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RESUMO

As estatinas sdo substancias capazes de reduzir os niveis plasmaticos de
colesterol sangtiineo, o qual é considerado um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento da arteriosclerose e das doencas coronarianas. Atualmente,
representam a maior causa de 6bitos no mundo ocidental e o tratamento de escolha
para reduzir as taxas de colesterol consiste no emprego de estatinas, por serem
estas mais seguras e eficazes, especialmente a atorvastatina.

Diminuir os riscos associados a utilizacdo de medicamentos € uma das
atribuicdes da Vigilancia Sanitaria e pode ser realizada por meio do monitoramento
do controle de qualidade dos produtos comercializados.

Os Laboratoérios Centrais (LACENS) sao responsaveis por esta agao e,
através do emprego de metodologias capazes de gerar resultados confiaveis, sao
capazes de fornecer o suporte adequado as decisbes da Vigilancia Sanitaria. A
validagéo, por sua vez, torna evidente a capacidade de uma metodologia fornecer
resultados seguros e confiaveis.

A maioria das técnicas descritas na literatura para o doseamento da
atorvastatina ndo sdo adequadas a rotina dos laboratérios de controle de qualidade.
Até o momento, ndo estdo disponiveis em compéndios oficiais metodologias
analiticas para o monitoramento da qualidade da atorvastatina, seja como insumo
farmacéutico ativo ou comprimidos.

O objetivo deste estudo foi desenvolver e validar uma técnica analitica para o
doseamento de atorvastatina, enquanto insumo farmacéutico ativo e comprimidos de
40 mg. O método proposto empregou coluna cromatografica Novapak® C18 (150 x
3,9 mm; 4um) e fase moével constituida de uma mistura de tampao acetato de
amdnio 0,02 M (ajustado a pH 3,0) e acetonitrila (60:40 %v/v). O fluxo empregado foi
de 1,3 mL.min™ e deteccdo UV/VIS a 248 nm.

A metodologia apresentou especificidade, linearidade na faixa de 50-150
ng.mL" (R=0,999), precisdo e exatiddo satisfatérios.
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ABSTRACT

Statins are substances that are able to reducing cholesterol blood levels which
are considered one of most important risk factor for the arteriosclerosis and coronary
heart disease. Actually, they represent the main cause of deaths in the West World
and the therapy of choice for reducing the cholesterol rates is based on the use of
statins, specially Atorvastatin.

Lowering the risks associated to drug using is one of the Sanitary Surveillance
attributions and it can be realized through the monitoring of commercialized products
control quality.

The Central Laboratories (LACENSs) are responsible for this action and, toward
the employment of analytical methodologies capable to generate reliable results, are
able to provide the appropriate support to the Sanitary Surveillance decisions.
Validation, on your turn, makes evident the analytical methodology capability in
providing reliable and safe results in accordance to parameters established by
regulatory authorities.

The most of techniques described on literature for the quantification of
Atorvastin is applied to biological samples and they are not suitable for routine
pharmaceutical quality control laboratory analysis. Moreover, there’s no analytical
methodology described on official formularies for the Atorvastatin quality
assessment, active pharmaceutical ingredient or finished product.

The aim of this study is to develop and validate an analytical methodology for
the quantification of Atorvastatin in active pharmaceutical ingredient and 40 mg-
formulated product (tablets).

The proposed method employed a Novapak® C18 column (150 x 3,9 mm;
4um), mistura de 0,02 M ammonium acetate buffer: acetonitrile(60:40 %v/v) adjusted
to pH 3,0, with glacial acetic acid as mobile phase at a flow rate of 1.3 mL™ and a
248 nm detection.

The method was selective, linear over the concentration range of 50-150
ng.mL™ (R= 0,999) and showed satisfactory precision and accuracy.

viil



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

[ a ] —rotacdo especifica
4S — Scandinavian Sinvastatin Survival Study

a — coeficiente linear

AFCAPS/TexCAPS — Air Force/Texas Coronary Atherosclerosis Prevention Study

ANOVA — Analysis of Variance ou analise de variancia
ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

b — coeficiente angular

Cecalculado — C estatistico calculado (Teste de Cochran)

Chabelado — C estatistico tabelado (Teste de Cochran)

CLAE — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

DMSO — Dimetilsulfoxido

DNSP — Departamento Nacional de Saude Publica

DP — Desvio-padréao

DPR — Desvio padréao relativo

Fcaiculado — F €statistico de Snedecor (Teste de F de Snedecor)
Fiavelado — F estatistico tabelado (Teste de F de Snedecor)
FDA — Food and Drug Administration

gl — Graus de liberdade

Ho — Hip6tese nula

H — Hipotese alternativa

HF — Hipercolesterolemia Familiar

HIV — Human Immunodeficiency virus ou Virus da Imunodeficiéncia Humana
HMG-CoA - Hidroximetilglutaril coenzima A

IC — Intervalo de Confianca

X



IPs — Inibidores de protease

k™ — fator de capacidade

LDL — Low Density Lipoprotein

mol.L”" — molaridade

MQ — Média quadratica

N — Numeros de pratos teéricos

P.A. — para analise

pH — Potencial Hidrogeniénico

r — coeficiente de correlagao

R — resolucéo (cromatografia)

R? — coeficiente de determinagao

SNVS - Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria
T — Fator de cauda ou assimetria

TR — Tempo de retencao

UPLC — Ultra Performance Liquid Chromatography
USP — United States Pharmacopeia

UV/VIS — ultravioleta/visivel

v/v — volume por volume

WOSCOPS — West of Scotland Coronary Prevention Study



FIGURAS

Figura 1 — Estruturas quimicas HMG-CoA e Mevastatina - forma acida..................... 4
Figura 2 — Estruturas quimicas Mevastatina e Lovastatina............ccoooecviiieeeieeennnnnes 4
Figura 3 — Estrutura quimica da atorvastating.............ccceeeeiiiiieiiiiniiee e 5
Figura 4 — Representacao esquamatica do metabolismo da atorvastatina................. 7
Figura 5 — Biossintese do COIESIErOl ..o 8
Figura 6 — Tipos de Cromatografial............uuuueeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeananees 15
Figura 7 — EQuipamento de CLAE ... e 16
Figura 8 — Cromatograma obtido da solugéo padrdo 0,1 mg.mL™ ........ccoovvvrvennnene. 36

Figura 9 — Amostra de atorvastatina célcica, padrédo secundario, submetida a

estresse com HCI 1M @ 80 2C POr 2N ..ooveeeieiiiiieieeee e 37
Figura 10 — Amostra de atorvastatina calcica, padrao secundario, submetida a
estresse com NaOH 1M a 80 2C pPor 2N .....ooeeiiiiiiiiieeeeeieeeee e 38
Figura 11 — Amostra de atorvastatina calcica, padrao secundario, submetida a
estresse com HoO2 3% @ 80 2C POr 2N ..o 38
Figura 12 — Amostra de atorvastatina calcica, padrao secundario, submetida a
eStresse @ 80 20 POF 2N ...ciiiiiiieee e 39
Figura 13 — Espectro de massas obtido para o sinal cromatografico referente ao
produto de degradacao formado ..........ceeeeiiiiiiiiiiccee e 40
Figura 14 — Cromatograma obtido da solucdo padrdo (0,1 mg.mL ™) .......coevvvrvennee. 52

Figura 15 — Amostra de Lipitor® 40 mg, submetida a estresse com HCI 1M a 80 °C

010} 2 o TP 53
Figura 16 — Amostra de Lipitor® 40 mg, submetida a estresse com NaOH 1M a 80 °C
00T 24 o S 54
Figura 17 — Amostra de Lipitor® 40 mg, submetida a estresse com H,0» 3% a 80 °C
(01 =4 o R PTT T SPP 54
Figura 18 — Amostra de Lipitor® 40 mg, submetida a estresse a 80 °C por 2h.......... 55

xi



TABELAS

Tabela 1 — Evolucao histérica do desenvolvimento das estatinas...........ccccccceeeeeee. 5
Tabela 2 — Classificagao das metodologias analiticas ............ceeeecvvvieeeeeeeeeeeicciieee, 13
Tabela 3 — Ensaios necessarios para a valiacdo, segundo a categoria.................... 14

Tabela 4 — Parametros Cromatogréaficos das Metodologias Descritas na Literatura.18

Tabela 6 — Preparacoes das solugcdes para a avaliacado da linearidade.................... 25
Tabela 7 — Pesagem de amostras para estudos de exatidao do método.................. 26
Tabela 8 — Condi¢coes empregadas no teste de estresse ........ccovvvvevvveeeeeeeeeeeeeeeeeee, 30
Tabela 9 — Preparac6es das solugdes para a avaliagdo da linearidade.................... 31
Tabela 10 — Pesagem de amostras para estudos de exatidao do método................ 33

Tabela 11 — Resultado para o teste de adequacado do sistema para o método de

analise do teor de Atorvastatina.........ccooeeeeeeeeiieieececeeeeeeee 37
Tabela 12 — indices de pureza de sinal obtidos no teste de estresse ....................... 39
Tabela 13 — Resultados obtidos para a avaliagéo da linearidade ............cccceeeeeeeeen. 41
Tabela 14 — Dados para a verificacdo da homocedasticidade do método ................ 42
Tabela 15 — Confirmagéo da linearidade por ANOVA ... 44
Tabela 16 — Dados para o calculo do intervalo de confianga dos coeficientes da reta
.................................................................................................................................. 44
Tabela 17 — ReSidu0S ODHAOS .....ccuiii i 45
Tabela 18 — Resultados da Exatidao (percentual recuperado)..........cccceeeeiiiiiiinnnnnn. 46
Tabela 19 — Resultados obtidos para a avaliagdo da repetitividade.......................... 47
Tabela 20 — Resultados da avaliagao de precisdo intermediaria ........cccccceeeevvvnneeen. 48
Tabela 21 — Resultados do teste F de Snedecor entre os analistas 1 e 2 ................ 48
Tabela 22 — Resultados obtidos no ensaio de robustez..........cccceeveveveieeeeeeeeeeeeeeee, 49
Tabela 23 — Resultados de ANOVA do ensaio de robustez........cccccceevveeeveeeeeeeeeneenn. 50
Tabela 24 — Areas obtidas em diferentes periodos de tempo - estabilidade............. 51
Tabela 25 — Calculo da ANOVA - estabilidade..........ccueeeeeeeeeiiiiiiiiiieieeee e 51
Tabela 26 — Resultado para o teste de adequacado do sistema para o método de

andlise do teor de Atorvastatina em Comprimidos de 40 mg................. 53
Tabela 27 — indices de pureza de sinal obtidos no teste de estresse ....................... 55
Tabela 28 — Resultados obtidos para a avaliagéo da linearidade .............cccceeeeeeeee. 56
Tabela 29 — Dados para a verificacdo da homocedasticidade do método ................ 57



Tabela 30 — Confirmagéo da linearidade por ANOVA ... 59

Tabela 31 — Dados para o calculo do intervalo de confianca dos coeficientes da reta

.................................................................................................................................. 59
Tabela 32 — Residuos obtidOS........ccoevieiieeeeeeeeeeeeeeeee e 60
Tabela 33 — Resultados da Exatidao (percentual recuperado)..........cccceeeeeeeiiiiinnnnen. 61
Tabela 34 — Resultados obtidos para a avaliagéo da repetitividade..............cccccc...... 62
Tabela 35 — Resultados da avaliagao de precisdo intermediaria ........cccccceeeeenvnneeee. 63
Tabela 36 — Resultados do teste F de Snedecor entre os analistas 1 e 2 ................ 64
Tabela 37 — Resultados obtidos no ensaio de robustez..........ccccceeeeeeveieeeeeeeeeceeeeee, 64
Tabela 38 — Resultados de ANOVA do ensaio de robustez...........ccccceeeeeeieiiinnnnen. 65

xiil



QUADROS

Quadro 1 — Planejamento dos experimentos

Xiv



GRAFICOS

Grafico 1 — Espectro de varredura da solugdo padréo atorvastatina 0,02 mg.mL™"...36

Grafico 2 — Curva ANalitiCa.......ccooeeeeeee e 43
Grafico 3 — Plotagem de residuos da Curva Analitica apresentada no Gréfico 2......45
Grafico 4 — Plotagem de ajuste de liNha.........ooooiiiiiii e 46

Grafico 5 — Espectro de varredura da solucéo padréo atorvastatina 0,02 mg.mL™"...52

Grafico 6 — Curva ANalitiCa.......cccooeeeeee e 58
Grafico 7 — Plotagem de residuos da Curva Analitica apresentada no Gréafico 6......60
Grafico 8 — Plotagem de ajuste de liNha.........ooooiiiiiii e 61

XV



SUMARIO

LI [ 0] 1ol [F o= Lo T PP 1
LI B o] (=== T o = Vo= Lo JR P EEPPR RSP 1
1.2 Historico das EStatinas ........ooovvvivviiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 3
1.3 ALOIVASTALING ..o 6
1.3.1 Propriedades FiSiCO-QUIMICAS .......cuuuiiiiiieeeiieiiiiieeee e 6
1.3.2 Propriedades FarmacoCiN@tiCas ...........ceeuiiiiiiiiiiiiiiiieie e 6
1.3.3 Propriedades FarmaCOdiNAMICAS ........ueeeiieiiiiiiiiiieeeee e 7
1.4 Um Breve Historico da Vigilancia Sanitaria..........cccccveeeeiiiiiiiiiiieeeeee e 8
1.5 O papel dos Laboratérios Analiticos na Vigilancia Sanitaria............ccc.ccoooo..... 10
L I V= To F= To= To TP PPPRPTPT 11
1.6.1 Especificidade e seletividade...........cc.uueiiiiiiiiiii s 12
1.6.2 LiN@ANTAUE ...cceeeieeeeeeeeeeeeeeeeee e 12
1.6.3 INTEIVAIO ..o 12
I e =T 7= Lo PP 12
1.6.5 Limite de DEetECGAO .. ... 12
1.6.6 Limite de QUANTIfICAGAD ... ..ueeiieeeiiiieeee e 13
1.6.7 EXAUAEO....ciiiiiiiiiiiiieeeeee e 13
1.6.8 RODUSIEZ....cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 13
1.7 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ... 14
1.8 Metodologias analiticas descritas na literatura ............coooovvveeeiiiiiiiiieeeeeeee, 16
P2 © o] 1= 111/ o 1= PR 20
P2 N 1Y - SRR 20
2.2 ESPECITICOS. .etteiieie et 20
3. MetodOolOgia....ccooeeiieeeeeee e 20
3.1 MALEHIAIS .o 20
3.1.1. Reagentes € SOIVENTES .....coooi e 20
3.1.2. Substancias e Materiais de Referéncia...........ccueeeeeiiiiiiiiiiii, 21
3.1.3. Instrumental Analitico € EqUuIipamentos.........cccuueiiiiieeeeeieceieee e 21
3.2 Metodologia analitica para doseamento de atorvastatina calcica..................... 21
3.2.1. Condicdes CromatografiCas........ccuueeeiireiei e 21
3.2.2. Preparo da solugdo tampao de acetato de aménio 0,02 mol.L" pH 3,0.......... 22
3.2.3. Preparo da Fase MOVEL.......ccooo i 22



3.2.4. Preparo da solucdo padrdo (0,1 mg.mL™) ..o 22

3.2.5. Preparo da solugdo amostra (0,1 Mg.mL™) ....ocvoviviviiieecceeeeeeeee e 22
3.2.6. ProCcedimento.......cooo i 22
3.3 Protocolo de Validacao da Metodologia Analitica para o Insumo Farmacéutico

ALIVO e 23
3.3.1. Avaliacdo da ESpecCifiCidade ........cooueeiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 23
3.3.2. Avaliagao de Linearidade.........ccoouiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 24
3.3.3. Avaliagao de EXAtE0 .....coeiiiiiiiiieeeieee e 25
3.3.3.1.  Preparo da SOlUGEAO PAr80 ........ccoeeriiiiiiiiiiiieieeee e 25
3.3.3.2.  Calculo da taxa de reCUPEragan (%0) ....cceevrrerrreeeeeeeerierieeeeeeeeeeesannnneeeens 25
3.3.4. Avaliag80o da PreCiSA0 ......coeeveiiieiiiieeeee e 26
3.3.4.1. Repetitividade..........oooiiiiie e 26
3.3.4.1.1. Preparo da SOlUGA0 Padr80.........eeieiiiiiiiiiiiiiiieee e 26
3.3.4.1.2. Preparo da solugao amostra.........cooovveiiiiiiiiiiiiiee 26
3.3.4.2.  Precisao Intermediria.........cccuueiiiieiii i 27
3.3.5. Avaliagao da roDUSTEZ.......ccooi i 27
3.3.5.1.  Preparo da SOlUGEAO PAAr80 ........ccoeeeiiiiiiiiiiiieiiee e 27
3.3.5.2.  Preparo da solugao amostra .......cooeeveeiiiiiiiiiiieeeeee e 27
3.3.6. Estabilidade da sOlUGA0 PAAr0.......cccoeeiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeee e 28
3.4 Protocolo de Validagdo da Metodologia Analitica para Comprimidos de 40mg 29
3.4.1. Avaliacao da Especificidade .........c..uueeieiiiiiii e 29
3.4.2. Avaliagdo de Linearidade.........ccoouiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 30
3.4.3. Avaliag8o de EXatidA0 ......ccooveiiiiiiiiiieiee 31
3.4.3.1. Determinagéo da concentragao original ..........cccccooviiiiiiiiiiineeiinnnieee, 31
3.4.3.2. Fortificacdo da amostra de Lipitor® 40 MQ........ccoceveueeeeeeeeereeeeeseeenes 32
3.4.4. AvaliaG80o da PreCiSA0 ......cccoeeiiiiiiiieeeee e 33
3.44.1.  Repetitividade. ... 33
3.4411. Preparo da SOlUGA0 Padr80.........eeeiiiiaiiiiiiiieie e 33
3.441.2. Preparo da soluGao amosStra.........ccoeeai i 33
3.4.4.2. Precisao INtermediria.........cccuuuiiiiiiee e 34
3.4.5. AvaliaGao da robUSTEZ........ccooiiiiieiieeee 34
3.4.5.1. Preparo da SOIUGEAO PAArA0 ........ceeeiiiiiiiiiiiieiee e 34
3.4.5.2. Preparo da SOIUGAO amOSIIa .......ceeeiiiiiiiiiiieiee e 34
4. Resultados € DISCUSSEOD.......ccciiiiiiiiiiiiieeeee et 35



4.1 Metodologia de Teor para Insumo Farmacéutico Ativo (IFA)......ccccccevniinnneee. 35

4.1.1. Adequacgao do SISTEMA .......coeviiiiiiieeee e 36
4.1.2. ESPECIfiCIdaTe. .....cce e 37
4.1.3. LiN€Aridade ......cccee i 41
414, EXQUAAO.....cci i 46
4.1.5. PreCiSA0 ..o i 47
4.1.51.  Repetitividade. ... 47
4.1.5.2. Precisdo Intermediaria.........ccccceeeeeeiiiiie e 47
4.1.6. RODUSIEZ.....ceeeeeeeeeeee e 49
4.1.7. Estabilidade da sOIUCA0 PAAIE0.......ccceeiiiiiiiiieiieeeeeeeeee e 50
4.2 Metodologia de Teor para Comprimidos de 40 MQ.....coeeveeiiceiiiieeeeeeeeeeieeeeeee 51
4.2.1 AdequaGao dO SISTEMA ....cooiiiiiiiiie e 53
4.2.2 ESPECHICIAAUE. ... e 53
4.2.3 LiN€aridade ..o 56
4.2.4 EXAUAAO......coi i 61
o I =Yo7 Y- Lo PR 62
4.25.1.  Repetitividade..........oooiiiii 62
4.25.2. Precisao Intermediaria.........cccuuuiiiieeii i 63
4.2.6 RODUSIEZ..... 64
4.3 Comparacao entre 0 método proposto e o método de melhor desempenho

encontrado Na lITEratura ......cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 66
SR @7 o Tod (U= o TS 67
B.  REIEIENCIAS . oiiii e e e 69

XVviii



1. Introducao

1.1 Apresentacao

A arteriosclerose € a maior causa de doencas cardiacas coronarianas e
infarto do miocardio e, por sua vez, as doencas cardiovasculares a maior causa de
Obitos no mundo ocidental. No Brasil, representam uma expressiva taxa de
morbidade e mortalidade — 32% de todas as mortes no Pais, em 2002 (ARAUJO et
al., 2007; LENNERNAS, 2003).

E importante ressaltar que, entre outros fatores, as altas taxas de LDL
constituem fator de risco para o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares
(LIMA e GLANER, 2006).

Ademais, o aumento da participagdo das doencas cardiovasculares para o
total dos 6bitos ocorridos, entre 1930 e 1999, caracteriza a evidente mudanga nos
padrées de morbimortalidade na populacao brasileira e reflete a importancia do tema
para a agenda da saude publica (CARMO, 2003).

Estudos clinicos em larga escala como, por exemplo, o West of Scotland
Coronary Prevention Study (WOSCOPS), Scandinavian Sinvastatin Survival Study
(4S) e o Air Force/Texas Coronary Atherosclerosis Prevention Study
(AFCAPS/TexCAPS) demonstraram que as estatinas reduzem de maneira
substancial a mortalidade e a morbidade relacionadas a eventos cardiovasculares
em pacientes portadores ou ndo de doencas cardiovasculares (DOWNS et al., 1998;
SHEPERD et al, 1995; SCANDINAVIAN SIMVASTATIN SURVIVAL STUDY
GROUP, 1994).

Atualmente, sdo os agentes terapéuticos mais eficazes para promover a
reducao dos niveis plasmaticos de colesterol, sendo bem tolerados pelos pacientes.
Estudos angiograficos demonstraram que tais substancias sdo capazes de reduzir a
progressdao e podem induzir a regressdao da arteriosclerose (STANCU e SIMA,
2001).

A questdo das dislipidemias tem ainda notéria importancia para um restrito

grupo de pacientes.



As anormalidades no metabolismo lipidico sdo comuns em pacientes
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV, em inglés). Desta maneira,
possuem uma maior tendéncia a apresentarem eventos cardiovasculares.

Isto se deve a dislipidemia causada pelo tratamento com medicamentos
antirretrovirais, especialmente os inibidores de protease (IPs). Na classe das
estatinas, se ressalta o papel da atorvastatina para tratamento deste grupo por seu
histérico de seguranga com uso concomitante de IPs (SOLER et al., 2006).

Dentro da classe das estatinas, como a lovastatina e sinvastatina, a
atorvastatina é o derivado com maior eficacia terapéutica. Foi demonstrado que
ocorre uma maior reducao nos niveis de LDL e de triglicerideos quando comparado
as outras estatinas (40-60% versus 25-35% e 26,5-46,8% versus 4-19%,
respectivamente) (MALINOWSKI, 1998).

Estudos clinicos multicéntricos realizados na Coréia do Sul e no Japao
evidenciaram que ndo ha diferenca significativa entre os efeitos da pitavastatina,
aprovada pelo FDA em 2009, e atorvastatina (YOKOTE et al., 2008; LEE et al.,
2007).

No Brasil, a primeira estatina a entrar no mercado foi a lovastatina (1988),
seguida pela sinvastatina (1990), pravastatina (1991), fluvastatina (1995),
atorvastatina e cerivastatina (1998) e rosuvastatina (2004). Destas, somente a
atorvastatina e a rosuvastatina estao sob protecao patentaria.

Importante ressaltar também que apesar de todas as estatinas disponiveis no
Brasil possuirem a mesma indicacdo terapéutica, o gasto do Sistema Unico de
Saude (SUS) para a aquisicdo de atorvastatina representa quase todo o recurso
fornecido ao setor publico para a compra de tais medicamentos. Dados referentes
ao periodo entre julho/2008 e junho/2009 mostram que foram gastos R$ 92 milhdes
com a compra destes medicamentos, sendo 96% somente com a atorvastatina
(BRASIL, 2010).

A patente do medicamento Lipitor® (atorvastatina), do fabricante Pfizer, ira
expirar em dezembro de 2010, se a decisdo do Tribunal Regional Federal for
mantida a favor da multinacional. O Instituto Nacional de Propriedade Intelectual
(INPI) ja recorreu contra a decisdo sobre a agdo anterior questionando a concessao
da extensdo da protecédo, alegando que a mesma deveria ter expirado em 29 de
julho de 2009.



Em 2008, de acordo com a Associacdo Brasileira das Industrias de
Medicamentos Genéricos, este medicamento vendeu mais de 1,3 milhdo de
unidades, correspondendo a um faturamento de R$ 136 milhdes. No ranking do
faturamento da indUstria farmacéutica nacional, o Lipitor® ocupa o 3° lugar entre os
20 mais rentaveis (NEUMAM, 2010).

Para o SUS, a queda da patente representa uma enorme economia para o
setor publico.

No campo das ac¢des da vigilancia sanitaria, é de fundamental importancia,
para as atividades de monitoramento e fiscalizacdo de produtos pelos LACENS,
dispor de métodos analiticos capazes de gerar resultados seguros que possam
respaldar adequadamente as decisdes decorrentes de intervencdes sanitarias.

Fornecer resultados confiaveis somente é possivel através da utilizacao de
metodologias analiticas validadas.

Estas instituicobes devem empregar as chamadas monografias oficiais, as
quais estao descritas em compéndios oficiais, tais como a Farmacopéia Brasileira e
a USP. Porém, tais documentos ndo estdo disponiveis para a avaliagdo da

atorvastatina célcica, enquanto insumo farmacéutico ativo e comprimidos.

1.2 Historico das Estatinas

A partir dos anos 70, em funcdo da auséncia de farmacos
hipocolesterolemiantes adequados, pesquisadores iniciaram o desenvolvimento de
inibidores da Hidroximetilglutaril-coenzima A redutase (HMG-CoA redutase) de
origem microbiana (ENDO, 1992).

A mevastatina foi o primeiro composto ativo isolado a partir de uma cultura de
Penicilium citrinum.

Em 1973, sua estrutura foi completamente elucidada e evidenciada a
semelhanca estrutural com o substrato da enzima HMG-CoA redutase (HMG-CoA),
o que reforca a hipbtese de ser o grupamento lactona desta molécula a por¢ao que
se liga ao sitio ativo da enzima (ENDO, 1992), ver figura 1.



HMG-Coa Mevastatin (acid form)

Figura 1 — Estruturas quimicas HMG-CoA e mevastatina - forma acida
(ENDO, 1992)

Em meados de 1980, estudos clinicos realizados com a mevastatina
envolvendo seres humanos foram suspensos em funcao de efeitos téxicos causados
em caes.

Apesar disto, o desenvolvimento de inibidores da HMG-CoA redutase, a partir
da década de 80, foi acelerado significativamente. O primeiro destes, a lovastatina, é
um analogo da mevastatina isolada por pesquisadores do grupo Merck. As
estruturas quimicas destes compostos estao representadas na Figura 2.

R=H Mevastatin
(Compactin, ML-236B)

FI:CH:3 Lovastatin
(Mevinolin, Monacolin K)

Figura 2 — Estruturas quimicas mevastatina e lovastatina (ENDO, 1992)

A sintese de novos agentes hipocolesterolemiantes foi baseada na
substituicdo do anel decalinico funcionalizado por diversos nucleos aromaticos e
heteroaromaticos, como fluvastatina (indol), cerivastatina (piridina), atorvastatina
(pirrol) e rosuvastatina (pirimidina) (CAMPO e CARVALHO, 2007), como mostra a
Tabela 1. A Figura 3 representa a estrutura quimica da atorvastatina.



Tabela 1 — Evolucao histérica do desenvolvimento das estatinas

ANO

Pesquisadores isolaram a mevastatina (ML-236B) a partir de cultura

1976 de Penicilium citrinum

Pesquisadores isolaram a lovastatina a partir de cultura de

1978 Aspergillus terreus

1987 Aprovacao da lovastatina (Mevacor®) pelo FDA
1991 Aprovacdo da sinvastatina (Zocor®) pelo FDA
1993  Aprovacio da fluvastatina (Lescol® pelo FDA
1996 Aprovacao da atorvastatina (Lipitor®) pelo FDA
1997 Aprovacao da cerivastatina (Baycol®) pelo FDA
2001 Retirada da cerivastatina do mercado

2003 Aprovacdo da rosuvastatina (Crestor®) pelo FDA
2009 Aprovacao da pitavastatina (Livalo®) pelo FDA

O-1/2Ca2+

Figura 3 — Estrutura quimica da atorvastatina



1.3 Atorvastatina

1.3.1 Propriedades Fisico-quimicas

A atorvastatina é uma estatina sintética, sendo uma substancia relativamente
lipofilica. Os grupamentos laterais ao anel pirrol da estrutura da atorvastatina
definem a sua solubilidade e, conseqlentemente, as suas propriedades
farmacocinéticas (SCHACHTER, 2005).

O sal de célcio da atorvastatina € um sdlido cristalino branco a quase branco.
O peso molecular é igual a 1209,42. E insolivel em solucdes aquosas com pH
abaixo de 4, muito pouco soluvel em tampao fosfato pH 7,4, pouco soluvel em etanol
e bem sollvel em metanol. O valor de pKa é de 4,30 £ 0,10. Possui atividade ética
([op -7,4° (c= 1, DMSO) (BAUMANN et. al, 1992).

1.3.2 Propriedades Farmacocinéticas

A atorvastatina é administrada na forma de sal calcico. Sofre extensa
metabolizacdo de primeira passagem a nivel hepatico. Em fungao disto, a
biodisponibilidade do farmaco é reduzida a 30%. O tempo de meia-vida € de
aproximadamente 14 horas e esta propriedade pode contribuir para a maior eficacia
da Atorvastatina em relacdo as outras estatinas. E altamente ligada as proteinas
plasmaticas (80-98%) e, portanto, uma reducédo nos efeitos adversos periféricos é
observada. A enzima citocromo P450, em sua isoforma CYP3A4, desempenha um
papel fundamental na metabolizagcdo do farmaco. Os principais produtos sao
compostos o- e p-hidroxilados, que possuem atividade farmacol6gica (representam
70% da atividade inibitoria demonstrada pela atorvastatina) (MALINOWSKI, 1998).

A Figura 4 representa o esquema metabdlico da atorvastatina.
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Figura 4 — Representagcao esquamatica do metabolismo da atorvastatina

(LENNERNAS, 2003)

1.3.3 Propriedades Farmacodinamicas

A atorvastatina é um derivado sintético da familia das estatinas com atividade
inibitéria sobre a hidroximetilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase impedindo a
formagdo do mevalonato, a etapa limitante da biossintese de colesterol. O tecido
alvo das estatinas é o hepatico (STANCU e SIMA, 2001).

A representacdo esquematica da via biossintética do colesterol esta
representada na Figura 5.
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Figura 5 — Biossintese do colesterol (CAMPO e CARVALHO, 2007)

A consequiente reducao do nivel intracelular de colesterol nos hepatécitos

induz a ativacdo de uma protease que cliva a proteina de ligacdo a elemento

regulador de esterol do reticulo endoplasmético. Esta é translocada a nivel nuclear

onde aumenta a transcricdo dos receptores de LDL hepaticos, o que determina a
reducao do LDL circulante (STANCU e SIMA, 2001).

1.4 Um Breve Histérico da Vigilancia Sanitaria

Segundo COSTA (1999), a Vigilancia Sanitaria constitui um subsetor

especifico da Saude Publica e sua face mais complexa. Denota uma area peculiar
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de articulagdes entre trés esferas ou dominios: o econémico, o juridico-politico e o
médico-sanitario. Configura também uma éarea critica das relagdes entre Estado e
sociedade, ao lidar com produtos, processos, servicos, trabalho e ambiente e uma
grande diversidade de interesses.

Segundo COSTA e ROZENFELD (2009), na Franca do século XVIII, é que
surge um conceito marcante para a histéria da Vigilancia Sanitaria: a salubridade.
Ou seja, 0 que é salubre favorece a saude. As acbes de higiene publica e do
controle do meio através de politicas-cientificas, estabelecidas durante o século XIX
por meio da criacdo de institutos de pesquisas e laboratérios de saude publica,
foram originadas a partir desse conceito.

No Brasil, as primeiras acgfes relacionadas ao controle sanitario foram
efetivadas com o advento da chegada da familia real ao pais, em 1808. Uma vez
que o Brasil passaria a fazer parte da rota comercial inglesa, o pais passaria por
mudancas econémicas sendo necessaria a realizagdo de um maior controle sobre
0s produtos brasileiros, de modo que os mesmos pudessem ter uma maior
aceitacao no mercado e que evitassem a disseminacao de doencas no pais (COSTA
e ROZENFELD, 2009).

Durante o império, a legislacdo pouco evolui e as acdes tinham pouco
alcance. Com o advento da independéncia do Brasil, houve a municipalizacdo dos
servicos sanitarios e a criagdo dos regimentos préprios pelas Camaras (COSTA e
ROZENFELD, 2009).

A instalacdo da republica permitiu a organizacdo das administracoes
sanitarias estaduais, assim como a constituicado de 6rgao de Vigilancia Sanitaria nas
Unidades da Federagédo. As pesquisas bacteriol6gicas fundamentaram as acdes de
combate as doencas nesse periodo (COSTA e ROZENFELD, 2009).

Em 1945, apés a queda de Getulio Vargas, o pais recebeu muito investimento
estrangeiro, principalmente nas industrias farmacéuticas e alimenticias. Diversas
normas relacionadas ao setor foram editadas a partir de entdo como, por exemplo, o
Decreto n® 20.397, que fixou normas para o controle de produtos, disposi¢coes sobre
psicotrépicos e entorpecentes, em 1946; a Lei n® 1.283, que versa a respeito da
fiscalizacdo prévia dos produtos de origem animal, em 1950 (COSTA e
ROZENFELD, 2009).



Neste periodo, o Departamento Nacional de Saude Publica (DNSP), criado
em 1920, foi transformado em Ministério da Saude para ampliar e centralizar as
acoes de Saude Publica (COSTA e ROZENFELD, 2009).

Na década de 70, houve a consagracao da Vigilancia Sanitaria com a criacao
da Lei n® 6.360/76. O Ministério da Saude, através do decreto n® 79.056, elevou o
campo de controle sanitario a categoria de secretaria ministerial, e dai surge a
Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS) (COSTA e ROZENFELD, 2009).

Com a Reforma Sanitaria, uma grande conquista é alcancada: a Lei 8.080/90.
Nela, a Vigilancia Sanitaria passa a ser vista como “um conjunto de a¢des capazes
de eliminar, diminuir, ou prevenir riscos a saude e de intervir nos problemas
sanitarios decorrentes do meio ambiente, da produgao e circulacdo de bens e da
prestacdo de servicos de interesse a saude” (COSTA e ROZENFELD, 2009;
BRASIL,1990).

Numa tentativa para a reestruturacao deste campo da Saude Publica, é criada
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da Lei n® 9.782 de 26
de janeiro de 1999. Uma das atribuicbes desta € a coordenacdo do Sistema
Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS) do pais (BRASIL, 1999).

1.5 O papel dos Laboratorios Analiticos na Vigilancia Sanitaria

As acdes de Vigilancia Sanitaria constituem tanto uma acao de saude quanto
um instrumento da organiza¢do econémica da sociedade.

Com a intensa producao e circulagdo de mercadorias, 0s riscos a saude
ocorrem em escala ampliada: as consequiéncias de produtos defeituosos colocados
no mercado podem afetar a saude de milhdées de consumidores, extrapolando as
fronteiras de um pais; também afetam a credibilidade nos produtos e nas instituicées
publicas encarregadas do controle sanitario, provocando enormes prejuizos
econdmicos.

Nesse sentido, a acao protetora da Vigilancia Sanitaria abrange ndo apenas
cidadaos e consumidores, mas também os produtores (COSTA,1999).

Os problemas da area de Vigilancia Sanitdria requerem tratamento
interdisciplinar e o conceito epidemioldgico de risco é fundamental, mas nao

suficiente; outros conceitos sao fundamentais, como atributos intrinsecos requeridos
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dos objetos de cuidado, tais como qualidade, seguranca e eficacia (LUCCHESI,
1992).

A avaliacdo dos atributos de qualidade, seguranca e eficacia de produtos
submetidos ao controle e a fiscalizagdo sanitaria, como no caso dos medicamentos
de uso humano, é realizada através de ensaios laboratoriais.

Monitorar tais produtos é muito importante para o alcance dos objetivos das
acoes de vigilancia sanitaria. E no laboratério analitico que se encontra o apoio
necessario para a verificacdo da conformidade dos mesmos em relacao as normas
sanitarias vigentes (SILVA, 2001).

Estao estabelecidas na legislagdo algumas modalidades de analise: anélises
fiscais, analises de controle e analises prévias. A primeira avalia a capacidade de se
seqguir produzindo conforme o estabelecido no processo de registro, durante toda a
vida util do produto; a segunda esta relacionada a avaliagdo da capacidade de
produzir, de acordo com os termos relatados no ato do registro; a terceira avalia a
eficacia e a seguranca do produto durante a etapa de concessao do registro (SILVA,
2001).

O laboratério é parte integrante da estrutura da Vigilancia Sanitaria e permite
acOes consistentes, particularmente no controle de produtos. As andlises
laboratoriais sempre serdo uma complementagao a agao fiscalizadora da Vigilancia
Sanitaria (SILVA, 2001).

1.6 Validacao

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou, em 2001, o
“Guia de Validagdo de Métodos Analiticos” como um anexo da Resolucdo da
Diretoria Colegiada n? 10, que estabelecia o Regulamento Técnico para
Medicamentos Genéricos.

Em 2002, tal documento foi publicado na forma de resolucédo (RE n® 475, de
19 de marco de 2002). O guia especificava que a aplicacdo do mesmo seria no
contexto da determinacao de farmacos em matrizes biolégicas como, por exemplo, o

sangue e o plasma.
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Em 2003, foi estabelecido o “Guia de Validacao de Métodos Analiticos e
Bioanaliticos”, ampliando a aplicacdo do documento incluindo farmacos e outras
substancias em produtos farmacéuticos.

Este documento estabelece, até os dias atuais, as diretrizes para a realizacao
dos estudos de validacao de metodologias analiticas, em ambito nacional.

Os métodos analiticos descritos em farmacopéias ou formularios oficiais,
devidamente reconhecidos pela ANVISA, sao considerados validados. Caso
contrario, determinados parametros deverao ser avaliados para que a metodologia
seja considerada validada. Tais parametros serdo descritos nos tdpicos a seguir:

1.6.1 Especificidade e seletividade:
E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em

presenca de outros componentes.

1.6.2 Linearidade:

E a capacidade de demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente
proporcionais a concentracéo do analito.

1.6.3 Intervalo:

E a faixa entre os limites de quantificacdo superior e inferior de um método.

1.6.4 Precisao:

E a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas

de uma amostragem multipla de uma mesma amostra.
1.6.5 Limite de Deteccao:

E a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser
detectado.
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1.6.6 Limite de Quantificacao:

E a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser

determinada com precisédo e exatiddo adequadas.

1.6.7 Exatidao:
E a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em relagdo ao

valor verdadeiro.

1.6.8 Robustez:
E a medida da capacidade de um método em resistir a pequenas e deliberadas

variages dos parametros analiticos.

A norma classifica as metodologias analiticas em quatro categorias diferentes
conforme Tabela 2. Os parametros de validacdo a serem avaliados dependem da

categoria a qual o método esta inserido, ver Tabela 3.

Tabela 2 — Classificacdo das metodologias analiticas
Categoria Finalidade do Teste

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

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

[ Testes de performance (por exemplo: dissolucao, liberacdo do
ativo)

vV Testes de identificacdo
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Tabela 3 — Ensaios necessarios para avaliagdo, segundo a categoria

Parametro  Categoria | Categoria ll Categoria Ill  Categoria IV

Quantitativo  Ensaio

Limite

Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Intervalo Sim Sim * * N&ao
Repetibilidade Sim Sim Nao Sim Nao
Intermediaria ** ** Nao ** Nao
'aie”t"e”fggg Nao Nao Sim . Nao
qugrﬂg}fecggao Nao sim Nao . Nao
Exatidao Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.
** se houver comprovagdo da reprodutibilidade ndo é necessaria a comprovagdo da Precisao
Intermediaria.

A validacao, de acordo com a Resolugao n? 899, de 29 de maio de 2003, da
ANVISA, possui como objetivo demonstrar que o método é apropriado para a
finalidade pretendida (BRASIL, 2003). Deve garantir, por meio de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados.

Portanto, uma metodologia analitica deve apresentar especificidade,
linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de quantificacdo e exatidao

adequadas a sua aplicacao.

1.7 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Em 1906, tem-se o registro do primeiro uso do termo cromatografia por um
botanico russo chamado Michael S. Tswett no decorrer de seus experimentos
envolvendo a separacao de componentes do extrato de folhas (CASS e DEGANI,
1998) e, nos ultimos trinta anos, a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
tornou-se um dos métodos analiticos mais utilizados para fins qualitativos e

quantitativos (TONHI et al., 2002).
14



A cromatografia € uma técnica fisico-quimica de separacdo, no qual os
constituintes da amostra sdo particionados entre duas fases, uma estacionaria e
outra insoluvel, na fase estacionaria, que percola através da primeira (CIOLA, 2000).

A interacdo entre o analito e a fase estacionaria € o que promove a sua
separacdo dos outros componentes da matriz. Diferentes mecanismos podem
governar tal processo: particdo, adsorcao, exclusdao e troca ibnica ou par ibnico
(GIL, 2010).

Diversos critérios podem ser considerados para classificar as diferentes
formas de cromatografia: (1) Classificacdo pela forma fisica do sistema -
cromatografia em coluna ou em papel; (2) Classificacao pela fase mével empregada
— cromatografia gasosa, liquida ou supercritica; (3) Classificacdo pela fase
estacionaria — liquida, sélida ou quimicamente ligada; (4) Classificacao pelo modo de
separacdo — adsorcdo, particdo, troca ibnica, exclusdo ou combinagdo destes
(CASS e DEGANI, 1998).

A Figura 6 ilustra os diferentes tipos de cromatografia para um melhor

entendimento.

Cromatografia

Flanar Coluna

Centrifuga CCD CP Liguida C&5C Gasosa

(Chrarmatatran)

Classica CLAE CG CGAR

Figura 6 — Tipos de cromatografia (CASS e DEGANI, 1998)

A operagao da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia é efetuada
através de um equipamento chamado cromatdgrafo liquido. Os componentes que
constituem esse aparelho séo: (1) reservatorio e sistema de bombeamento da fase
moével (a e b); (2) sistema de introducdo da amostra (c); (3) sistema analitico —
coluna cromatografica e termostato das colunas (d); (4) sistema de deteccao (e); (5)
sistema de registro e tratamento de dados (f) (CIOLA, 2000).

A Figura 7 mostra um esquema do equipamento de CLAE.
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flE

Figura 7 — Equipamento de CLAE (CASS e DEGANI, 1998)

Os principais parametros para a avaliacdo da eficiéncia cromatografica séo a
resolucado (R), o numero de pratos tedricos (N) e o tempo de retencédo (TR). O
primeiro esta relacionado a seletividade, ou seja, o poder de separacao; o segundo a
sensibilidade, esta sera maior quanto maior for o sinal cromatografico gerado por
uma determinada massa de analito; o terceiro a rapidez da analise, fatores como
tamanho da coluna cromatografica, tamanho e tipo das particulas da fase
estacionaria e propriedades relacionadas ao eluente e estrutura quimica do analito.

A CLAE possui algumas vantagens quando comparada as outras técnicas
analiticas: alta eficiéncia, andlises rapidas (em média, entre 8-15 min), baixo
consumo de solventes (fluxos médios de 0,5-2 mL), baixos limites de deteccao,

excelente reprodutibilidade e repetibilidade (GIL, 2010).

1.8 Metodologias analiticas descritas na literatura

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é a técnica mais
amplamente empregada para a determinacao do teor de atorvastatina, assim como
de suas impurezas e/ou produtos de degradacao seja no plasma sangiiineo ou em
comprimidos. Porém, muitas das metodologias encontradas na literatura sao
aplicaveis a amostras bioldgicas.

Algumas técnicas possuem o pH da fase mével muito baixo (STANISZ e
KANIA, 2006) e isto pode comprometer o tempo de vida (til das colunas

cromatograficas empregadas.
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ERTURK et al. (2003) propuseram um procedimento no qual a eluicdo da fase
mével é realizado pelo modo de gradiente, de modo a quantificar a atorvastatina e
as suas impurezas. Entretanto, o tempo de analise assim como o tempo de retencao
da atorvastatina sdo elevados: cerca de 60 e 30 minutos, respectivamente.

Além disto, alguns autores propéem metodologias que empregam técnicas
que ainda nao sao muito difundidas na rotina do controle de qualidade — a técnica de
Ultra High Performance Liquid Chromatography (UPLC) (VORA, 2008; NOVAKOVA
et al., 2009).

O detector mais utilizado € o de UV/VIS, sendo que no método desenvolvido
por KHEDR (2007) emprega-se o de fluorescéncia. Nao é recomendada a utilizagao
deste tipo de detector em funcéo, provavelmente, da dificuldade encontrada com a
etapa de derivatizacao e da repetitividade do procedimento (NOVAKOVA, 2008).

Algumas metodologias empregam padrao interno o que aumenta o custo das
andlises (STANISZ e KANIA, 2006; SONAWANE et al., 2006).

Em virtude das dificuldades encontradas em diversas metodologias descritas
na literatura, buscou-se desenvolver uma metodologia adequada por seu menor
custo e de facil implantacao.

A Tabela 4 sumariza os parametros cromatograficos referentes aos métodos

descritos na literatura.
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Tabela 4 — Parametros Cromatograficos das Metodologias Descritas na Literatura

Método Condigoes Autor
CLAE C18, 5 um; Fase Mével - ACN : tampao NH,OAc (pH 4) : THF (25:70:5/70:25:5) ERTURK et al. (2003)
CLAE C18, 5 um; Fase Mével -Tampao fosfato de sdédio (0,05M): Metanol (33 : 67), BAHRAMI et al. (2005)
pH 4,0
CLAE C18, 5 um; Fase Movel - ACN : Tampao NaH,PO,4 0,025 M pH 4,5 (55 : 45) MOHAMMADI et al. (2007)
CLAE C18; Fase Mével - ACN : Agua pH 2,0( 52 : 48) STANISZ e KANIA (2006)
CLAE C18, 5 um; Fase Mével - ACN : Acetato de sédio pH 4,2 (45 : 55) KHEDR (2007)
CLAE C18, 5 um; Fase Mével - ACN:Agua:Metanol (45 : 40 : 15) CHAUDARI et al. (2007)
CLAE Hypersil® phenyl-2, 5 um; Fase Mével - ACN : Tampao NH,OAc QUTAB et al. (2007)
(pH 6,5; 0,1 M)(72 : 28), pH 6,5
CLAE C18; Fase Movel - Metanol:Acetonitrila : Tampao KH.PO,4 (45 : 45 : 10), pH 6,85 ZAHEER et al. (2008)
CLAE C18 Luna; Fase Mobvel - Metanol : Tampao Acetato pH 3,7(82 :18) JAIN et al. (2008)
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Tabela 4 — Parametros Cromatograficos das Metodologias Descritas na Literatura (cont.)

Método Condigoes Autor

CLAE C18 Luna (5um, 25 cm x 4,6 mm); Fase Mével — Tampao Acetato Amdnio SONAWANE et al. (2006)
(pH 5,0) : ACN : Trietilamina (50:50:0,2)

UPLC C18, 1,7 um; Fase Mével - A:Tampao Acetato Amdnio (pH 4,7;0,01M) / B: ACN  VORA (2008)

CLAE/MS C18, 3,0 um; Fase Mével — Acido Acético 0,1% : ACN (30:70) BOREK-DOHALSKI et al.
Deteccao de massa com ion eletrospray (2006)

CLAE/MS C18, 3,0 um; Fase Mével — A: ACN / B: Acido Férmico HERMANN et al. (2005)
Deteccao de massa com ion eletrospray

CLAE/MS C18, 4,0 um; Fase Mével — A: Acido Acético 0,1% : ACN (30:70) BULLEN et al. (1999)
Deteccao de massa com ion eletrospray

UPLC/MS C18, 1,7 um; Fase Movel - A:Tampao Acetato Ambnio (pH 4,0; 0,5 mM) / B: NOVAKOVA et al. (2009)

Espectroscopia
FT-Raman

ACN

MAZUREK e SZOSTAK
(2009)
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2. Objetivos

2.1 Geral

Desenvolver e validar metodologia analitica para avaliagdo de teor de

atorvastatina calcica em insumo farmacéutico ativo e em comprimidos de 40 mg.

2.2 Especificos

v" Desenvolver metodologia analitica para doseamento de atorvastatina
célcica insumo farmacéutico ativo e comprimidos de 40 mg.

v Validar metodologia analitica para doseamento de atorvastatina calcica
insumo farmacéutico ativo e comprimidos de 40 mg.

v Descrever as vantagens da metodologia desenvolvida sobre a
metodologia desenvolvida com a metodologia analitica descrita na
literatura que apresentar melhor desempenho.

v Contribuir para as atividades de monitoramento e fiscalizagdo da
Vigilancia Sanitaria, sugerindo a inclusdo de uma metodologia analitica
para avaliacdo de teor de atorvastatina calcica, em insumo farmacéutico

ativo e em comprimidos, na Farmacopéia Brasileira.

3. Metodologia

3.1 Materiais
3.1.1. Reagentes e solventes

v' Agua destilada

v" Acetato de aménio P.A. VETEC
v Acido acético glacial VETEC

v Acetonitrila P.A VETEC
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3.1.2. Substancias e Materiais de Referéncia

v" Padrao Secundario atorvastatina céalcica NORTEC
v" Padrao Primario Certificado PGS
v" Medicamento de referéncia Lipitor® 40 mg

3.1.3. Instrumental Analitico e Equipamentos

v Balanca Analitica XS205 METTLER TOLEDO
v" Potenciémetro 780 pHMETER METROHM
v' Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia VP SHIMADZU

3.2 Metodologia analitica para doseamento de atorvastatina calcica

A metodologia analitica selecionada fundamenta-se na técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Empregou-se coluna cromatografica
Novapak® C18 (150 x 3,9 mm; 4um) e fase moével constituida de uma mistura de
tampdo acetato de aménio 0,02 mol.L™ (ajustado a pH 3,0) e acetonitrila (60:40
%v/v). O fluxo empregado foi de 1,3 mL.min" e deteccdo UV/VIS a 248 nm.

Durante o desenvolvimento analitico foram empregados os modificadores
organicos metanol e acetonitrila.

O primeiro ndao demonstrou ser adequado por conferir ao sistema
cromatografico uma pressdo de andlise bem superior a proporcionada pela
acetonitrila.

O padrao secundario empregado foi quantificado tendo como referéncia o
padrao primario certificado.

3.2.1. Condicoes Cromatograficas

Coluna: Nova-Pak®; C18; 150 x 3,9 mm; 4um

Comprimento de onda: 248 nm

Temperatura: 30°C

Fluxo: 1,30 mL/min

Volume de injecao: 10 uL

Tempo de analise: 15 minutos

Fase médvel: solugdo tampé&o acetato amoénio pH 3,0 : acetonitrila (60:40)

21



Diluente: agua:acetonitrila (60:40)

3.2.2. Preparo da solucdo tampao de acetato de aménio 0,02 mol.L™ pH 3,0

Dissolver 1,54 g de acetato de aménio em 1000 mL de agua e ajustar o pH
para 3,00 + 0,05 com acido acético glacial. Filtrar através de membrana filtrante 0,45
um e desgaseificar em banho de ultra-som.

3.2.3. Preparo da Fase moével

Em proveta graduada de 1000 mL, misturar 600 mL de solugdo tampéo
acetato de amédnio pH 3,0 e 400 mL de acetonitrila.

3.2.4. Preparo da solucdo padrio (0,1 mg.mL™)

Foi pesado com exatiddao cerca de 25 mg de padrdao secundario de
atorvastatina calcica. Transferir quantitativamente para baldo volumétrico de 50,0
mL. Dissolver e completar o volume com o diluente. Pipetar 10,0 mL desta solucéo e

transferir para baldo volumétrico de 50,0 mL. Avolumar com o diluente.

3.2.5. Preparo da solucdo amostra (0,1 mg.mL™")

Foi pesado com exatidao cerca de 25 mg de amostra de atorvastatina célcica.

Proceder como descrito para o preparo da solucao padrao.

3.2.6. Procedimento

Foi aplicado no sistema cromatografico 10 puL das solugdes diluente, padrao e
amostra nesta ordem.

A verificacdo de adequacdo do sistema (System Suitability) devera ser
realizada levando-se em conta os seguintes parametros (SHABIR, 2003):

Fator de cauda: devera ser menor que 2,0.

O numero de pratos tedricos deve ser maior do que 2000.

O desvio padréo relativo (% DPR) das areas dos picos obtidos com a solucéo

padrao devera ser menor do que 2,0.
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3.3 Protocolo de Validacao da Metodologia Analitica para o Insumo
Farmacéutico Ativo

A metodologia empregada esta classificada dentro da Categoria |, conforme
descrito na Tabela 2. Os parametros a serem avaliados no protocolo de validagao
obedecem ao descrito na Tabela 3.

Os critérios para classificacdo da metodologia e estabelecimento dos
parametros a serem avaliados durante o estudo de validacao estdo de acordo com
as diretrizes estabelecidas pela RE n? 899, de 23 de maio de 2003.

3.3.1. Avaliacao da Especificidade

Por definicado, a especificidade é a capacidade que o método possui de medir
exatamente um composto em presenca de outros componentes.

Foram retiradas aliquotas de 5,0 mL de uma solugdo de padrdo preparada
conforme item 3.2.3, para diferentes baldes volumétricos contendo 5,0 mL das
solucdes de HCI 1 mol.L™", NaOH 1 mol.L™ e H,0, 3%.

Em outro baldo volumétrico contendo 5,0 mL de agua purificada, foi
adicionada uma aliquota de 5,0 mL de uma solucéo preparada conforme item 3.2.4.
Os baldes volumétricos foram agitados para homogeneizacdo das solugcbes. Em
seguida, permaneceram em banho-maria a 80 °C durante 2 horas. Apoés
aquecimento e resfriamento a temperatura ambiente, os mesmos foram filtrados em
membrana de 0,45 um e foi aplicado 10 pL de cada solugdo no sistema

cromatografico.

A Tabela 5 mostra as condi¢cdes que foram empregadas no teste de estresse.
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Tabela 5 — Condi¢goes empregadas no teste de estresse (GOMES, 2008)

Hidrdlise Aquecimento Tempo Diluente
banho-maria (horas)
Meio Neutro : -
80 °C 2 Agua purificada
Meio Oxidante
80 °C 2 H.O2 3%
Meio Acido 1
80 °C 2 HCI 1 mol.L"
Meio Alcalino ;
80 °C 2 NaOH 1 mol.L’

Os cromatogramas foram avaliados quanto a interferéncia dos produtos de
degradacao, utilizando as mesmas condi¢cdes cromatograficas. Nao deve haver co-
eluicdo com o sinal correspondente a atorvastatina calcica.

A pureza espectral do sinal também foi avaliada através do detector com
arranjo de diodos. Esta deve ser no minimo igual a 0,99 (LOWEN, 2003).

3.3.2. Avaliacao de Linearidade

De acordo com a RE n® 899, de 23 de maio de 2003, é a capacidade de
demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracao
do analito.

Foram pesados cerca de 25 mg de padrdo de atorvastatina calcica e
transferidos quantitativamente para baldao volumétrico de 50 mL. Adicionou-se
quantidade suficiente de diluente até a dissolugao e completou-se o volume com a
mesma solucao.

Em seguida, transferiu-se aliquotas desta solu¢do para baldes volumétricos
conforme descrito na Tabela 6.
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Tabela 6 — Preparacdes das solugdes para a avaliacdo da linearidade

Nivel de Concentracao Aliquota Balao
concentracao (ng.mL™) (mL) volumétrico (mL)
50% 50,0 2,5 25
75% 75,0 3,0 20
100% 100,0 5,0 25
125% 125,0 5,0 20
150% 150,0 3,0 10

Através do método dos minimos quadrados ordindrios, foi determinado o
coeficiente de correlagdo da reta (r), que deve ser no minimo igual a 0,99, o
coeficiente angular, a intersec¢gao com o eixo Y.

Deve haver homocedasticidade dos resultados encontrados entre os
diferentes niveis de concentragédo, conforme o teste de Cochran.

O coeficiente angular (b) da regressado (y=a+bx) deve ser diferente de zero,
evidenciado pela andlise de variancia (ANOVA) a partir da distribuicdo F (LAPPONI,
2000).

As retas obtidas pelos valores de Y previstos e experimentais devem se

sobrepor.

3.3.3. Avaliacao de Exatidao

3.3.3.1. Preparo da solucao padrao

Foi pesada com exatidao cerca de 25 mg de padrao de atorvastatina célcica.
Transferiu-se quantitativamente para baldao volumétrico de 50,0 mL. O volume foi
completado com o diluente. Pipetou-se 10,0 mL desta solugdo e transferiu-se para
baldo volumétrico de 50,0 mL. Avolumou-se com o diluente. A solugéo foi filtrada em

membrana 0,45 pm.

3.3.3.2. Calculo da taxa de recuperacao (%)

Os resultados de recuperacao devem estar compreendidos entre 98 e 102%.

A taxa de recuperacéo (%) foi obtida conforme a Equacao 1.
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concentracdo média obtida
concentracao esperada

Taxa de recuperacao (%) = x 100 (Equacéo 1)

Tabela 7 — Pesagem de padrao para estudos de exatidao do método

Nivel de concentracao Quantidade de Concentracao de
Padrao (mg) atorvastatina (ug.mL™)
50% 12,5 50,0
100% 25,0 100,0
150% 37,5 150,0

3.3.4. Avaliacao da Precisao

3.3.4.1. Repetitividade

3.3.4.1.1. Preparo da solucao padrao

Foi pesada com exatidao cerca de 25 mg de padrao de atorvastatina célcica.
Transferiu-se quantitativamente para baldao volumétrico de 50,0 mL. Dissolveu-se e
completou-se o volume com o diluente. Retirou-se uma aliquota 10,0 mL desta
solugéo e transferiu-se para baldo volumétrico de 50,0 mL. O volume foi completado
com o diluente. A solug¢ao obtida foi filtrada em membrana 0,45 pum.

3.3.4.1.2. Preparo da solucao amostra

Realizou-se 0 mesmo procedimento de preparo da solucdo padrdo, item
3.3.4.1.1. A solucao obtida foi injetada 6 (seis) vezes.

O desvio padréo relativo (%DPR) dos resultados encontrados deve ser menor
do que 2,0%.

26



3.3.4.2. Precisao Intermediaria

Um segundo analista reproduziu o procedimento empregado nos subitens
3.3.4.1.1 e 3.3.4.1.2, em dias diferentes e em equipamentos diferentes.

Nao deve haver diferenca estatisticamente significativa entre os resultados
dos analistas conforme avaliado pelo teste de Snedecor.

3.3.5. Avaliacao da robustez

3.3.5.1. Preparo da solucao padrao

Foi pesada com exatidao cerca de 25 mg de padrao de atorvastatina célcica.
Transferiu-se quantitativamente para baldao volumétrico de 50,0 mL. Dissolveu-se e
completou-se o volume com o diluente. Retirou-se uma aliquota 10,0 mL desta
solugéo e transferiu-se para baldo volumétrico de 50,0 mL. O volume foi completado
com o diluente. A solug¢ao obtida foi filtrada em membrana 0,45 pum.

3.3.5.2. Preparo da solucao amostra

Realizou-se 0 mesmo procedimento de preparo da solugdo padréo, item
3.3.5.1.

O parametro robustez foi avaliado variando-se os parametros pH da fase
movel (pH), composicao da fase movel (CFM), fluxo (FL) e temperatura da coluna
(TC).

O planejamento dos experimentos seguiu como o descrito no Quadro 1.

Quadro 1 — Planejamento dos experimentos

CFM TC = 35 QC; TC = 25 QC
FL
(% ACN) pH=2,9 | pH=3,1 pH=2,9 | pH=23,1

38%

1,2 mL.min™
42%
38%

1,4 mL.min™
42%
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Legenda:

FL = fluxo da fase movel

CFM = composicao da fase mével
TC = temperatura da coluna

ACN = acetonitrila

As solugdes obtidas foram filtradas em membrana 0,45 um. Aplicou-se 10 puL
das solugdes obtidas no equipamento, sob as condicbes cromatograficas descritas
no Quadro 1 e foram determinadas as concentracées das amostras em cada teste.

A significancia dos fatores controlaveis foi avaliada através da analise de
variancia (ANOVA). Caso o valor de p-valor seja maior de 0,05 (p-valor > a), o fator
controlavel ndo é considerado significativo (FL, CFM, TC e pH) (TEOFILO e
FERREIRA, 2006). Caso contrario (p-valor < a), o fator controlavel € significativo e

deve ser controlado.

3.3.6. Estabilidade da solucao padrao

Foi pesada com exatidao cerca de 25 mg de padrédo de atorvastatina célcica.
Transferiu-se quantitativamente para baldo volumétrico de 50,0 mL. Dissolveu-se e
completou-se o volume com o diluente. Retirou-se uma aliquota 10,0 mL desta
solucao e transferiu-se para baldo volumétrico de 50,0 mL. O volume foi completado
com o diluente. A soluc¢ao obtida foi filtrada em membrana 0,45 um.

Esta solucdo foi injetada em diferentes periodos de tempo por um periodo de
4 horas. A avaliacao foi realizada através da comparacao das areas obtidas a partir
de injecdes dessa solucao.

A comparacdo foi realizada a partir do célculo de ANOVA, utilizando a
distribuicdo F, onde a hip6tese nula € de que ndo ha diferenca estatisticamente
significativa entre as areas (OLIVEIRA, 2003).
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3.4 Protocolo de Validacao da Metodologia Analitica para Comprimidos de
40 mg

A metodologia empregada esta classificada dentro da Categoria |, conforme
descrito na Tabela 2. Os parametros a serem avaliados no protocolo de validagao
obedecem ao descrito na Tabela 3.

Os critérios para classificacdo da metodologia e estabelecimento dos
parametros a serem avaliados durante o estudo de validacao estdo de acordo com
as diretrizes estabelecidas pela RE n? 899, de 23 de maio de 2003.

3.4.1. Avaliacao da Especificidade

Foi pesada com exatiddo quantidade de amostra do medicamento Lipitor®
40 mg equivalente a 25 mg de atorvastatina célcica. Dissolveu-se e completou-se o
volume com o diluente. Retirou-se uma aliquota 10,0 mL desta solucao e transferiu-
se para baldo volumétrico de 50,0 mL. O volume foi completado com o diluente. A
solugéo obtida foi filtrada em membrana 0,45 pm.

Foram retiradas aliquotas de 5,0 mL desta solucdo para diferentes baldes
volumétricos contendo 5,0 mL das solugées de HCI 1 M, NaOH 1 M e H>O, 3%.

Em outro tubo contendo 5,0 mL de agua purificada, foi adicionada uma
aliquota de 5,0 mL da solugéo preparada.

Os baldes volumétricos foram agitados para homogeneizacado das solugoes.
Em seguida, permaneceram em banho-maria a 80 °C durante 2 horas.

Apbs aquecimento e resfriamento a temperatura ambiente, os mesmos foram
filtrados em membrana de 0,45 um e injetou-se 10 yL de cada solugcédo no sistema
cromatografico, cujas condi¢cdes cromatograficas estdo descritas no item 3.2, pagina
20.

A Tabela 8 mostra as condi¢des que foram empregadas no teste de estresse.

29



Tabela 8 — Condi¢coes empregadas no teste de estresse (GOMES, 2008)

Hidrolise Aquecimento Tempo Diluente
banho-maria (horas)

Meio Neutro 80 °C 2 Agua purificada

Meio Oxidante 80 °C 2 HoO2 3%

Meio Acido 80 °C 2 HCI 1 mol.L"

Meio Alcalino 80 °C 2 NaOH 1 mol.L™

Os cromatogramas foram avaliados quanto a interferéncia dos produtos de
degradacao, utilizando as mesmas condi¢cdes cromatograficas. Nao deve haver co-

eluicdo com o sinal correspondente a atorvastatina calcica.

A pureza espectral do sinal também foi avaliada através do detector com
arranjo de diodos. Esta deve ser no minimo igual a 0,99 (LOWEN, 2003).

3.4.2. Avaliacao de Linearidade

Foram pesados cerca de 25 mg de padrdo de atorvastatina calcica e
transferidos quantitativamente para baldo volumétrico de 50,0 mL. Adicionou-se
quantidade suficiente de diluente até a dissolu¢do e completou-se o volume com a
mesma solucao.

Em seguida, transferiu-se aliquotas desta solucdo para baldes volumétricos
conforme descrito na Tabela 9.
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Tabela 9 — Preparacdes das solugdes para a avaliacdo da linearidade

Nivel de Concentracao Aliquota Balao
concentracao (ng.mL™) (mL) volumétrico (mL)
50% 50,0 2,5 25
75% 75,0 3,0 20
100% 100,0 5,0 25
125% 125,0 5,0 20
150% 150,0 3,0 10

Através do método dos minimos quadrados ordinarios, foi determinado o
coeficiente de correlagdo da reta (r), que deve ser no minimo igual a 0,99, o
coeficiente angular, a intersecgdo com o eixo Y.

Deve haver homocedasticidade dos resultados encontrados entre o0s
diferentes niveis de concentragédo, conforme o teste de Cochran.

O coeficiente angular (b) da regressao (y=a+bx) deve ser diferente de zero,
evidenciado pela andlise de variancia (ANOVA) a partir da distribuicdo F (LAPPONI,
2000).

As retas obtidas pelos valores de Y previstos e experimentais devem se

sobrepor.
3.4.3. Avaliacao de Exatidao

3.4.3.1. Determinacao da concentracao original

Foram pesados 20 comprimidos de Lipitor® 40 mg. Em seguida, foram
triturados utilizando gral e pistilo de porcelana. Determinou-se o peso médio dessas
unidades.

Posteriormente, foram pesadas, em triplicata, quantidade de amostra do
medicamento Lipitor® 40 mg equivalente a 25 mg de atorvastatina calcica.
Transferiu-se quantitativamente para balées volumétricos de 50,0 mL.

Foi adicionado o diluente e a solugdo foi levada ao ultrassom por 5 minutos.

Em seguida, completou-se o volume com o diluente. Foram transferidas aliquotas de
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10,0 mL para baldes volumétricos de 50,0 mL. Completou-se o volume com a
solucao diluente. As solugdes obtidas foram filtradas em membrana 0,45 um.
Paralelamente, foi preparada uma solucdo padrdo de atorvastatina calcica
conforme descrito no item 3.2.4.
Aplicou-se 10 pyL das solucdes obtidas no equipamento, sob as condicbes
cromatograficas descritas no item 3.2.1 e determinou-se a concentracao original de
atorvastatina calcica na amostra de Lipitor® 40 mg.

3.4.3.2. Fortificacao da amostra de Lipitor® 40 mg

Tendo sido determinado o peso médio dos comprimidos, foi pesada uma
quantidade de amostra do medicamento Lipitor® 40 mg equivalente a 3,125 mg de
atorvastatina calcica e foi transferida quantitativamente para um baldo volumétrico
de 50,0 mL.

Foram pesadas, em triplicata, quantidades de padrao de atorvastatina calcica,
conforme descrito na Tabela 10, e foram transferidas para o mesmo balédo
volumétrico de 50,0 mL.

Foi adicionado o diluente e a solugdo foi levada ao ultrassom por 5 minutos.
Em seguida, completou-se o volume com o diluente. Foram transferidas aliquotas de
10 mL para balées volumétricos de 50,0 mL. Completou-se o volume com a solucao
diluente. As solugdes obtidas foram filtradas em membrana 0,45 pm.

Paralelamente, foi preparada uma solucdo padrdo de atorvastatina calcica
conforme descrito no item 3.2.4 e determinou-se a concentragdo original de
atorvastatina calcica na amostra de Lipitor® 40 mg.

Foram aplicados 10 pL das solugcbes obtidas no equipamento, sob as
condigdes cromatograficas descritas no item 3.2.1 e determinou-se a concentragao

de atorvastatina calcica na amostra de Lipitor® 40 mg ap6s a adicéo (fortificacao).

Os resultados de recuperacdao devem estar compreendidos entre 98 e 102%.
A taxa de recuperacdo foi calculada pelo quociente da diferenca entre a
concentracdo obtida apdés a fortificacdo (concentragao final) e a concentracédo
original e concentracao da adicdo, conforme Equacéo 2.
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Conc. final — Conc. original
Conc. da adicao

Taxa de recuperagao (%) = x 100 (Equagéo 2)

Tabela 10 — Pesagem de amostras para estudos de exatiddo do método

Nivel de concentracao Quantidade de Concentracao de adicao
Padriao (mg) atorvastatina (ug.mL™)
50% 12,5 50,0
100% 25,0 100,0
150% 37,5 150,0

3.4.4. Avaliacao da Precisao
3.4.4.1. Repetitividade
3.4.4.1.1. Preparo da solucao padrao

Foi pesada com exatidao cerca de 25 mg de padrao de atorvastatina calcica.
Transferiu-se quantitativamente para baldo volumétrico de 50,0, mL. Dissolveu-se e
completou-se o volume com o diluente. Retirou-se uma aliquota 10,0 mL desta
solugéo e transferiu-se para baldo volumétrico de 50,0 mL. O volume foi completado
com o diluente. A soluc¢éo obtida foi filtrada em membrana 0,45 um.

3.4.4.1.2. Preparo da solucao amostra

Foram pesados 20 comprimidos de Lipitor® 40 mg. Em seguida, foram
triturados utilizando gral e pistilo de porcelana. Determinou-se o peso médio dessas
unidades.

Pesou-se uma quantidade de amostra do medicamento Lipitor® 40 mg
equivalente a 25 mg de atorvastatina calcica. Transferiu-se quantitativamente para
baldes volumétricos de 50,0 mL.

Foi adicionado o diluente e a solugdo foi levada ao ultrassom por 5 minutos.

Em seguida, completou-se o volume com o diluente. Foram transferidas aliquotas de
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10,0 mL para baldes volumétricos de 50,0 mL. Completou-se o volume com a
solugcdo diluente. As solugbes obtidas foram filtradas em membrana 0,45 pum.
Aplicou-se 10 pL das solugdes obtidas no equipamento, sob as condi¢coes
cromatograficas descritas no item 3.2.1. A solucdo obtida foi injetada por 6 (seis)
vezes.

O desvio padrao relativo (%DPR) dos resultados encontrados deve ser no

maximo igual a 2,0%.
3.4.4.2. Precisao Intermediaria

Um segundo analista reproduziu o procedimento empregado nos subitens
3.4.4.1.1 e 3.4.4.1.2, em dias diferentes e em equipamentos diferentes.
Nao deve haver diferenca estatisticamente significativa entre os resultados

dos analistas conforme avaliado pelo teste de Snedecor.
3.4.5. Avaliacao da robustez
3.4.5.1. Preparo da solucao padrao

Foi pesada com exatidao cerca de 25 mg de padrao de atorvastatina calcica.
Transferiu-se quantitativamente para baldao volumétrico de 50,0 mL. Dissolveu-se e
completou-se o volume com o diluente. Retirou-se uma aliquota 10,0 mL desta
solugéo e transferiu-se para baldo volumétrico de 50,0 mL. O volume foi completado
com o diluente. A soluc¢éo obtida foi filtrada em membrana 0,45 um.

3.4.5.2. Preparo da solucao amostra

Foram pesados 20 comprimidos de Lipitor® 40 mg. Em seguida, foram
triturados utilizando gral e pistilo de porcelana. Determinou-se o peso médio dessas
unidades.

Foi pesada com exatiddo quantidade de amostra do medicamento Lipitor®
40 mg equivalente a 25 mg de atorvastatina célcica. Dissolveu-se e completou-se o
volume com o diluente. Retirou-se uma aliquota 10,0 mL desta solucao e transferiu-
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se para baldo volumétrico de 50,0 mL. O volume foi completado com o diluente. A
solugéo obtida foi filtrada em membrana 0,45 pm.

O parametro robustez foi avaliado variando-se os parametros pH da fase
movel (pH), composicao da fase movel (CFM), fluxo (FL) e temperatura da coluna
(TC).

O planejamento dos experimentos seguiu o descrito no Quadro 1.

As solugbes obtidas foram filtradas em membrana 0,45 pum. Aplicou-se 10 pL
das solugdes obtidas no equipamento, sob as condicbes cromatograficas descritas
no Quadro 1 e foram determinadas as concentracées das amostras em cada teste.

A significancia dos fatores controlaveis foi avaliada através da analise de
variancia (ANOVA). Caso o valor de p-valor seja maior de 0,05 (p-valor > a), o fator
controlavel ndo é considerado significativo (FL, CFM, TC e pH) (TEOFILO e
FERREIRA, 2006). Caso contrario (p-valor < a), o fator controlavel € significativo e
devera ser controlado.

4. Resultados e Discussao

A andlise estatistica dos dados foi realizada empregando o software Excel e o
Software Statistica® para a avaliacdo da robustez.

4.1 Metodologia de Teor para Insumo Farmacéutico Ativo (IFA)

O método empregado foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
deteccédo por ultravioleta nas condi¢cdes descritas no item 3.2.1.

A partir das metodologias obtidas da literatura e dos fornecedores, foi
selecionada uma técnica para otimizacao. Alteracdes no pH, na composicao da fase
mével e no fluxo foram realizados, sendo escolhido o método que apresentou os
melhores resultados nos parametros de adequacao do sistema.

Fatores como pressao do sistema e tempo de retencdo também foram
considerados. A Figura 8 representa o cromatograma obtido.

35



150

100+

mAU

50

atorvastatina

Minutes

Figura 8 — Cromatograma obtido da solucdo padréo 0,1 mg.mL"™

O Gréfico 1 representa o espectro de varredura (190 a 400 nm) de uma
solucdo padrdo de atorvastatina célcica a 0,02 mg.mL', empregando-se como
diluente uma mistura de agua:acetonitrila (60:40). O valor de comprimento de onda
onde ha a maxima absorcao é 248 nm, empegando-se uma cubeta de quartzo

(caminho o6tico 1 cm ).

3,64433

-0,00703

T
190,000 274,000 b 400,000
nm

Gréfico 1 — Espectro de varredura da solugéo padrédo atorvastatina 0,02 mg.mL”™
(190 a 400 nm)

4.1.1. Adequacao do sistema

Os resultados de adequacao do sistema estao representados pela Tabela 11.

36



Tabela 11 — Resultado para o teste de adequacao do sistema para o método de
andlise do teor de atorvastatina calcica

Nome TR k’ T N

Atorvastatina 7,36 8,68 1,25 4217

Observamos que os resultados obtidos estdo de acordo com o proposto por
SHABIR (2003), ver item 3.2.6.

4.1.2. Especificidade

Os cromatogramas obtidos com as amostras, submetidas as condi¢des de

estresse descritas na Tabela 5, estdo representados a seguir nas Figuras 9 a 12.
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Figura 9 — Amostra de atorvastatina calcica, padrdo secundario, submetida a
estresse com HCl 1 mol.L™" a 80 °C por 2h, nas condigdes experimentais
descritas no item 3.2.1 .

Verificou-se, analisando-se a Figura 9, que a amostra de atorvastatina calcica
nao sofre interferéncia dos produtos de degradacéo gerados pela degradacao acida,
empregando-se HCI 1 mol.L”" a 80°C por 2h.
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Figura 10 — Amostra de atorvastatina calcica, padrao secundario, submetida a
estresse com NaOH 1 mol.L™" a 80 °C por 2h, nas condicdes experimentais
descritas no item 3.2.1 .

Observa-se, analisando-se a Figura 10, que a amostra de atorvastatina
célcica nao sofre interferéncia dos produtos de degradacdo gerados pela

degradacao alcalina, empregando-se NaOH 1 mol.L™ a 80°C por 2h.

104 ‘

—— Atorvastatina

Figura 11 — Amostra de atorvastatina calcica, padrao secundario, submetida a
estresse com H>O2 3% a 80 °C por 2h, nas condi¢cdes experimentais descritas
no item 3.2.1 .
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Observa-se, analisando-se a Figura 11, que a amostra de atorvastatina
célcica nao sofre interferéncia dos produtos de degradacdo gerados pela estresse
oxidativo, empregando-se H-O» 3% a 80°C por 2h.
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Figura 12 — Amostra de atorvastatina calcica, padrao secundario, submetida a
estresse a 80 °C por 2h, nas condicdes experimentais descritas no item 3.2.1 .

Observa-se, analisando-se a Figura 12, que a amostra de atorvastatina
célcica nao sofre interferéncia dos produtos de degradacao gerados pela hidrélise
em meio neutro a 80°C por 2h.

A pureza espectral do sinal de atorvastatina calcica também foi avaliada em
cada condi¢do do teste de estresse. Considera-se aceitavel um valor de indice de
pureza de sinal (peak purity) de 0,99 (LOWEN, 2003). Conforme podemos observar

na Tabela 12, os valores obtidos sdo satisfatorios.

Tabela 12 — indices de pureza de sinal obtidos no teste de estresse

) Indice de Pureza Critério de
Hidrodlise Diluente .
Obtido aceitacao
Meio Neutro Agua purificada 1.00000
Meio Oxidante H.02 3% 1.00000 > 099
Meio Acido HCI 1 mol.L™ 1.00000 ’
Meio Alcalino NaOH 1 mol.L" 1.00000

Analisando a Tabela 12, podemos afirmar que ndo ha interferéncia dos
produtos de degradacdo no sinal da atorvastatina, pois os valores obtidos sao

maiores que 0,99.
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Segundo SHAH, KUMAR e SINGH (2007), a degradacao da atorvastatina é
mais significativa em meio acido do que em neutro ou alcalino, e o principal produto
de degradacao gerada em fungdo do estresse acido € a atorvastatina lactona
desidratada, cuja férmula e peso molecular sdo iguais a CjssHz1FN.O3; e 520,
respectivamente.

Observando as Figuras 9 e 12, podemos constatar a formagéao significativa de
um produto de degradagcdo nas condicbes de estresse em meio acido e neutro,
respectivamente. A caracterizacdo de tal substancia foi realizada pela técnica de
CLAE acoplada a espectrometro de massas.

Os parametros cromatograficos empregados encontram-se descritos no item
3.2.1. O espectro de massas correspondente ao sinal gerado pelo produto de

degradacao obtido encontra-se representado na Figura 13.

ATORVASTATINA 500 ppm- ACN:Tanp. Act Amonio pH 3 (80:40), Iso, 0,3 mL/min, NovaPak C18 4um, 150X4.6 12:50:2923-Nov-2010
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Figura 13 — Espectro de massas obtido referente ao produto de degradacao
formado em meio acido e neutro, nas condi¢cdes cromatograficas descritas no
item 3.2.1.
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Podemos observar que a massa correspondente € equivalente ao descrito
para a atorvastatina lactona desidratada conforme relatado na literatura. Desta
maneira, deduzimos que a substancia em questdo é a atorvastatina lactona, em sua

forma desidratada.

4.1.3. Linearidade

A verificagdo da linearidade foi realizada através da obtencdo da curva
analitica (grafico das respostas, eixo y, em funcao das concentragdes, eixo x), onde
X corresponde a concentracdo de atorvastatina calcica na solucdo padrdo e y
representa a d&rea obtida no cromatograma relativo a uma determinada
concentragdo. As concentragbes empregadas foram 50% (50 pg.mL"), 75%
(75 pg.mL"), 100% (100 pg.mL™"), 125% (125 pg.mL™") e 150%(150 pg.mL") em
relacdo a concentracao tedrica do teste.

Os resultados obtidos para as referidas concentragdes estdo dispostos na
Tabela 13.

Tabela 13 — Resultados obtidos para a avaliacao da linearidade

Amostra Concentracao (ug.mL™)
1 2 3 Média DP DPR
Am.1-50 yg.mL"' 54,94 5503 55,01 54,99 0,05 0,09
Am.2 -75 yg.mL" 82,11 82,23 82,13 82,16 0,06 0,08
Am.3-100 yg.mL™" 109,19 109,24 109,22 109,22 0,03 0,02
Am.4-125 yg.mL" 138,60 138,33 138,53 138,49 0,14 0,10
Am.5-150 yg.mL" 163,95 164,22 164,01 164,06 0,14 0,09

A homocedasticidade do método, isto é, a independéncia das respostas em
relagdo a variancia da concentragdo do analito, foi avaliada através do teste de
Cochran.

Os dados para a verificacdo da homocedasticidade do método estao

organizados na Tabela 14.
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Tabela 14 — Dados para a verificagcdo da homocedasticidade do método

Injecao Conc.1 Conc.2 Conc.3 Conc.4 Conc.5
1 54,94 82,11 109,19 138,60 163,95
2 55,03 82,23 109,24 138,33 164,22
3 55,01 82,13 109,22 138,53 164,01
Média 54,99 82,16 109,22 138,49 164,06
Variancia 0,0022 0,0041 0,0006 0,0196 0,0201

s? = variancia
C= %%g , onde s® = maior variancia
> s°;= somatério das variancias
Se Ccalculado < Ceritico, © Método é considerado homocedastico.
Se Ccarculado > Ceritico, © Método néo é considerado homocedastico.

Para os resultados apresentados na Tabela 14, o valor da maior variancia é
0,020 e o somatorio das variancias é igual a 0,0466. O Cgitico € igual a 0,684. Assim,

o valor de Ceaculado SEra:

0,0201
Ccalculado = 0,0466 =

0,4313

Como o valor de Ccaiculado € Mmenor do que 0 de Ceritico, podemos dizer que o
método é homocedastico. Sendo assim, é possivel determinar a equacao pelo
método dos minimos quadrados.

A representacdo grafica da reta assim como a descricdo de sua equagao
estao presentes no Grafico 2.
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Gréfico 2 — Curva Analitica da atorvastatina célcica nas concentragdes 50, 75, 100,
125 e 150 ug.mL™ (condigdes experimentais descritas no item 3.2.1).

A equacao obtida é representada pela fungéo y = 16004x + 3691,7 e o0 seu
coeficiente de correlacdo ( r ) foi calculado através do software Excel®, sendo igual a
0,9998.

De acordo com a RE n® 899, de 29 de maio de 2003, publicada pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o valor minimo aceitavel para o
coeficiente de correlacdo é 0,999. Podemos constatar que o valor encontrado é
satisfatério (BRASIL, 2003).

Torna-se necessario, uma vez evidenciada a existéncia de uma relacao linear,
confirmar a linearidade proposta pela equacao da reta estabelecida pela regressao.
Iremos testar a hipotese de que o coeficiente angular da reta (b) é igual a 0 (zero).
Esta sera a hipotese nula (Hp). A hipétese alternativa sera a de que o coeficiente
angular da reta (b) é diferente de 0 (zero). A andlise de variancia (ANOVA), a partir
de uma distribuicao F, é a ferramenta estatistica utilizada para este objetivo.

A regressdao podera ser confirmada e aceita caso a hipétese nula seja
rejeitada e a hipétese alternativa aceita, ou seja, o valor de Fcacuiado S€j@ maior que o
Feritico-

Os dados relativos a ANOVA para a confirmacdo da linearidade séao
apresentados na Tabela 15.
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Tabela 15 - Confirmagéo da linearidade por ANOVA
g SQ MQ F F de significacao

Regressdo 1 5787898344462 5787898344462 41863.1 3.4239880920304E-24

Residuo 13 1797349426 138257648

Total 14 5789695693889

Gl = graus de liberdade; SQ = soma quadratica; MQ = média quadratica; F = F calculado; E =

exponencial.

Podemos entdo dizer que o método é linear no intervalo de 50 ug.mL™" a 150
ug.mL™", pois o valor de Feacuiago € maior do que 0 Feriico (LAPPONI, 2000).

Determinou-se também os coeficientes reta e os seus valores maximo e
minimo para um nivel de significancia (a) igual a 0,05%, a partir dos quais foram
calculados os intervalos de confianga para os coeficientes da reta.

IC(a) = 23368,5 — 3691,7 = 19676,8
IC(b) = 16173,3 — 16004 = 169,3

Os dados para o calculo do intervalo de confianga dos coeficientes da reta
estdo descritos na Tabela 16.

Tabela 16 - Dados para o calculo do intervalo de confianca dos coeficientes da reta

Coeficientes 95% inferiores 95% superiores
Intersecdo  3691,7 -15985,2 23368,5
Variavel X 16004 15835,3 16173,3

Os residuos foram calculados e a partir destes valores procedeu-se a
plotagem dessa distribuicdo pelos niveis de concentracdo, conforme representados
na Tabela 17 e no Grafico 3. A populacdo dos residuos normalmente distribuidos
apresenta média igual a zero (MILLER, 1988).
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Tabela 17 — Residuos obtidos

Observacgao Y previsto Residuo
1 882167,4991 835,5008733
2 882167,4991 2264,500873
3 882167,4991 1912,500873
4 1321485,433 -3594,433415
5 1321485,433 -1722,433415
6 1321485,433 -3338,433415
7 1760643,325 -9529,324741
8 1760643,325 -8655,324741
9 1760643,325 -8935,324741
10 2199961,259 21846,74097
11 2199961,259 17536,74097
12 2199961,259 20781,74097
13 2639119,15 -11602,15035
14 2639119,15 -7236,150355
15 2639119,15 -10564,15035
30
o 20 :
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§ 0 50 $ 100 150 2(
-10 | ¢ s
-20
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Gréfico 3 — Plotagem de residuos da Curva Analitica apresentada no Grafico 2.

O gréfico de ajuste de linha também foi construido para avaliagdo da

sobreposicao das curvas de Y previsto e Y experimental, conforme Grafico 4.
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Grafico 4 — Plotagem de ajuste de linha

4.1.4. Exatidao

Cada nivel de concentracdo foi analisado em triplicata. Foi determinado o
percentual recuperado pelo método (taxa de recuperacdo), ou seja, a relacao
percentual entre a concentracdo de Atorvastatina, a cada nivel de concentracéo, e a

concentracao esperada (conforme férmula descrita no item 3.3.3.2).

Tabela 18 — Resultados da Exatidao (percentual recuperado)

Concentragao da

50% 100% 150%
amostra
Replicata A1 99,62 99,16 100,13
Replicata A2 100,31 99,17 99,71
Replicata A3 99,76 99,78 99,60
Replicata B1 99,80 100,41 100,24
Replicata B2 99,74 100,10 100,16
Replicata B3 99,63 100,58 100,25
Replicata C1 98,89 100,00 99,60
Replicata C2 99,21 99,62 101,33
Replicata C3 99,68 100,00 100,77
Média 99,63 99,74 100,20
DP 0,40 0,51 0,57
DPR 0,40 0,51 0,57
% Recuperacgao 99,63 99,74 100,20
IC 0,27 0,36 0,39

Analisando a Tabela 18, podemos verificar que os valores obtidos encontram-
se em conformidade com o estabelecido pela bibliografia (SHABIR, 2003). Tais
valores devem estar compreendidos entre 98,0% e 102,0%.
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4.1.5. Precisao

O parametro precisao foi avaliado em dois niveis: repetitividade e precisao
intermediaria.

4.1.5.1. Repetitividade
A verificacdo da repetitividade foi realizada através da injecao da solugéao
padrdao correspondente ao nivel de concentracdo 100% por 6 (seis) vezes. Os

resultados encontrados estao descritos na Tabela 19.

Tabela 19 — Resultados obtidos para a avaliagao da repetitividade

Concentragao Concentracao das seis injecoes de padrao a
(ug.mL™) 100 pg.mL™ (100%)
Injecéo A 109,19
Injecédo B 109,24
Injecao C 109,22
Injecédo D 109,00
Injecéo E 109,07
Injecao F 109,14

Média 109,14
DP 0,09
DPR 0,09

O desvio padrao relativo das 6 (seis) inje¢cdes (0,09%) foi considerado
satisfatério, pois € recomendado um valor maximo de 1,0% quando realiza-se cinco

ou mais injegcdes de uma mesma solucao (SHABIR, 2003).

4.1.5.2. Precisao Intermediaria

A avaliagao da precisao intermediaria foi realizada variando-se o analista e o

dia de analise.
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Os resultados obtidos foram avaliados através da comparacado das variancias
dos mesmos, empregando-se o teste F de Snedecor. A hip6tese nula (Ho) € de que
nao ha diferenca estatisticamente significativa entre as variancias, indicando que
nao ha diferenca as analises realizadas pelos analistas. Os resultados encontrados
estao representados na Tabela 20.

Tabela 20 — Resultados da avaliagéo de precisao intermediaria

Amostras Analista 1 — Dia 1 Analista 2 — Dia 2

A 99,16 100,15

99,17 100,42

C 99,78 100,24

D 100,41 100,47

E 100,10 100,24

F 100,58 100,24

G 100,00 99,73

H 99,62 99,66

I 100,00 99,54

Média 99,74 100,11
DP 0,51 0,34
DPR 0,51 0,34

Tabela 21 — Resultados do teste F de Snedecor entre os analistas 1 e 2

Teste F: duas amostras para variancias

Variavel 1 = Analista 1 Variavel 2 = Analista 2
Média 99,74 100,11
Variancia 0,26 0,12
Observacoes 9 9
gl 8 8
F 0,45
F critico bi-caudal 3,43

gl = graus de liberdade; F = F estatistico calculado

Analisando a Tabela 21, podemos verificar que o valor de F (0,45) € menor do
que o valor de F critico bi-caudal (3,43). Logo, a hipétese nula (Ho) € aceita e é um

indicativo de que nao diferenga entre os resultados dos analistas 1 e 2.
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4.1.6. Robustez

O parametro robustez foi avaliado variando-se os parametros pH da fase
movel (pH), composicao da fase movel (CFM), fluxo (FL) e temperatura da coluna
(TC), conforme Quadro 1.

Os resultados obtidos estao representados na Tabela 22.

Tabela 22- Resultados obtidos no ensaio de robustez, avaliando os parametros pH

da fase mével, composicdo da fase mével, fluxo e temperatura da coluna

FL CFM TC =359 TC=25°C
(% ACN)  — H %59 pH=31 pH=29 pH=31
38% 100,26 100,60 100,31 100,23
1,2 mL.min*
42% 100,38 100,74 100,01 100,14
38% 100,28 100,42 100,44 100,42
1,4 mL.min"*
42% 100,67 100,44 100,32 100,64

Tais resultados foram submetidos a andlise de variancia para identificar quais
parametros de andlise sao significativos e, conseqlentemente, deverdo ser
controlados.

A estatistica empregada foi ANOVA, através do Software Statistica®. Os

resultados derivados desta andlise estao representados na Tabela 23.
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Tabela 23- Resultados de ANOVA do ensaio de robustez

p-valor p-valor

Fator

individual simultaneo

Temperatura 0,1875 0,9005
Fluxo 0,2984 0,9934
pH 0,2984 0,9934
Fase Movel 0,7260 1,0000
Fluxo*Fase Movel 0,5315 1,0000
pH*Fase Mével 0,8524 1,0000
Fluxo*pH 0,6172 1,0000
Temperatura*Fase Mével 0,2984 0,9934
Temperatura*Fluxo 0,1804 0,8918
pH* Temperatura 0,8096 1,0000
Fase Mével* Fluxo* pH 0,2661 0,9821
Fase Movel* Fluxo*Temperatura 0,7528 1,0000
Fase Mével* pH*Temperatura 0,3280 0,9977
Fluxo* pH* Temperatura 0,8096 1,0000
Temperatura*Fluxo*pH*Fase Moével 0,6302 1,0000

Os valores de p-valor para os fatores individualmente e simultaneamente séao
maiores do que 0,05 (p-valor > a), logo ndo sao significativos. Entdo podemos dizer
que o método é robusto mediante as variacdes empregadas (TEOFILO e
FERREIRA, 2006).

4.1.7. Estabilidade da solucao padrao

A solucao demonstrou ser estavel pelo periodo de 4 horas. A avaliagao foi
realizada através da comparacao das areas a partir do calculo de ANOVA, utilizando
a distribuicdo F, onde a hip6tese nula é a de que nao haja diferenca estatisticamente
significativa entre as areas. Para que a hipétese nula seja aceita, o valor Fgaiculado
deve ser menor que o valor de Fgiico. AS areas obtidas estdo representadas na
Tabela 24 e o célculo de ANOVA na Tabela 25.
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Tabela 24- Areas obtidas em diferentes periodos de tempo - estabilidade

Injecdes Area Area Area

0:00 h 2:00 h 4:00 h
18 1709357 1705648 1699752
28 1711009 1711963 1709854
32 1718268 1713264 1712368
% DPR 0,27 0,24 0,39

Tabela 25- Calculo da ANOVA - estabilidade

Fonte da

variacao sSQ gl MQ F Feritico
Entre 46331720 2 23165860 0,83 5,14
grupos

Dentrodos 167312481 6 27885413

grupos

Total 213644201 8

Analisando a Tabela 25, podemos verificar que o valor de F (calculado) é
menor do que 0 Feriico, l0g0 podemos aceitar a hip6tese nula. Portanto, ndo ha
diferenca estatisticamente significativa entre as amostras, ou seja, a solugdo padrao

€ estavel por 4 horas.

4.2 Metodologia de Teor para Comprimidos de 40 mg

O método empregado foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
deteccédo por ultravioleta nas condi¢cdes descritas no item 3.2.1.

A partir das metodologias obtidas na literatura e nos fornecedores, foi
selecionada uma técnica para otimizacao. Alteracdes no pH, na composicao da fase
mével e no fluxo foram realizados, sendo escolhido o método que apresentou os
melhores resultados nos parametros de adequacéao do sistema.

Fatores como pressao do sistema e tempo de retencdo também foram

considerados.
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O cromatograma obtido encontra-se representado na Figura 14.
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Figura 14 — Cromatograma obtido da solugdo padrdo (0,1 mg.mL™) .

O Grafico 5 representa o espectro de varredura da atorvastatina calcica de
uma solucdo padrio de atorvastatina calcica a 0,02 mg.mL'. O valor de
comprimento de onda onde ha a maxima absorcao é 248 nm.

3,64433

Abs.

1,45351

-0,00703 —1
190,000 274,000 400,000
nm.

Gréfico 5 — Espectro de varredura da solugéo padrdo atorvastatina 0,02 mg.mL”
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4.2.1 Adequacao do sistema

Os resultados de adequagdao do sistema devem atender aos requisitos
descritos no item 3.2.6 e estao descritos na Tabela 26.
Tabela 26 — Resultado para o teste de adequacao do sistema para o método de
andlise do teor de Atorvastatina em Comprimidos de 40 mg

Nome TR k’ T N

Atorvastatina 7,8 8,70 1,13 6413

4.2.2 Especificidade

Os cromatogramas obtidos com as amostras submetidas as condicdes de

estresse descritas na Tabela 8 estao representados a seguir nas Figuras 14 a 17.
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Figura 15 — Amostra de Lipitor® 40 mg, submetida a estresse com HCI 1
mol.L™ a 80 C por 2h.

Analisando-se a Figura 15, verificou-se que a amostra de Lipitor® 40 mg nao
sofre interferéncia dos produtos degradacdo gerados pela degradagdo &cida,
empregando-se HCI 1 mol.L™" a 80°C por 2h.
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Figura 16 — Amostra de Lipitor® 40 mg, submetida a estresse com NaOH

1 mol.L™" a 80 C por 2h.

Observa-se, analisando-se a Figura 16, que a amostra de Lipitor® 40 mg néo
sofre interferéncia dos produtos degradacdo gerados pela degradacao alcalina,

empregado-se NaOH 1 mol.L™ a 80°C por 2h.

~ ——— Atorvastatina

Minutes

Figura 17 — Amostra de Lipitor® 40 mg, submetida a estresse com H,0, 3% a

80 °C por 2h.

Observa-se, analisando-se a Figura 17, que a amostra de Lipitor® 40 mg néo
sofre interferéncia dos produtos degradacdo gerados pela degradacdo oxidativa,

empregado-se H.O, 3% a 80°C por 2h.
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Figura 18 — Amostra de Lipitor® 40 mg, submetida a estresse a 80 °C por 2h.

Observa-se, analisando-se a Figura 18, que a amostra de Lipitor® 40 mg néo
sofre interferéncia dos produtos degradacdo gerados pela degradacao térmica a
80°C por 2h.

Podemos verificar a degradagdo da atorvastatina calcica na amostra de
Lipitor® 40 mg em meio &acido. O sinal cromatografico do produto gerado é
equivalente aquele identificado na Figura 9.

E possivel deduzir que a substancia em questdo é a atorvastatina lactona, em
sua forma desidratada, em funcdo da evidéncia evidenciado pelo espectro de
massas representado pela Figura 13.

A pureza espectral do sinal de atorvastatina calcica também foi avaliada em
cada condi¢ao do teste de estresse. Considera-se aceitavel um valor de indice de
pureza de sinal (peak purity) de 0,99 (LOWEN, 2003). Conforme podemos observar

na Tabela 27, os valores obtidos sao satisfatérios.

Tabela 27 — indices de pureza de sinal obtidos no teste de estresse

o ] Indice de Pureza Critério de
Hidrolise Diluente ] L
Obtido aceitacao
Meio Neutro Agua purificada 1,00000
Meio Oxidante H>0» 3% 1,00000 - 099
Meio Acido HCI 1 mol.L™ 1,00000 ’
Meio Alcalino NaOH 1 mol.L™ 1,00000
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Analisando a Tabela 27, podemos afirmar que ndo ha interferéncia dos
produtos de degradacdo no sinal da atorvastatina, pois os valores obtidos sao
maiores que 0,99.

4.2.3 Linearidade

A verificagdo da linearidade foi realizada através da obtencdo da curva
analitica (grafico das respostas, eixo y, em funcao das concentragdes, eixo x), onde
x corresponde a concentracao de atorvastatina na solucao padréao e y representa a
area obtida no cromatograma relativo a uma determinada concentracdo. As
concentragées empregadas foram 50% (50 ug.mL"), 75% (75 pg.mL™), 100%
(100 pg.mL™), 125% (125 pg.mL™") e 150% (150 pg.mL™") em relacdo & concentracédo
tedrica do teste.

Os resultados obtidos para as referidas concentragdes estdo dispostos na
Tabela 28.

Tabela 28 — Resultados obtidos para a avaliacao da linearidade

Amostra Concentracao (pg.mL")

1 2 3 Média DP DPR

Am.1- 50 pg.mL" 52,44 52,40 52,27 52,37 0,09 0,18
Am.2 -75 ug.mL" 77,92 78,04 77,95 77,97 0,06 0,08
Am.3-100 uyg.mL' 103,62 103,61 103,66 103,63 0,03 0,03
Am.4-125 ugmL’ 131,56 131,61 131,65 131,60 0,04 0,03
Am.5-150 uyg.mL' 156,01 15589 155,88 155,93 0,07 0,05

A homocedasticidade do método, isto é, a independéncia das respostas em
relagdo a variancia da concentragdo do analito, foi avaliada através do teste de
Cochran.

Os dados para a verificagdo da homocedasticidade do método estédo

organizados na Tabela 29.
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Tabela 29 — Dados para a verificacdo da homocedasticidade do método

Injecéao Conc.1 Conc.2 Conc.3 Conc.4 Conc.5

1 52,44 77,92 103,62 131,56 156,01

2 52,40 78,04 103,61 131,61 155,89

3 52,27 77,95 103,66 131,65 155,88
Média 52,37 77,97 103,63 131,60 155,93
Variancia 0,0085 0,0041 0,0007 0,0020 0,0050

s? = variancia

s® maior

C="3ygZ . onde s? = maior variancia
J

> s°;= somatério das variancias
Se Cealcuiado < Ceritico, © Método € considerado homocedastico.

Se Cealculado > Coeritico, © Método ndo é considerado homocedastico.

Para os resultados apresentados na Tabela 14, o valor da maior variancia é
0,020 e o somatério das variancias € igual a 0,0203. O Cgitico € igual a 0,684. Assim,
o valor de Ccalculado S€EYA:

0,00850
Ccalculado = 0.0203 = 0,41 87

Como o valor de Ccaicuiado € menor do que o0 de Ceritico, podemos dizer que o
método é homocedastico. Sendo assim, é possivel determinar a equacao pelo
método dos minimos quadrados.

A representacdo grafica da reta assim como a descricdo de sua equacgao
estao presentes no Grafico 6.
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Grafico 6 — Curva Analitica da atorvastatina célcica nas concentragdes 50, 75, 100,

125 e 150 ug.mL™ (condicdes experimentais descritas no item 3.2.1).

A equacao obtida é representada pela fungdo y = 16520x + 9193,9 e 0 seu
coeficiente de correlagdo ( r ) foi calculado pelo software Excel® sendo igual a
0,9998.

De acordo com a RE n® 899, de 29 de maio de 2003, publicada pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o valor minimo aceitavel para o
coeficiente de correlacdo é 0,999. Podemos constatar que o valor encontrado é
satisfatério (BRASIL, 2003).

Torna-se necessario, uma vez evidenciada a existéncia de uma relacao linear,
confirmar a linearidade proposta pela equacao da reta estabelecida pela regressao.
Iremos testar a hipotese de que o coeficiente angular da reta (b) é igual a 0 (zero).
Esta sera a hipétese nula (Hp). A hipbtese alternativa sera a de que o coeficiente
angular da reta (b) é diferente de 0 (zero). A andlise de variancia (ANOVA), a partir
de uma distribuicao F, é a ferramenta estatistica utilizada para este obijetivo.

A regressdo podera ser confirmada e aceita caso a hipdtese nula seja
rejeitada e a hipdtese alternativa aceita, ou seja, o valor de Fcacuiado S€j@ maior que o
Feritico-

Os dados relativos a ANOVA para a confirmacdo da linearidade sao
apresentados na Tabela 30.
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Tabela 30 - Confirmagé&o da linearidade por ANOVA
gl SQ MQ F F de significacao

Regressédo 1 5566436856528,84 5566436856528,84 37559,1 6,92943592E-24

Residuo 13 1926662901,55773 148204838,581364

Total 14 5568363519430,4

Gl = graus de liberdade; SQ = soma quadratica; MQ = média quadratica; F = F calculado; E =

exponencial.

Podemos entdo dizer que o método & linear no intervalo de 50 ug.mL™ a 150
ng.mL™", pois o valor de Feacuiago € maior do que 0 Fertico.

Determinou-se também os coeficientes reta e os seus valores maximo e
minimo para um nivel de significancia (a) igual a 0,05%, a partir dos quais foram
calculados os intervalos de confianga para os coeficientes da reta.

IC(a) = 29566,3 — 9193,9 = 20372,4

IC(b) = 16703,9 — 16519,8 = 184,1

Os dados para o calculo do intervalo de confianga dos coeficientes da reta

estao descritos na Tabela 31.

Tabela 31 - Dados para o calculo do intervalo de confianca dos coeficientes da reta

Coeficientes 95% inferiores 95% superiores
Intersecao 9193,9 -11178,5 29566,3
Variavel X 16519,8 16335,6 16703,9

Os residuos foram calculados e a partir destes valores procedeu-se a
plotagem dessa distribuicdo pelos niveis de concentracdo, conforme representados
na Tabela 32 e no Grafico 7. A populacdo dos residuos normalmente distribuidos

apresenta média igual a zero (MILLER, 1988).
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Tabela 32 — Residuos obtidos

Observacgao Y previsto Residuo

1 870699,346921253 4869,65307874721
2 870699,346921253 4162,65307874721
3 870699,346921253 1943,65307874721
4 1301534,65249522 -5102,65249522379
5 1301534,65249522 -3074,65249522379
6 1301534,65249522 -4626,65249522379
7 1732204,7604827 -11196,7604827017
8 1732204,7604827 -11404,7604827017
9 1732204,7604827 -10539,7604827017
10 2163040,06605667 19519,9339433275
11 2163040,06605667 20301,9339433275
12 2163040,06605667 20977,9339433275
13 2593710,17404415 -7258,17404414992
14 2593710,17404415 -9224,17404414992
15 2593710,17404415 -9348,17404414992

o 30

~- 20 + ¢

X

@ 10 + R

:3 0 | s 1 1

§ 10 9 50 108 158 200

-20
Variavel X 1

Gréfico 7 — Plotagem de residuos da Curva Analitica apresentada no Grafico 6

O gréfico de ajuste de linha também foi construido para avaliagdo da

sobreposicao das curvas de Y previsto e Y experimental, conforme Grafico 8.
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Gréfico 8 — Plotagem de ajuste de linha

4.2.4 Exatidao

Cada nivel de concentracdo foi analisado em triplicata. Foi determinado o
percentual recuperado pelo método (taxa de recuperacdo), ou seja, a relacao
percentual entre a concentracao de atorvastatina, a cada nivel de concentracao, e a
concentragcado esperada (conforme férmula descrita no item 3.4.3).

Tabela 33 — Resultados da Exatidao (percentual recuperado)

Concentracao da 50% 100% 150%
amostra

Replicata A1 98,76 99,92 100,05
Replicata A2 98,90 99,84 99,94
Replicata A3 99,02 100,02 99,60
Replicata B1 99,10 100,10 100,15
Replicata B2 99,74 100,10 100,22
Replicata B3 99,67 99,93 100,18
Replicata C1 99,79 100,00 100,04
Replicata C2 99,84 100,04 100,08
Replicata C3 99,75 100,13 100,20
Média 99,40 100,00 100,05

DP 0,44 0,09 0,19

DPR 0,44 0,09 0,19
% Recuperacgao 99,40 100,00 100,05

IC 0,31 0,06 0,13
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Analisando a Tabela 33, podemos verificar que os valores obtidos encontram-
se em conformidade com o estabelecido pela bibliografia (SHABIR, 2003). Tais

valores devem estar compreendidos entre 98,0% e 102,0%.

4.2.5 Precisao

O parametro precisdo foi avaliado em dois niveis: repetitividade e precisao

intermediaria.
4.2.5.1. Repetitividade

A verificacdo da repetitividade foi realizada através da injecao da solugéao
padrao correspondente ao nivel de concentragdo 100% por 6 (seis) vezes.

Os resultados encontrados estao descritos na Tabela 34.

Tabela 34 — Resultados obtidos para a avaliagao da repetitividade

Concentragao Concentracao das seis injecoes de padrao a
(ug.mL™) 100 ug.mL™ (100%)
Injecédo A 103,62
Injecdo B 103,61
Injecdo C 103,66
Injecao D 103,50
Injecéo E 103,63
Injecéo F 103,57

Média 103,60
DP 0,06
DPR 0,05

O desvio padrao relativo das 6 (seis) injegcdes (0,05%) foi considerado
satisfatério, pois é recomendado um valor maximo de 1,0% quando realiza-se cinco

ou mais inje¢cdes de uma mesma solucao (SHABIR, 2003).
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4.2.5.2. Precisao Intermediaria

A avaliagédo da preciséo intermediaria foi realizada variando-se o analista e o
dia de analise.

Os resultados obtidos foram avaliados através da comparacao das variancias
dos mesmos, empregando-se o teste F de Snedecor. A hip6tese nula (Ho) € de que
nao ha diferenca estatisticamente significativa entre as variancias, indicando que
nao ha diferenca entre as analises realizadas pelos analistas. Os resultados obtidos
estdo representados na Tabela 35.

Tabela 35 — Resultados da avaliagéo de precisao intermediaria

Amostras Analista 1 — Dia 1 Analista 2 — Dia 2

A 99,60 99,45

B 101,43 101,23

C 101,43 100,95

D 99,82 100,31

E 100,87 99,95

F 101,17 101,17

G 98,74 101,60

H 100,77 100,39

I 100,75 100,34

Média 100,73 100,60
DP 1,19 0,69
DPR 1,18 0,69
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Tabela 36 — Resultados do teste F de Snedecor entre os analistas 1 e 2

Teste F: duas amostras para variancias

Variavel 1 = Analista 1 Variavel 2 = Analista 2
Média 100,73 100,11
Variancia 0,26 0,12
Observacgdes 9 9
gl 8 8
F 2,97
F critico bi-caudal 3,43

gl = graus de liberdade; F = F estatistico calculado

Analisando a Tabela 36, podemos verificar que o valor de F (2,97) € menor do
que o valor de F critico bi-caudal (3,43). Logo, a hipétese nula (Ho) € aceita e é um
indicativo de que nao diferenca estatisticamente significativa entre os resultados dos

Analistas 1 e 2.

4.2.6 Robustez

O parametro robustez foi avaliado variando-se os parametros pH da fase
movel (pH), composicao da fase movel (CFM), fluxo (FL) e temperatura da coluna
(TC), conforme Quadro 1.

Os resultados obtidos estao representados na Tabela 37.

Tabela 37 — Resultados obtidos no ensaio de robustez, avaliando os parametros pH
da fase movel, composicao da fase movel, fluxo e temperatura da coluna.

FL CFM TC = 35 °C TC = 25 °C
(% ACN)  —5H-29 pH=31 pH=29 pH=31
1,2 mL.min” 38% 100,29 100,49 100,19 100,26
42% 10041 100,80 100,31 100,21
1,4 mL.min” 38% 100,29 100,59 100,50 100,43
42% 100,61 100,50 100,43 100,70
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Tais resultados foram submetidos a andlise de variancia para identificar que
pardmetros de andlise sdo significativos e, conseqlentemente, deverdo ser
controlados. A estatistica empregada foi a ANOVA (a = 0,05). Os resultados

derivados desse teste estdo representados na Tabela 38.

Tabela 38- Resultados de ANOVA do ensaio de robustez

Fator p-valor p-valor

individual simultéaneo
Fase Movel 0,1923 0,9207
Fluxo 0,2878 0,9943
pH 0,3530 0,9995
Temperatura 0,3655 0,9999
Fluxo*Fase Movel 0,9005 1,0000
pH*Fase Mével 0,8689 1,0000
Fluxo*pH 0,7065 1,0000
Temperatura*Fase Mével 0,5315 1,0000
Temperatura*Fluxo 0,1382 0,8079
pH* Temperatura 0,6610 1,0000
Fase Mével* Fluxo* pH 0,9005 1,0000
Fase Mével* Fluxo*Temperatura 0,8856 1,0000
Fase Movel* pH*Temperatura 0,8521 1,0000
Fluxo* pH* Temperatura 0,3190 1,0000
Temperatura*Fluxo*pH*Fase Mével 0,2789 1,0000

Os valores de p-valor para os fatores individualmente e simultaneamente séao
maiores do que 0,05 (p-valor > a), logo nao sao significativos. Entdo podemos dizer
que o método é robusto mediante as variacdes empregadas (TEOFILO e
FERREIRA, 2006).
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4.3 Comparacao entre o método proposto e o método de melhor desempenho
encontrado na literatura

A metodologia desenvolvida por SONAWANE et al. (2006) para determinacéo
de Atorvastatina Célcica em comprimidos foi considerada, para fins de comparacao,
a de melhor desempenho tendo como critério a avaliacdo dos parametros de
linearidade (R?), precisdo (%RSD) e exatidao (% recuperado).

Quanto maior a linearidade apresentada, ou seja, um valor para o fator de
correlacdo (R?) mais préximo de 1; quanto mais preciso os resultados, ou seja,
menor dispersao ou mais baixos valores de %RSD; e quanto mais exato, ou seja,
mais proximo de 100% for o valor do percentual recuperado, melhor sera a
performance da metodologia analitica.

O método proposto possui vantagens em relacdo ao descrito por
SONAWANE et al. (2006). O fato de nao empregar um padrao interno e nem o

reagente trietilamina confere a metodologia proposta um menor custo.
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5. Conclusao

A metodologia proposta foi desenvolvida para o insumo farmacéutico ativo e
comprimido, sendo estabelecidos os parametros cromatograficos de analise.

A fase mével é composta de uma mistura de solucdo tampéo de acetato de
aménio 0,02 M pH 3,0 e acetonitrila (60:40 %v/v), o fluxo igual a 1,3 mL.min™,
detecgdo UV-Vis a 248 nm e coluna Novapak® C18 150 x 4,6 mm, 4 pm.

Tal metodologia foi validada e demonstrou linearidade no intervalo de
concentragdo de 50 a 150 pg.mL™", por apresentar um coeficiente de determinagao
maior que 0,99, conforme estabelecido pela Resolucao n® 899, de 29 de maio de
2003, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

Demonstrou ter precisdo satisfatéria ao apresentar desvio padrdo relativo
percentual inferior a 2% e ao ndo exibir diferenga estatistica entre os resultados
apresentados por analistas diferentes em dias diferentes.

Apresentou exatiddo adequada ao fornecer taxas de recuperacao entre 98% e
102%.

O método demonstrou ser seletivo para a quantificacdo de atorvastatina em
insumo farmacéutico ativo e em comprimidos de 40 mg. Os excipientes e 0s
produtos de degradacao gerados nao interferem nas analises por ndo haver co-
eluicdo destes com a atorvastatina.

O método exibiu robustez ao ndo apresentar diferenca estatisticamente
significativa entre os resultados gerados a partir de pequenas e deliberadas
variagdes nos diferentes parametros das condi¢cdes cromatograficas.

O principal produto de degradacao gerado no teste de estresse foi a
atorvastatina lactona, em sua forma desidratada. A degradacédo da atorvastatina foi
mais significativa nos meios acido e neutro e mais pronunciada no insumo
farmacéutico ativo do que nos comprimidos.

A metodologia proposta pode ser empregada em laboratérios para o controle
de controle de qualidade da atorvastatina em comprimidos e em insumo
farmacéutico ativo por ser capaz de gerar resultados confiaveis, demonstrado
através do estudo de validacao.

Comparando-se com a metodologia de melhor desempenho descrita na

literatura, a metodologia proposta apresenta um menor custo.
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Em virtude da inexisténcia de monografias, descritas em compéndios oficiais
reconhecidos pela ANVISA, para o controle de qualidade da atorvastatina em
comprimidos de 40 mg e em insumo farmacéutico ativo, a metodologia descrita pode
ser sugerida para inclusdo na Farmacopéia Brasileira.

Podemos, desta maneira, contribuir para as atividades de monitoramento do
controle de qualidade de produtos e insumos sujeitos a Vigilancia Sanitaria,
desenvolvendo metodologias analiticas confiaveis, confirmadas pelo processo de

validacéao.
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