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RESUMO

As acdes de vigilancia sanitaria sdo direcionadas, também, para a prevencao de
riscosanitario visando a investigacdo do grau desse risco na defesa da populacao.
A Politica Nacional de Medicamentos (PNM) sancionado no Brasil em 1998 possui
dentre demais objetivos, assegurar o acesso da populacdo a medicamentos de
gualidade. No Brasil, os laboratérios oficiais sdo orientados a seguirem métodos de
avalicio de medicamentos presentes na Farmacopeia Brasileira e em outras
Farmacopeias Internacionais (RDC 37/2009). A verificacdo de métodos é um
processo pelo qual um método farmacopeico demonstra ser adequado para a
analise a ser realizada através da selecdo de alguns parametros de validacdo. Essa
avaliacao é desuma importancia para Laboratorios Oficiais, ja que as acdes voltadas
para produtos sujeitos a Vigilancia Sanitaria como, por exemplo, medicamentos,
precisam ter garantia de qualidade e confiabilidade analitica, por refletirem na saude
da populacéo.Este trabalho objetiva realizar as verificacdes dos métodos descritos
na Farmacopeia Brasileira 52 e 62 edicdo, nas seguintes amostras: Aciclovir,
Cloridrato de Prometazinae Cloridrato de Ciprofloxacino por Espectrofotometria UV-
VIS, enquanto o medicamento Diazepam foi avaliado por técnica cromatogréafica e
espectroscopica, e o Captopril somente por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
por deteccdo UV-DAD. A verificacdo de métodos foi avaliada no ensaio de
doseamento, elencando-se os parametros seletividade, linearidade, repetibilidade,
efeito matriz e exatiddo. Emrelacéo a seletividade, apenas uma matriz de Cloridrato
de Prometazina nao foi seletiva para o0 método compendial proposto, as demais
matrizes atenderam aos critérios estabelecidos referentes a esse parametro. O
intervalo de trabalho de 50% CT a 150% CT, em todas as matrizes mostrou-se
linear. Os métodos, ainda, foram repetitivos. Na avaliacdo do efeito matriz, uma
amostra de Diazepam (avaliada por espectrofotometria) e duas amostras de
Cloridrato de Prometazina apresentaram efeito matriz. Os métodos farmacopeicos
foram exatos nas matrizes da maioria dos medicamentos, excetuando-se uma
amostra de Cloridrato de Prometazina. O trabalho desenvolvido provou a
aplicabilidade dos métodos farmacopeicos para o Aciclovir e Cloridrato de
Cipofloxacino pelo método espectrofotométrico e para o Diazepam e Captopril por
Cromatografia Liquia de Alta Eficiéncia. Dessa maneira, colabora-se com as ac¢des

de vigilancia sanitaria no que diz respeito ao desenvolvimento e conhecimento



técnico-cientifico e, sobretudo, na protecédo e promocao a saude da populacao.

Palavras chave: Laboratorio Oficial. Verificagcdo de Métodos. Doseamento.



ABSTRACT

The health surveillance actions are also focused on preventing health risk, aiming
at investigating the degree of this risk in the defence of the population. The
National Medicines Policy (NMP) sanctioned in Brazil in 1998 has, among other
objectives, to ensure the population's access to quality medicines. In Brazil, official
laboratories are instructed to follow methods for evaluating medications present
in Brazilian Pharmacopoeia and other International Pharmacopoeias (Resolution
of the Collegiate Board 37/2009). Method verification is a process by which a
pharmacopoeial method proves to be suitable for the analysis to be performed by
selecting some validation parameters. It is of paramount importance for Official
Laboratories, since actions aimed at products subject to Health Surveillance, such
as medicines, need to be guaranteed quality and analytical reliability, as they
reflect on the health of the population. This work aims to verify the methods
described in the Brazilian Pharmacopoeia 5th and 6th editions, in the following
samples: Acyclovir, Promethazine Hydrochloride and Ciprofloxacin Hydrochloride
by UV-VIS Spectrophotometry. The medicine Diazepam was evaluated by
chromatographic and spectroscopic technique, while Captopril only by High
Performance Liquid Chromatography by UV-DAD detection. The verification of
methods was evaluated in the assay, listing the parameters selectivity, linearity,
repeatability, matrix effect and accuracy. Regarding selectivity, only one
Promethazine Hydrochloride matrix was not selective for the proposed
compendial method, the other matrices met the established criteria regarding this
parameter. The working range of 50% Target Concentration to 150%Target
Concentration, in all matrices, was linear. The methods were also repetitive. In
the evaluation of the matrix effect, a sample of Diazepam (evaluated by
spectrophotometry) and two samples of Promethazine Hydrochloride showed a
matrix effect. The pharmacopoeial methods were accurate in the matrices of most
drugs, except for a sample of Promethazine Hydrochloride. The work developed
proved the applicability of the pharmacopoeial methods for Acyclovir and
Cipofloxacin Hydrochloride by the spectrophotometric method and Diazepam and
Captopril by High Performance Liquid Chromatography. So, it collaborates with
health surveillance actions about the development and technical-scientific

knowledge and, above all, in the protection and promotion of the population's



health.

Key words: Official laboratory. Verification of methods. Assay.
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1 INTRODUCAO

Vigilancia remete inicialmente, a palavra “Vigiar’. Esse verbo, segundo o
Dicionério Etimologico Nova Fronteira (1982), € uma derivagdo da palavra latina vig-
Ire, composta pelo radical vig-l - um adjetivo quee corresponde a “estar bem vivo,
bem acordado, atento” (CANIATO; NASCIMENTO, 2007). No Brasil, esse conceito
abrange o viés sanitario, epidemiolégico, ambiental e de saude do trabalhador,
formando préticas sanitarias que, em sua totalidade, objetivam promover, prevenir
e proteger a saude da populagédo (SETA; OLIVEIRA; PEPE, 2017).

As acdes de vigilancia sanitaria sdo direcionadas, também, para a prevencao
de risco sanitario visando a investigacdo do grau desse risco na defesa da
populacdo(GOVERNO DO PARANA, 2018). O risco iatrogénico, o qual é definido
como resultante de tratamento médico e uso de servi¢o de saude, esta relacionado,
inclusive, ao uso de medicamentos (ANVISA, 2002) - produto farmacéutico,
tecnicamente, obtido ou elaborado, que contém um ou mais farmacos e outras
substancias, com finalidade profilatica; curativa; paliativa; ou para fins de
diagnéstico (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Diante disso, acgfes de
farmacovigilancia podem ser usadas como instrumento para a mitigacdo desse
risco, haja vista o propdsito da Vigilancia Sanitaria de Medicamentos e Outros
Insumos Farmacéuticos,que se caracteriza pela protecdo da popula¢do no sentido
de se evitar o consumo de substancias ineficazes ou perigosas para a saude
(EDUARDO, 1998).

A Politica Nacional de Medicamentos (PNM) sancionado no Brasil em 1998
€ um componente da Politica Nacional de Saude e esta fortemente vinculada a
melhoria das condi¢cdes da assisténcia a saude. A PNM fundamenta-se nos
principios e diretrizes do Sistema Unico de Salde (SUS) e objetiva assegurar o
acesso dapopulacdo a medicamentos de qualidade (LOMBARDO E ESERIAN,
2017).

Segundo a legislacao federal 5991/1973, o laboratério do Ministério da Saude
ou congénere da Unido, dos Estados, do Distrito Federal e dos territérios que
apresenta competéncia delegada, através de convénio ou credenciamento, para
realizar a andlise de drogas, medicamentos, insumos farmacéuticos e correlatos é
denominado laboratério oficial. As principais atividades do laboratério oficial,

consistem na avaliacdo da qualidade de produtos envolvidos em queixas e denuncias
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e na participacdo em programas peridodicos para o monitoramento de produtos
comercializados ou distribuidos a populacdo (LOMBARDO; ESERIAM, 2017).

O Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude pertence a Fundacao
Oswaldo Cruz (Fiocruz), e caracteriz-se como um um laboratério oficial cujas acoes
tém estreita cooperacdo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
bem como com secretarias estaduais e municipais de saude. Além disso, atua em
area de ensino, pesquisa, tecnologias de laboratorio relativas ao controle de
gualidade de insumos, produtos, ambientes e servi¢ds sujeitos a acao da Vigilancia
Sanitéria (INCQS, 2019).

Laboratorios que trabalham em ambientes regulamentados ou de qualidade
sdo recomendados a usarem os métodos oficiais desenvolvidos por organizacdes
como as United States Environmental Protection Agency (USEPA), American Society
for Testing and Materials (ASTM), Association of Official Analytical Chemists (AOAC),
International Organization for Standardization (ISO) ou a United States Pharmacopeia
(USP) (HUBER, 2010). No Brasil, utiliza- se a Farmacopeia Brasileira que é o Codigo
Oficial Farmacéutico do Pais, o qual estabelece, dentre outras coisas, 0s requisitos
minimos de qualidade para farmacos, insumos, drogas vegetais, medicamentos e
produtos para a saude (ANVISA, 2019). No entanto, a RDC 37/2009 estabelece que
na auséncia de monografias na Farmacopeia Brasileira hd a admissibilidade das
Farmacopeias estrangeiras, podendo ser adotada a ultima edicdo da monografia
oficial de compéndios internacionais (BRASIL, 2009).

A ISO/IEC17025: 2017, € uma norma sobre os Requisitos Gerais para
Competéncia de Laboratérios de Ensaio e Calibracdo, aponta que “Métodos
publicados em padrdes internacionais, regionais ou nacionais devem ser usados
preferencialmente”. Os métodos farmacopeicos ja estdo validados e, em decorréncia
disso, os analistas consideram, incorretamente, que os metodos podem ser usados
como descritos sem qualquer validagcédo, verificacdo ou teste adicional feito no
laboratério (HUBER, 2010).

O processo de verificagdo para método compendial analisa se o procedimento
pode ser usado para o propoésito pretendido; e, em tal processo, se avalia alguns
parametros de validacdo, sob as condi¢cdes reais de uso do laboratério, para uma
substancia especifica e/ou matriz de medicamento (USP, 2017). Os métodos
analiticos compendiais devem ter sua adequabilidade demonstrada ao uso

pretendido, nas condi¢cdes operacionais do laboratdrio, por meio da apresentacéo de
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um estudo de validacao parcial — “demonstracdo, por meio de alguns parametros de
validacdo, que o método analitico previamente validado tem as caracteristicas
necessarias para obtencao de resultados com a qualidade exigida, nas condi¢cdes em
que é praticado”. Em tal processo, deve-se avaliar, pelo menos, os parametros de
precisao, exatidao e seletividade (BRASIL, 2017).

Nesse sentido, a realizacdo de verificacdo é um procedimento de suma
importancia, uma vez que julga se o método farmacopeico orientado possui
aplicabilidade para a analise quimica do insumo farmacéutico ativo (IFA) sob a matriz

especifica do produto a ser analisado nas reais condi¢cdes de trabalho do laboratério.

1.1 Referencial Tebrico

1.1.1 Verificacado de Métodos

A Verificacdo de Métodos € um processo no qual hd a avaliacdo da
aplicabilidade do método compendial para a finalidade pretendida, sob as condi¢cdes
do laboratério, para uma substancia especifica de um medicamento e/ou para matriz
do produto. Por meio de uma reflexéo critica que considera tanto a complexidade do
método compendial como do produto a ser analisado, ha a selecdo de algumas
caracteristicas de desempenho analitico presentes em um procedimento de validacao,
tais como: o efeito da matriz sobre a recuperacdo de impurezas e do farmaco,
seletividade, linearidade, a adequabilidade das condi¢cdes cromatograficas e coluna,
etc., para gerar dados relevantes e apropriados ao invés de repetir o processo de
validacéo (USP, 2017).

Diferentes fabricantes podem produzir medicamentos com perfis de impureza
caracteristico de seu produto e, isso, no geral, ndo é abordado pelos métodos de
compéndios oficiais. Além disso, a variabilidade de excipientes das variadas
formulacbes para um mesmo medicamento pode interferir diretamente no
procedimento Farmacopeico proposto ou causar a formacgéo de impurezas que nao
sdo abordadas pelo método compendial e, ainda, um medicamento contendo
diferentes excipientes, antioxidantes, tampdes podem afetar a recuperacdo do
medicamento da matriz. Assim, a verificacdo de métodos deve avaliar se o

procedimento compendial é compativel para a andlise com confiabilidade analitica
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para o IFA e/ou a matriz do medicamento, considerando a rota sintética da substancia,
0 método de fabricagdo do medicamento, ou ambos, se aplicavel.

A Resolucado de Diretoria Colegiada (RDC) N° 166 de 2017 (BRASIL, 2017),
determina que os métodos analiticos compendiais devem ter sua adequabilidade
demonstrada ao uso pretendido, nas condi¢des operacionais do laboratério, por meio
da apresentacéo de um estudo de validacao parcial. Em tal processo, deve-se avaliar,
pelo menos, os parametros de precisdo, exatiddo e seletividade. No entanto, vale
ressaltar, que segundo a USP 2017 a verificacdo deve incluir a avaliacdo de elementos
como: o efeito da matriz sobre a recuperacao de impurezas e do IFA no medicamento,
a adequacdo das condi¢cdes cromatograficas e coluna, a adequacéo da resposta do
sinal do detector (USP, 2017).

No ambito nacional, essa deliberacdo, se apresenta como uma medida de
promocéao da verificacdo de métodos compendiais. Com isso, executam-se analises
cujo desempenho garanta a aplicabilidade do método, conferindo, no contexto de
avaliacdo analitica de medicamentos, resultados com garantia e confiabilidade
analitica.

N&o é preciso realizar a verificacdo para métodos gerais compendiais basicos
0S quais rotineiramente sdo executados, como medida de pH, perda por secagem,
cinzas sulfatadas, umidade, desintegracdo, além de métodos analiticos descritos em
monografias individuais compendiais de insumos farmacéuticos ndo ativos (BRASIL,
2017; USP 2017).

A verificacdo de métodos precisa ser realizada em amostras que estdo sendo
analisadas pela primeira vez, para o analista realizar esse processo a fim de gerar
resultados confiaveis (USP, 2017) que irdo fundamentar ou ndo a aplicabilidade do
método para a analise pretendida. Recursos Humanos, Procedimento Operacional
Padrdo ou protocolo aprovado, tratamento de dados, avaliacdo de critérios de
aceitacdo, documentacdo resumida final e acdo corretiva, sdo constituintes
necessarios para a implementacdo do processo de verificacdo de métodos em um
laboratério analitico (HUBER, 2010). O Fluxograma (Figura 1) mostra como um
Laboratério deve proceder para realizar a Verificacdo de Métodos. Nele consta as
etapas necessarias desse processo e, assim, objetiva ajudar os laboratorios no

desenvolvimento desse procedimento analitico.
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Figura 1 - Fluxograma de Verificacdo de Métodos nos Laboratorios
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1.1.1.1 Parametros Selecionados para a Verificagdo de Métodos

Os atributos avaliados tanto no Capitulo <1226> da USP quanto na RDC N°
166/2017 para o processo de verificacdo de metodologia analitica advém de uma
selecdo de alguns parametros de validacdo. No presente trabalho, os indicadores
elencados foram: Seletividade, Exatiddo, Repetibilidade, Avaliagdo do Efeito Matriz e
Linearidade.

1.1.1.1.1 Seletividade

A seletividade estd associada ao evento da deteccdo. Um método que produz
respostas para varios analitos, mas que pode distinguir a resposta de um analito da
de outros, € chamado seletivo. Tal parametro assegura que o sinal resposta seja
exclusivamente do analito alvo. Sem seletividade, um método linear, exato e preciso
pode tornar-se comprometido. (INMETRO, 2018).

1.1.1.1.2 Linearidade
Um procedimento analitico é linear quando, dentro de uma faixa determinada
de trabalho, possui capacidade de gerar resultados diretamente proporcionais a

concentracdo (quantidade) do analito na amostra (ICH, 2005).

1.1.1.1.3 Repetibilidade

E uma medida que pode expressar a precisdo do método (USP 2017) a partir
de mensuracgdes nas mesmas condi¢coes de operacdo em um curto intervalo de tempo.

A Repetibilidade também é denominada preciséo intra-ensaio (ICH, 2005).

1.1.1.1.4 Avaliacdo do Efeito Matriz

Efeito Matriz € um estudo de seletividade, cujo objetivo € investigar possiveis

interferéncias causadas pelas substancias presentes na matriz amostral e possam
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gerar, basicamente, diminuicdo ou ampliagdo do sinal instrumental ou resposta
instrumental (BRASIL, 2011).

1.1.1.1.5 Exatiddo

E um grau da concordancia entre o valor medido e o valor verdadeiro do
mensurando (VIM, 2012).

1.1.2 Ensaio Selecionado para a Verificacdo de Método

O éxito do tratamento farmacoterapéutico depende da eficacia, seguranca e
qualidade dos medicamentos (CEDAFAR, 2019). As exigéncias minimas de
qualidade, autenticidade e pureza de medicamentos sdo estabelecidas pela
Farmacopeia Brasileira (FB), via textos farmacopeicos (capitulos, métodos e
monografias), 0s quais norteiam a execucdo de ensaios fisico-quimicos, como
doseamento, identificacdo, determinacdo do peso médio, dureza, friabilidade,
desintegracédo, dissolucdo, uniformidade de dose e perfil de dissolucdo (BRASIL,
2019). Este estudo, a verificacdo da aplicabilidade do método compendial, constou
dos ensaios para comprimidos no tocante ao doseamento — quantifica o teor de
insumo farmacéutico ativo (IFA) no medicamento —tendo em vista que a administragao
de medicamentos com dose diferente da declarada no rétulo pode resultar em falhas
terapéuticas ou, ainda, em efeitos toxicologicos (OLIVEIRA; CAMPOS, 2014).

1.1.2.1 Ensaio de Doseamento

Ensaio de Poténcia ou Doseamento pertence ao controle de qualidade fisico-
guimico de medicamentos e caracteriza-se por quantificar o teor de substancia ativa
em medicamentos, a fim de garantir que o produto farmacéutico acabado tenha
qualidade, seguranca e eficacia adequada para fins de comercializacdo. Dentre os
métodos analiticos de doseamento, h4 a subdivisdo em métodos classicos - métodos
volumétricos e métodos gravimétricos - e meétodos instrumentais (GIL, 2010;
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019), cujas técnicas de analise quimica instrumental
sao principalmente Cromatografia, Eletroquimica e Espectroscopia (VAZ, 2010). Os

métodos instrumentais, comparados aos classicos, tém a vantagem de serem
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aplicados as amostras com concentracfes muito pequenas e, além disso, a rapidez

na execucao da analise (GIL, 2010).

1.1.3 Técnicas utilizadas na Verificacdo de Métodos

1.1.3.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Conceitualmente, o principio da cromatografia abrange a transferéncia de um
soluto de uma fase para a outra, em que uma das fases se mantém imovel e a outra
se desloca. Se o solvente que se move, denominado fase movel, ao atravessar a
coluna for um liquido, tem-se a técnica de Cromatografia Liquida; ja, a fase
estacionaria, caracterizada por ficar no interior da coluna, € um liquido viscoso
quimicamente ligado, tanto no interior de um tubo capilar, quanto na superficie de
particulas soélidas empacotadas dentro da coluna. A cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) promove a passagem da fase mével através da coluna, a qual
possuem particulas muito finas, com o uso de elevadas pressfes; esse conjunto €
capaz de gerar separagdes muito eficientes, ou seja, com alta resolu¢cdo em misturas
complexas (HARRIS, 2016).

A CLAE subdivide-se em diferentes categorias de cromatografia a partir tanto
dos mecanismos de interacdo entre o soluto e a fase estacionéaria - particdo ou
cromatografia liquido-liquido, adsorcao ou cromatografia liquido-solido, troca ibnica ou
cromatografia de ions, cromatografia por exclusdo, cromatografia por afinidade e
cromatografia quiral — quanto pelo tipo de fase estacionaria, podendo ser classificada
em i) fase normal: coluna empacotada com moléculas de caracteristica mais polar que
a fase movel); ii) fase reversa: fase estacionaria relativamente n&o polar (por exemplo,
hidrocarboneto C8 ou C18) usada em conjunto com fases moveis muito polares (por
exemplo, aquosas). (SKOOG et al., 2009; SNYDER, 2010).

Um sistema cromatografico liquido moderno, geralmente, inclui fase movel,
bomba (transporta a fase mével liquida sob alta presséo), injetor de amostra (aplica a
amostra na coluna), coluna e detector (dispositivo que monitora e mensura os analitos
ao sairem da coluna) (HAGGER; CARR,2011).
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1.1.3.2 Espectrofotometria

Espectrofotometria € o nome dado a qualquer técnica que utiliza a luz para
medir concentracdes por meio de um espectrofotdmetro - sistema de medicéo da
absorbancia da luz (HARRIS, 2008). A Espectrofotometria de Absorgcéo na Regiao
do UV-Visivel é caracterizada como uma técnica espectroscépica (VAZ, 2010) e
como tal, sua aplicacdo em laboratérios de andlise € ampla, envolvendo pesquisas
fisicas, quimicas, bioquimicas, farmacoldgicas, etc (GALO; COLOMBO, 2009)

Os métodos espectroscipicos baseiam-se em mensurar quantitativamente a
radiacdo produzida ou absorvida pelas moléculas ou por espécies atbmicas de
interesse. No que diz respeito a absorcéo da radiacao eletromagnética, o processo se
inicia com a transferéncia de energia a qual, dependendo da espécie molecular, é
absorvida pela molécula, de modo a levar a um decréscimo de intensidade da radiacao
eletromagnética incidente. A diminuicdo do feixe incidente é regida pela lei de
absorcdo, também conhecida como Lei de Lambert-Beer (Equacdol), que
guantitativamente relaciona a grandeza da atenuacdo com a concentracdo das
moléculas absorventes e a extensdo do caminho 6tico sobre o qual ocorre a absorcéo
(SKOOG et al., 2009)

Equacédo 1 -| A=E€bC

A — Absorbancia.

€ — absortividade molar.
b — comprimento do caminho da célula.

C — Concentragao do analito.

Segundo MALUF e colaboradores (2008), a espectrometria UV-Vis ainda que
consolidada, ndo é recomendada para analise em sistemas complexos. Isso porque,
a baixa seletividade apresenta-se como uma caracteristica inerente a técnica e, assim,

pode-se diminuir o potencial analitico de uma investigagao nesse tipo de matriz.

1.1.4 Medicamentos com Métodos Verificados

O uso de medicamentos para tratamento de doencas causadas por agentes virais
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ou bacterianos, bem como os prescritos para doencas cronicas, aliado a prevaléncia
dessas patologias na populacdo, foi fator preponderante na selecdo dos

medicamentos cujos métodos oficiais foram verificados no presente trabalho.
1.1.4.1 Medicamentos antimicrobianos
1.1.4.1.1 Aciclovir

O Aciclovir (Figura 2) € um farmaco antiviral cuja indicacao terapéutica é para
o tratamento do herpes genital, oral, causadas pelo Herpes simplex virus (HSV) tipos
1 e 2; HSV-1 e HSV-2) - e do herpes zoster - Varicella zoster virus (VZV). Suas
propriedades farmacoldgicas referem-se a alta seletividade e toxicidade seletiva ao
agente infeccioso (MENDES et al., 2017).

Figura 2 - Estrutura do Aciclovir
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Fonte: A autora, 2020.
ACD/ ChemSketch Freeware, versao 2015.2.5

Tal farmaco é um analogo de nucleosideos, sendo considerado como o antiviral
mais importante no tratamento das infec¢des pelo virus HSV-1 (SILVA, 2015).

A Herpes é uma infec¢do causada por dois virus da familia Herpesviridae, o
HSV -1 e 0 HSV-2, os quais podem afetar a regido da boca, principalmente labial,
orgéos genitais e areas proximas. As formas de manifestagdo divergem de individuo
para individuo (GELLER et al., 2012). As infec¢Bes pelos virus herpes simples (HSV-
1 e HSV-2) representam as doencas sexualmente transmissiveis mais comuns a nivel
global, alcancando uma soroprevaléncia de 80% em adultos, e apresentam um amplo
espectro de acometimento clinico (JOHNSON et al., 1989; ENGELBERG et al., 2003).
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1.1.4.1.2 Cloridrato de Ciprofloxacino

Ciprofloxacino (Figura 3) é um agente antibiético da classe da fluoroquinolonas
usado no tratamento de infec¢Bes bacterianas, como infec¢des do trato urinério e
pneumonia. Inibe a replicacdo do DNA inibindo a topoisomerase do DNA bacteriano e
a DNA-girase (DAVIS; MARKHAM; BALFOUR, 1996).

Figura 3 - Estrutura do Ciprofloxacino
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Fonte: A autora, 2020
ACD/ ChemSketch Freeware, versao 2015.2.5

Um dos grandes desafios da saude publica relaciona-se a resisténcia aos
antimicrobianos, a qual tem impacto na saide humana e animal. Uma das causas para
esse problema é o uso de antimicrobianos de ma qualidade. A fim de assegurar
medicamentos eficazes e com qualidade garantida, o monitoramento de
antimicrobianos utilizados no Brasil € uma das ac¢fes planejadas pelo Ministério da
Saude. Nesse sentido, mediante as fun¢des dos laboratorios oficiais, a estruturacao e
qualificacdo na analise desses medicamentos € estratégia para contencdo da

resisténcia antimicrobiana (BRASIL, 2018).

1.14.2 Medicamento para disturbio do Sistema Nervoso Central

1.1.4.2.1 Diazepam

Diazepam (Figura 4) & um farmaco que modula o sistema nervoso,
benzodiazepinico com acéo duradoura e rapida. Seu mecanismo de acéo consiste ao
sitio alostérico nos canais iénicos de cloreto do receptor Acido Gama-Aminobutirico
Tipo A (GABA-A), o que gera um aumento da condutancia dos ions cloreto. Essa

mudanca de carga leva a uma hiperpolarizacdo da membrana neuronal e a uma
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excitabilidade reduzida do neurdnio. A indicacdo terapéutica mais comum €é para o
tratamento de transtornos de ansiedade, sendo também prescrito para a
desintoxicacdo do &lcool, convulsGes recorrentes agudas e espasmos musculares
graves e espasticidade associada a distirbios neurologicos (CALCATERRA;
BARROW, 2014).

Figura 4 - Estrutura do Diazepam
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Fonte: A autora, 2020.
ACD/ ChemSketch Freeware, versao 2015.2.5

Segundo estudo publicado pela Organizagcdo Mundial de Saude (OMS), o
transtorno de ansiedade atinge cerca de 3,6% da populacdo no mundo e, nas
Américas, essa prevaléncia possui, proporcionalmente, maior destaque por alcancar
5,6% dos seus habitantes. Nesse cenario, se evidencia o Brasil, em que 0s transtornos
de ansiedades estéo presentes em 9,3% da populagdo, caracterizando-0 como o pais

com maior numero de casos desse disturbio no mundo (OMS, 2017).

1.143 Medicamento de agao sobre o sistema cardiovascular

1.1.4.3.1 Captopril

O captopril (Figura 5) € um agente anti-hipertensivo cujo mecanismo de agao
caracteriza-se pela inibicdo competitiva da Enzima Conversora De Angiotensina
(ECA) (STULZE; TAGLIARI; SILVA, 2006). Os inibidores da ECA impedem a
conversdao de angiotensina | em Angiotensina Il - um vasoconstritor potente,

atenuando assim seus efeitos. O uso desse inibidor € a melhor alternativa de
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medicamento por via oral ou sublingual para o tratamento de crises hipertensivas,
principalmente quando o bloqueio do Sistema Renina-Angiotensina Aldosterona tenha
indicagéo preferencial, como na insuficiéncia cardiaca congestiva, Acidente Vascular
Cerebral (AVC), hipertensao arterial maligna e infarto agudo do miocardio (MARTELLI;
LONGO; SERIANO, 2008).

Figura 5 - Estrutura do Captopril
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Fonte: A autora, 2020.
ACD/ ChemSketch Freeware, versao 2015.2.5.

Segundo dados do Anuario Estatistico Farmacéutico de 2017, medicamentos
para tratamento das doencas cardiovasculares alcancaram 16,6% do total de
unidades farmacotécnicas vendidas no Brasil, o que caracteriza esse grupo de

medicamentos como lider em vendas no mercado nacional (ANVISA, 2018).

1.1.4.4 Medicamento antialérgico

1.1.4.4.1 Cloridrato de Prometazina

A Prometazina (Figura 6) é um anti-histaminico de primeira geracdo
pertencente ao grupo das fenotiazinas (PASTORINO, 2010). Sua a¢ao consiste em
inibir a liberacdo da histamina dos mastécitos ao antagonizar o receptor H1 (HR1),
impedindo os efeitos da histamina que ocorrem mediante a ligacdo dessa molécula
com quatro subtipos de receptores: receptor de histamina HR1, HR2, HR3 e HR4
(CRIADO et al., 2010).
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Figura 6 - Estrutura da Prometazina
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Fonte: A autora, 2020
ACD/ ChemSketch Freeware, versao 2015.2.5.

Essa ligacédo € responsavel por muitos sintomas das doencas alérgicas, tais
como o prurido, a rinorreia, o broncoespasmo e a contracdo da musculatura lisa
intestinal. Sua indicacdo € para o tratamento sintomatico de todos os distirbios
incluidos no grupo das reacfes anafilaticas e alérgicas (BRUNTON; DANDAM;
KNOLLMANN, 2012).

De acordo com dados da Associacao Brasileira de Alergia e Imunopatologia,
(2013) 30% da populagao brasileira possui algum tipo de alergia. Essa realidade
caracteriza o Brasil como um pais de alta prevaléncia de doencas alérgicas se

comparado a outros paises da América Latina e do mundo (FERNANDES et al., 2017).
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Realizar a Verificacdo de Métodos da Farmacopeia Brasileira para controle de

qualidade de medicamentos selecionados.

2.2 Objetivos Especificos

e Realizar a verificacdo de métodos farmacopeicos para 0s ensaios de
Doseamento de amostras de comprimidos de Aciclovir, Diazepam, Captopril e
Cloridrato de Prometazina;

e Realizar a verificacdo de métodos farmacopeicos para os ensaios de Teor do
medicamento Cloridrato de Ciprofloxacino na forma farmacéutica de solucao

injetavel de grande volume.
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3 METODOLOGIA

3.1 Meétodos Verificados

A Farmacopeia Brasileira 52 e 62 edicdo foi a fonte de busca para os métodos
de controle de qualidade de medicamentos conforme orientado pela RDC N° 37/2009.
Utilizaram-se as técnicas de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com deteccéo
por DAD e Espectrofotometria no UV-VIS.

As amostras foram oriundas do Proveme (Programa Nacional de Verificacao de
Medicamentos), Anvisa e compra comercial. Os principios ativos compreenderam
medicamentos Aciclovir (5 fabricantes e 6 amostras), Cloridrato de Prometazina (2
amostras), Captopril (3 fabricantes e 4 amostras), Diazepam (2 amostras) - na forma
farmacéutica comprimido - e Ciprofloxacino (1 amostra) solucdo parenteral de grande
volume. A Tabela 1 apresenta a relacdo dos medicamentos que foram utilizados no

presente trabalho por classificacdo quanto ao registro na Anvisa.

Tabela 1 - Quantitativo dos medicamentos verificados segundo classificacdo da

Anvisa
Principio ativo Referéncia Similar Genérico
o Uma amostra, 200 | Uma amostra, 200 | Duas amostras, 200 mg.
Aciclovir

mg. mg. Duas amostras, 400 mg.

Cloridrato de
- - Uma amostra 2 mg/mL.

Ciprofloxacino

Uma amostra, 10 mg.

Diazepam - -
Uma amostra, 5 mg.
) Uma amostra, 25 Duas amostras, 25 mg.
Captopril -
mg. Uma amostra, 50 mg
Cloridrato de Duas amostras, 25
Prometazina mg.

Fonte: Autora, 2020.
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3.2 Materiais

3.2.1

Padrbdes analiticos

As substancias quimicas de referéncia utilizadas s&o oriundas do

Departamento de Quimica do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

(INCQS). Utilizou-se padrdes da Farmacopeia Brasileira, (FB) - Aciclovir, Captopril,

Cloridrato de Prometazina, Cloridrato de Ciprofloxacino e Diazepam - e da

Farmacopeia Americana (USP) o Dissulfeto de Captopril.

3.2.2

3.2.3

Reagentes e Solventes

a) Hidréxido de Sédio em lentilhas — com baixa % de Carbonato, Vetec;

b) Agua ultra purificada;

c) Acido Cloridrico 37%, Merck;

d) Acido Acético Glacial, Merck;

e) Acido Fosforico P.A., Dinamica;

f) Metanol grau cromatografico, gradiente Lichrosolv, Merck;

g) Acetonitrila grau cromatografico 299,9%, gradiente CHROMASOLV™
Honeywell;

Equipamentos e Acessorios

a) Espectrofotdmetro modelo Cary 50 Conc, software CaryWin UV e fabricante
Varian.

b) Cromatografo liquido de alta eficiéncia, modelo Nexera-i LC 2040 3D

Plus, fabricante Shimadzu, sistema cromatogréafico integrado em maodulo

anico, composto por: bomba quartenaria, degaseificador,

autoamostrador, forno, detector UV-Vis (DAD) e software LabSolution®;

c¢) balanca semi-micro com resolucéo de 0,00001 g (Metler Toledo, Suica);

d) balanca analitica XP 205 (Metler Toledo, Suica);

e) agitador mecanico Model 75 (BurrellScientific, EUA);

f) capela de exaustao;



g) Purificador de agua, Milli-Q Integral 10 (Millipore, EUA);
h) coluna Symmetry® C18, 5 um, 4,6 mm x 250 mm;
i) coluna ACE® C18 5 pm, 150 mm x 4,6 mm.

3.3 Procedimentos

3.3.1 Condic¢des espectrofotométricas

37

As condicbes espectrofotométricas foram utilizadas para analisar o0s

medicamentos com 0s principios ativos Aciclovir, Cloridrato de Prometazina e

Ciprofloxacino:

a) Leitura com varredura, modulo Scan;

b

o O

Velocidade de leitura: Média;

Cloridrato de Prometazina — 249 nm;

3.3.2 Condic¢des cromatogréficas

)
) Overlay Data: Sobreposicdo entre os espectros.
)

Comprimentos de onda: Aciclovir — 255 nm; Ciprofloxacino 272 nm;

O Quadro 1 traz as condicdes do sistema cromatogréfico, utilizadas de

acordocom o principio ativo analisado.

Quadro 1 - Condi¢bes analiticas do sistema de cromatografia liquida para a

verificagdo de métodos doensaio de dosemanento

. Temperatura Volume Comprimento
Pr;r’:ic\:llglo do de Fluxo de Fase mével| Coluna
forno Injecéo Deteccdo (nm)
Acido | g g
Fosforico m 46
Captopril 25°C 20 uL | 1,0 mL/min 220 0,11% (viv)/ Hm, 2,
mm X 250
Metanol mm
(45:55)
Acﬁ}%ﬁ%w €185 um,
Diazepam 30°C 20 uL | 0,8 mL/min 254 150 mm x
Metanol 4.6 mm
(40:40:20) ’

Fonte: Autora, 2020.
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3.3.3 Preparo de Solugéo para verificagdo do Ensaio de Doseamento

3.3.3.1 Preparo de Solucdo Estoque de Substadncia Quimica de Referéncia

(SESQR)

As solucdes estoques foram preparadas na concentracdo de 200% e 250% da
concentracdo de trabalho dos métodos referentes a cada principio ativo, estdo

presentes na Tabela 2.

Tabela 2 - Solu¢Bes estoque de SQR preparadas para verificacdo de método de

doseamento para os principios ativos estudados

Concentracgéo
Princpio Ativo | 9¢ [T80310 = | sESQR 200% | SESQR 250% Diluente
farmacopeico
Aciclovir 0,0015% (p/v) 0,003% (p/v) 0,00375% Hidroxido de Sodio/
iclovi (p/v) Agua/ Acido
Cloridrico
Ciprofloxacino. 0,0004% (v/v) 0,0008% 0,001% Agua
HCI
Agua, acetonitrila e
alcool metilico (4:4:2)
. (método
Diazepam 20 pg/mL 40 pg/mL 50 pg/mL cromatografico)e em
Acido Cloridrico 0,1
mol/L
(Espectrofotometria)
Captopril 1 mg/ mL 2,0 mg/mL 2,5 mg/mL Acido fosférico a
0,11% (v/v) e
alcool metilico(45:55)
Cloridrato de 5 pg/mL 10,00 12,50 Acido Cloridrico
Prometazina pg/mL pg/mL 2 mol/L

Fonte: Autora, 2020.

Com essas SESQR, avaliou-se a Seletividade, Exatidéo, Linearidade e Efeito
Matriz dos métodos Farmacopeicos dos diferentes fabricantes referentes aos
medicamentos. A partir da adicdo de aliquotas crescentes da SESQR 250% a um
volume fixo de SESQR 200%,
concentragoes finais de 50%, 75%, 100%, 125% e 150% da concentracao de trabalho.

construiu-se uma curva de calibracdo nas
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3.3.3.2 Preparo de Solucao Estoque da Amostra (SEAM)

A SEAM foi utilizada para preparar as solu¢cdes amostra fortificadas, a partir de
um “pool” da amostra, sendo a sua concentracéo 200% da concentragao de trabalho,
a fim de avaliar os parametros de Seletividade, Exatidao, Linearidade, Efeito Matriz e
Exatiddo. A curva de calibracéo foi preparada a partir da fortificacdo da SEAM com a
SESQR 250%, nas concentragdes finais de 50%, 75%, 100%, 125% e 150% da
concentracéo de trabalho.

3.3.3.3 Solugdes de Substancia Quimica de Referéncia (SQR)

Prepara-se uma solucéo de substancia quimica de referéncia na concentracao
de trabalho que o método orienta. Essa solucdo permite a avaliacdo dos parametros

de Exatiddo e Efeito Matriz do método verificado.

Aciclovir — SQR CT 0,0015% (p/v).

Cloridrato de Ciprofloxacino — SQR CT 0,0004% (v/v).
Diazepam — SQR CT 0,002% (p/v) ou 20 pg/mL.
Captopril = SQR CT 1 mg/mL.

Cloridrato de Prometazina — SQR CT 5 pg/mL.

AN N NN

3.4 Verificacdo de Métodos

Para os produtos Aciclovir, Cloridrato de Ciprofloxacino, Captopril, Diazepam e
Cloridrato de Prometazina, desenvolveu-se o processo de verificacdo de métodos
para ensaios de controle de qualidade de Doseamento, a partir do estudo dos
seguintes parametros: Seletividade, Linearidade, Repetibilidade, Avaliacdo do Efeito
Matriz e Exatid&o.

A técnica de espectrofotometria de absorcdo no UV-Visivel foi utilizada para a
verificagdo de métodos no ensaio de teor dos medicamentos Aciclovir, Cloridrato de
Prometazina, e Cloridrato de Ciprofloxacino.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por UV-VIS foi
empregada na verificacdo de métodos do ensaio de Teor. Utilizou-se tal técnica para

a verificacdo dos medicamentos Captopril e Diazepam.
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3.4.1 Determinacdes da Seletividade

Realizou-se o preparo de amostras fortificadas (AMF) a partir da mistura da
SEAM 200% com a SESQR 250%, obtendo-se trés solu¢cdes nas concentracdes
correspondentes a 75%, 100% e 125%, nivel 2, 3 e 4, respectivamente da
concentracéo de trabalho descrita no método.

Para métodos cromatogréficos, a seletividade foi avaliada por meio de uma
comparacao dos sinais analiticos das solu¢des amostra fortificadas nos trés niveis,
com a solucdo SQR, comparando os sinais cromatograficos, resolucdo (quando
aplicavel) e pureza de pico. O pico do analito alvo deve ter pureza de pico > 0,98.

Em relacdo ao método espectrofotométrico realizou-se a comparacdo dos
sinais analiticos de solu¢des da curva de calibracéo no diluente com solu¢cdes amostra
fortificadas. A sobreposicdo dos espectros de varredura das solu¢des da curva de
calibracao no diluente 75%,100% e 125% da concentracao de trabalho e das solucbes
AMF2 (amostra fortificada com concentracdo de trabalho 75%), AMF3 (amostra
fortificada com concentracdo de trabalho 100%) e AMF4 (amostra fortificada com
concentragdo de trabalho 125%, demonstra a seletividade do método.

3.4.2 Determinagéo da Linearidade

A linearidade foi avaliada a partir da curva de calibracdo construida das
aliquotas crescentes da SESQR 250% adicionadas a aliquota fixa de SESQR 200%,
para obter as concentragcfes correspondentes a cinco niveis 50%, 75%, 100%, 125%
e 150%. Os calculos para a avaliagdo da linearidade basearam-se no valor do
coeficiente de correlacéo (R) = 0, 990, na investigacdo quanto a homocedasticidade
dos dados - nivel de significancia de 5% - pelo teste paramétrico de Breusch-Pagan e
o coeficiente angular significativamente diferente de zero, conforme preconizado na
RDC 166/2017.

3.4.3 Determinagéo da Repetibilidade

A repetibilidade foi avaliada a partir do Desvio Padrao Relativo (DPR) das

leituras da amostra, em quadriplicata, na concentracéo de trabalho do método. Para



41

considerar que o método seja repetitivo, o DPR tem que ser menor que 5% entre as

leituras.

3.4.4 Avaliacéo do Efeito Matriz

O Efeito Matriz foi avaliado nas concentracdes de 50 a 150% da concentracdo

de trabalho em relacéo a SESQR e a matriz fortificada de duas formas:

a) Efeito Matriz Relativo

Recuperacédo das amostras, (pela formula abaixo) cujo limite definido é de 5%;

Resposta da amostra x 100
x = —2F - 100

Resposta do SQR

Sendo:
Resposta do SQR: Absorbancia ou Area.

Resposta da amostra: Absorbancia ou Area.

b) Comparacao entre curvas SESQR vs Amostra fortificada

Construiu-se uma curva de calibracdo em solucbes de SESQR a partir de
aliquotas crescentes da SESQR 250% adicionadas a aliquota fixa de SESQR 200%,
obtendo concentracdes correspondentes a cinco niveis de 50% a 150% da
concentracdo de trabalho. Comparou-se essa curva com a curva de calibragédo
construida na matriz com o auxilio do Software ActionStat®. Avaliou-se os residuos
guanto a homocedasticidade e a normalidade; primeiro, pelo Teste de BruschPagan
em que a homocedasticidade, isto é, as variancias sao constantes ao longo do
intervalo de medicao, foi verificada quando p-valor> 0,05. Ja, a normalidade na
distribuicdo dos residuos, foi avaliada pelo Teste de Shapiro-Wilk, sendo considerada
normal a distribuicdo dos residuos quando valor de p > que 0,05.

Ao avaliar os dados e ndo havendo normalidade na distribuicdo dos residuos
e/ou ndo sendo homocedasticos, pode-se aplicar uma ponderacédo sendo uma variavel
transformada, como raiz quadrada, logaritmo e inverso. Se a variavel transformada for
homocedastica, ela pode ser usada na analise. Apés esse tratamento, avalia-se 0s
“Testes de Comparacgao” do Software ActionStat® em relacdo aos trés parametros

“Igualdade de intercepto”, “Coincidéncia” e “Paralelismo”, sendo considerado que néo



42

ha efeito matriz preponderante na avaliacgdo da amostra quando para o0s trés

parametros o valor de p foi maior que 0,05.
3.4.5 Determinacdo da Exatidao

A Exatidao foi computada de acordo com a recuperacao da amostra versus a
recuperacdo da SQR, em cinco concentracdes de trabalho (CT) (de 50 a 150%). O
calculo da exatiddo em cada nivel de concentracdo sera feito de acordo com a
equacao abaixo:

__ Resposta da amostra x 100
x= Resposta do SQR

Sendo:
Resposta do SQR: Absorbancia ou Area.
Resposta da amostra: Absorbancia ou Area.
A exatidao sera considerada satisfatéria quando a recuperacao estiver dentro
da faixa estabelecida no Quadro 2 referente a concentracéo de trabalho do ativo no

meétodo farmacopeico proposto para analise do mesmo.

Quadro 2 - Critério de aceitacdo para exatidao

Analito, % Razao do analito Unidade Recuperacdo média,
%

100 1 100% 98 — 102
10 101 10% 98 — 102
1 10 1% 97 — 103
0,01 103 0,1% 95 -105
0,001 104 100 ppm 90 - 107
0,0001 10° 10 ppm 80 -110
0,00001 106 1ppm 80 — 110
0,000001 107 100 ppb 80 — 110
0,0000001 108 10 ppb 60 - 115
0,00000001 10° 1ppb 40 - 120

Fonte: AOAC, 2016.
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Abaixo, a Figura 7, apresenta o fluxograma que guia o processo de verificacao

de método com suas avaliacdes utilizado nesse trabalho.

Figura 7 - Procedimento de verificagdo de métodos e sua avaliacdo

Ensaio de Doseamento

——  Seletividade ]—<

[oAE >

Espectrofotémetro>—{

Resolugdo

Pureza de pico

Sobreposigao
de espectros

Recuperagdo em
5 niveis de CT

_{

Fonte: Autora, 2020.

Exatidao ]

1

R>0,99

| q ¥ Curva analitica coeficiente Avaliagio Homocedasticidade

[ Linearidade 5 niveis de CT> Angular # dos residuos Normalidade

0
T | Leituras de amostras a
—[ Repetibilidade , ||| 100% CT DPR < 5%
Comparagéao Software
[ Efeito Matriz ] entre curvas >, oo~ P-valor > 0,05
SESQR e Matriz

Razdo Analito | Recuperacdo
1

98 — 102
105 80— 110
10 40-120
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Aciclovir

4.1.1 Seletividade

As Figuras 8 a 13 apresentam os dados da seletividade dos
medicamentosAciclovir.

Figura 8 - Espectros de avaliacdo da seletividade do medicamento Aciclovir do
Fabricante A — 200 mg (Referéncia)

2.0 1

|
SQR
ol -
|

(a) 75% da CT
(b) 100% da CT

o 1.0 (c) 125% da CT
<
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Fonte: Autora,2020.



Figura 9 - Espectros de avaliacao da seletividade do medicamento Aciclovir do
Fabricante A — 200 mg (Similar)
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Fonte: Autora,2020

Figura 10 - Espectros de avaliacdo da seletividade do medicamento Aciclovir do
Fabricante C — 200 mg (Genérico) |
B sor
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Fonte: Autora, 2020.
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Figura 11 - Espectros de avaliacao da seletividade do medicamento Aciclovir do

Fabricante D — 200 mg (Genérico)
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Fonte: Autora,2020.

Figura 12 - Espectros de avaliacdo da seletividade do medicamento Aciclovir do
Fabricante E — 400 mg (Genérico).
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Fonte: Autora,2020.
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Figura 13 - Espectro de avaliacdo da seletividade do medicamento Aciclovir do

Fabricante F — 400 mg (Genérico)
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Fonte: Autora, 2020.

Avaliando as Figuras 8 a 13, observou-se, conforme o0s espectros
demonstrados, que as amostras de medicamentos fortificados e a substancia
quimicade referéncia, em concentraces de trabalho de 75%, 100% e 125%
obtiveram perfis espectrofotométricos semelhantes. Sendo assim, o método
farmacopeico demonstrou ser seletivo para o ativo na presenca de outros

componentes da matriz mesmo com avulnerabilidade inerente a medida de

seletividade pela técnica espectrofotométrica.

4.1.2 Linearidade

As Figuras 14 a 19 demonstram as curvas de linearidade obtidas para
cada fabricante do medicamento Aciclovir com 0s respectivos coeficientes
angulares (a) e os coeficientes lineares (b).NaTabela 3, os dados referentes aos

coeficientes de determinacéo (R?) e correlacdo (R) sdo apresentados.
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Figura 14 - Curva de calibracdo amostra fortificada do medicamento Aciclovir do

Fabricante A (Referéncia, 200 mg)
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Fonte: Autora, 2020.

Figura 15 - Curva de calibragdo amostra fortificada do medicamento Aciclovir do
Fabricante B (Similar, 200 mg)

Curva de Calibracdo na Matriz do Fabricante B
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Fonte: Autora, 2020.

Figura 16 - Curva de calibragdo amostra fortificada do medicamento Aciclovir do

Fabricante C (Genérico, 200 mg)

Curva de Calibracdo na Matriz do Fabricante C
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Fonte: Autora, 2020.
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Figura 17 - Curva de calibracdo amostra fortificada do medicamento Aciclovir do

Fabricante D (Genérico, 200 mg)
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Fonte: Autora, 2020.

Figura 18 - Curva de calibragdo amostra fortificada do medicamento Aciclovir do

Fabricante E (Genérico, 400 mg).
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Figura 19 - Curva de calibracdo amostra fortificada do medicamento Aciclovir do

Fabricante F (Genérico, 400 mg)
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Fonte: Autora, 2020.
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Tabela 3 - Dados dos parametros de avaliagdo da linearidade do método

farmacopeico nas matrizesde Aciclovir avaliadas

Coeficiente de Correlacéao Coeficiente de Determinacéo
Fabricante

A R2=0,999 R=0,9994

B R2 =0,9998 R =0,9998

C R2 =0,9982 R =0,9990

D Rz =0,9999 R = 0,99995

E Rz =0,9999 R =0,9995

F Rz2=1 R=1

Fonte: Autora, 2020.

A Figura 20 apresenta o esquema dos resultados de avaliacdo da linearidade

do método.

Figura 20 - Esquema dos resultados de avaliacdo da linearidade do método para as

matrizes avaliadas

R>0,99: Todos os fabricante>

[ Linearidade ]

(0,6870).

Ponderacgéo (1/X) na
avaliac&o dos residuos — = p -valor> 0,05
Fabricantes: A, C,D e E. il

Residuos
Homocedastico

Residuos: Homocedasticos-
Fabricantes: B (0,7972) e F > » p—valor> 0,05

A linearidade na quantificacdo dos ativos na faixa de trabalho apresentou-se
presente no método farmacopeico para as matrizes verificadas, como se observa com
os coeficientes de correlacdo linear com valores maiores que 0,99, as andlises de
residuos apresentaram-se com variancia constante, demonstrando a
homocedasticidade na distribuicdo — conforme apresentado na Figura 20 - e os

coeficientes angulares diferentes de zero.
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4.1.3 Repetibilidade

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos na avaliacdo da
Repetibilidade do método Farmacopeico para 0s medicamentos
avaliados.

Tabela 4 - Resultados do DPR nas matrizes de Aciclovir em estudo para avaliacédo
da Repetibilidade

% DPR
Fabricante A B C D E F Resultado
0 < 5%
DPR (%) 0,3 0,6 0,5 0,4 0,2 0,5 APROVADOS

Fonte: Autora, 2020.

De acordo com os resultados da Tabela 4, os DPR apresentaram valores
menores que 5%, sendo assim foi considerado um método repetitivo para os

seis fabricantes avaliados.

4.1.4 Avaliagéo do Efeito Matriz

- Efeito matriz relativo

A Figura 21 apresenta os resultados gerados na avaliagdo do efeito

matriz relativo.
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Figura 21 - Grafico dos valores de efeito matriz relativo nas matrizes de Aciclovir em

estudo
7
< 6
o
(T
2 4
N
) 3
s
o 2
E=
9]
h 1
CT 50% CT 75% CT 100% CT 125% CT 150%
==@==Fabricante A 0,61 0,06 1,19 0,63 3,8
==@==Fabricante B 0,91 2,6 0,43 1,42 0,31
o
e=@==Fabricante C 3,91 {\6,063\; 0,99 2,71 0,5
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==@==Fabricante F 2,76 0,49 1,03 0,3 0,06

Fonte: Autora, 2020.

A avaliacdo do efeito matriz relativo demonstrou, no geral, que para as seis
matrizes verificadas ndo houve efeito matriz, porque os resultados estiveram abaixo
do limite estabelecido de 5%. Vale ressaltar, ainda, que para o fabricante C, na
concentracéo de trabalho de 75% houve presenca de efeito matriz, cuja recuperagéo
foi de 6,06%. Contudo, tal resultado néo invalida a verificacdo de método para essa
matriz, visto que na avaliacdo estatistica entre as curvas ndo foi comprovada a
presenca de efeito matriz, conforme demonstrado na Tabela 5. Adicionalmente, ha a
possibilidade de ter ocorrido um erro analitico, porque o valor obtido foi préximo do

valor tomado como referéncia nessa avaliacao.

- Comparacdao entre curvas: amostra fortificada vs SQR — Avaliacdo estatistica

A Tabela 5 mostra os resultados estatisticos da comparacédo entre curvas da

amostra fortificada e do SQR.
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Tabela 5 - Resultados da avaliagdo estatistica de parametros para a comparagao entre
a amostra de Aciclovir fortificada vs SQR

Testes de Comparacéo - p-valor.

Fabricante A B C D E F

Parametro

Intercepto | 0,42449949 | 0,9385168 | 0,92292304 | 0,94544776 | 0,82302363 | 0,21974913

Paralelismo | 0,29150313 | 0:3167087 | 083901034 | 0,95467559 | 0,98708114 | 0,38549705

" \‘

Coincidéncia | 0,56626202 ,0,0297 9611 0,97475993 [ 0,99759563 [ 0,94545026 | 0,31676144

Fonte: Autora, 2020. —

A avaliacdo estatistica comparando as curvas pelo software ActionStat®
demonstrou auséncia de efeito matriz, uma vez que, a maioria dos valores nos testes
de comparacdo entre as curvas estiveram acima de 0,05. Para o fabricante B,
observou-se que o parametro de coincidéncia p-valor foi menor que 0,05, no entanto,
tomando em conta a preposicao analitica, avaliaram-se visualmente as curvas, e

observou-se a sobreposicao entre as curvas, como mostrado na Figura 22.

Figura 22 - Avaliacdo visual gerada pelo software ActionStat® na comparacao entre
as curvas de calibragdo matriz fabricante B fortificada (grafico de linha laranja) vs SQR
(gréfico de linha verde)

Grafico: Diagrama de Dispersao
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Fonte: Autora, 2020.
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Outra abordagem utilizada na literatura e que embasa a avaliacdo do efeito
matriz, diz respeito & comparacao dos coeficientes angulares das curvas de calibragcéo
da amostra fortificada e do SQR. Um DPR de até 15% entre os coeficientes angulares
€ considerado aceitavel e, pode-se estabelecer que os constituintes da matriz nédo
alteram a resposta instrumental em relacdo a solu¢do padrdao (MATUSZEWSKI,
2006). Mediante a essa forma de estudo, o desvio padréo relativo encontrado foi de
0,49%, evidenciando a auséncia de efeito matriz do medicamento Aciclovir referente
ao fabricante B.

A partir dos dados obtidos pela avaliacdo do efeito matriz sob duas formas,
pode-se inferir gue o método farmacopeico nas matrizes analisadas ndo possui efeito
matriz e, assim, a quantificacdo do Aciclovir em meio aos excipientes dos

medicamentos de cada fabricante verificado nao é afetada.

415 Exatidao

A avaliacdo da exatiddo no doseamento do Aciclovir, a partir do método
farmacopeico, tém seus resultados apresentados na Figura 23. A concentracéo de
trabalho para a quantificacdo do Aciclovir, segundo a Farmacopeia Brasileira, € de
0,0015%. Dessa forma, a faixa de recuperacao média na avaliacdo da Exatidao € de

90% — 107%, conforme estabelecido no Quadro 2.
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Figura 23 - Resultados da recuperacdo da amostra fortificada de Aciclovir nas seis

matrizes em estudo
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Fonte: Autora, 2020.

Todos os resultados estiveram presentes nessa faixa e, isso, demonstra a
exatiddo do método compendial, para as matrizes verificadas, para a determinagéo do
teor de Aciclovir.

4.2 Cloridrato de Ciprofloxacino

42.1 Seletividade

A Figura 24 apresenta os dados referentes a avaliacdo da
seletividade do medicamento Cloridrato de Ciprofloxacino.



Figura 24 - Espectro de avaliagdo da seletividade do Cloridrato de Ciprofloxacino.
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Fonte: Autora, 2020.
O espectro apresentado entre a amostra do medicamento fortificado e a
SQR, em concentracdes de trabalho de 75%, 100% e 125% obtiveram perfis
espectrofotométricos semelhantes. O método farmacopeico demonstrou
seletividade para o ativo na presenca de outros componentes da matriz, mesmo

diante da limitacaoda técnica espectrofotométrica.

4.2.2 Linearidade

A Figura 25 apresenta a curva de linearidade obtida para a matriz
avaliada comcoeficiente angular (a), o coeficiente linear (b) e o coeficiente
de correlagéo (R).
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Figura 25 - Curva de calibragdo amostra fortificada do Cloridrato de Ciprofloxacino
(Genérico, 2 mg.ml?t)
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Fonte: Autora, 2020.

A Figura 26 demonstra o Esquema dos resultados de avaliacdo da linearidade
do método com os dados referentes ao coeficiente de correlacdo (R) da curva de
calibracdo da matriz bem como a avaliacao dos residuos.

Figura 26: Esquema dos resultados de avaliacdo da linearidade do método para a

amostra de Cloridrato de Ciprofloxacino
R>099 )

Residuos Homocedasticos —
p-valor: 0,4503 > 0,05

[ Linearidade ]

Fonte: Autora, 2020.

A avaliacdo da linearidade do meétodo farmacopeico na quantificacdo do
Ciprofloxacino sob a forma farmacéutica de solucéo injetavel apresentou R > 0,99,

residuos com distribuicdo homocedastica e o coeficiente angular diferente de zero.

4.2.3 Repetibilidade

Os dados referentes ao estudo da exatiddo no doseamento do Cloridrato de
Ciprofloxacino, a partir do método farmacopeico, tém seus resultados apresentados

na Tabela 6.
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Tabela 6 - Resultados da avaliacdo da Repetibilidade para a matriz de
Ciprofloxacino.HCI em analise

Produto Ciprofloxacino.HCI
DPR (%) 0,7
Resultado Aprovado

Fonte: Autora, 2020.

A partir dos resultados da Tabela 6, verifica-se que h& Repetibilidade do método
farmacopeico para a matriz investigada, haja vista o DPR menor que 5%.

4.2.4  Avaliagdo do Efeito Matriz

- Efeito Matriz relativo

Os resultados da avaliacdo do efeito matriz relativo para a amostra de Cloridrato

de Ciprofloxacino na Figura 27.

Figura 27 - Efeito matriz relativo da amostra fortificada Ciprofloxacino.HCI em cinco

niveis de avaliacao
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Fonte: Autora, 2020.
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Tomando-se a avaliagcao pelo efeito matriz relativo, observa-se que para 0s
cinco niveis avaliados, esse produto ndo apresentou efeito matriz relativo - valores <

5% - ao ser avaliado pelo método compendial verificado.
- Comparacdao entre curvas: amostra fortificada vs SQR — Avaliacdo estatistica
A seguir, a Tabela 7, apresenta os resultados de avaliagcdo comparativa das
curvas da amostra fortificada e SQR para a matriz de Cloridrato de Ciprofloxacino em

estudo.

Tabela 7 - Resultados da avaliagcdo estatistica de parametros para a comparacgao entre

a amostra de Cloridrato de Ciprofloxacino fortificada vs SQR

Parametro p-valor

Intercepto 0,076446172

Paralelismo 0,358411967
A RES
Coincidéncia |40,019261769'

S ———

Fonte: Autora, 2020.

A comparacao entre as curvas pelo software ActionStat®, demonstrou que no
parametro de coincidéncia o p-valor foi menor que 0,05, mas ao se avaliar as curvas
(Figura 28), pode-se inferir que, ndo ha efeito matriz para a quantificacdo do
Ciprofloxacino na matriz do produto analisado a partir do método proposto pela
farmacopeia nacional. Além disso, ao se comparar o DPR entre os coeficientes
angulares das curvas de calibracdo da amostra e SQR, obtém-se o valor de 0,99% e,
assim, é verificado a auséncia de efeito matriz — DPR<15% (MATUSZEWSKI, 2006).
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Figura 28 - Avaliacéo visual gerada pelo software ActionStat® na comparacéo entre

as curvas de calibracdo amostra de Cloridrato de Ciprofloxacino fortificada (gréfico de

linha laranja) vs SQR (gréafico de linha verde)

Grafico: Diagrama de Dispersao
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Fonte: Autora, 2020.

425 Exatidao

A exatiddo tem seus resultados de recuperacéo
Figura 29.

expostos na
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Figura 29 - Resultados da recuperacgéo da amostra fortificada de Cloridrato de

Ciprofloxacino nas cincoconcentragdes de trabalho
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Fonte: Autora, 2020.

O método farmacopeico orienta que para a analise de teor do Ciprofloxacino, a
concentracdo de trabalho seja 0,0004% (v/v). Assim, a faixa de recuperacdo média na
avaliacdo da Exatidao é 80% a 110%, conforme especificado no Quadro 2. Todos 0s
resultados estiveram dentro da faixa de recuperacdo recomendada, demonstrando a

exatidao do método sob a matriz verificada.

4.3 Diazepam

A Farmacopeia Brasileira orienta dois métodos para a analise de teor do
Diazepam, uma por técnica espectrofotométrica e outra por CLAE. O presente
trabalho realizou a verificagdo de métodos para esse ensaio em ambas as técnicas,
para uma amostra de genérico 10 mg. Ja, para a amostra de 5 mg (genérico), a
verificagdo de métodos ocorreu somente com o ensaio feito por CLAE, devido a

demanda de analise para o laboratério.

4.3.1 Fabricante | — 10 mg

431.1 Seletividade

A) Método espectrofotométrico
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A Figura 30 apresenta os espectros referentes a avaliacdo da

seletividade do método compendial para o produto avaliado.

Figura 30 - Espectro de avaliacdo da seletividade do Diazepam 10 mg.
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Fonte: Autora, 2020.

Foi observado o mesmo perfil de absorbancia espectrofotométrica entre a
matriz fortificada e o SQR, nas concentragdes de trabalho de 75%, 100% e 125%.
Devido ao mesmo perfil de absorbéncia, observa-se a seletividade do método

farmacopeico para a matriz do medicamento analisado.

B) Método cromatografico

As Figuras 31 e 32 apresentam os cromatogramas referentes a avaliagao
da seletividade do medicamento Diazepam 10 mg.
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Figura 31 - Cromatograma SQR Diazepam CT
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Fonte: Autora, 2020.

Figura 32 - Cromatograma Diazepam 10 mg AMF 100%

U
P54nm 4nnp

150 Diazepam

T T T T T T T
0.0 1.0 20 2.0 40 5.0 8.0 7.0 min

Fonte: Autora, 2020.

O sinal analitico da amostra fortificada nas concentracfes de trabalho
75%, 100% e 125%, em comparacdo com a solucdo SQR apresentou 0s
seguintes resultados, demonstrados na Tabela 8, quanto ao parametro de

pureza de pico.
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Tabela 8 - Valores referentes a avaliacao da seletividade, Diazepam 10 mg, método

cromatografico
SQR 1 AMF 2 (75%) AMF 3 AMF 4
(100%) (125%)
Pureza do Pico -
0,98

Valor Referéncia
Resultado: 0,063 0,044 -0,044 0,00047
Fonte: Autora, 2020.

Os resultados de pureza de pico para o analito alvo estiveram abaixo do valor
de referéncia, indicando a falta de seletividade do método para a presente matriz.

Vale ressaltar, no entanto, que a avaliacdo de pureza de pico deve ser
considerada uma técnica instrumental auxiliar (ERMER; MILLER, 2005), tendo em
vista a incerteza analitica que existe, também, em sistemas instrumentais, as quais,
para esse tipo de consideracdo, podem estar relacionadas conforme descrito na
literatura (DCTECH, 2020), com:

i) Limitag&do do detector DAD, devido a fatores como resolugéo espectral,
parametros de configuracdo do método de andlise espectral e do limite da
sensibilidade.

i) Falta de seletividade do detector de arranjo de diodos DAD, ja que
apenas moléculas com grupos croméforos, cuja excitacao acontece na regiao do UV-
Visivel, sdo detectadas. Dessa maneira, outros compostos cuja absorcao nao se da
nessa regiao, ndo serdo detectados e, isso, pode refletir em problemas de separacao
e deformacéo do pico durante uma analise ou pelo aumento da concentracdo da
amostra.

Se uma matriz de amostras sem analito (SQR) ou um conjunto adequado de
amostras de referéncia estiver disponivel, poderdo ser utilizados procedimentos
simples utilizando testes estatisticos. Geralmente, é feita a hipotese de que a matriz
nao afeta o sinal do analito em varios niveis de concentracéo relevantes ou em toda
a faixa linear. Para realizagédo da avaliacdo estatistica deve ser feita uma preparacéo
de dois conjuntos de amostras, um com a matriz e o outro sem a matriz (SQR), sendo
estes nas mesmas concentracdes de trabalho. Se o teste néo for significativo, a matriz
nao afeta significativamente a seletividade do método nas concentracdes de trabalho

avaliadas (Bruce et al, 1998).
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De acordo com Gonzalez e Herrador (2007), uma das formas de avaliar a
seletividade é utilizacdo da ferramenta estatistica da Analise de Variancia (Anova).

A Anova foi calculada utilizando o programa Microsoft Excel®, onde o método
sera considerado seletivo para a presente matriz se Fcalculado < Fcritico, (a=5%),
evidenciando que nao ha diferencas significativas entre o SQR e a matriz (LAPPONI,
2000). Caso seja detectada uma diferenca significativa, a matriz avaliada né&o
responde da mesma forma devido a constituintes diferenciados entre as mesmas ou
esses interferentes alteram a resposta instrumental em relagéo a solucéo padréo.

A Tabela 9 apresenta os resultados da seletividade do Diazepam no método
cromatografico. O método demonstrou seletividade, pois o valor de Fcalculado foi

menor do que o Fcritico, e o valor de p maior do que 0,05.

Tabela 9 - Andlise de Variancia - ANOVA do SQR e Matriz do Diazepam 10 mg por
CLAE

Fonte da variacao SQ gl MQ F valor-P  F critico

Entre grupos 1,1016E+11 1 1,1E+11 0,214258 0,647028 4,195972

Dentro dos grupos 1,43962E+13 28 514E+11

Total 1,45063E+13 29

Fonte: Autora, 2020.

Além disso, técnicas mais precisas, como a espectrometria de massas, podem
ser adotadas, pois a mesma apresenta uma alta sensibilidade e seletividade em
matrizes complexas (SKOOG et al, 2009) .
4.3.1.2 Linearidade

A) Meétodo Espectrofotomeétrico

A Figura 33 apresenta a curva de linearidade obtida para a matriz avaliada com

o coeficiente angular (a), o coeficiente linear (b) e o coeficiente de correlagao (R).
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Figura 33 - Curva de calibracdo no produto Diazepam 10 mg obtida pela técnica

Espectrofotométrica

Curva de Calibragao na Matriz do Diazepam 10 mg avaliada
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Fonte: Autora, 2020.

A Figura 34 demonstra o Esquema dos resultados de avaliacdo da linearidade
do método, com os respectivos valores de coeficiente de correlacdo (R) da curva de

calibracdo e da avaliacédo dos residuos.

Figura 34: Esquema dos resultados de avaliagdo da linearidade do método para a

amostra de Diazepam 10 mg, pela técnica espectrofotométrica

R>0,99 >

Residuos Homocedasticos
p-valor: 0,0916 > 0,05.

[ Linearidade ]

Fonte: Autora, 2020.

Partindo-se desses resultados, o0 método demonstra linearidade — R > 0,99,

distribuicdo Homocedastica dos residuos e coeficiente angular diferente de O.

B) Método Cromatografico

As Figuras 35 e 36 demonstram, os resultados da avaliacao da linearidade do

meétodo cromatografico investigado na matriz de Diazepam 10 mg.
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Figura 35 - Curva de calibracdo no produto Diazepam 10 mg obtida pela técnica de
Cromatografia Liquida

Curva de Calibragao na Matriz do Diazepam 10 mg avaliada

3000000,00 y = 84989x - 16396 ®
2500000,00 R =0,99984

2000000,00

£ 1500000,00

1000000,00

500000,00

0,00

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00
Concentragao

oo
.....
.....
cee®
@
.....
.o
.o
.er
oo
.....
.....
.er
ceo®

.o
.o
.o
.....
ceo®

Fonte: Autora, 2020.

Figura 36 - Esquema dos resultados de avaliagdo da linearidade do método para a

R > 0,99 >

Residuos Homocedasticos
p-valor: 0,3568 > 0,05.

amostra de Diazepam 10 mg, por CLAE

[ Linearidade ]

Fonte: Autora, 2020.

Para a presente matriz, observa-se a linearidade do método também na
realizacdo do ensaio pela técnica de cromatografia liquida, jA que o coeficiente de
correlacao foi > 0,99, a distribuicdo dos residuos deu-se de maneira Homocedastica

e o coeficiente angular foi maior que 0.

4.3.1.3 Repetibilidade

A Tabela 10 apresentam os resultados obtidos na avaliagédo da Repetibilidade

do método Farmacopeico.
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Tabela 10 - Resultado de DPR% referente a avaliagdo da Repetibilidade da matriz
de Diazepam 10 mg

Método Método Resultado
Espectrofotométrico Cromatografico
DPR (%) <5%
0,3% 0,2% APROVADOS

Fonte: Autora, 2020.

O método farmacopeico para a presente matriz se mostrou repetitivo para os

dois métodos de andlise de poténcia do ativo, segundo a monografia oficial.

4.3.1.4 Avaliacédo Do Efeito Matriz

- Efeito Matriz relativo

A) Método Espectrofotométrico.

A Figura 37 apresentada em seguida, demonstra os dados de avaliagdo do

efeito matriz relativo para o método espectrofotométrico.

Figura 37 - Resultados do efeito matriz relativo em cinco niveis de concentracdo da

matriz Diazepam 10 mg
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Fonte: Autora, 2020.
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O método, para o presente produto, apresentou efeito de matriz (resultados
>5%) no nivel mais baixo, de 50% da concentracdo de trabalho orientada pelo método.

B) Método Cromatografico

A Figura 38 a seguir, expde os resultados referentes a avaliacao do efeito matriz
relativo.

Figura 38 - Resultados do efeito matriz relativo em cinco niveis de concentragdo da

matriz Diazepam 10 mg
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Fonte: Autora, 2020.

N&o se observou para a realizacdo do ensaio de doseamento com o0 uso de
técnica cromatografica, efeito de matriz (resultados <5%) do método verificado para o
presente produto.

- Comparacao entre curvas: amostra fortificada vs SQR — Avaliagcéo estatistica

A) Meétodo Espectrofotomeétrico

Os resultados da avaliagéo estatistica entre as curvas encontram-se na Tabela

11 abaixo.
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Tabela 11 - Resultados da avaliacao estatistica de parametros para a comparagao
entre a amostra de Diazepam 10 mg fortificada vs SQR no método

espectrofotomeétrico

Pardmetro de comparacao p-valor

Igualdade de intercepto 85241x1005
Paralelismo @0138324

Coincidéncia 6,7685x 1006

Fonte: Autora, 2020.

Pelos valores de comparacdo entre as curvas, observa-se que o método
espectrofotométrico apresentou efeitos referente a matriz do medicamento em
andlise. Tal caracteristica evidencia que a quantificacdo do analito sobre essa matriz
tende a ser afetada e, assim, um resultado de doseamento dado por esse método
pode ndo representar a real quantidade de Diazepam que esta nesse produto, o que
afeta a confiabilidade analitica na geracéo de resultados com qualidade. Além disso,
observa-se que na concentracéo de trabalho de 50% o efeito matriz relativo apresenta
valor superior ao limite de 5% e ao comparar as curvas analiticas entre amostra
fortificada versus o SQR, se evidencia o efeito matriz tendo em vista a nao
sobreposicao entre as curvas principalmente nos pontos de concentracdo mais baixa,

conforme observado na Figura 39.
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Figura 39 - Sobreposicao gerada pelo software ActionStat® na comparagao entre as

curvas de calibracdo amostra de Diazepam 10 mg fortificada (grafico de linha laranja)

vs SQR (grafico de linha verde)

Grafico: Diagrama de Dispersao
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Fonte: Autora, 2020.

Convém frisar que esse efeito matriz pode ter ocorrido devido a baixa
seletividade inerente a técnica espectrofotométrica, tendo em vista que esta néo
apresenta um sistema de separacgéo acoplado ao sistema de deteccédo, como ocorre
com a CLAE. Dessa forma, pode-se inferir que a técnica espectrofotométrica pode

sofrer maior vulnerabilidade devido a presenca de interferentes na matriz.

B) Método cromatografico

Os resultados da avaliagéo estatistica entre as curvas encontram-se na Tabela

12.
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Tabela 12 - Resultados da avaliacdo estatistica de parametros para a comparagao
entre a amostra de Diazepam 10 mg fortificada vs SQR para o método

cromatografico

Parametro de comparacgéo p-valor

Igualdade de intercepto 0,485268018

Paralelismo 0,701816133

Coincidéncia 0,569765374

Fonte: Autora, 2020.

A partir dos resultados expostos, verifica-se que o método Farmacopeico por
CLAE néo sofre com os efeitos da matriz sobre a quantificacdo do analito de interesse
(p > 0,05 — Tabela 12). Dessa forma, esse método apresenta-se como mais confiavel,
se comparado ao método espectrofotométrico, na obtencdo de resultado sobre a

poténcia do ativo na presente matriz.

4.3.1.5 Exatidao

Segundo o meétodo compendial, a concentracdo de trabalho para a
quantificacdo do Diazepam é de 0,002%. Dessa maneira, a faixa de recuperacao
média na avaliacdo da Exatidao é de 90% — 107%, conforme preconizado no Quadro
2.

A) Meétodo espectrofotomeétrico

A Figura 40 apresenta os resultados de recuperagcdo do medicamento

Diazepam 10 mg nas concentracdes de trabalho estudadas.
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Figura 40 - Resultados da recuperacéo da amostra fortificada de Diazepam 10 mg nas
cinco concentracfes de trabalho sob analise da técnica espectrofotométrica
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Fonte: Autora,2020.

Observa-se que, no nivel de 50%, a recuperacdo de 108,68%, foi um pouco
maior do que o limite maximo da faixa estabelecida. Esse resultado pode ser
justificado pela presenca de efeito matriz relativo na amostra nesse mesmo ponto,
visto que é a menor concentracdo analisada sendo mais susceptivel a interferéncia da

matriz e consequentemente impactando na recuperacéo do analito.

B) Método Cromatografico

A Figura 41 apresenta os resultados referentes a recuperagdo da matriz em

estudo sob cinco concentragdes de trabalho, de 50 a 150%.
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Figura 41 - Resultados da recuperacdo da amostra fortificada de Diazepam 10 mg nas
cinco concentracdes de trabalho sob analise da técnica de Cromatografia Liquida
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Fonte: Autora, 2020.

Todos os resultados de recuperacao estiveram entre 90% e 107% para a
presente matriz, mostrando que pelo método cromatogréafico o método é exato nas CT
analisadas.

4.3.2 Fabricante Il -5 mg

4321 Seletividade

As Figuras 42 e 43 apresentam os cromatogramas referentes ao estudo da
seletividade do medicamento Diazepam 5 mg.
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Figura 42 - Cromatograma SQR Diazepam CT 100%
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Fonte: Autora, 2020.

Figura 43 - Cromatograma Diazepam 5 mg AMF 100%
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Fonte: Autora, 2020.

O sinal analitico da amostra fortificada nas concentracdes de trabalho 75%,
100% e 125%, respectivamente AF2, AF3 e AF4, em comparac¢ao com a solucdo SQR
sédo demonstrados na Tabela 13.

Tabela 13 - Valores referentes a avaliacao da seletividade, Diazepam 5 mg

Parametro SQR 1 AMF 2 AMF 3 AMF 4
(75%) (100%) (125%)
Pureza do Pico — 098
Valor Referéncia '
Resultado 0,153 0,092 0,521 0,%09

Fonte: Autora, 2020.
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Os resultados de pureza de pico para o analito alvo estiveram abaixo do valor
de referéncia, demonstrando ndo haver seletividade da presente matriz no método
compendial indicado. Entretanto, como discutido acima (se¢éo 4.3.1 — pagina 68 e 69)
€ recomendavel partir para mais uma avaliacdo. Diante disso, a analise estatistica
Anova foi calculada utilizando o programa Microsoft Excel®, onde o método sera
considerado seletivo para a presente matriz se Fcalculado < Fcritico, (a=5%),
evidenciando que néo ha diferencas significativas entre o SQR e a matriz. (LAPPONI,
2000).

Os resultados da avaliagdo de seletividade por andlise estatistica da presente
matriz apresentam-se na Tabela 14.

Tabela 14 - Andlise de Variancia - ANOVA do SQR e Matriz do Diazepam 5 mg por
CLAE
Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P  F critico

Entre grupos 945150618,1 1 9,45E+08 0,00183 0,966178 4,195972
Dentro dos grupos 1,44583E+13 28 5,16E+11

Total 1,44592E+13 29

Fonte: Autora, 2020.

O método demonstrou seletividade, porque o valor de Fcalculado foi menor do
gue o Fcritico, e o valor de p maior do que 0,05.

Ao passo que foi demonstrada a aplicabilidade do método cromatografico nas
duas matrizes de Diazepam analisadas, torna-se evidente a reflexdo quanto a
orientacado dada pela RDC 166/2017 para a avaliacdo da seletividade. No Art. 19,
paradgrafo Unico, a seletividade € instruida a ser comprovada pela pureza
cromatografica do sinal do analito, porém, o trabalho mostrou que utilizar essa fonte
de avaliacdo como uUnica pode nao ser confiavel, sendo necessaria que outras

ferramentas de avaliagdo auxiliem a investigagao inequivoca da seletividade.

4.3.2.2 Linearidade

As formas de avaliacdo da linearidade se encontram tanto na Figura 44

referente a curva de linearidade obtida para a matriz avaliada com coeficiente angular
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(a), o coeficiente linear (b) e o coeficiente de correlagéo (R) — quanto na Figura 45, a
qual demonstra os resultados dos parametros de avaliagdo de residuo e coeficiente

de correlacao (R).

Figura 44 - Curva de calibragdo no produto Diazepam 5 mg
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Fonte: Autora, 2020.

Figura 45 - Esquema dos resultados de avaliacao da linearidade do método para a

amostra de Diazepam 10 mg, pela técnica espectrofotométrica

R > 0,99 >

Residuos homocedasticos —
p-valor: 0,168619 > 0,05

Fonte: Autora, 2020.

Para essa matriz de Diazepam, observou-se a linearidade — R > 0,99,

distribuicdo homocedastica dos residuos e coeficiente angular diferente de zero.

4.3.2.3 Repetibilidade

A Tabela 15 apresenta os resultados obtidos na avaliacdo da Repetibilidade do

método Farmacopeico.
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Tabela 15 - Resultado de DPR% referente a avaliagdo da Repetibilidade da matriz
de Diazepam 5 mg

Produto Diazepam 5 mg
DPR (%) 0,7
Resultado Aprovado

Fonte: Autora, 2020.

A partir dos resultados da Tabela 15, o método é repetitivo na presente matriz
(DPR < 5%).

4.3.2.4 Avaliacéo do Efeito Matriz

- Efeito Matriz relativo

Os dados que dizem respeito ao estudo do efeito matriz relativo, encontram-se

na Figura 46.

Figura 46 - Resultados do efeito matriz relativo em cinco niveis de concentragédo da

matriz Diazepam 5 mg
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Fonte: Autora, 2020.

Para o presente produto, observa-se a auséncia de efeito matriz relativo (< 5%).
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- Comparacéao entre curvas: amostra fortificada vs SOR — Avaliacao estatistica

A Tabela 16 contém os resultados dos parametros de comparacao estatistica

entre as curvas da amostra fortificada e o padréo. Nao ha efeito matriz (p-valor>0,05).

Tabela 16 - Resultados da avaliacao estatistica de parametros para a comparagao

entre a amostra de Diazepam 5 mg fortificada vs SQR

Parametro de comparacao p-valor
Igualdade de intercepto 0,136379549
Paralelismo 0,293356875
Coincidéncia 0,18242202

Fonte: Autora, 2020.

Em harmonia ao resultado de auséncia de efeito matriz relativo, a avalicdo
desse parametro por comparacéo entre curvas de calibracdo da amostra fortificada
versus SQR, também demonstrou ndo haver efeito matriz - igualdade de intercepto,

paralelismo e coincidéncia avaliados estatisticamente, obtiveram p-valor > 0,05.

4.3.25 Exatidao

A Figura 47 expde os valores de recuperacdo do produto avaliado sob cinco
concentragdes de trabalho, de 50 a 150%. A concentracdo de trabalho do método
farmacopeico para a quantificacdo do Diazepam é de 0,002%. Dessa maneira, a faixa
de recuperacdo média na avaliacdo da Exatiddo € de 90% — 107%, de acordo com a
orientacao da AOAC (2016), presente no Quadro 2.
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Figura 47 - Avaliacdo da Exatidado - Resultados de recuperagao do analito Diazepam
5 mg sob investigac&o nas cinco concentracdes de trabalho

115
110
105 I
100

95

90

85
80
75

AMF Diazepam 5 mg

Recuperagdo (%)

CT50% mCT75% mCT100% ®CT125% mCT150%

Fonte: Autora, 2020.

Observa-se que todos os valores de recuperacdo nas concentracdes de
trabalho estudadas, estiveram dentro da faixa de recuperacdo recomendada, 0 que
caracteriza a Exatidao do método nesse produto.

4.4 Captopril

4.4.1 Seletividade

As Figuras 48 a 52 apresentam os cromatogramas referentes a avaliacdo
da seletividade das quatro matrizes de medicamentos Captopril investigadas
comparadas ao cromatograma do SQR Captopril.



Figura 48 - Cromatograma SQR Captopril CT 100%
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Fonte: Autora, 2020.

Figura 49 - Cromatograma Matriz de Captopril 25 mg, fabricante 1 (Similar)
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Fonte: Autora, 2020.

Figura 50 - Cromatograma Matriz de Captopril 25 mg, fabricante 2 (Genérico)
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Figura 51 - Cromatograma Matriz de Captopril 25 mg, fabricante 3 (Genérico)
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Fonte: Autora, 2020.

Figura 52 - Cromatograma Matriz de Captopril 50 mg, fabricante 4 (Genérico)
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Fonte: Autora, 2020.

Na Tabela 17, os resultados expressam os valores de pureza de pico e

resolucao entre as respectivas amostras em estudo e o SQR.
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Tabela 17 - Dados dos valores referentes a avaliacdo da seletividade para as

amostras de Captopril em estudos

Valor Referéncia

Parametros SQR Captopril AMF 2 AMF 3 AMF 4
(CT 75%) (CT 100%) (CT 125%)
Resolucdo Minima 2
“ Resultado 6,72 | 7,03 | 6,77 6,71
[}
e n
.8 Pureza de Pico — 0,98
g
©

F

Resultado 0,99 1 0,99 0,99

Valor Referéncia

Resolucdo Minima 2
Resultado 6,67 | 6,82 | 6,60 6,64
Pureza de Pico — 0,98

abricante 2

Valor Referéncia

& Resultado 0,99 0,99 0,99 0,99
Resultado 6,67 | 7,03 | 6.77 | 671
Pureza de Pico — 0.98

abricante 3

F

Resultado 0,99 1 0,99 1

Fabricante 4

Resultado

Resolucdo Minima 2
Resultado 6,72 | 6.82 | 657 6.64
Pureza de Pico —
Valor Referéncia 0,98
0,99 1 0,99 0,99

Fonte: Autora,2020.

Avaliando-se os cromatogramas obtidos de todas as amostras em relacdo aos

cromatogramas do respectivo padrdo bem como os valores de pureza de pico e

resolucdo cromatografica — (presentes na Tabela 17) os resultados indicam a

presenca de Captopril, sem interferéncia, nos produtos verificados do método

Farmacopeico (pureza de pico> 0,98). Assim, a seletividade da detecgdo foi

comprovada nas matrizes para o método compendial em estudo.
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442 Linearidade

As Figuras 53 a 56 demonstram as curvas de linearidade obtidas para cada
fabricante com os respectivos coeficientes angulares (a), os coeficientes lineares (b)
e os coeficientes de determinacao (R?). Ja, no esquema presente na Figura 57, ha os
resultados que se referem ao coeficiente de correlacéo (R) das curvas analiticas para

todas as matrizes e avaliagdo dos residuos.

Figura 53 - Curva de calibracdo do Captopril amostra fortificada do Fabricante 1

(Similar, 25 mg)
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Fonte: Autora, 2020.

Figura 54 - Curva de calibracdo Captopril amostra fortificada do Fabricante 2

(Genérico, 25 mg)
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Fonte: Autora, 2020.
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Figura 55 - Curva de calibracdo Captopril amostra fortificada do Fabricante 3
(Genérico, 25 mQ)
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Fonte: Autora, 2020.

Figura 56 - Curva de calibragdo Captopril amostra fortificada do Fabricante 4 (Similar,
25 mg)
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Fonte: Autora, 2020.

Figura 57 - Esquema dos resultados de avaliagdo da linearidade do método para as

quatro matrizes avaliadas
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[ Linearidade ]

Residuos: Homocedasticos- _valor > 0.05
Fabricantes: 1 (0,7995), 3 —> PV '
(0,6369) e 4 (0,6022).

Ponderacao (1/X) na
avaliacdo dos residuos — —> P- Vali > 0,05

Fabricante: 2
Fonte: Autora, 2020. Residuos

Homocedasticos
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Percebe-se que o método Farmacopeico apresenta linearidade nas matrizes
avaliadas (R> 0,99, residuos com distribuicdo homocedastica e o coeficiente angular

diferente de zero).

4.4.3 Repetibilidade

A Tabela 18 contém os resultados gerados para a avaliacdo da Repetibilidade

do método Farmacopeico nas diferentes matrizes.

Tabela 18 - Resultado de DPR% referente a avaliacdo da Repetibilidade nas quatros

matrizes de Captopril estudadas

Fabricante 1 2 3 4 Resultados
0 < 5%
DPR (%) 0,6% 0,5% 0,5% 0,6% APROVADOS

Fonte: Autora, 2020.

O método apresentou-se repetitivo para os quatro fabricantes (DPR < 5%).

4.4.4  Avaliagdo do Efeito Matriz

- Efeito Matriz Relativo

A Figura 58 contém os resultados gerados na avaliacao do efeito matriz relativo.
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Figura 58 - Gréfico dos valores de efeito matriz relativo nas matrizes de Captopril em

estudo
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=@=Fabricante 3 477 2,19 1,74 1,54 3,96
Fabricante 4 2 1,48 1,06 0,17 0,77

Fonte: Autora, 2020.

A maioria dos resultados demonstrou auséncia de efeito matriz relativo

(resultado < 5%), exceto para o fabricante 2 na concentracéo de trabalho de 50%. No

entanto, tal resultado ndo se confirma ao analisar os resultados de avaliacéo

estatistica de comparacao entre as curvas, conforme discutido adiante (Tabela 19).

Um dos fatores que podem justificar esse valor, diz respeito a um possivel erro

analitico ou flutuacdo na medi¢do do equipamento, ja que o valor obtido foi préximo

do valor tomado como referéncia nessa avaliagdo.

- Comparacdao entre curvas: amostra fortificada vs SQR — Avaliacdo estatistica

Os resultados da avaliagao estatistica entre as curvas encontram-se na Tabela

19.

Tabela 19 - Resultados da avaliacdo estatistica de parametros para a comparagao

entre a amostra de Captopril fortificada vs SQR

Testes de Comparacéao - p-valor.

Fabricante 1 2 3 4
Parametro
Intercepto 0,698180938 0,437762871 0,120591116 0,480923853
Paralelismo 0,816007545 0,294198543 0,088607336 0,482526373
Coincidéncia 0,854263663 0,49847895 0,224588001 0,771321269

Fonte: Autora, 2020.
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A avaliagdo do efeito matriz demonstrou, para todos os fabricantes a auséncia
de efeito matriz, tanto na avaliagéo relativa (valores < 5% - exceto um ponto para a
matriz do fabricante 2) quanto na estatistica — comparacao dos trés parametros das

curvas em SQR e AMF — cujo p-valor > 0,05.

445 Exatidao

A Figura 59 apresenta os valores de recuperacao para avaliagdo da exatidao
nas quatro matrizes avaliadas. A concentragéo de trabalho na monografia do Captopril
€ 1mg/mL (0,1%), assim, a faixa de recuperacdo média na avaliacdo da Exatidao é de

95% — 105%, como demonstrada no Quadro 2.

Figura 59 - Resultados da recuperacdo da amostra fortificada de Captopril nas quatro

matrizes em estudo

110

- 105
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O
<
(@4
= 100
ul
o
)
O
i
95
90 . ] . .
Fabricante 1 Fabricante 2 Fabricante 3 Fabricante 4
= CT 50% 98,31 95,23 102
CT 75% 97,92 95,2 97,81 98,52
u CT 100% 98,9 97,48 98,26 101,06
uCT 125% 101,13 99,17 101,54 100,017
uCT 150% 99,47 103,99 103,96 99,23

Fonte: Autora, 2020.

Para o fabricante 2, na concentracdo de trabalho de 50% o resultado esteve
fora da faixa de recuperagédo recomendada. Esse resultado pode ser justificado por
um erro de operacao analitica ou erro sistematico no equipamento de andlise, tendo
em vista que neste mesmo ponto para o efeito matriz relativo, também teve um

resultado fora do valor de especificacéo.



4.5 Cloridrato De Prometazina

45.1 Seletividade
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As Figuras 60 a 61 demonstram os dados da seletividade dos medicamentos

Cloridrato de Prometazina.

Figura 60 - Espectro de avaliagdo da seletividade do Cloridrato de Prometazina

fabricante | vs SQR

1.0
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.
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2 (c) AMF 100% - (d) SQR 100%

0.4 (e) AMF 125% - (f) SQR 125%

0.2
0.0 Hal
220 240 260

Wavelength (nm)

Fonte: Autora, 2020.

280
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Figura 61 - Espectro de avaliagdo da seletividade do Cloridrato de Prometazina
fabricante 2 vs SQR
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Fonte: Autora, 2020.

A técnica espectrofotométrica orientada para a andlise do teor do Cloridrato de
Prometazina demonstra, para o fabricante I, que ndo ha seletividade do método para
o presente medicamento. Sob esse contexto, observa-se a importancia da realizacéo
do processo de verificacdo, haja vista que o método farmacopeico orientado para a
determinacao da poténcia do presente ativo, no geral, foi validado sobre uma matriz
de um medicamento referéncia; porém, novos medicamentos com formulacdes
diferentes sdo constantemente registrados no pais, tanto na forma de similar quanto
na de genérico, 0s quais estdo a disposicdo da populacédo e, diante do cenario de
vigilancia pés-comercializacéo, precisam ter sua qualidade monitorada. Dessa forma,
um método que ndo possui seletividade na determinacdo quantitativa do ativo esta
comprometido para sua finalidade.

Vale ressaltar, ainda, que a realizacdo dessa verificacdo de métodos ocorreu
em Maio de 2019 sob orientacdo da Farmacopeia Brasileira 52 edicdo (2010), até
entdo vigente e, em Agosto de 2019, foi aprovada a 62 edicdo desse compéndio oficial.
Contudo, o método de doseamento do medicamento Cloridrato de Prometazina
permaneceu inalterado se comparado ao meétodo presente na edicdo de 2010. Tal
realidade leva a refletir o quanto as acdes de vigilancia sanitaria ainda né&o

acompanham as atualizacbes de produtos do mercado. Em consequéncia disso,
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pode-se gerar resultados sem confiabilidade analitica nos ensaios de qualidade

orientados para produtos criticos, como medicamentos. Isso pode ter impacto nas

acOes de promocdao e recuperacao da saude da sociedade brasileira.

No estudo de seletividade para o fabricante Il, observa-se a sobreposicéo entre

0S espectros da amostra fortificada e o0 SQR, o que demonstra a seletividade do

método para essa matriz.

45.2 Linearidade

As Figuras 62 a 63 trazem as curvas de linearidade obtidas para cada matriz

com o0s respectivos coeficientes angulares (a), coeficientes lineares (b) e os

coeficientes de correlagéo (R) e determinagéo (R?).

Figura 62 - Curva de calibracdo amostra fortificada do Fabricante | de Cloridrato de

Prometazina
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Figura 63 - Curva de calibragdo amostra fortificada do Fabricante Il de Cloridrato de

Prometazina

Curva de Calibracao na Matriz do Fabricante Il
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Fonte: Autora, 2020.

A Figura 64 apresenta o Esquema dos resultados de avaliacdo da linearidade
do método.

Figura 64 - Esquema dos resultados de avaliacdo da linearidade do método para as

matrizes de Cloridrato de Prometazina avaliadas

R>099 >

Residuos: Homocedasticos —
valor de p > 0,05.

Fabricante 1 :0,2639
Fabricante 2: 0,4294

[ Linearidade ]

Fonte: Autora, 2020.

A partir dos resultados, demonstra-se para as duas matrizes que o método é
linear (R> 0,99, Coeficiente angular diferente de 0 e Homocedasticidade — conforme
demonstrado no esquema, Figura 64, e nas Figuras 62 e 63).

4.5.3 Repetibilidade

A Tabela 20 traz os resultados obtidos na avaliacdo da Repetibilidade do

método Farmacopeico para as matrizes de Cloridrato de Prometazina avaliadas.

8,00
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Tabela 20 - Resultado de DPR% referente a avaliacdo da Repetibilidade nas matrizes

dos fabricantes 1 e 2, respectivamente, de Cloridrato de Prometazina 25 mg

Fabricante 1 2 Resultados
0 < 5%
DPR (%) 0,4 0,3 APROVADOS

Fonte: Autora, 2020.

O método mostrou-se repetitivo para as duas matrizes (DPR < 5%).

4.5.4 Avaliacao do Efeito Matriz

— Efeito Matriz Relativo

A Figura 65 apresenta os resultados de efeito matriz relativo do método

farmacopeico referentes as matrizes avaliadas.

Figura 65 - Grafico dos valores de efeito matriz relativo nas matrizes de Cloridrato de

Prometazina em estudo
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=@ Fabricante Il 17,63 8,11 6,12 5,36 8,01

Fonte: Autora, 2020.

O método Farmacopeico demonstrou, para as matrizes avaliadas, a

interferéncia da matriz, com efeito matriz relativo em todos os pontos, nos dois
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produtos, acima do valor tomado como referéncia na avaliagdo do efeito de matriz
relativo (5%). Cabe frisar que o método ja ndo demonstrou possuir seletividade para
o Fabricante | e, para o Fabricante I, apesar de ter se mostrado seletivo, houve
presenca de efeito matriz ao se comparar as curvas de calibracdo (discusséo adiante
sobre a Tabela 21) e, isso, pode ser uma razéo para observar os resultados de efeito

matriz pela comparacao relativa.

- Comparacéo entre curvas: amostra fortificada vs SQR — Avaliacdo estatistica

Os resultados da avaliacdo estatistica entre as curvas encontram-se na Tabela
21.

Tabela 21 - Resultados da avaliacao estatistica de parametros para a comparagao

entre a amostra de Cloridrato de Prometazina fortificada vs SQR.

Testes de Comparacéao - p-valor.

1

Fabricante . 2
Intercepto w 0,001044801
Paralelismo 0,136253569 0,02537778
Coincidéncia @mx 103 %1775@

Fonte: Autora, 2020.

A avaliacdo estatistica também demonstrou a presenca de efeito matriz para
os dois produtos avaliados. Além disso, ao realizar uma avaliagdo visual entre as
curvas das duas amostras (Figuras 66 e 67) de Cloridrato de Prometazina, verifica-se
gue a curva da amostra apresenta resposta menor que a do SQR, isto é, a matriz
suprimiu o sinal do analito para a amostra do fabricante 1, reduzindo a capacidade de
resposta na técnica analitica utilizada. Enquanto no fabricante 2 a resposta da amostra
€ maior que o SQR, demonstrando que o efeito dessa matriz aumenta o sinal do
analito analisado. Com a presenca do efeito matriz, ndo ha confiabilidade analitica na
aplicacdo desse método, e os resultados gerados tendem a nao representar a real

quantificacdo do analito de interesse.
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Compreende-se, portanto, que o método sugerido para a determinacgéo do Teor
de Cloridrato de Prometazina nos medicamentos analisados, ndo é aplicavel, tendo
em vista que a matriz interfere de maneira a alterar a resposta instrumental do analito
- a qual esta diretamente ligada a sua quantificacdo o que € um risco associado a um

produto de interesse sanitario, podendo gerar um dano na saude da populagéo.

Figura 66 - Comparacdo gerada pelo software ActionStat® entre as curvas de
calibracdo da matriz do Fabricante | de Cloridrato de Prometazina 25 mg fortificada
(grafico de linha laranja) vs SQR (grafico de linha verde)

Grafico: Diagrama de Dispersao
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Fonte: Autora, 2020.

Figura 67 - Comparacdo gerada pelo software ActionStat® entre as curvas de
calibracdo da matriz do Fabricante Il de Cloridrato de Prometazina 25 mg fortificada
(gréfico de linha laranja) vs SQR (gréafico de linha verde)
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Fonte: Autora, 2020.
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455 Exatidao

A Figura 68 apresenta os resultados gerados na avaliacdo do efeito matriz
relativo para os dois fabricantes de Cloridrato de Prometazina em estudo. A
concentracéo de trabalho do método compendial € de 5ppm e, conforme demonstrado
no Quadro 2, a faixa de recuperacdo para avaliar a exatiddo é de 80% -110%.

Figura 68 - Resultados da recuperacdo da amostra fortificada de Cloridrato de

Prometazina nas duas matrizes em estudo
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B CT 125% 60,8 106,12
mCT 150% 65,61 108,01

Fonte: Autora, 2020.

Observa-se que 0 método para o fabricante | ndo é exato; ja, para o fabricante

II, exceto o menor nivel de concentragéo, verifica-se a exatidao para a presente matriz

(valores dentro da faixa de 80% a 110%). O resultado referente ao fabricante | pode

ser explicado devido a falta de seletividade, j& observada inicialmente na verificagdo

do método para essa matriz. A falta de seletividade ja demonstra a ndo aplicabilidade
do referido método compendial na analise desse produto.

Em relacdo ao fabricante Il, uma recuperagao superior a 110% foi verificada

no nivel de trabalho mais baixo (50%), mas isso pode ter ocorrido devido a menor

concentracdo analisada estar mais susceptivel a interferéncia da matriz e,

consequentemente, impactando na recuperacao do analito.
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5 CONCLUSAO

Nesse estudo de verificagdo compendial foi possivel admitir a aplicabilidade
dos métodos farmacopeicos com técnica espectrofotométrica para dois principios
ativos (Aciclovir e cloridrato de Ciprofloxacino) e a ndo utilidade dessa técnica para o
doseamento de uma matriz de Diazepam avaliada — devido a presenca de efeito matriz
- e de dois fabricantes de Cloridratode Prometazina — auséncia de seletividade (para
o produto do Fabricante I), presencade efeito matriz, além de, para um fabricante
desse principio ativo, resultados de exatiddo fora da faixa de recuperagéo
recomenanda pela a AOAC na faixa de trabalho indicada pelo método. Sob essas
realidades, admiti-se a utilizacdo do método de registro do fabricante apds a
realizacdo do processo de transferéncia de métodos, como descrito no POP
65.3110.079 do Setor De Medicamentos - INCQS. Ademais, cabe salientar, em
relacdo ao método de doseamento referente ao Cloridrato de Prometazina, a
permanéncia do mesmo sem alteracées em relacdo a atualizacdo da farmacopeia;
isso, como demonstrado no presente trabalho, pode configurar a realizacdo de uma
analise sem a qualidade analitica necessaria na deteminacdo quantitativa desse
principio ativo em diferentes matrizes.

Os métodos farmacopeicos com uso de técnica cromatografica, verificados em
dois principios ativos, Captopril e Diazepam, demonstraram a adequacao para
determinacao da poténcia nas seis matrizes estudadas (duas do Diazepam e quatro
do Captopril), com resultados satisfatorios em todos os parametros avaliados. A partir
da validacéo parcial de métodos farmacopeicos foi possivel realizar uma avaliacao
satisfatoria acerca da utilizacdo dos métodos de doseamento nas matrizes estudadas
e, isso, corrobora para a confiabilidade analitica dos medicamentos analisados.
Assim, pode-se contribuir na protecdo e promoc¢do da saude da populacdo e no
fortalecimento das acdes de vigilancia sanitaria no que se refere ao desenvolvimento

técnico-cientificos nos laboratérios Oficiais.
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