializado. A
descoberta do captopril teve inicio com uma mokquk potencializava a atuacao da bradicinina,
um mediador da inflamac&o com atuacdo vasodilaaaddém de potencializar a bradicinina a
molécula também atuava inibindo a conversao deotewina | em angiotensina Il, duas enzimas
importantes no processo de vasoconstricdo (Figurgu@ eleva a pressao arterial (BARREIRO,
2012). Apos algumas alteragBes estruturais na mlal@apaz de inibir a enzima conversora de
angiotensina (ECA), a fim de fazer com que tiveesesténcia ao pH do trato gastrointestinal e
apresentasse maior afinidade pela enzima quehja éituacao inibitéria, chegou-se ao que hoje em
dia se conhece como captopril (BARREIRO, 2012).
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Figura 3 - Mecanismo de acéo do captorpil: (a) funcionamentmal do organismo; (b) resposta
do organismo frente ao uso do captopril.
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No mercado brasileiro o captopril possui apresé&atam forma de comprimidos com
dosagem de 12,5 mg, 25 mg e 50 mg (MINITERIO DA $H&) 2013), sendo somente a
apresentacdo de 25 mg disponivel no Sistema Usic®adde. Este medicamento tem indicacio
de uso no caso de hipertenséo, insuficiéncia cadiangestiva, infarto do miocardio e nefropatia
diabética (MINITERIO DA SAUDE, 2013).

1.3 OS ELEMENTOS INORGANICOS

Impurezas séo quaisquer substancias presente emedicamento ou no IFA que ndo séo

o IFA e os excipientes (ANVISA, 2015). As impurezra® trazem beneficios e podem ate trazer
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maleficios ao usuério de um medicamento, por i€s@m ser controladas. As existéncias das
impurezas podem influenciar diretamente a qualidkxdproduto, 0 medicamento, por promover
reacdes que geram produtos de degradacao e pod&mwises aos pacientes (ICH, 2006b).

As possiveis impurezas presentes no medicamentndeer avaliadas quanto aos seus
aspectos quimicos e de seguranca. Devem ser idadé$, classificadas e quantificadas de forma
a verificar se a concentracao presente no prothabdferece algum risco para o paciente.

As impurezas séo classificadas, segundo a Comiistginacional Harmonizada (ICH) em
trés categorias: organicas, inorganicas e de esidiel solventes (ICH, 2006a). As impurezas sao
oriundas dos processos de fabricacdo ou de arnmaeet@ dos medicamentos e podem ser
provenientes de matérias-primas, reagentes, taliss, subprodutos, produtos intermediarios ou
de produtos de degradacdo (ICH, 2006a). Os solversiduais podem ser organicos ou
inorganicos e sdo usados como veiculos para asrpgges medicamentosas: estes tém suas
toxicidades conhecidas e podem ser facilmente @awvs durante o processo de fabricacdo. As
impurezas inorganicas (elementares) aparecem dawvigoocesso de producdo, normalmente sdo
conhecidas e identificadas dentro do processo (RDB6a).

As impurezas elementares em um medicamento podaracap por diversas fontes, como
residuo de reagentes adicionados para promocae®ai®es, impurezas de matérias-primas
utilizadas no processo de fabricagéo, por meiotedcdes em recipientes utilizados na fabricagéo
entre outros (ICH, 2015). As impurezas elementséiesclassificadas com base na sua toxicidade,
limite de exposicao diaria — PDE, e probabilidad®dorréncia no medicamento. A probabilidade
de ocorréncia dos elementos no medicamento deplendrios fatores incluindo: a probabilidade
de utilizacdo em processos farmacéuticos, a aburad@atural e a distribuicdo ambiental do
elemento. A PDE varia de acordo com a via de adtnagdo do medicamento, visto que
determinados elementos sdo mais biodisponiveis determinadas vias de administracdes,
expondo mais ou menos o paciente usuario do mediganflCH, 2015). Segue a classificagdo
das impurezas elementares segundo a Diretriz Q¥Iddassao Internacional Harmonizada (ICH)
de 2015:

Classe 1: Arsénio (As), Cadmio (Cd), Chumbo (PMeecurio (Hg). Estes sao elementos
toxicos para humanos, devendo ser monitorados @as &s fontes de impurezas.

Classe 2: Sao elementos que tem sua toxicidadendepe da via de administracdo. Sao

divididos em duas subclasses (2A e 2B) com basprotzabilidade relativa de ocorréncia no
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medicamento.

Classe 2A: Cobalto (CO), Niquel (Ni), Vanadio (\3ao os elementos com alta
probabilidade de ocorréncia. Obrigatéria a avatiagé risco de todas as fontes potenciais de
impurezas elementares e vias de administracao.

Classe 2B: Prata (Ag), Ouro (Au), Iridio (Ir), OsnfDs), Paladio (Pd), Platina (Pt), Rodio
(Rh), Ruténio (Ru), Selénio (Se) e Talio (TI). E&rtos com baixa probabilidade de ocorréncia
no medicamento. Estes podem ser excluidos da @&alige risco, a menos que sejam
intencionalmente adicionados durante a fabricagameldicamento.

Classe 3: Bério (Ba), Cromo (Cr), Cobre (Cu), L{ti@, Molibdénio (Mo), Estanho (Sn),
Antiménio (Sb). Elementos com baixa toxicidade p@ de administracdo oral, mas podem
apresentar riscos quando administrados pela Viatime e pela via parenteral, exigindo estudos
de avaliacao.

Outros elementos: Aluminio (Al), Boro (B), Calci€d), Ferro (Fe), Potassio (K),
Magnésio (Mg), Manganés (Mn), Sodio (Na), Zinco)(rfungsténio (W). Estes séo alguns dos
elementos para os quais a PDE néo foi estabelelsgimlo a baixa toxicidade. Porem se
adicionados durante o processo produtivo devenavsdiados segundo legislacdes proprias de
cada Pais.

1.4 ESPECTROMETRIA DE EMISSAO OPTICA COM PLASMA INDUTARMENTE
ACOPLADO

A espectrometria atbmica é uma técnica com altsilséidade, muito utilizada na quimica
analitica, capaz de fornecer informacgdes qualdatiem relacdo as quais elementos estao presentes
na amostra, e quantitativas, informando a concgtrdos elementos identificados (BOSS, 2004).

O principio da espectrometria atbmica esta asso@athpacidade de um atomo ou ion absorver
e/ou emitir radiacdo eletromagnética (luz) sendingscaracteristica para cada elemento. (BOSS,
2004) (Figura 4).
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Figura 4 - Representacao do principio da espectrometria atdmic
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Fonte: BOSS, 2004 adaptada

Existem quatro diferentes técnicas baseadas natempetria atbmica: absorgcdo atdomica,
fluorescéncia atdmica, emissao atdmica e espedmiade massa atbmica (Figura 5).

Figura 5 - Representacédo das 4 diferentes técnicas espeaticanét
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Fonte: BOSS, 2004 adaptada

A espectrometria de emissao Optica com plasmaiuaduente acoplado (ICP OES) € uma
técnica muito utilizada para determinacdes muéiiredntares em diferentes matrizes analiticas
(PETRY, 2005). No ICP OES as amostras sdo subrsetiddtas temperaturas de um plasma de
argobnio indutivamente acoplado. O plasma indutivémacoplado nada mais € que um sistema
constituido de um gés inerte, no caso o argbnie,dppois de uma descarga elétrica tem seus

atomos e ions em estado excitado, para atravésig@éas com os &tomos e ions da amostra excita-
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los (BOSS, 2004).

A alta temperatura do plasma promove a separacd@tonos e/ou ions presentes na
amostra e faz com que eles se choquem, adquirmelgia suficiente para que os elétrons sejam
levados para um estado excitado, instavel e caynalel energético. Apos chegarem ao estado
excitado, os elétrons dos atomos e/ou ions tendastiaa para um estado mais estavel, com nivel
energético menor, emitindo fétons de luz (Figura®6ptensidade da luz emitida é proporcional a
populagdo atdbmica resultante de uma solucdo, pedoiassim a quantificacdo dos elementos
presentes na amostra. Cada elemento tem caracéeriptoprias de energia, com informacdes
anicas de absorcéo e/ou emissédo de luz (comprindertada), permitindo ser a técnica especifica
para cada elemento (BOSS, 2004). Na figura 6 egifesentados os fendmenos fisico-quimicos

que ocorrem quando uma solucado amostra é intraa@umzigplasma de argonio.

Figura 6 - Etapas do processo que uma amostra passa aosduiita no ICP OES.
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Uma das principais vantagens da ICP OES é a cauhcie excitar um grande namero de
atomos e ions diferentes ao mesmo tempo, permisinéionica realizar analises multi-elementares
com a sele¢cdo dos comprimentos de onda. Em cortidgya medida que se aumenta o humero
de elementos, aumenta-se a possibilidade de iréedi@ entre elementos que possuem

comprimentos de onda préximos (BOSS, 2004).

1.5 VALIDACAO DO METODO ANALITICO

O processo de validacdo de uma metodologia armatéim como objetivo garantir que os
resultados obtidos a partir de uma analise produeanitados confiaveis, precisos, exatos e com
padrdo de qualidade pretendido pelo laboratérioe&essario validar metodologias que sejam
desenvolvidas pelo laboratério, metodologias ndomatizadas, metodologias normatizadas
usadas com um objetivo diferente daquele para bfgjuzoncebida e metodologias normatizadas
gue tenham sofrido alguma alteragdo (INMETRO, 2016)

Com a validacdo de uma metodologia é possivel dstireorsua seletividade, linearidade,
seu limite de deteccdo (LD) e de quantificacdo (l&@dequados, faixa de trabalho linear,
recuperacao e precisao necessarias para o progéstu uso.

A seletividade de um método demonstra que ele ézcdp analisar um determinado
elemento de forma especifica, sem que interferanfegenciem na quantificacdo do analito. A
interferéncia em uma amostra pode ser provenienteadriz analisada ou mesmo de outro analito
presente na amostra (INMETRO, 2016).

O limite de deteccéo (LD) e o limite de quantifidgaglLQ) de uma técnica séo de extrema
importancia, visto que um determina a menor comagad em que 0 equipamento consegue
detectar (LD), e a menor concentracdo em que @ao@nto consegue quantificar (LQ), dizer
exatamente quanto se tem do analito na amostrand>&¢ como LD a menor concentracao, que o
equipamento consegue detectar sem quantificar e t@ra menor quantidade que o equipamento
consegue quantificar com precisdo e exatidao (INRBT2016).

A faixa de trabalho € o intervalo de concentrac&mima e maxima que o método possui
para ser adequado aos limites minimos que se d&s®ja, € para 0s valores que se espera ou que
sdo possiveis de se encontrar como resultado.

Dentro da faixa de trabalho deve-se selecionar f@xa que seja linear, ou seja, um

intervalo de concentracdes onde o0s resultados qegugpamento produz sao diretamente
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proporcionais as concentracdes estabelecidas (INMER016). A faixa linear possui um limite

minimo expresso no LQ da técnica (Figura 7).

Figura 7 - Exemplo de curva analitica com identificacdo do&mpetros: Faixa de Trabalho, Faixa
Linear, Limite de Deteccéo, Limite de Quantificag@&@ensibilidade.
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Fonte: EURACHEM, 2014.

A exatiddo de um método analitico é representaldagpau de concordancia entre o valor
da concentracdo da substancia de interesse dedelonpelo método e o valor verdadeiro da
substancia na amostra analisada. Para avaliartal@xalo método foi utilizado o ensaio de
recuperacao (INMETRO, 2016).

A precisdo de uma metodologia representa a vadatd# entre os resultados obtidos de
uma analise, quando uma mesma amostra homogénedisada diversas vezes pelo método em
estudo, sob idénticas condicbes de analise. A gitecpode ser avaliada por trés formas:
repetibilidade, preciséo intermediaria e reprodudidde. A repetibilidade avalia a variabilidade
de amostras feitas em curto periodo de tempo safeamas condi¢cdes de andlise, instrumentos
de medicdo, mesmo local e mesmas condi¢cdes opeasciom amostras iguais ou similares. A
precisdo intermediaria avalia a variabilidade daliases das amostras em um mesmo laboratorio,
onde se tem as mesmas condi¢gdes de analise e heesinmas se altera o operador, o instrumento

de medicdo ou o tempo, podendo alterar uma ou desisas condi¢cdes. Reprodutibilidade esta
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relacionada a participacdo do laboratorio em estudterlaboratoriais em relacdo a andlise
estudada, por isso entende-se que nem sempre emvalidacdo sera possivel realizar a
reprodutibilidade (INMETRO, 2016).

Em paralelo na validagéo, também, é importantéanaincerteza de um método analitico.
A incerteza € inerente ao método e reflete a disjpeou seja, o intervalo de valores do valor final
determinado pelo método. Dessa forma, ela nosdralintervalo em que o valor determinado esta
contido (INCQS, 2017a).

1.6 JUSTIFICATIVA

Considerando-se que no Brasil um dos medicamerdgsaonsumidos € o Captopril e que
nao se tem conhecimento de estudos sobre a predemntgurezas elementares nesses produtos,
pretende-se avaliar se a ICP OES é um métodoianaidequado para identificar e quantificar
impurezas elementares nesse medicamento de mododeras atuais diretrizes da USP e da
EMA, levando em consideracao ingesta, via de adinagao e a toxicidade de cada elemento.

O trabalho é de grande relevancia para a vigilésamgtaria uma vez que o Captopril € um
dos medicamentos mais consumido no Brasil, € decostnuo (crénico), € um medicamento
disponibilizado no Sistema Unico de Saude (SUSjt& eontemplado no Programacional de
Verificagcdo da Qualidade de Medicamentos (PROVEMIY Ministério da Saude.
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2 OBJETIVO

Avaliar a incidéncia de impurezas elementares emedicamentos Captopril

comercializados no Rio de Janeiro usando o ICP OES.

Desenvolver e validar a metodologia utilizando & IOES para avaliar impurezas
elementares no medicamento captopril;

Analisar amostra de um insumo farmacéutico ati#¥d)ldo medicamento captopril;
Analisar diferentes fabricantes do medicamentoogapitde 25mg.

Avaliar a qualidade dos medicamentos estudadosidsyasdo ingesta, via de
administracdo e a toxicidade de cada elemento degos limites de exposicao diario

(PDE) nas novas diretrizes da farmacopeia.
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3 METODOLOGIA
3.1 MATERIAIS E REAGENTES
3.1.1 Vidrarias e materiais utilizados na analise

* Baldes volumétricos 50/25 mL
e Tubo tipo falcon de 15 mL

* Pipetas volumétricas

3.1.2 Reagentes

 Acido nitrico 65% Vetec® - ref. 1565
» Peroxido de hidrogénio 30% Merck® - ref. 1.0721000
* Multi-Element Calibration Standard 3 PerkinElmer@&£t N9300233

3.1.3 Equipamento

« Balanca marca Mettler Toledo AG204, com leitura eéboasas decimais
* Microwave SpeedWave marca Berghof®
e |CP OES 8300 marcas PerkinElmer® com amostradonatico

O equipamento possui um nebulizador concéntricoirMed), camera de nebulizacdo
ciclénica de vidro e funciona com gas argonio camepa minima de 99,996%, White Martins®,
Séo Paulo.

3.2 AMOSTRA

O medicamento captopril de 25mg foi escolhido pousn dos medicamentos mais usados
no Brasil e estar contemplado na lista do PROVEIIE& p ano de 2016.

Seis diferentes fabricantes de amostras foram adgsiem farmécias comercias da cidade
de Niteroi, Rio de Janeiro, sendo que 3 fabricadeesnedicamentos genéricos (A, Be C) e 3
fabricantes de medicamentos similares (D, E e Epti2 os 6 fabricantes selecionados, foram
escolhidas 2 fabricantes (A e B) das quais forampzados 3 diferentes lotes para fazer uma
avaliacao entre lotes.

Além dos medicamentos selecionados para analisbéta foi analisado o IFA lote C3F01,
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obtido no Setor de Substancias Quimicas de Refar@8QR) do INCQS.

3.3 METODOLOGIA ANALITICA

Todo o procedimento analitico foi realizado no Sele Elementos Inorganicos do
Laboratorio de Alimentos do DQ, INCQS.

3.3.1 Preparo e analises das amostras

Aproximadamente 0,30g de amostra foi exatamentdaesm recipiente apropriado, a qual
foi adicionado 5 mL de &cido nitrico 65% (p/v) B de peroxido de hidrogénio 35% (Figura 8).
Apos a adicdo dos reagentes as amostras foraniddiggor sistema fechado empregando energia
de micro-ondas como fonte de aquecimento e comatertte temperatura e pressdo. Um programa
especifico de temperatura, pressdo e poténciaefecisnado conforme descrito no POP n°
65.3120.159 revisdo 01 do Setor de Elementos Inargé do INCQS (INCQS, 2017b) e esta
apresentado na Tabela 3.

Figura 8 - Processo de digestdo da amostra.
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Fonte: o proprio autor

Tabela 3 -Condi¢des do programa do micro-ondas.

Etapas 1 2 3 4 S
Temperatura °C 170 190 210 50 50
Pressédo 50 50 50 0 0
Rampa (minutos) 2 2 2

Tempo (minutos) 5 10 15 10 1
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Apés a digestéo, a solugcdo com a amostra digevidaainsferida para tubo falcon, com
capacidade de 15 mL, e o volume completado comdgjoaizada. Todas as amostras foram feitas
em duplicata e o resultado final foi calculado petdia das duplicatas.

O primeiro teste realizado nas amostras foi entéelaa homogeneidade de contetdo dos
comprimidos das amostras. Foram feitos dois grupos 5 aliquotas cada, no primeiro grupo
foram pesadas aproximadamente 0,3 g diretamenteodqsrimidos, sendo pesado de 2 a 3 (peso
médio de 100 — 150mg) comprimidos, no segundo gflfpcomprimidos foram triturados até
formar um p6 homogéneo, e deste foi pesado 0,3gomparacdo dos resultados do teste de
homogeneidade dos dois grupos de amostras foidpli@ando-se o tesle Student

Apés a escolha de como proceder para a tomadalidastas, as seis amostras foram
digeridas em duplicata a fim de quantificar os eiementos em estudo.

Com os resultados obtidos dos teores de cada ueleloentos determinados nas amostras,

foi realizada uma avaliacdo da PDE utilizando aesgfo 1.

Dose diaria PDE > valor medido (';Tg) X maximo dose diaria (ﬁ) (1)

3.3.2 Escolha dos analitos

A técnica analitica escolhida para o estudo, ICB QBssibilitou analise multi-elementar
na ordem de grandeza de pg/g (ppm).

Dentre os vinte e sete elementos contemplados oropéndios (USP 39, 2016a; EMA,
2008) foram escolhidos aqueles com a sensibilideadléca adequada. Dentre os oito elementos
escolhidos sete estdo contemplados na USP <2322 38,2016a), um elemento no EMA (EMA,
2008). A escolha dos comprimentos de onda utilizefdo feita baseada em linhas espectrais
descritas em outros trabalhos como Tavares (201Sjoeing et al(2013), e na tabela de
comprimento de ondas do manual do ICP OES (PERKINER CORPORATION, 1998), tendo
ao final escolhido os comprimentos de ondas listadotabela 4. As condigbes operacionais no

espectrOmetro estdo apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 4 -Elementos selecionados para o estudo e 0s selectigep comprimentos de onda
selecionados.

Elementos Comprimento de Onda ¢.)
Bario 233,527 nm
Cobalto 228,616 nm
Cobre 327,393 nm
Cromo 267,716 nm
Ferro 238,204 nm
Litio 670,784 nm
Niquel 231,604 nm
Vanadio 292,402 nm

Tabela 5 -Parametros operacionais usados no ICP OES.

ICP OES Condicao Operacional
Poténcia de radiofrequéncia 1300 W
.Fluxo no nebulizador 0,55 L/min
Fluxo do géas auxiliar 0,2 L/min
Fluxo de argbnio (plasma) 15,0 L/min
Signal measurement area
Leitura por replicata 3
Retardamento da leitura 45 s
Vazao da bomba peristaltica 1,5 mL/min
Presséo do gas de argbnio 100 psi
Plano de viséo Axial

3.3.3 Validacéo

A metodologia analitica proposta foi validada derdo com os documentos DOQ-
CGCRE-008 revisao 5 do INMETRO, o capitulo 233 &PLB9 (2016) e a Norma ABNT 17025
da Organizagdo Internacional para Padronizacdo [ABMN05). Os parametros de validagcéo

estudados estéo descritos a seguir.
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3.3.3.1 Seletividade

O teste foi realizado com um ensaio comparativeeesd intensidades de duas curvas de
calibragdo com concentracdes de 0,03 mg/L, 0,0%,n0g10 mg/L e 0,15 mg/L. Uma curva foi
confeccionada a partir dos padrées de calibraggmpados em agua deionizada e outra a partir de
adicdo de padrdes sobre a matriz do medicamentoaapostra digerida. As determinagdes foram
feitas no ICP OES usando os comprimentos de onelei@@ados para cada elemento, tabela 5. Os
resultados foram tratados no software Excel® et testatisticd-Studentplicado.

3.3.3.2 Limite de quantificacao e limite de deteccao

O LD e 0 LQ da curva foram determinados a partiedara de nove amostras branco, agua
deionizada com &cido nitrico 1%. Apds o prepar@nasstras foram-lidas analisadas no ICP OES
para os elementos da validacdo. O calculo do LR édram feitos através das equacgdes 2 e 3, de
acordo com o documento orientativo do INMETRO (2016

LD = DES.PAD x 3/b (2)
LQ = DES.PAD x 10/b (3)
Onde:

LD = Limite de detecgéo
LQ = Limite de quantificacdo
DES.PAD = Desvio padréo

b = coeficiente angular

Para os elementos que ndo foi possivel calculdd @ b LQ através de amostras branco,
0s mesmos foram calculados experimentalmente coessivas diluicdes até se encontrar a menor

concentracao/menor valor de propriedade possivetidguantificado com confianca.

3.3.3.3 Linearidade

Para o teste de linearidade foi construida umaacamalitica com duas variaveis, utilizando
a equacao da reta, equacao 4. Essa equacao pexmiiantificacdo dos analitos dentro da faixa

linear correlacionando as duas variaveis em queatfbensidade do analito e a concentracéo.
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y =a+bx 4)

Onde:

y = variavel dependente, resposta medida no eqeépmno caso intensidade
x = variavel independente, concentracédo

a = coeficiente linear (intercessdo com o eixouanglo x = 0)

b = coeficiente angular (inclinagdo da curva aitaljtsensibilidade)

A linearidade das curvas de calibracao foi avalipdameio da construcdo de padrbes
multiplos contendo todos os elementos em estud@ank@reparados padrées de calibracdo nas
concentragdes de 0,03 mg/L, 0,05 mg/L, 0,07 mg/AQ g/L e 0,15 mg/L. Estes padrdes foram
preparados em triplicata resultando em trés cusmatiticas para cada elemento. As trés curvas
foram analisadas em sequéncia no equipamento IC3 @g&do sido realizadas trés leituras para
cada ponto.

Os resultados obtidos foram transferidos para soéiiexcel® e trabalhados na Planilha
para Avaliacao de Premissas (BAZILIO et al, 20B2)avés da planilha foram realizados os testes
de verificagdo da existéncia de valores extrematli¢os) através do teste de Jacknife, teste de
normalidade dos residuos através do teste de RyaerJavaliacdo da autocorrelacdo dos residuos
(teste de independéncia) pelo teste de Durbi-Wats@liacdo da homogeneidade das variancias
dos residuos, onde o p calculado deve ser maiod,@be (teste de homoscedasticidade) pelo teste
de Brown-Forsythe e por ultimo teste de signifitdrda regresséo e do desvio da linearidade
(analise da variancia - ANOVA) atraves dos paraosetios minimos quadrados ordinarios
(MMQO) para um nivel de significancia de 0,05 (BRED et al, 2012).Caso algum elemento
apresentasse desvio de linearidade seria utiliadadste de linearidade de Mendel (FUNK, 2007).

3.3.3.4 Exatidao (ensaio de recuperagéo)

No ensaio de recuperacdo pode-se estimar a recapetda analito pela analise de uma

amostra fortificada com quantidade conhecida danmoesitilizando a equacéo (5) abaixo:

R(%) = === x 100 (5)
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Onde:

R(%) = recuperacdo em porcentagem

C1 = concentracao do analito na amostra fortificada
C2 = Concentragdo do analito na amostra ndo fcath

C3 = Concentracdo do analito adicionado a amosttifidada

Para o ensaio de recuperacao foram utilizadas difésentes concentracbes para a
fortificacdo das amostras, tendo sido preparade doestras para cada concentracao, totalizando
6 amostras fortificadas. As amostras foram foddi@s com a concentragcdo mais baixa (0,03
mg/L), a concentracdo intermediaria (0,07 mg/L)cemcentracdo mais alta (0,15 mg/L) da curva
de calibracdo. As amostras foram fortificadas paraito elementos da analise.

A recuperacdo obtida foi analisada com auxilio dfétware Execel® levando em
consideracéo os parametros do capitulo <233> da tSP0 a 150% (2016).

3.3.3.5 Preciséo (repetibilidade e precisdo intermediaria)

A repetibilidade foi avaliada através do célculo Diesvio Padrdo Relativo (DPR) em
porcentagem (INMETRO, 2016). O céalculo do DPR étnao® na expressao 6.

DPR = (%) x 100 (6)

Onde:
DRP = Desvio padréo relativo
DP = Desvio padréao

CMD = Concentragdo média determinada

A precisao intermediaria foi calculada com do degwadrédo da precisdo intermediaria
através da expresséo 7 (INMETRO, 2016).

Sijx = \/ﬁ}]ﬂzl(yk — ymédio)2 7)
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Onde:

Sijx = Desvio padréo da precisdo intermediaria
n = n° de ensaios efetuados por amostra

k = nimero da amostra

Y= resultado obtido para a amostra

Y medio= Média aritmética dos resultados obtidos

No presente estudo a precisdo intermediaria folicalaa através da repetitividade e da
precisédo intermediaria. A repetitividade foi estlmlaom o preparo, sob as mesmas condi¢les, de
7 aliquotas com concentragdo de 0,07 mg/L. Comessltados obtidos utilizando o software
Excel® através da expresséao 6, foi avaliado o DRIprecisdo intermediaria foi avaliada atraves
do preparo de 14 aliquotas de concentracdo 0,0Z,mgh as mesmas condi¢cdes, mudando
somente o analista, (7 aliquotas do analista Aledotas do analista B). Com os dados em maos
foi calculado desvio padrédo da preciséo intermedidtlizando o software Excel® através da
expressao 7, e posteriormente transformado em DB®Rea da expressao 6. A avaliacdo dos DPR
foi feita levando em consideracdo o limite estabete no POP n°® 65.3120.170 do Setor de
Elementos Inorgéanicos do INCQS (INCQS, 2017a).

Por ultimo, a fim de comparar os resultados obtiw®studo de precisdo intermediaria
para verificar se a variabilidade da andlise muelaabrdo com o analista, aplicou-se o td@ste
Student.

3.3.4 Incerteza

Para a realizacdo do calculo da incerteza levaurseonta todos os itens que influenciaram
na andlise (Figura 9). A realizacdo do célculandariteza foi feita com concentragfes que variaram
de 2,4 ug/g a 3,8 pg/g, dependendo de cada elerestutdado. Para a realizacdo do calculo de
incerteza foi utilizada a planilha de incerteza RPIOP 65.3120.170 do Setor de Elementos
Inorganicos do INCQS (INCQS, 2017a), onde estac&bculada para cada um dos elementos

analisados.
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Figura 9 - Diagrama de causa e efeito (diagrama de espinpaige) do método em estudo.
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reagentes «—— Ba 40 Incerteza do
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Fonte: Préprio autor.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTUDO DA METODOLOGIA ANALITICA

4.1.1 Validacéo
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Os resultados dos parametros de validacdo da netpa@analitica proposta neste estudo

sao apresentados a seguir.

4.1.2 Seletividade

A técnica escolhida mostrou ser seletiva para tasedémentos analisados (bario, cromo,

cobalto, cobre, ferro, litio, niquel e vanadiojedetividade foi evidenciada utilizando o resultado

do testet, onde a curva de adicdo padrdo, apresentou Tladécmenor que dtabelado (tabela

6), confirmando a similaridade de perfis das duawvas e comprovando que a matriz nao

influéncia nos resultados.

Tabela 6 -Resultado do Testé-Studantentre a curva de adicdo e a curva aquosa pardoos 0
elementos, bério, cobalto, cobre, cromo, ferrm, litiquel e vanadio.

Bario Cobalto
Curva aquosa (mg/L) Intensidade| Curva aquosa (mg/L) Intensidade
0,03 2468,2 0,03 720,5
0,05 4167,8 0,05 13447
0,10 8902,4 0,10 3095,5
0,15 14114,2 0,15 5003,2
Curva adicéo padrao (mg/L) | Intensidade| Curva adicagadrao (mg/L) | Intensidade
0,03 3151,8 0,03 757,4
0,05 4897,1 0,05 1472,4
0,10 9874,1 0,10 3254,8
0,15 14375,0 0,15 5122,8
P(T<=t) bi-caudal 0,783 P(T<=t) bi-caudal 0,589
t critico bi-caudal 2,446 t critico bi-caudal 2,570

Cobre

Cromo
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Curva aquosa (mg/L) Intensidade | Curva aquosa (mg/L) Intensidade
0,03 943,2 0,03 2414.,6
0,05 1963,4 0,05 3875,1
0,10 4481,4 0,10 8010,3
0,15 6989,6 0,15 12591,6
Curva adicédo padrédo (mg/L) | Intensidade| Curva adicagadrao (mg/L) | Intensidade
0,03 1781,9 0,03 2747,5
0,05 3032,6 0,05 4493,1
0,10 6065,5 0,10 8894,8
0,15 8657,9 0,15 13427,2
P(T<=t) bi-caudal 0,483 P(T<=t) bi-caudal 0,768
t critico bi-caudal 2,446 t critico bi-caudal 2,446

Ferro Litio
Curva aquosa (mg/L) Intensidade | Curva aquosa (mg/L) Intensidade
0,03 2795,5 0,03 159074,9
0,05 4254,2 0,05 260195,1
0,10 8702,4 0,10 549820,4
0,15 13090,4 0,15 843325,4
Curva adicéo padrédo (mg/L) | Intensidade| Curva adicAdgadrao (mg/L) | Intensidade
0,03 3169,9 0,03 204379,5
0,05 4684.,4 0,05 333104,1
0,10 9061,5 0,10 660499,6
0,15 13054,2 0,15 970766,1
P(T<=t) bi-caudal 0,866 P(T<=t) bi-caudal 0,629
t critico bi-caudal 2,446 t critico bi-caudal 2,446

Niquel Vanadio
Curva aquosa (mg/L) Intensidade | Curva aquosa (mg/L) Intensidade
0,03 577,4 0,03 2511,2
0,05 921,1 0,05 4109,5
0,10 1884,5 0,10 8161,8
0,15 2945,8 0,15 12286,3
Curva adicéo padrao (mg/L) | Intensidade| Curva adicagadrao (mg/L) | Intensidade
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0,03 630,4 0,03 2826,5
0,05 1013,3 0,05 47219
0,10 2034,1 0,10 8978,8
0,15 2977,3 0,15 12651,4
P(T<=t) bi-caudal 0,844 P(T<=t) bi-caudal 0,805

t critico bi-caudal 2,446 t critico bi-caudal 2,446

Pode-se observar na tabela 6, através do T cat;udae a matriz ndo interfere na analise

e que o método € seletivo para cada elemento deaksse resultado comprovou que o tratamento

da amostra foi eficiente e que as linhas espectisislhidas para cada elemento (Tabela 5)

garantiram a seletividade do método.

Além do teste estatistico a auséncia de interfea@&wamatriz pode ser observada de forma

visual, pois todas as curvas se apresentaram laaraletre si, como exemplificado na Figura 10

para o elemento Vanadio.

Figura 10 - Curva de calibracdo em meio aquoso e adicdo pashréigolucdo matriz para o

elemento vanadio.
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4.1.3 Limite de quantificacao e limite de deteccgao

Foram observadas leituras de intensidades dasdesluge amostra branco para os
elementos Bério, Ferro e Litio que permitiu o cllaos LD e LQ, (Tabela 7) utilizando os desvios
padréo das concentracdes relativas as leituraginmnao aconteceu para os elementos Cobalto,
Cobre, Cromo, Niquel e Vanadio que tiveram os L[4 Ong/L e LQs 0,03 mg/L determinados

de forma experimental.

Tabela 7 -Intensidade do sinal analitico e célculo de lirdiéedeteccao e limite de quantificacao
para os elementos Bario, Ferro e Litio.

Elemento Bario | Ferro Litio

Branco 1 59,3 253,7 25080,2
Branco 2 44,4 191,8 24460,3
Branco 3 58,5 153,5 24156,3
Branco 4 88,6 283,8 37488,6
Branco 5 91,9 256,6 42392,6
Branco 6 82,6 268,9 37333,6
Branco 7 95,4 282,4 43250,5
Branco 8 92,5 318,6 40197,7
Branco 9 66,9 291,0 40685,9
LD (mg/L) 0,0005 0,0013 0,0022
LQ (mg/L) 0,0018 0,0043 0,0073

Uma vez que o menor valor preconizado, dentreeaeaitos analisados, no capitulo 232
da USP (2016), é para o Cobalto, 5 pug/g (Tabeleetificou-se que se a amostra contivesse essa
guantidade de cobalto, seria esperado na solugab dma concentracdo de 0,1pg/mL, que
equivale a 3 vezes mais que o limite de quantificageterminado experimentalmente para o
método proposto. Sendo assim, o0 método apreseetsibgidade adequada para quantificar os

oito analitos de interesse (Ba, Cr, Co, Cu, Fe,LNg V) visto que o limite preconizado dos
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elementos estudados é maior que 5 pg/g (Tabela 1).

4.1.4 Linearidade

O intervalo de trabalho usado para a construcaouwtaas de calibragcdo foram os mesmos
para todos os elementos, de 0,03 mg/L, 0,05 mgdz, @xg/L, 0,20 mg/L, 0,15 mg/L.

O primeiro teste realizado foi a verificacédo ddietg nas 15 leituras feitas para cada curva,
e estes foram retirados ndo sendo levados em epaséb nos testes realizados.

Na avaliacdo da normalidade dos residuos atravésstl de Ryan-Joiner, todos 0s oito
elementos analisados apresentaram resultadosagais$ visto que todos apresentaram um R
calculado maior do que o R critico (tabelado). $easkim, podem ser aplicados para todos os
elementos os testes estatisticos pressupondo-sdistnilauicdo normal.

Na avaliagdo de autocorrelacdo de residuos at@dwéeste Durbi-Watson, onde o d
calculado deve ser maior que o limite superiorudatio (dU), d>dU, todos os oito elementos
apresentaram resultados satisfatorios. Sendo asa@mnexiste autocorrelacdo entre os residuos.
Todos os oito elementos apresentaram residuoseandeptes entre si.

Para o teste de homogeneidade das variancias sidsios, os resultados para todos os
elementos foram satisfatorios (p>0,05), homocectdsticom residuos distribuidos de forma
aleatdria em relacdo ao zero.

O primeiro resultado da linearidade pode ser olaskrwa tabela 8. Todos os coeficientes
de correlacdo linear (r) das equagfes de todoslemseptos apresentaram valores de r que
indicavam a reta como modelo matematico adequadest® de significancia da regressao e do
desvio da linearidade feito pela ANOVA, confirmanelaridade das curvas construidas para sete
dos oito elementos estudados. Os elementos BéslweCCromo, Ferro, Niquel, Litio e Vanadio
apresentaram um p (regressédo) <0,001 o que deraansra regressao da curva € significativa e
um p (ajuste) >0,05 que demonstra que ndo existealde linearidade na curva estudada.

A curva do Cobalto apresentou um p (regressdod0@que evidenciou que a regressao
linear também é significativa, porém o p (ajuste),85 evidenciou um desvio de linearidade.
Sendo assim utilizou-se o teste de linearidade eled& como uma segunda alternativa, visto que
haviam indicios através da significancia da reg@sglie a curva era linear. Na realizacdo do teste
de Mendel teve-se como resultado que a reta, egugEcarimeira ordem, é o melhor modelo para

a equacao da reta estudada, quando comparada adeiorde equacao de segunda ordenm(TV
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F), sendo assim a curva do Cobalto foi considelindar.

Tabela 8 -Equacdo da reta e coeficientes de correlacdo lioetdo para cada um dos oito
elementos estudados.

Equacéo da reta (y=a + bx) e
Elemento | coeficiente de correlagao linear
y =-57,82 + 103773,22x
Ba
r=0,9999
y =-242,21 + 51359,03x
Co
r=0,9997
C y = 82,07 + 106256,07x
u
r=0,9982
C y =-225,50 + 68717,26x
r
r=0,9999
= y = 396,89 +121401,78x
e
r=0,9975
Ni y =-204,28 + 34588,63x
i
r=0,9996
Li y =9621,97 + 11050707,45x%
i
r=0,9998
v y =114,22 + 132067,55x
r=0,9998

4.1.5 Exatidao (ensaio de recuperagao)

Na tabela 9, estdo apresentadas as recuperacOessoleim diferentes faixas de

concentracao para os oito elementos analisados.
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Tabela 9 -Resultados para a exatidao relacionados ao ensaitétbdo analitico estudado para
todos os elementos: bario, cobalto, cromo, colereg flitio, niquel, vanadio a partir do ensaio de
recuperacao.

emeno| o gonaon tagt) | cnconeats tog) | PO 09
0,03 0,03 101
Ba 0,07 0,06 91
0,15 0,13 88
0,03 0,03 109
Co 0,07 0,07 94
0,15 0,14 90
0,03 0,03 89
Cr 0,07 0,05 78
0,15 0,11 4
0,03 0,03 120
Cu 0,07 0,08 115
0,15 0,17 117
0,03 0,05 157
Fe 0,07 0,09 125
0,15 0,16 106
0,03 0,03 108
Li 0,07 0,08 110
0,15 0,16 109
0,03 0,03 102
Ni 0,07 0,06 90
0,15 0,13 87
0,03 0,03 103
v 0,07 0,07 99
0,15 0,15 99

As recuperacdes em niveis de concentracdo na atdeng/L (1¢%), devem variar de 80-
110%, conforme descrito no documento orientativdPOGCRE-008 revisdo 5 do INMETRO,
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2016, utilizado neste estudo para a validacdo daduokgia e, também no capitulo 233 da USP
(2016), onde os valores de recuperacao aceitoseg#aafaixa de concentracao variam de 70 a
150%. Os resultados obtidos neste estudo forasfaatios demonstrando que o método multi-
elementar proposto é adequado para avaliar BaoioreC Cromo, Ferro, Niquel, Litio, Vanadio e
Cobalto em amostras do medicamento Captopril.

A alta recuperacao da concentracao de 0,03 mgferdo (157%) pode estar relacionada

as possiveis fontes de contaminacao e deveravestigado.

4.1.6 Preciséo (repetibilidade e precisdo intermediaria)

O primeiro resultado obtido em relacdo a precisiio DPR de cada elemento, calculado
a partir das amostras preparadas para o ensaiepdébilidade (Tabela 10). Apds o teste de
repetibilidade foi realizado o teste para avaliagdgrecisdo intermediaria, onde se obteve como
resultado o desvio padréo da preciséo intermedjaabela 11). Por ultimo foi obtido o resultado

da analise das médias das duas analises da pratig@és do tesfe-Studen{Tabela 12).
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Tabela 10 -Repetibilidade do método analitico para os elensehéwio, cobalto, cromo, cobre,
ferro, litio, niquel e vanadio.

Elemento | Replicata | Intensidade COI’E(rinegr}E‘;:l gao Elemento | Replicata | Intensidade Corzﬁi;tl_r)a 620
1 5777,1 0,055 1 8087,1 0,04
2 6138,2 0,05¢ 2 7058,7 0,03¢
3 5923,5 0,05¢ 3 7906,7 0,04¢
4 5562,4 0,05z 4 6914,2 0,03¢
Bario 5 5693,5 0,05¢ Ferro 5 7002,6 0,03¢
6 5611,2 0,05¢ 6 7662,4 0,044
7 5887,9 0,0%6 7 8332,8 0,04¢
Médie 0,05¢ Médie 0,04¢
Desvic Padra: 0,00z Desvic Padra: 0,00¢
D.P.R 35% D.P.R. 11 %
1 2832,4 0,05¢ 1 578527,1 0,05¢
2 2677,2 0,051 2 528274,7 0,04
3 2888,9 0,061 3 563718,2 0,05(
4 2722,5 0,05¢ 4 531021,6 0,04
Cobalto 5 2776,8 0,059 Litio 5 547033,9 0,04¢
6 2722,7 0,05¢ 6 531527,5 0,04
7 2862,4 0,06( 7 556375,2 0,04¢
Médie 0,05¢ Médie 0,04¢
Desvic Padra: 0,00z Desvic Padra: 0,00z
D.P.R 2,6 % D.P.R 3,5 %
1 3053,7 0,047 1 1840,4 0,05¢
2 2885,9 0,045: 2 1731,4 0,05¢
3 3161,4 0,049: 3 1839,3 0,05¢
4 2968,6 0,046% 4 1740,1 0,05¢
Cromo 5 2999,9 0,046¢ Niquel 5 1777,2 0,05:
6 2948,8 0,046: 6 1748,9 0,05:
7 3108,1 0,048t 7 1838,6 0,05¢
Médic 0,04 Médiz 0,05¢
Desvic Padra 0,001 Desvic Padréa 0,001
D.P.R. 3,0 % D.P.R. 2,5 %
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Cobre

1 8546,1 0,074
2 7885,6 0,08
3 8697,1 0,07¢
4 8099,2 0,06¢
> 8221,6 001 Vanadio
6 8069,9 0,06¢
7 8613,4 0,07+
Médie 0,07z
Desvic Padréa 0,00z:
D.P.R. 4,1 %

1 8356,9 0,064
2 7924,7 0,0€1
3 8582,9 0,0€6
4 8090,2 0,062
5 8266,9 0,06
6 8055,0 0,06z
7 8538,3 0,06¢

Médie 0,06

Desvic Padra 0,00z

D.PR 3,0 %

O DPR recomendado para uma determinagdo na faixard®ntracdo em nivel de ppm
(10%) é de 8 a 11% (INCQS, 2017a). Pode-se observaongulores de DRP encontraram-se

dentro do valor maximo aceitavel para todos ostosetementos.

Tabela 11 -Avaliacdo da precisdo intermediaria com seu degairdo e DPR respectivo para
cada um dos elementos: bério, cobalto, cromo, ¢édmm®, litio, niquel, vanadio.

Analista 1 Analista 2 Desvio Si Relativo
Elemento coMnggﬁrgzges F?aec?rvéig cohrﬂgg:l?rgzges pDaeergig Inteljr?gc?igrio (%)
(mg/L) (mg/L) (Si)
Bario 0,0550 0,0019 0,0526 0,0006 0,0019 3,5
Cobalto 0,0589 0,0016 0,0577 0,0007 0,0013 2,3
Cromo 0,0472 0,0014 0,0453 0,0007 0,0014 31
Cobre 0,0715 0,0029 0,0701 0,001f7 0,0024 3.4
Ferro 0,0430 0,0047 0,0537 0,0093 0,0090 18,5
Litio 0,0487 0,0017 0,0481 0,0014 0,0016 3.2
Niquel 0,0576 0,0014 0,0553 0,0008 0,0017 2,9
Vanadio 0,0634 0,0019 0,0617 0,0006 0,0016 2,6

Levando em consideracao a precisao intermediaseritte pelo POP n° 65.3120.170 para
a faixa de concentracdo de ppm§LBi Relativo de 8 a 11% (INCQS, 2017a) pode-seotar
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gue o unico desvio fora do valor esperado foi dedm, 18,5%. Esse valor sera investigado e

novos estudos serao realizados.

Tabela 12 -Resultado do testé entre as duas analises feitas para a avaliacapretasao
intermediaria para cada um dos elementos: baribalty cromo, cobre, ferro, litio, niquel,
vanadio.

Testet da Precisao Intermediaria

L. P(T<t) bi-caudal| 0,0148
Bario i _
t critico bi-caudal 2,3646
P(T<t) bi-caudal| 0,0895
Cobalto "
t critico bi-caudal 2,3060
P(T<t) bi-caudal| 0,0110
Cromo -
t critico bi-caudal 2,2622
P(T<t) bi-caudal| 0,3080
Cobre =
t critico bi-caudal 2,2281
P(T<t) bi-caudal| 0,0244
Ferro _ _
t critico bi-caudal 2,2622
Lt P(T<t) bi-caudal| 0,4999
itio
t critico bi-caudal 2,1788
i P(T<t) bi-caudal| 0,0046
Niquel __
t critico bi-caudal 2,2622
_ P(T<t) bi-caudal| 0,0637
Vanadio ___
t critico bi-caudal 2,3646
. P(T<t) bi-caudal| 0,5771
Zinco R
t critico bi-caudal 2,3646

Em relac&o ao resultado do testpode-se observar que os dados para todos osrdtEme
resultaram num valor de T calculado sempre menarcaidico (tabelado), confirmando que nao

ha diferenca nos resultados quando ha mudancaetdadnp para a realizacao da analise.
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4.2 INCERTEZA

O calculo da incerteza da metodologia leva em dens¢do o preparo de curva de
calibracdo, cada um dos padrdes da curva, 0,03,raglb mg/L, 0,07 mg/L, 0,10 mg/L e 0,15
mg/L, o preparo das amostras, a curva de calibregéfeccionada e a repetibilidade calculada
para a amostra (Figura 9). A partir da incertezaatia um desses e itens se obtém a incerteza
relativa final (Tabela 13).

Tabela 13 -Valores da incerteza relativa de cada um dos elermeavaliados na metodologia:
bério, cobalto, cromo, cobre, ferro, litio, nigaelanadio.

Elemento | Incerteza Relativa (%)

Ba 46

Co 42,2
Cr 42,2
Cu 46,3
Fe 449
Li 45,2

Ni 42,2
Y 51,8

Dentre as incertezas apresentadas para a deteéimidagcada elemento, o item que mais
contribuiu para a incerteza relativa da determioag@ Bario, Cobalto, Cromo, Cobre, Ferro,
Niquel e Litio foi o preparo do padréo de 0,03 ndglcurva de calibragdo. Em relagéo ao vanadio
0 preparo do padrdao de 0,05 mg/L da curva de eaglior foi o item que demonstrou maior
contribuicdo no valor final da incerteza do regidgtaNa figura 11 tém-se exemplificada as
incertezas individuais que contribuem para o céléinkl da incerteza relativa da metodologia de
guantificacdo do béario.
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Figura 11 - Grafico com as contribuicdes, em porcentagem, d@ @@m considerado para o
calculo da incerteza para a determinagéo de Bario.

0,4%

M Repetibilidade da amostra

B Preparo da amostra

H Concentragdo padrdo 0,03 mg/L
B Concentragdo padrdo 0,05 mg/L
m Concentragdo padrdo 0,07 mg/L
H Concentragdo padrdo 0,10 mg/L

1 Concentragdo padrdo 0,15 mg/L

= Curva de calibragdo

Fonte: Préprio autor.

4.3 ANALISE DAS AMOSTRAS

Dentre os testes indicados pela farmacopéia birasilgara serem realizados em
comprimidos, pode-se observar que boa parte deikzauiretamente o comprimido para a
realizacdo das analises. Os resultados encontpada teste de homogeneidade da retirada das
aliquotas foram estatisticamente comparados aplicaa o test@- studenpara os elementos que
apresentaram resultados acima do limite de queanrtéio do método. Na tabela 14 encontram-se

os resultados para aliquotas usando comprimidesadste triturados.
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Tabela 14 -Comparacéao dos resultados das concentracdes dusnétes bario, cobre, ferro e litio
em aliquotas de um mesmo produto usando compriniidesos e comprimidos triturados e

homogeneizados.

Amostra Ba (mg/L) | Cu (mg/L) | Fe (mg/L) | Li (mg/L)
Comprimido 1 0,0042 0,0197 0,0325 0,0049
Comprimido 2 0,0039 0,0570 0,0501 0,0047
Comprimido 3 0,0042 0,0343 0,0808 0,0047
Comprimido 4 0,0049 0,0097 0,0186 0,0046
Comprimido 5 0,0043 0,0080 0,0288 0,0046
Triturado 1 0,0042 0,0075 0,0373 0,0046
Triturado 2 0,0038 0,0072 | —6,0340*| 0,0046

Triturado 3 0,0040 0,0088 0,0332 0,0046
Triturado 4 0,0040 0,0081 0,0323 0,0046
Triturado 5 0,0040 0,0079 0,0333 0,0046
P(T<t) bi-caudal 0,1854 0,1220 0,4997 0,2575

t critico bi-caudal | 2,5706 2,7764 2,7764 2,7764

* considerado aberrante

Como os valores de T calculados obtidos foram nesnque og criticos (tabelados)

concluiu-se que independentemente de como se tamaliquotas, os resultados dos dois grupos

foram semelhantes. Este resultado ja era esperadwez que a homogeneidade de conteudo de

comprimidos é um dos ensaios exigidos para garamjualidade de um medicamento. Sendo

assim, optou-se por realizar a pesagem das amossasdo comprimidos inteiros, peso

aproximado de 0,3g por aliquota, como recomenda&d® parmacopéia Brasileira para outros

testes preconizados para este medicamento.

A avaliacao intra e entre lotes dos produtos dbadantes A e B foi feita para todas as

impurezas elementares estudadas. Dentre todogmermbs determinados nas amostras apenas

algumas concentracdes de ferro foram encontradasaado limite de quantificagdo da

metodologia analitica usada, tabela 15.
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Tabela 15 -Teores de ferro em amostras de diferentes lotesdesas A e B de captopril 25 mg.

Amostra Teor de Fe em pg/g
Lote 1 <1,29
Lote 2 <1,29
Lote 2 <1,29
A Lote 3 1,43
Lote 3 1,70
Média 1,57
Desvio Padréo 0,19
Lote 1 NA
Lote 1 NA
Lote 2 1,37
B Lote 2 <1,29
Lote 3 1,59
Lote 3 1,61
Média 1,52
Desvio Padrdo 0,13
LQ da metodologia 1,29
Concentracdo maxima
para comprimidos — 1300,00
EMA, 2008

NA = nao analisado

O Lote 3 (L3) do fabricante A apresentou teor deofenaior que os outros dois lotes, L1 e
L2 do mesmo fabricante, cujos resultados apresentaoncentracbes menores que o LQ da
metodologia. A diferenca entre os lotes relatiecaracentracdo de ferro encontrada pode ser devido
ao uso de diferentes lotes das matérias primazagkils na producéo de cada lote do medicamento.

Em relagdo ao produto B observou-se que os temeferdo nos lotes L2 e L3 séo
estatisticamente semelhantes, (1.60 £ 0,13) p@l¢B& + 0,13) ug/g, respectivamente.

Pode-se observar que as amostras dos produtos ataasmA e B ndo apresentaram
resultados acima dos valores maximos preconizagoapitulo 232 da USP (2016) e pela diretriz
5.2 da EMA (2008).
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Assim como observado nas amostras A e B, somdateodoi possivel de ser quantificado
nas amostras dos produtos C, D e na amostra dddb@la 16. Nas amostras dos produtos E e F

nenhum dos oito elementos estudados apresentararantacdes acima do LQ da metodologia.

Tabela 16 -Teor de ferro nas diferentes marcas de captoprnh@® na amostra do IFA.

Amostras Teor de Fe em pg/g
<1,29
Marca C
1,59
1,75
Marca D
<1,29
2,14
IFA
1,63
LQ da metodologia 1,29
Concentracéo
maxima para 1300,00
comprimidos —
EMA, 2008

Sobre o ferro observou-se uma variagcao entre osstetdos produtos das marcas A, B, C e
D que puderem ser quantificados tendo a concetidgderro variado de 1,37 do L2 do produto
B até 1,75 do produto D. Um resultado que chanegatesdo as concentracdo de Fe encontradas
nas duplicatas do IFA, o teor mais alto encontraaléFA € de certa forma esperado, visto que é
sempre feita uma diluicdo do IFA para a producaasneédicamento, além disto no processo de
sintese dos IFA sdo utilizados muitos reagentesiiqaé que podem agregar muitos residuos
elementares ao IFA.

Trabalhos realizados nesta area mostram resultadosntes com os encontrados. Estudo
realizado por Muller (2015) mostrou que o Unicah@slo discordante foi para o elemento cobre,
gue foi reportado 3,41 pg/g, enquanto neste estadontrou-se um valor menor que o LQ do
método, 1,29 pog/g.

Sobre os resultados encontrados por Wollein (2p&f) os elementos V, Co, Ni, Cr, Cu e

Fe foram encontradas concentragcfes abaixo do L@édado aplicado, que foram 0,05 pg/g para
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oV, 0,035 pg/g para o Co,0,092 ug/g para o Nb . @g para o Cr,1,0 ug/g para o Cu e 2,00 pg/g
para o Fe. Todos estes elementos, com excecaadatifeeram LQ menores que o da metodologia
em estudo. Vale ressaltar que a técnica utilizada @ quantificacéo do ferro foi a mesma utilizada
nos dois estudos, ICP OES, e o método propostodis sensivel (LQ= 1,29 pg/g) que o reportado
por Wollein (2,0 pg/g). Este limite de quantificagdermitiu que neste estudo fosse encontrado
um intervalo de concentracdes de Fe de 1,37 pgdglo do fabricante B) a 2,14 pg/g no IFA
(Tabela 15 e 16).

Além da avaliagcdo em relagdo ao produto final éserio avaliar se o uso continuo do
medicamento captopril pode levar a uma ingesta mtpie a PDE em relagdo aos elementos
inorganicos. Sendo assim, diante dos resultadedosbtom as andlises para bario, cobre, cobalto,
cromo, niquel, litio, vanadio e ferro, levando emsideracdo a dose maxima do medicamento por
dia, foi possivel avaliar se a quantidade de ingagengeridas era superior a exposicao diaria
permitida (Tabela 2) ou ndo. Segundo as bulas dmlicamentos utilizados como amostras, a
posologia do captopril pode variar de acordo coimdacacdo do uso, ou seja, de acordo com a
doenca que acomete o paciente que fara uso do anesglito. Porém, independentemente da
doenca do paciente, a dose maxima de captopripgde ser administrada por dia é de 450 mg.
No caso de um comprimido de 25 mg isto significaxd®primidos.

Levando em consideragcédo que a dose minima do cduate25 mg seria 0,025 g e a dose
maxima de 0,450 g, criou-se um intervalo de comaeab minima e maxima de exposicdo diaria
com o uso do captopril de 25 mg. Como o Unico elémgue apresentou teores acima do LQ foi
o ferro, so foi possivel calcular a concentracaaimm e maxima de exposicao diaria para o ferro
(Tabela 17). Porém, vale ressaltar que se os ceigp®entos estivessem presentes no medicamento
com teor igual ao LQ, 1,29 pg/g, a concentracaoimmexie exposicao didria aos elementos seria

de 0,58 pg/dia que € inferior ao limite dos outete elementos analisados (Tabela 2).
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Tabela 17 -Avaliacdo da exposicdo diaria do ferro com o irdrvde concentragdo minima e
méaxima de exposi¢ao diaria e seu respectivo va@xgosicado diaria permitida.

Limite de

Teor de Dose Dose Teor Teor PDE em

Amostra Fe em minima maxima minimo maximo ug/dia -
Mg/g g/dia g/dia pg/dia pg/dia EMA, 2008

Marca A
L3 1,57 0,025 0,450 0,039 0,705
Marca B
L2 1,37 0,025 0,450 0,034 0,617
Marca B 13000
L3 1,60 0,025 0,450 0,040 0,721
Marca C 1,59 0,025 0,450 0,039 0,715
Marca D 1,75 0,025 0,450 0,044 0,787
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5 CONCLUSAO

Com os resultados do estudo podemos concluir gqnétodo estudado é simples, rapido e
de facil utilizagdo, sendo capaz de avaliar se wdicamento captopril atende aos requisitos
exigidos pela USP (2016) e pela EMA (2008). O métmaposto possui sensibilidade, precisao e
exatiddo adequadas para avaliar impurezas de lcétajto, cromo, cobre, ferro, niquel, litio e
vanadio em insumos farmacéuticos; todas as amalnaedicamentos estudadas que usam como
principio ativo o captopril apresentaram resultaghkissfatorios quanto a presenca das impurezas
elementares, Ba, Co, Cr, Cu, Ni, Li, Fe e V. Domesodo a amostra da IFA também apresentou
guantidades de impurezas abaixo dos limites recdanes pelas farmacopeias américa e europeia.

Considerando as impurezas elementares avaliadasfagntes lotes dos 6 fabricantes do
medicamento captopril pode-se considerar este mi@@icto seguro mesmo para aqueles pacientes
gue fazem uso da maior dosagem permitida na bulaneldicamento, 450 mg, ou seja, 18

comprimidos de 25 mg.
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6 PERSPECTIVAS DO TRABALHO

Diante das conclusdes obtidas sugere-se:

» Avaliar a possibilidade de usar a ICP OES paraisarabs elementos preconizados na
USP que nao foram incluidos neste estudo.

» Avaliar a possibilidade de quantificar arsénio,roéa) chumbo e mercurio, que estéo na
classe 1 da Diretriz Q3D da Comissao Internaciétaimonizada (ICH) (2015), em
medicamento utilizando técnicas espectrométricanpdGF AAS e ICP-MS.
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