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’

problemas causados pela forma como nos acostumamos a ver o mundo.’

(Albert Einstein)



RESUMO

Atualmente vém crescendo o numero de pessoas que desencadeiam hipercolesterolemia
(aumento dos niveis sanguineos de LDL-colesterol), fazendo com que aumentem a utilizacéo
de farmacos para o tratamento de pacientes que apresentam essa patologia. Os agentes
hipolipidémicos mais utilizados para o tratamento sdo os derivados do acido fibrico e as
estatinas. Neste sentido, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver e validar uma
metodologia analitica para a determinacdo individual e ou simultanea de ciprofibrato e
sinvastatina em formulacdes farmacéuticas utilizando-se para isso a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) com detec¢do UV. As condicdes cromatogréficas foram otimizadas
por meio do planejamento fatorial a partir do qual os melhores resultados de separacdo foram
obtidos com coluna C-18 (150 mm x 4,6 mm), eluicdo isocratica, fase movel constituida de
acetonitrila: metanol: 4gua (50: 30: 20), em um fluxo de 0,8 mL min™, temperatura de 40 ° C
e deteccdo em 238 nm. A metodologia proposta foi validada a partir da avaliacéo das figuras
de mérito recomendadas pela ANVISA: especificidade, linearidade, limites de deteccdo (LD)
e quantificacdo (LQ), precisdo, exatiddo e robustez, obtendo-se resultados dentro dos padrdes
recomendados. Portanto, 0 método proposto apresentou-se linear, preciso, exato e adequado
para a determinacdo de ciprofibrato e sinvastatina em formulagdes farmacéuticas podendo ser
utilizado na rotina de laboratérios de controle de qualidade.

Palavras-chave: Ciprofibrato, sinvastatina, CLAE, planejamento fatorial, funcéo
desejabilidade, validacdo de método analitico



ABSTRACT

Currently the number of people who develop hypercholesteraemia has been growing (increase
in blood of LDL-cholesterol levels), increasing the use of drugs in the treatment of patients
who have this pathology. The most used hypolipidaemic agents in treatment are fibric acids
derivatives and statins. In this sense, the objective of this work was develop and validate of an
analytical methodology for determination of ciprofibrate and simvastatin alone or in
combination in pharmaceutical formulations using High Performance Liquid
Chromatographic (HPLC) technique with UV detection. Chromatographic conditions were
optimized through design factorial starting from which the best separation results were
reached with C -18 (150 mm x 4,6 mm) column, isocratic elution, mobile phase constituted of
acetonitrile: methanol: water (50: 30: 20), flow rate of 0.8 mL min™ at 40 ° C and detection at
238 nm. The proposed methodology was validated according to ANVISA guidelines:
specificity, linearity, limits of detection (LOD) and quantification (LOQ), precision, accuracy
and robust, being obtained results inside of the recommended standards. Therefore, the
proposed method was linear, precise, accurate and appropriate for the determination of
ciprofibrate and simvastatin in pharmaceutical formulations and it may be used in the routine

of quality control laboratories.

Key words: Ciprofibrate, simvastatin, HPLC, experimental design, Derringer’s desirability

function, validation of an analytical method
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1 DELIMITACAO DO PROBLEMA E JUSTIFICATIVA

A sociedade atual estd constantemente passando por profundas transformacdes, onde a
busca por novas informacdes e 0 avanco das tecnologias vem alterando o modo de pensar e
viver das pessoas. Neste sentido, é possivel observar algumas mudangas na maneira como as
pessoas estdo se alimentando, com a busca por alimentos que poupem tempo devido ao ritmo
acelerado do dia-a-dia ganhando destaque. Entretanto, essa alimentacdo, muitas vezes, pode
ser caracterizada como sendo extremamente calOrica, rica em acguUcares e gorduras e
insatisfatoria do ponto de vista nutricional.

Nos ultimos anos, pode-se verificar que uma parcela da populacao, ainda que pequena,
se conscientizou da importancia que a alimentacdo desempenha na prevencao de doencas
crbnicas nao transmissiveis (DCNT) e passou a procurar por um estilo de vida mais saudavel.
Entretanto, ainda é possivel notar as consequéncias causadas por uma alimentacdo
desequilibrada, ja que o nimero de pessoas que desencadeiam patologias como obesidade,
dislipidemias, diabetes, hipertensdo arterial dentre outras doencas crénicas vém aumentando.
Segundo dados da Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Crdnicas por
Inquérito Telefonico (VIGITEL), cerca de 18,9 % da populacdo brasileira apresenta
obesidade, 8,9 % diabetes e 25,7 % hipertenséo arterial (BRASIL, 2017), fazendo com que
aumentem os indices de mortalidade, uma vez que estas patologias elevam o risco ao
surgimento de doencas cardiovasculares.

De acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as doencas cronicas
ndo transmissiveis (DCNT) foram responsaveis por 68 % das mortes no mundo, com destaque
para a Doenca Cardiovascular (31 %) (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017),
taxa praticamente idéntica a encontrada no Brasil e, mais de 80% das mortes ocasionadas por
Doenca Cardiovascular (DCV) no mundo ocorrem em paises de média e baixa renda
(BRASIL, 2014).

No que diz respeito a dislipidemia (excesso de lipidios no sangue), estudos
comprovam inequivocadamente que a redugdo dos niveis plasmaticos de LDL-colesterol
diminui a chance de eventos cardiovasculares, seja no caso de quem ja apresentou um evento
(prevencdo secundaria), seja no de quem nunca o apresentou (prevencgéo primaria). Portanto, a
primeira meta lipidica para prevencdo cardiovascular é o LDL-colesterol (SPOSITO et al.,
2007).
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Estudos epidemioldgicos envolvendo pacientes hiperlipémicos, (0s quais apresentam
um excesso de lipidios no sangue) mostram que, as causas para o surgimento de casos clinicos
de hiperlipidemia ou hiperlipemia podem ser tanto disturbios genéticos quanto o estilo de vida
(comportamento sedentario e dietas ricas em calorias e gorduras saturadas) (BRUNTON;
CHABNER e KNOLLMANN, 2012).

O colesterol é uma molécula essencial, pois, apresenta papéis fisioldgicos essenciais
no Nnosso organismo como, por exemplo, participar na manutencdo da integridade das
membranas celulares e constituir um percussor importante na sintese de hormonios esteroides
(NELSON e COX, 2014).

O tratamento de pacientes que apresentem disturbios lipidicos vai depender de alguns
fatores tais como: o nivel de colesterol e triglicérides plasmaticos; a presenca ou ndo de
doenca cardiaca coronariana (DCC) estabelecida; a gravidade dos fatores de riscos quando
presentes e, na avaliacdo baseada nos niveis de risco de Framinghan (escala quantitativa em
que objetiva-se prever a probabilidade de um paciente, sem historia prévia de DCC ou outra
doenca aterosclerética, desenvolvé-la em 10 anos) (NATIONAL CHOLESTEROL
EDUCATION PROGRAM, 2001; WOOD et al., 1998).

A partir do reconhecimento da hipercolesterolemia como um dos principais fatores de
risco para o surgimento de doencas cardiovasculares fez com que houvesse um
desenvolvimento de farmacos que reduzissem o0s niveis de colesterol. O principal grupo de
agentes hipolipidémicos sdo os derivados do acido fibrico, derivados do &cido nicotinico,
resinas biliares, inibidores da absor¢do do colesterol biliar e dietético e as estatinas. As
estatinas sdo 0s agentes mais bem tolerados e mais efetivos para o tratamento da dislipidemia
(NATIONAL CHOLESTEROL EDUCATION PROGRAM, 2001; WOOD et al., 1998;
STUDER et al., 2005).

As estatinas sdo substancias origindrias de cultura de fungos, sendo a primeira
substancia dessa familia isolada em 1976 de uma cultura de Penicillium citrinum, chamada de
compactina. Esta substancia revelou-se como excelente inibidora da sintese do colesterol,
porém, devido a sua toxicidade, ndo foi empregada para uso clinico (NELSON e COX, 2014;
MANO, 2005). Desde entdo, foram produzidas diversas substancias, com formulas estruturais
semelhantes, todas mostrando efeito inibidor da sintese do colesterol (BRUNTON;
CHABNER e KNOLLMANN, 2012). As estatinas reduzem as LDL-colesterol plasmaticas,
uma vez que, interferem na biossintese do colesterol pela inibicdo competitiva da 3-hidrdxi-3-

metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, que catalisa uma etapa inicial e limitante na
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biossintese do colesterol (conversdo da HMG-CoA em éacido meval6nico, por mimetizar sua
estrutura) (TOBERT, 2003).

Em 1962 foi descrito o primeiro fibrato e, desde entdo, diversos analogos foram
desenvolvidos (CHAPMAN, 2003). Os fibratos sdo derivados do acido fibrico e agem,
principalmente, no catabolismo das lipoproteinas ricas em triglicérides, baixando seus niveis e
aumentando os de HDL-colesterol (STAELS et. al, 1998), inibem também a sintese de
colesterol por meio da diminuicao da atividade da HMG-CoA redutase.

De acordo com dados divulgados pela Pesquisa Nacional de Saude (IBGE, 2015),
estima-se que 125 % (cerca de 18 milhdes) da populacdo brasileira apresenta
hipercolesterolemia. Diante do exposto, é expressivo 0 nimero de pessoas que utilizam
medicamentos cuja finalidade é reduzir os niveis de LDL-colesterol no sangue. Em certas
ocasides, o tratamento clinico de pacientes hiperlipémicos utilizando estatinas em
monoterapia acaba sendo insuficiente ou inadequado para que resultados satisfatorios sejam
alcancados. Dessa forma, os médicos acabam optando por uma associacdo de farmacos para
gue o tratamento seja mais eficaz. Uma das associac@es mais frequentemente utilizadas é a
combinacéo de estatinas e fibratos, indicada quando o paciente apresenta intolerancia a doses
mais elevadas de estatinas (XAVIER, 2005).

Segundo dados da INTERFARMA (Associacdo das Industrias Farmacéuticas de
Pesquisa) em 2017 o Brasil ocupava a 82 posi¢cdo do ranking do mercado mundial, com um
faturamento anual de cerca de 85,3 bilhGes (INTERFARMA, 2017). Visto que o faturamento
do setor farmacéutico € muito lucrativo e crescente, aumentam também os casos de
falsificagdo e adulteracdo de medicamentos. Nota-se, entdo, a importancia em verificar a
qualidade dos farmacos que sdo comercializados no pais e, para que isso seja possivel, é
necessario desenvolver métodos analiticos simples, de baixo custo e que fornecam respostas
rapidas e precisas, visto que ainda existe uma grande parcela de farmacos que ndo apresentam
um método de determinacdo oficial na Farmacopeia Brasileira, o que acaba dificultando a
analise de qualidade destes.

Neste sentido, este trabalho propbe o desenvolvimento e a validagdo de uma
metodologia para a determinacdo e quantificacdo de ciprofibrato e sinvastatina em

formulagdes farmacéuticas, utilizando a técnica de CLAE com deteccéo UV.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FALSIFICACAO E FISCALIZACAO DE MEDICAMENTOS

Segundo a Farmacopeia Brasileira, “medicamento é o produto farmacéutico,
tecnicamente, obtido, ou elaborado, que contém um ou mais farmacos e outras substancias,
com finalidade profilatica; curativa; paliativa; ou para fins de diagnostico e incluem, por
exemplo: medicamento de referéncia, genéricos, similar e fitoterapicos” (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

Segundo dados da INTERFARMA (Associacdo das Industrias Farmacéuticas de
Pesquisa) em 2017 o Brasil ocupava a 8?2 posicdo do ranking do mercado mundial, com um
faturamento anual de cerca de 85,3 bilhdes (INTERFARMA, 2017). Visto que o faturamento
do setor farmacéutico € muito lucrativo e crescente, aumentam também os casos de
falsificacdo e adulteracdo de medicamentos.

Vérios fatores contribuem para a falsificacdo de medicamentos. Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude, por comprometer uma parte da renda familiar, a compra de
medicamentos muitas vezes é feita em lugares mais baratos, em pontos de venda que nem
sempre sdo regulamentados, e isso aumenta as chances de que o medicamento comercializado
seja falsificado. Outro fator que contribui para o aumento da falsificacdo é o crescimento do
comércio internacional de ingredientes farmacéuticos e medicamentos, dificultando sua
rastreabilidade até a origem. E comum a prética de reembalar medicamentos com novos
rotulos antes que este chegue ao seu destino final, para ocultar o pais de origem do laboratério
clandestino (WHO, 2018).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e a Federacdo Internacional das
AssociacOes de Fabricantes de Produtos Farmacéuticos (IFPMA), medicamentos falsificados
sdo aqueles deliberada e fraudulentamente rotulados de forma incorreta com relacdo a
identificacdo e/ou fonte. A falsificacdo pode se aplicar tanto a produtos de marca quanto a
genéricos, sendo que 0s mesmos podem incluir produtos com os principios corretos ou
incorretos, sem principios ativos, com principios ativos insuficientes ou com embalagem falsa
(ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2005).

Além dos efeitos na salude da populacdo, a falsificacdo pode também abalar a
confianca da populacéo nos sistemas de saude, nos profissionais de satde, nos fornecedores,
nos vendedores de medicamentos originais, nas industrias farmacéuticas e até a credibilidade
da autoridade sanitaria (WHO, 1999).
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A falsificagdo de produtos comerciais € uma pratica antiga que ocorre em muitos
paises e € motivada principalmente pelos enormes lucros obtidos. O comércio de
medicamentos falsificados parece estar disseminado internacionalmente e afeta, tanto paises
em desenvolvimento, quanto paises desenvolvidos. Na ultima década, a questdo tem chamado
a atencdo dos governos e do publico, como nunca. A disseminacdo de medicamentos
falsificados é geralmente mais pronunciada em paises onde a fabricagdo, importagdo,
distribuicdo, fornecimento e venda de medicamentos sdo menos regulamentados e o
cumprimento das leis pode ser mais fraco. As informacgdes correntes indicam que a
falsificacdo de medicamentos est4 se tornando cada vez mais sofisticada, o qual implica na
necessidade das autoridades responsdveis manterem a questdo sob constante reviséo
(ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2005).

Em paises industrializados (como por exemplo, os Estados Unidos, a maior parte da
Europa, a Australia e o Japdo), com sistemas rigorosos e eficazes de fiscalizacdo, além do
controle de mercado, as falsificaches representam menos de 1 % do mercado de
medicamentos. Nos paises em desenvolvimento a escala do problema é desproporcionalmente
maior, estima-se que as vendas de medicamentos falsificados representem cerca de 10 a 30%
do mercado. Segundo a OMS, diversos paises da Africa, parte da Asia e da América Latina
possuem areas com estimativas ainda maiores, superando os 30% (WHO, 2018).

No Brasil, entre 1997 e 1998, o Ministério da Saude (MS) chegou a registrar 172 casos
de falsificacdo, provocando questionamentos na sociedade sobre a qualidade e a seguranca
dos produtos comercializados nacionalmente. A partir de entdo, varias medidas foram
adotadas pelo governo, dentre elas a aprovacdo da Politica Nacional de Medicamentos, que
garante a populacdo o acesso a medicamentos seguros e eficazes, bem como ac¢des reforcadas
com a criacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 1999. Apds a
criacdo da ANVISA, entre 1999 e 2003, apenas 7 falsificacdes foram confirmadas (ANVISA,
2004).

A Portaria n° 2.814 do Ministério da Saude, de 29 de maio de 1998, determina que a
qualidade dos medicamentos seja assegurada e que seja punida a empresa que comercializar
medicamentos falsificados, adulterados ou fraudados (BRASIL, 1998).
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2.2 COLESTEROL

O colesterol é sem duvida o lipidio que recebe maior destaque em decorréncia da forte
correlacdo entre os seus altos niveis no sangue e a incidéncia de doencas cardiovasculares.
Muito menos divulgado é o papel crucial do colesterol como um componente das membranas
celulares e como precursor dos horménios progesterona, andrdgenos, adrenocorticoides,
estrogénios e dos &cidos biliares (NELSON e COX, 2014). A estrutura desse composto de 27
carbonos, como mostra a Figura 1, sugere uma via biossintética complexa, porém todos os
seus atomos de carbono séo fornecidos por um Unico precursor — o acetato (NELSON e COX,
2014).

Figura 1 - Estrutura do colesterol e do seu principal precursor, o acetato

//o
HaC—%
o HsC
Acetato
CH,
CH,4
CH,4 HsC
HO
Colesterol

Fonte: Adaptado de: NELSON, D.L., COX, M.M. Principios de Bioquimica de Lehninger. Tradugdo: Ana
Beatriz Gorini da Veiga, et al. 6. Ed. Porto Alegre: Artmed, 2014, p. 860

2.3 ESTATINAS

As estatinas sdo metabdlitos de fungos que atuam como potentes inibidores
competitivos da enzima HMG-CoA redutase. A primeira substancia dessa familia foi isolada
em 1976, de uma cultura de Penicillium citrium, chamada compactina (MANO, 2005). Essa
substancia revelou-se excelente inibidora da sintese do colesterol, mas, devido a sua
toxicidade, ndo apresentou condi¢Ges para o uso clinico. Posteriormente, foi isolada a
lovastatina da cultura do Aspergillus terréus (1980) com as mesmas propriedades da

substancia anterior, mas com menor toxicidade (YAMAMOTO et al.,, 1986). Desde a
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aprovacado da lovastatina pelo Food and Drug Administration (FDA) em 1987, outras estatinas
foram aprovadas.

Todas as estatinas apresentam um grupo lateral estruturalmente semelhante a8 HMG-
CoA, e devido a esta semelhanca as estatinas sdo inibidores competitivos da HMG-CoA. A
pravastatina, sinvastatina, mevastatina (compactina) e a lovastatina sdo metabdlitos fungicos,
sendo que cada um desses farmacos contém um anel hexaidronaftaleno. A Figura 2 apresenta
as principais diferencas estruturais entre esses farmacos. A lovastatina difere da mevastatina
pela presenca de um grupo metil em R,. Existem duas cadeias laterais principais, sendo uma
delas um hidroxiacido, que se assemelha a do composto intermediario na reacdo da HMG-
CoA redutase e a outra um éster metilbutirato (no caso da pravastatina e lovastatina) ou um
éster dimetilbutirado (na sinvastatina) (YAMAMOTO et al., 1986).

Figura 2 - As estatinas como inibidores da HMG-CoA redutase, uma comparacdo entre suas estruturas, o que as
diferem entre si

O§ O
HO
o OH Ri=H R,=H Compactina
1 R;= CH; R,= CHj; Sinvastatina
R Ri=H  R.,=OH Pravastatina
o) Ri=H R,= CHj; Lovastatina
CHg CH,
CHj
2
R

Fonte: Adaptado de: NELSON, D.L., COX, M.M. Principios de Bioquimica de Lehninger. Tradugdo: Ana
Beatriz Gorini da Veiga, et al. 6. Ed. Porto Alegre: Artmed, 2014, p. 872

A rosuvastatina € a estatina sintética mais recente, tendo sido aprovada em agosto de
2003 pelo FDA (KAJINAMI; TAKEKOSHI e SAITO, 2003; MUKHTAR; REID e
REVKLESS, 2005; CAMPO e CARVALHO, 2007). A pravastatina € um dos melhores
inibidores da enzima HMG-CoA redutase, devido ao seu grupo hidroxil, que resulta em
hidrofilicidade bem maior do que a dos outros inibidores da HMG-CoA redutase (BAUER et
al., 2005).

As estatinas empregadas clinicamente sdo: a lovastatina (Mevacor®), a pravastatina
(Pravacol®), a sinvastatina (Zocor®), derivado semi-sintético, a fluvastatina (Lescol®),

primeiro agente totalmente sintético, derivado da mevalonolactona produzido na forma
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racémica (WERMUTH, 1996). A nova geracdo de estatinas sintéticas, enantiomericamente

puras, é representada pela atorvastatina (Lipitor®) e pela rosuvastatina (Crestor®).

2.3.1 Sinvastatina

A sinvastatina € um agente redutor do colesterol derivado sinteticamente de um
produto de fermentacéo do Aspergillus terréus (MERCK, 2010). A sinvastatina é ingerida sob
a forma de uma lactona inativa e ¢ hidrolisada, no figado, para a forma ativa (B-hidroxiécido)
que é um inibidor da HMG-CoA redutase, enzima que catalisa um passo precoce e limitante
da taxa de biossintese do colesterol.

Os principais metabolitos da sinvastatina presentes no plasma humano sdo o -
hidroxiacido e quatro metabdlitos adicionais. Estudos revelam que, a concentracdo plasmaética
méaxima € atingida com 1,3 a 2,4 horas ap0s a ingestdo da dose (MERCK, 2010).

A sinvastatina é bem absorvida e passa por ampla extracdo hepatica de primeira
passagem. A extracdo no figado depende do fluxo sanguineo hepético. O figado € o principal
local de acdo, com excrecdo posterior dos equivalentes do farmaco na bile.
Consequentemente, a disponibilidade do farmaco ativo na circulacdo sistémica € baixa. Sua
meia-vida média € de 1,9 horas. A eliminacdo da sinvastatina ocorre pela urina e
principalmente pelas fezes (MERCK, 2010).

A Tabela 1 apresenta as propriedades fisico-quimicas para a sinvastatina.

Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas da sinvastatina

Nome (IUPAC) (1S,3R,75,85,8aR) -1,2,3,7,8,8aHexahidro-3,7-dimetil-8- {2- [ (2R4R) -
tetrahidro-4-hidroxi-6-oxo-2H-piran-2-il] etil} -1- naftil 2,2-dimetilbutirato

Substancia (Sigla) Sinvastatina (S1M)

Foérmula molecular CosH3505

Massa molecular 418,56

Ponto de fuséo 135-138°

pKa 4,68

Solubilidade Insoltvel em 4gua (0,03 g L™) e HCI 0,1 M (0,06 g L™) e soltvel em cloroférmio

(610 g L™), metanol (200 g L™), etanol (160 g L), polietilenoglicol (70 g L™) e
NaOH 0,1 M (70 g L)
Cor Branco

Aspecto fisico P6 fino e cristalino

Fonte: Adaptado: Pubchem, Open Chemistry Database.
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A Figura 3 mostra a estrutura quimica da sinvastatina.

Figura 3 - Estrutura quimica da sinvastatina (SIM)

Fonte: Adaptado de: POLONINI et al. Desenvolvimento e validagcdo de método analitico para determinagéo do
teor de sinvastatina em capsulas magistrais. Quimica Nova, v. 34, n. 3, p. 516-519, 2011

2.4 FIBRATOS

Os fibratos sdo uma das classes de medicamentos utilizados no tratamento de
dislipidemias, pois, diminuem a concentracdo plasmatica de triglicerideos (TG), aumentam a
concentracdo de lipoproteinas de alta densidade (HDL), potencializam a eliminacdo de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e tém um papel importante no controle das
dislipidemias mistas (BIGHETTI et al., 2009; SANTOS, 2001).

Os fibratos empregados clinicamente sdo: clofibrato, bezafibrato, genfibrozil,
etofibrato, fenofibrato e ciprofibrato. Ndo existe grande diferenga de poténcia entre eles.
Todos sdo metabolizados pelo figado e excretados pelos rins. A Figura 4 mostra a estrutura

dos fibratos que séo utilizados clinicamente.
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Figura 4 - Fibratos disponiveis na terapéutica
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Fonte: Adaptado de: Polidoro, A. Estudo da sintese de prd-farmacos dendriméricos potencialmente
cardiovasculares contendo rosuvastatina e 4cido acetilsalicilico. 2013, 212f. Dissertagdo (Mestrado
em Farmaco e Medicamentos Area de Insumos Farmacéuticos) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
USP, Séo Paulo, SP, 2013.

2.4.1 Ciprofibrato

O ciprofibrato é rapidamente absorvido pelo trato gastrointestinal. O metabolismo do
ciprofibrato envolve dois tipos de reacdes: as reagdes de fase | (catabdlicas) e as de fase Il
(anabolicas). Nas reacbes de fase I, o citocromo P450 combina-se com a molécula do
ciprofibrato, sofre reducdo, oxidacdo, hidroxilacdo, resultando num farmaco oxidado e a
regeneracdo da enzima P450, sendo este processo conhecido como funcionalizacdo, ou seja,
induz-se na molécula do ciprofibrato um grupo reativo que serve de ponte de ataque para a
conjugacdo. As reacOes de fase Il sdo anabolicas, envolvem a conjugacao deste grupo reativo
introduzido na fase | com o glicuronideo, processo este conhecido como glicuronizagédo, que

ocorre no figado. Consequentemente, ha a formacao de um conjugado glicurdnico polar, que é
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excretado facilmente pelos rins (RANG et al., 2007). E excretado na urina inalterado ou como
conjugados glicuronideos (BRUNTON, 2012).

A Tabela 2 apresenta as propriedades fisico-quimicas para o ciprofibrato.

Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas do ciprofibrato

Nome (IUPAC) 2-[4-[(1RS)-2,2-Diclorociclopropil] fenoxi]-&cido-2-metil-propandico

Substancia (Sigla) Ciprofibrato (CPF)

Férmula molecular C13H14Cl,04

Massa molecular 289,2

Ponto de fuséo 114 -116 °C

pKa 3,65 *

Solubilidade Praticamente insolGvel em &gua; Facilmente sollvel em etanol anidro e soldvel
em tolueno

Cor Branco ou levemente amarelo

Aspecto fisico Pé cristalino

Fonte: Adaptado de: EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 7th ed., Council of Europe. Strasbourg: EDQM, 2013;
* HUTTEMANN, H.; BLASCHKE, G. Achiral and chiral determination of ciprofibrate and its
glucuronide in human urine by capillary electrophoresis. Journal of Chromatography B, v. 729, n. (1-
2), p. 33-41, 1999

2.5 METODOS ANALITICOS PARA A DETERMINACAO DOS FARMACOS EM
ESTUDO

Séo reportados na literatura diferentes técnicas analiticas ja desenvolvidas e validadas
para a quantificacdo de estatinas e fibratos, em matrizes bioldgicas e formulacdes
farmacéuticas, incluindo a espectrofotometria UV-VIS (WANG e ASGHARNEJAD, 2000;
BASAVAIAH e THARPA, 2008; SOURI e AMANLOU, 2010; NASCIMENTO et al., 2011.
HELLWIG, 2014; OLIVEIRA et al., 2014; RAMADAN; MANDIL e SABOUNI, 2015),
métodos eletroquimicos (KOMORSKY e NIGOVIC, 2006; DOGAN; USLU e OZKAN,
2007; TAKEDA et al., 2012) e cromatograficos (KIM et al., 2004; ASHFAQ et al., 2007;
ASHFAQ et al., 2008; SILVA, 2009; HEFNAWY; AL-OMAR e JULKHUF, 2009; JAIN et
al., 2012; PHANEEMDRA e NAGAMALLESWARI, 2015).
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2.5.1 Espectrofotometria UV-VIS

S&o encontrados na literatura trabalhos que empregaram a espectrofotometria para
determinacéo de estatinas e fibratos separadamente empregando medidas de absorcdo no UV
(WANG e ASGHARNEJAD, 2000; JAIN et al.,, 2009; SOURI e AMANLOU, 2010;
NASCIMENTO et al., 2011; HELLWIG, 2014; OLIVEIRA et al., 2014; RAMADAN;
MANDIL e SABOUNI, 2015) como também medidas na regido do Vis (BASAVAIAH e
THARPA, 2008; THARPA et al., 2010) do espectro.

Wang e Asgharnejad (2000) desenvolveram um método espectroscopico UV de
segunda derivada com absor¢cdo maxima em 243 nm, para a determinagdo de sinvastatina em
formulagbes farmacéuticas. Quando comparado com o método UV direto, a espectroscopia
UV de segunda derivada eliminou as interferéncias de excipientes absorventes de UV. O
método apresentou linearidade na faixa de 5 — 15 pg mL™, foi preciso e exato, com valores de
recuperagéo entre 98,1 e 99,6 % para as formulagOes analisadas.

Jain et al. (2009) desenvolveram um método espectrofotométrico simples, preciso,
sensivel e altamente seletivo para a determinacdo simultanea de sinvastatina e ezetimiba. A
sinvastatina foi determinada por meio de um método de dupla onda em 223 e 254,5 nm, ja a
ezetimiba foi estimada em 258,5 nm. O método mostrou-se linear na faixa de 1 — 25 pg mL™
com recuperacao média de 99,0 % e 99,65 % de sinvastatina e ezetimiba, respectivamente.

Souri e Amanlou (2010) desenvolveram um método espectrofotométrico derivado de
primeira ordem para a determinacdo de sinvastatina e ezetimiba em forma de dosagens
combinadas. As medidas foram realizadas em 219 e 265 nm para a sinvastatina e ezetimiba,
respectivamente. O método foi linear no intervalo de 2 — 40 pg mL™ para a sinvastatina na
presenca de 10 pg mL™ de ezetimiba a 219 nm e de 1 — 20 pg mL™ na presenca de 20 pg mL"
! de sinvastatina a 265 nm, com valores de recuperacéo entre 98 — 105 % para as amostras
analisadas.

Nascimento et al. (2011) desenvolveram um metodo espectrofotométrico na regido do
ultravioleta para a determinacdo de ciprofibrato em comprimidos. A méxima absorcdo foi em
233 nm. O método apresentou linearidade na faixa de 6 — 14 ug mL™, foi exato e preciso, com
valores de recuperagéo entre 99,47 — 100,84 % para as formulagdes analisadas.

Hellwig (2014) desenvolveu e validou um método simples, rapido e de baixo custo por
espectrofotometria no ultravioleta para a determinacdo de ciprofibrato em formulagoes
farmacéuticas disponiveis comercialmente. A maxima absorcdo foi em 233 nm. O método

apresentou-se linear na faixa de 8,0 — 24 ug mL™. O autor analisou os parametros de
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especificidade e verificou que ndo houve interferéncia dos excipientes na determinagdo do
farmaco. O método foi exato e preciso com percentagens de recuperagdo média de 99,15 %
para comprimidos e 102,59 % para capsulas.

Oliveira et al. (2014), desenvolveram uma metodologia para a determinacdo de
sinvastatina em formulacgdes farmacéuticas com absorcéo na regido do ultravioleta. A maxima
absorcéo foi em 239 nm. O método apresentou linearidade na faixa de 2 — 20 pg mL™ e os
limites de quantificacdo e de deteccdo foram calculados a partir da linearidade como 0,95 e
0,28 ug mL™, respectivamente. Também foi preciso e exato, com valores de recuperagdo
entre 95,67 e 104,09 % para as formulacGes analisadas.

Ramadan; Mandil e Sabouni (2015), propuseram um método para a determinacao de
atorvastatina célcica nas formas pura e em formulagbes farmacéuticas utilizando iodo em
acetonitrila. O método é baseado na oxidacdo da atorvastatina, levando a formacdo de um
complexo triiodeto (I3) o qual apresenta absorbancia entre 291 a 360 nm. O método
apresentou linearidade na faixa de concentracdo de 0,5586 — 11,173 pg mL™, o limite de
deteccdo e quantificagio foi de 0,056 ¢ 0,17 pg mL™, respectivamente. Segundo os autores, 0
método foi seletivo, preciso, exato para a determinacdo de atorvastatina em comprimidos e
n&o sofreu interferéncias dos excipientes, com recuperacédo de 99,45 — 102,4 %.

Basavaiah e Tharpa (2008) propuseram a determinacdo espectrofotométrica da
sinvastatina em formulacGes farmacéuticas a partir da reacdo em meio acido do principio
ativo com bromo (reacdo de bromacéo), na qual, o0 bromo encontra-se em excesso. O bromo
gue ndo reagiu é determinado a partir de uma reacdo com p- fenilenodiamina (PPDA),
levando a formacgdo de um produto com coloragdo vermelho e absor¢do maxima em 510 nm
ou com o- dianisina (ODA) com absorbancia em 470 nm. A Lei de Beer é obedecida no
intervalo de concentracdo de 20 a 120 pg mL™ para a reagdo com PDDA e 2 a 12 ug mL™
com ODA. Os autores calcularam as absortividades molares para ambas as reacdes,
encontrando os valores de 2,24 x 10 e 1,91 x 10* dm® mol™® cm™ para 0 PPDA e ODA,
respectivamente. Os limites de detecgdo (LD) e de quantificagdo (LQ) para o PPDA foram de
2,96 e 8,97 pg mL™, respectivamente, e para 0 ODA foram de 0,14 e 0,42 pg mL™,
respectivamente. A recuperacgéo foi de 97,38 — 103,4 % e a reagdo com o ODA mostrou-se
mais sensivel, quando comparado com o PPDA.

Tharpa et al. (2010) propuseram a determinagdo da sinvastatina utilizando o
permanganato de potassio como reagente oxidimétrico. Em um dos métodos, a sinvastatina
foi tratada com um excesso conhecido de permanganato em meio de &cido acético e, o

oxidante que ndo reagiu absorve em 550 nm. No outro método, a reagéo entre a sinvastatina e
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0 permanganato ocorre em meio alcalino e o produto (manganato) absorve em 610 nm. No
primeiro método, a absorbancia diminui com o aumento da concentragdo enquanto que, no
segundo método a absorbancia aumenta. Os métodos demonstraram linearidade na faixa de
1,47 - 17,67 x 10° e 2,27 — 27,18 x 10° mol L™ para o primeiro e segundo método,
respectivamente. Ambos os métodos foram aplicados e apresentaram alta capacidade de
recuperacdo, boa exatiddo e precisdo sem interferéncia mensuravel dos excipientes em meio
acido e com interferéncia no meio alcalino, sendo neste caso indicada uma etapa prévia de
extracdo com cloroférmio.

Embora os métodos espectrofotométricos apresentem uma ampla aplicagdo, por se
tratar de técnicas que apresentam baixo custo e simplicidade, sdo comumente utilizados com

maior confiabilidade para analise de amostras que contenham um Unico analito de interesse.

2.5.2 Métodos Eletroquimicos

Na literatura existem poucos relatos sobre a utilizacdo de métodos eletroquimicos para
a determinacdo de estatinas e fibratos em formulaces farmacéuticas. Komorsky e Nigovic
(2006) investigaram as propriedades eletroquimicas da sinvastatina na forma solida e em
solucdo, a fim de desenvolver métodos para a analise qualitativa e quantitativa de sinvastatina
em farmacos. A analise foi feita em eletrodos de grafite e de mercurio. As microparticulas
solidas de sinvastatina foram imobilizadas mecanicamente sobre a superficie do eletrodo de
grafite, o qual foi imerso em uma solucdo eletrolitica. As microparticulas foram oxidadas em
1,1 V. A sinvastatina foi solubilizada em acetonitrila 0,1 mol L™ com KH,PO, — Na,B40;
tampdo pH 7 e foi fortemente adsorvida na superficie do eletrodo de mercurio. A sinvastatina
adsorvida foi reduzida em um potencial de -1,45 V. Segundo os autores, 0 método foi bem
eficaz para a determinacdo de sinvastatina nas formulagc6es analisadas.

Dogan; Uslu e Ozkan (2007) estudou o comportamento eletroquimico da atorvastatina
calcica sobre eletrodos de carbono vitreo (CV) e diamante dopado com Boro (DDB). O
método apresentou-se linear na faixa de concentragdo de 9,65 x 107 a 3,86 x 10 mol L™ em
meio de &cido sulfirico 0,1 mol L™. Os limites de deteccdo foram estimados em 2,05 x 107
mol L™ para o eletrodo de CV e 1,31 x 107 mol L™ para o eletrodo de DDB. O método foi
aplicado com sucesso na determinacdo de atorvastatina célcica em medicamentos, plasma
humano e urina.

Takeda; Janegitz; Medeiros e Mattoso (2012) desenvolveram um eletrodo de carbono

vitreo modificado com nanotubos de carbono com multicamadas funcionalizados com um
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filme de cloridrato de polialilamina (CNTs-PAH) para determinar ciprofibrato em
formulagbes farmacéuticas utilizando a voltametria de pulso diferencial. O filme foi
previamente avaliado e caracterizado com a técnica de potencial zeta e microscopia eletronica
de varredura. Os voltamogramas de pulso diferencial apresentaram um pico de oxidagdo do
ciprofibrato em 0,98 V em uma solucdo de tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0). A curva
analitica foi linear na faixa de concentragdo de 1,33 x 10®° — 1,32 x 10 mol L™ com limite de
deteccdo de 8,34 x 10 mol L™ . O método desenvolvido foi preciso e exato e os resultados
estdo de acordo com os obtidos pelo método cromatografico com um nivel de confianca de
95 %.

Apesar dos métodos eletroquimicos apresentarem alta sensibilidade, seletividade,
estabilidade e versatilidade, existe ainda poucos relatos na literatura que reportem a sua
utilizacdo para a determinacdo dessa classe de farmacos em formulacbes farmacéuticas,
muitas vezes pelo fato da confeccdo dos eletrodos modificados envolverem um processo

meticuloso, e, dessa forma, acabam dificultando a sua utilizac&o para esta finalidade.

2.5.3 Métodos Cromatogréficos

Séo encontrados na literatura trabalhos que empregam a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com detecgdo UV para a determinacdo de estatinas e fibratos em amostras

bioldgicas e formulacdes farmacéuticas, alguns dos quais sdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Trabalhos encontrados na literatura para a determinacao de agentes hipolipidémicos empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

(continua)
Fluxo Tempo de
Coluna Fase Movel (mL min™) Detector Farmaco corrida Faixa Aplicacdo Recuperacéo Referéncia
(min) Linear (%)
C - 18 Capcell ACN:
Pak (250 mm Tampéo 0,5 uv Sinvastatina 28,7 0,5-20ng Plasma Humano 89,7 KIM et al. (2004)
x 1,5 mm, I.D. fosfato de mL*?
5um) potassio
(65:35)
C-18(250 ACN:
mm X 4,6 mm, Tampéo Sinvastatina e 20 -60 pg Formulagdes 99,12 ASHFAQ et al.
I.D. 5pum) acetato de 1,5 uv ezetimiba 10 mL™* farmacéuticas (2007)
aménia
(70:30)
C-18(250 ACN:
mm X 4,6 mm, Tampao Sinvastatina e 60 — 420 ug Formulagdes 100,89 ASHFAQ et al.
[.D. 5um) acetato de 1,0 uv genfibrozila mL™* Farmacéuticas (2008)
amodnia 8 (GEM)e 1
(85:15) —7ugmL™?

(SIM)
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Tabela 3 — Trabalhos encontrados na literatura para a determinagao de agentes hipolipidémicos empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

(continuacdo)

Fluxo Tempo de
Coluna Fase Movel (mL min™) Detector Farmaco corrida Faixa Aplicacéo Recuperagéo Referéncia
(min) Linear (%)
ACN: Acido 28 -52 g Formulacdes 99,87
c-8 fosférico 1,5 uv Sinvastatina 7 mL™* Farmacéuticas SILVA (2009)
0,1 % (65:35)
C-18(100  ACN: Acetato 3,0 uv Ezetimiba e 2 40 -1200 Produtos 100,93 HEFNAWY; AL-
mm X 4,6 mm) de amdnia Sinvastatina ng mL™* Farmacéuticos OMAR e
(65:35) JULKHUF. (2009)
C-18(100 Metanol: 4gua 0,8 uv Sinvastatina 15 1-10 ug Formulagdes 92,71 - 104,35
mm x 4,6 mm) (85:15) mL™* Farmacéuticas ALl et al. (2009)
Onyx®
C 18 (150 x ACN:
3,9mm, 4 pm) Tampéo 1,3 uv Atorvastatina 8 50 - 150 pg Formulagdes 99,63 — 100,20 MENDES (2010)
Novapak® acetato de mL* Farmacéuticas
amodnia
(40:60)
C-18(250 Metanol: 4gua 1,0 uv Sinvastatina 9 5-50 ug Formulagdes 98,69 - 101,21 SAEED et al. (2010)
mm x 4,6 mm) (90:10) mL™* Farmacéuticas e

Plasma Humano
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Tabela 3 — Trabalhos encontrados na literatura para a determinagdo de agentes hipolipidémicos empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

(concluséo)

Fluxo Tempo de
Coluna Fase Movel (mL min™) Detector Farmaco corrida Faixa Aplicacdo Recuperacéo Referéncia
(min) Linear (%)
C-18(250  Metanol: 4gua 1,0 uv Ciprofibrato 4 2-12 g Formulagbes 98,65 — JAIN et al. (2012)
mm x 4,6 mm) (90:10) mL™* Farmacéuticas 100,01
ACN:
Metanol: 1,0 uv Sinvastatina 5 2-10 ug Formulagdes 99,4 PHANEEMDRA e
c-18 Agua mL™* Farmacéuticas NAGAMALLESARI
(50:30:20) (2015)

Fonte: a autora
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De modo geral, os métodos cromatograficos sdo realizados em fase reversa, utilizam
como modificador organico preferencialmente acetonitrila (ACN) e a fase aquosa é quase
sempre tamponada ou acidificada. A eluicdo é isocratica em 70 % dos métodos. As analises
requerem, em media 4 e 10,6 minutos para a determinacdo de ciprofibrato e sinvastatina e
apresentam sensibilidade adequada para o tipo de amostra a que se destinam.

De acordo com os trabalhos descritos na literatura (Tabela 3), em sua grande maioria a
fase aquosa utilizada é tamponada ou acidificada, o que requerem um maior cuidado por parte
do operador para que o sistema de analise seja preservado. O uso de tampdo, por exemplo, se
utilizado de maneira inadequada, pode levar a precipitacdo do sal fazendo com que ocorram
problemas no funcionamento da valvula de retencdo, comprometendo o sistema de anélise,
dessa forma, sempre que possivel, sistemas tamponados devem ser evitados (DONG, 2006).

Ja na utilizacdo de fase movel acidificada, o controle do pH deve ser bem controlado
pois, sabe-se que, em pH menor que 2, as ligagdes =Si-O-Si= que formam o esqueleto da
silica e sdo responsaveis por manter os grupos organicos imobilizados na superficie, ficam
mais susceptiveis a hidrélise. Dessa forma, os grupos organicos sdo mais facilmente
lixiviados quando se emprega fases moveis com pH abaixo de 2. Como consequéncia, o leito
cromatogréfico dentro da coluna é alterado, resultando em baixas eficiéncias e alargamento
frontal de pico (NEUE, 1997).

Além disso, em alguns casos o tempo de analise é elevado (superior a 15 minutos), o
gue acaba gerando maiores gastos com solventes e maior geracao de residuos, 0 que nédo €
interessante do ponto de vista ambiental.

Dentre os trabalhos reportados na literatura, sdo poucos os relatos que envolvem a
determinacdo simultnea de estatinas e fibratos e, os existentes fazem a utilizag&o de sistemas
tamponados. Neste sentido € evidente a necessidade do desenvolvimento de metodologias que
envolvam a determinacdo simultanea desses farmacos e que evitem a utilizacdo de fase
aquosa constituida de &cidos ou tampéo, e, com a utilizacdo de métodos quimiométricos para

a otimizacéo das condi¢Oes cromatograficas, resultados ainda melhores podem ser alcangados.
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2.6 TECNICAS E FERRAMENTAS EMPREGADAS NO DESENVOLVIMENTO DO
TRABALHO

2.6.1 Cromatografia

A cromatografia compreende um grupo diversificado e importante de métodos que
permite separar componentes semelhantes de misturas complexas. Desse modo, a
cromatografia, pode ser considerada um método fisico-quimico de separagdo, onde a amostra
é transportada por uma fase mével sendo forcada a transpor uma fase estacionaria. A fase
movel é um fluido insollvel na fase estacionaria, podendo ser um gas, um liquido ou um
fluido supercritico, que percola através da fase estaciondria. Esta, por sua vez, é geralmente de
grande area, podendo ser um solido ou um liquido imiscivel e fixa em uma coluna ou
superficie solida. A escolha das duas fases é baseada no grau de distribuicdo dos componentes
da amostra entre as fases. Os componentes que tiverem maior afinidade pela fase mével serdo
arrastados primeiramente. Os componentes com maior afinidade pela fase estacionaria ficardo
mais retidos, se movendo lentamente. Portanto, os componentes eluirdo em diferentes
momentos, conforme a afinidade pela fase mdvel e estacionaria (SOARES, 2009).

A cromatografia pode ser classificada de acordo com as diferentes modalidades, sendo
mais comuns aquelas relacionadas as técnicas empregadas, a0 mecanismo de separacdo
envolvido e aos diferentes tipos de fases utilizadas. De acordo com o meio fisico podem ser
divididas em coluna ou planar. Na primeira, a fase estacionaria é mantida dentro de um
cilindro estreito, através da qual a fase movel é forcada a passar. J& na cromatografia planar, a
fase estacionéaria é disposta sobre uma superficie planar, se movimentando por capilaridade ou
gravidade. Podem também ser classificadas de acordo com o estado fisico da fase mdvel,
podendo ser divididas em cromatografia gasosa, na qual a fase moével é um gas inerte, em
cromatografia liquida, na qual é um liquido que pode interagir com os solutos, contribuindo
para a separacao e em cromatografia supercritica, na qual € empregado um vapor pressurizado
como fase mével (COLLINS; BRAGA e BONATO, 1997).

Na cromatografia liquida classica (CLC) a fase estacionaria geralmente é utilizada
apenas uma vez, devido a sua adsorcao irreversivel. O enchimento da coluna se faz necessario
a cada separacdo, representando um desperdicio enorme de material e mé&o-de-obra. A
aplicacdo da amostra exige habilidade e tempo por parte do operador. A elui¢do ocorre pela
acdo da gravidade e as fragdes individuais da amostra séo coletadas na porgéo inferior da

coluna. A deteccdo e quantificacdo sdo realizadas por analise manual das fragdes ou por
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monitoramento visual, por meio de algumas técnicas auxiliares, como a espectrofotomeria ou
uma simples analise gravimétrica. Os resultados analiticos sdo registrados sob a forma de
cromatograma através de um gréafico de coluna (COLLINS; BRAGA e BONATO, 1997).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) se tornou uma técnica de separacao
analitica para fins qualitativos e quantitativos mais utilizados nos ultimos trinta anos, com
destaque para a induastria farmacéutica, bem como aplicagdes ambientais e diversas outras
aplicacbes nos mais diversos ramos da ciéncia, como a medicina, devido as suas
caracteristicas como grande poder de separacdo cromatografica, determinagdes quantitativas
com alta sensibilidade, ser o método mais indicado para a anélise de amostras mais complexas
como fluidos biolégicos, dentre outros.

Na CLAE utiliza-se coluna fechada, reaproveitavel capaz de realizar inUmeras
separac@es individuais com a mesma coluna (COLLINS COLLINS; BRAGA e BONATO,
1997; TONHI et al., 2002) as quais sdo muito eficientes porém, oferece grande resisténcia a
vazdo da fase movel sendo, portanto, necessario a utilizacdo de uma bomba de alta pressao
que possibilite a fase mdvel migrar a uma velocidade razoavel através da coluna. Diversos
sdo os tipos de detectores (UV-Vis, eletroquimico, fluorescéncia, indice de refracéo,
espectrometria de massa, etc) colocados na saida da coluna, os quais fornecem um registro
continuo da composi¢do do eluente, permitindo que um cromatograma possa ser utilizado na
identificacdo e/ou quantificacdo dos componentes da amostra.

Na CLAE, a separacdo cromatografica pode ocorrer em fase normal ou reversa. Na
primeira, a fase estacionaria é mais polar do que a fase movel, enquanto que na fase reversa, a
fase movel é mais polar e a fase estacionaria mais apolar (COLLINS; BRAGA e BONATO,
1997).

Pelo fato da deteccdo ser continua e com grande repetibilidade na CLAE, ambas as
analises, qualitativa e quantitativa apresentam elevada exatiddo e precisdo. A anélise
quantitativa pode atingir uma precisdo superior a * 0,5 %. As multiplas vantagens da CLAE
fizeram desta técnica uma das mais procuradas (COLLINS; BRAGA e BONATO, 1997).

Existem diferentes mecanismos pelos quais a separacdo cromatografica se da, dentre
eles: adsorc¢éo, particdo, exclusdo, troca ibnica e bioafinidade.

O mecanismo de separagdo por adsor¢do baseia-se na competicdo que existe entre
moléculas da amostra e as da fase mdovel em ocupar os sitios ativos na superficie de um solido
(fase estacionaria). Para que a molécula do soluto possa ser adsorvida na fase estacionaria,
primeiro uma molécula da fase movel deve ser deslocada da superficie. E importante que as

particulas da fase estacionaria apresentem uma grande area de superficie, isto é, um grande
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namero de sitios ativos. A atividade da superficie de muitos solidos (incluindo a silica e
albumina) se encontra com frequéncia afetada pela retencdo de certas moléculas de alta
polaridade e, devido a eles, em determinadas ocasides, € dificil reproduzir os resultados
obtidos nas analises, porque as propriedades da superficie sofreram mudancas. Em
consequéncia, a superficie da silica empregada na CLAE é habitualmente submetida a
determinados processos de desativagdo com o propdsito de diminuir a retencdo de moléculas
muito polares e, assim, se mantém a superficie em condi¢des uniformes, o que contribuira
para melhorar a reprodutibilidade das analises (COLLINS; BRAGA e BONATO, 1997).

A separagdo por particdo foi desenvolvida por MARTIN e SYNGE em 1941 para a
separacdo de varios aminoacidos, usando uma fase estacionaria de agua em silica e
cloroférmio como fase mével. O mecanismo de particdo, ou mecanismo de distribuicdo como
também é chamado, baseia-se nas diferentes solubilidades que apresentam os componentes da
amostra na fase movel e na fase estacionaria. Entdo, os componentes mais solUveis na fase
estaciondria sdo seletivamente retidos por ela, enquanto os menos sollveis sdo transportados
mais rapidamente pela fase movel. A cromatografia por particdo é utilizada para compostos
levemente polares, cujas massas moleculares sdo inferiores a 2000 (COLLINS; BRAGA e
BONATO, 1997).

Na separacdo por exclusdo a separacdo ocorre de acordo com o tamanho efetivo das
moléculas. A coluna é recheada com matéria inerte cujos poros tém tamanho controlado. As
moléculas pequenas podem penetrar na maioria dos poros e apresentarem um maior tempo de
retencdo, enquanto as maiores sdo excluidas de todos os poros. Assim, moléculas grandes
movem-se rapidamente através da coluna e as moléculas pequenas sdo excluidas lentamente
pela fase movel. A cromatografia por exclusdo é predominantemente usada para analises de
compostos de alta massa molecular, incluindo polimeros organicos, silicones e biopolimeros.
Sua aplicacdo tem aumentado na caracterizacdo de altos polimeros, pela determinacdo da
distribuicdo de suas massas moleculares (COLLINS; BRAGA e BONATO, 1997).

Na separagdo por troca ionica, a fase estacionaria €, normalmente, uma resina de
poliestireno entrecruzada com divinilbenzeno, na qual sdo ligados grupos idnicos. Os grupos
ibnicos tém um contra-ion que pode ser deslocado pelos ions da fase mével de carga similar a
eles (COLLINS; BRAGA e BONATO, 1997).

Na separagdo por bioafinidade somente os componentes que possuem bioafinidade
com a fase estacionaria sdo retidos, (COLLINS; BRAGA e BONATO, 1997) como mostra a
Figura 5.
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Figura 5 - Processo de separacdo por bioafinidade

>
*“,

Fonte: Adaptado de: Conselho Regional de Quimica IV Regido — SP. Conceitos Fundamentais de
Cromatografia a Liquido de Alto Desempenho (HPLC). Sao José do Rio Preto, 2010. Disponivel
em: <http:www.crg4.org.br>. Acesso em: 03 fev. 2018

Nas andlises farmacéuticas as técnicas de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) séo dominantes podendo ser utilizadas na pesquisa, desenvolvimento e no controle
de qualidade tanto da matéria-prima quanto do produto acabado (MAZZARESE, 2005). Neste
sentido, o presente trabalho visa desenvolver, otimizar e validar um método por CLAE - UV
que possibilite a determinacdo simultanea de ciprofibrato e sinvastatina em formulacGes
farmacéuticas. Dessa forma, o desenvolvimento e a validacdo deste método contribuirdo para

verificar a qualidade dessa classe de farmacos que sdo comercializados no pais.

2.6.2 Parametros Cromatogréaficos Avaliados
2.6.2.1 Tempo de retencdo

O tempo de retencdo é caracteristico da substancia analisada, entretanto ndo é
exclusivo. A comparacdo entre os tempos de retencdo da amostra da substancia quimica de
referéncia pode ser utilizada como indicativo da identidade da substancia, porém é
insuficiente para garantir a total caracterizagcdo da amostra (Farmacopeia Brasileira, 2010).

2.6.2.2 Resolucéo (R)

A resolucgdo, R, é o pardmetro cromatografico que indica o grau de separacdo entre

duas substancias em uma mistura, sendo calculada segundo as expressoes:
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R=2t% o p =118 — 2 1)
Wy —W, Wih/2=Wans2)
em que,
t, e t; = tempos de retencdo das duas substancias da mistura;
W, e W, = respectivas larguras dos picos na linha de base pelo método da triangulag&o;
W1 h2 € Wa, n2 = respectivas larguras dos picos a meia altura.

A area ou a altura do pico sdo, usualmente, proporcionais a quantidade da substancia
eluida. A area sob o pico, geralmente, € mais utilizada, entretanto pode ser menos precisa se

houver outros picos interferentes (Farmacopeia Brasileira, 2010).

2.6.2.3 Fator de cauda (T)

O fator de cauda, T, indica a simetria do pico. Quando este fator é igual a 1, refere-se a
um pico perfeitamente simétrico. Os valores ideais compreendem o intervalo entre 0,5 e 2,0
(LANCAS, 2004; DONG, 2006). Esse valor aumenta a medida que a assimetria do pico se
torna mais pronunciada. A medida que a assimetria do pico aumenta, a integracéo e a precisio
se tornam menos confidveis (Farmacopeia Brasileira, 2010). Pode ser calculado segundo a

expressao:

T = Wo,05 (2)

em que,
W, 05 = largura do pico a 5% da altura;

f = valor da porc¢édo anterior do pico, em relacdo a largura a 5% da altura, de acordo com a

Figura 6.
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Figura 6 - Diagrama mostrando como calcular o fator de cauda (T) a partir da largura do pico a 5 % da altura

(W 05) € da porgdo anterior do pico, em relacéo a largura a 5 % da altura (f)

Fonte: DONG, M. W. “Modern HPLC for practicing scientists”. Wiley Intercience Massachusetts, 2006

2.7 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A validacdo de um método analitico garante a credibilidade durante o seu uso
rotineiro, em outras palavras, assegura que determinado método ¢ eficaz para aquilo que ele é
indicado para fazer (ANVISA, 2017). A valida¢cdo de um método é um processo continuo que
comeca no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento e transferéncia. Para o registro de novos produtos, todos os 0Orgaos
reguladores do Brasil (INMETRO, ANVISA) e de outros paises recomendam a validacdo e as
diretrizes a serem adotadas no processo de validacdo do método analitico (RIBANI et al.,
2004; FERRO, 2010).

Os parametros a serem considerados para atender as exigéncias minimas de validacéo
de métodos analiticos sdo: especificidade, exatiddo, precisdo (repetibilidade e precisdo
intermediaria), linearidade, limite de quantificacdo (LQ), limite de deteccdo (LD), faixa de
aplicacdo (intervalo) e robustez (ANVISA, 2017).

2.7.1 Especificidade e Seletividade

E a capacidade que o método apresenta em medir exatamente um composto em
presenca de outros componentes, como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da
matriz (ANVISA, 2017).
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Para analise qualitativa (teste de identificagdo) € fundamental demonstrar a capacidade
de selecdo do método entre compostos com estruturas relacionadas que podem estar presentes.
Isso deve ser confirmado pela obtencdo de resultados positivos em amostras contendo o
farmaco, comparativamente com resultados negativos com amostras que ndo contém o
farmaco, porém, compostos estruturalmente semelhantes (ANVISA, 2017; RIBANI et al.,
2004).

Para analise quantitativa (teor) e analise de impurezas, pode ser determinada pela
comparacdo dos resultados obtidos de amostras (farmaco ou medicamento) contaminados
com quantidades apropriadas de impurezas ou excipientes e amostras ndo contaminadas, para
demonstrar que o resultado ndo é afetado por esses materiais. Quando a impureza ou o padrao
do produto ndo estiverem disponiveis, pode-se comparar os resultados do teste das amostras
contendo impurezas ou produtos de degradacdo com os resultados de um procedimento bem
caracterizado, podendo ser uma metodologia presente em farmacopeia ou outro procedimento
ja validado. Essas comparacfes devem incluir amostras armazenadas sob condi¢bes de
estresse como luz, calor umido, hidrélise acida/basica, oxidacdao (ANVISA, 2017; RIBANI et
al., 2004).

A seletividade é o primeiro passo para o desenvolvimento e validacdo de um método
analitico, devendo ser reavaliada constantemente. Se este parametro ndo for garantido, a

linearidade, a exatiddo e precisdo estardo comprometidas (FERRO, 2010).

2.7.2 Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os resultados obtidos
sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado (ANVISA, 2017). Deve ser avaliada pela analise de no minimo cinco diferentes
concentragOes (de 80 a 120 % da concentracdo tedrica do teste), em triplicata, sem a incluséo
do zero, pelos erros associados. Se houver relacdo linear aparente apds exame visual do
gréfico, os resultados devem ser tratados por métodos estatisticos apropriados para
determinar-se o coeficiente de correlagéo (r), intersecgdo com o eixo Y, coeficiente angular,
soma residual dos quadrados minimos da regressdo linear e desvio padrdo relativo. Caso ndo
haja relacdo linear, deve-se realizar transformacdes matematicas (ANVISA, 2017; RIBANI et
al., 2004).
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O coeficiente de correlagdo (r) permite uma estimativa da qualidade da curva analitica
obtida, pois, quanto mais proximo de 1, menor a dispersdo do conjunto de pontos
experimentais e, menor a incerteza dos coeficientes de regressao estimados. Os critérios
minimos aceitos pela ANVISA sdo de um coeficiente de correlacdo r = 0,990 (ANVISA,
2017).

2.7.3 Intervalo

E a faixa entre os limites de quantificacdo superior e inferior de um método analitico.
Normalmente é derivado do estudo de linearidade da aplicacdo pretendida pelo método, como
apresenta a Tabela 4. E estabelecido pela confirmacio de que o método apresenta exatidao,
precisdo e linearidade adequados quando aplicados a amostras contendo quantidades de
substancias dentro do intervalo especificado (ANVISA, 2017).

Tabela 4 - Limites percentuais do teor do analito que devem estar contidos no intervalo de linearidade para

alguns métodos analiticos

ENSAIO ALCANCE

Determinagdo quantitativa do teor do analito em De 80 % a 120 % da concentragdo teérica do teste

matérias-primas ou em formas farmacéuticas

Determinacdo de impurezas Do limite de quantificacdo até 120% (cento e vinte
por cento) da concentragdo no limite da
especificacdo de cada impureza individual;

Uniformidade de conteddo De 70 % a 130 % da concentragdo tedrica do teste
Ensaio de dissolucdo De £ 20 % sobre o valor especificado pelo
intervalo

Fonte: ANVISA. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. RDC 166, de 24 de julho de 2017. “Guia para
validacdo de métodos analiticos”. Disponivel em: http://portal.anvisa.gov.br>. Acesso em: 15 nov. 2018

2.7.4 Precisdo
Consiste na avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas

de uma amostragem mdltipla de uma mesma amostra. E considerada em trés niveis
(ANVISA, 2017):
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e Repetibilidade (precisao intra-corrida): concordancia entre os resultados sob
as mesmas condicOes de operacdo, mesmo analista e mesma instrumentacéo,
em uma Unica corrida analitica;

e Precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas): concordancia entre 0s
resultados da andlise de uma mesma amostra, no mesmo laboratério, em pelo
menos dois dias diferentes, realizada por analistas distintos;

e Reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial): concordancia entre o0s

resultados obtidos em laboratorios diferentes como em estudos colaborativos.

A precisdo de um método analitico pode ser expressa como o desvio padrdo ou desvio
padrdo relativo (DPR) ou coeficiente de variacdo (CV %) de uma série de medidas, que pode

ser calculada a partir da Equagéo n° 3.
DP

DPR = — x 100 ©)
CMD

em que, DP é o desvio padrdo e CMD, a concentragdo média determinada.

2.7.5 Exatidao

A exatiddo de um método é a proximidade dos resultados obtidos pelo método em
estudo em relacdo ao valor verdadeiro. Vérias metodologias estdo disponiveis para a
determinacdo da exatiddo, as quais variam conforme o ensaio realizado. Os métodos mais
utilizados para a determinacdo da exatiddo sdo: materiais de referéncia certificados,
comparagdo de métodos, ensaio de recuperacdo e adi¢do de padrdo (ANVISA, 2017; RIBANI
et al., 2004).

A exatidao deve ser determinada apos o estabelecimento da linearidade, do intervalo e
da especificidade do método. E expressa pela relagdo entre a concentragdo determinada

experimentalmente e a concentragdo tedrica correspondente (Equagédo n° 4).

concentraciao média experimental

Exatidao = x 100 4)

concentragao tedrica
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2.7.6 Limite de Deteccédo (LD)

E a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser detectado,
porém ndo obrigatoriamente quantificado, sob as condigcbes experimentais estabelecidas. E
determinado através de solugdes de concentracdes conhecidas decrescente do analito, até o
menor nivel detectado (ANVISA, 2017).

2.7.7 Limite de Quantificagéo (LQ)

E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com
precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condicdes experimentais estabelecidas. E um parametro
determinado, principalmente, para ensaios quantitativos de impurezas, produtos de
degradacdo em farmacos e produtos de degradacdo em formas farmacéuticas e é expresso
como concentracdo do analito na amostra. E estabelecido por meio da analise de solugdes
contendo concentracdes decrescentes do farmaco até o menor nivel determinavel com

precisdo e exatiddo aceitaveis (ANVISA, 2017).

2.7.8 Robustez

Indica a sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variagbes dos parametros
analiticos, o que confere confianca durante seu uso normal. A Tabela 5 apresenta os principais

parametros que podem resultar em variacao na resposta do método (ANVISA, 2017).

Tabela 5 - Fatores que devem ser considerados na determinagdo da robustez do método analitico

Identificacdo Fatores a serem avaliados

Preparo das Amostras Estabilidade das solugdes analiticas
Tempo de extracao
Variacgdo do pH da fase mével
Variagdo na composicao da fase movel
Cromatografia Liquida Diferentes lotes ou fabricantes de colunas
Temperatura
Fluxo da fase movel

Fonte: ANVISA. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. RDC 166, de 24 de julho de 2017. “Guia para
validacao de métodos analiticos”. Disponivel em: http://portal.anvisa.gov.br>. Acesso em: 15 nov. 2018
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A ANVISA ndo estabelece quanto cada fator modificado pode ser variado, mas que
essa variacdo ndo deve ser significativa para influenciar na corrida analitica e quantificacéo
dos analitos (RIBANI et al., 2004).

2.8 QUIMIOMETRIA

Nos dias atuais, em decorréncia das necessidades da sociedade moderna, a pesquisa
cientifica tem promovido grandes avan¢os em todos 0s campos da ciéncia, gerando uma gama
crescente de dados e informacBes, sendo que para a devida exploracdo e o correto
entendimento, a aplicacdo de ferramentas estatisticas torna-se indispensavel (PEREIRA;
POPPI e ARRUDA, 2002) para que ndao haja um desperdicio financeiro com reagentes,
andlises quimicas e testes fisicos (BARROS; SCARMINIO e BRUNS, 2001).

A Quimiometria utiliza modelos matematicos e estatisticos para o tratamento dos
dados (quimicos), de forma a extrair maior quantidade de informactes e melhores resultados
analiticos (OTTO, 1999). Apresenta atividades desde a década de 70, porém seu uso se
consolidou apenas nos ultimos 30 anos gracas a popularizagdo dos computadores e o
desenvolvimento de softwares para auxiliar os pesquisadores nos calculos estatisticos
(BARROS; SCARMINIO e BRUNS, 2006).

A aplicagdo de métodos quimiométricos tem se difundido nas mais diversas areas da
quimica e ciéncias afins. Ela divide-se em algumas areas, dentre elas: processamento de sinais
analiticos, planejamento e otimizacdo de experimentos, reconhecimento e classificacdo de
padrdes, calibragdo multivariada, monitoramento e modelagens de processos multivariados e
métodos de inteligéncia artificial (OTTO, 1999).

2.8.1 Planejamento e Otimizacdo de Experimentos

A utilizacdo de planejamentos experimentais baseados em principios estatisticos
permite que 0s pesquisadores consigam extrair do sistema em estudo o maximo de
informacdes Uteis, sendo necessaria a realizacdo de um ndmero minimo de experimentos
(BARROS; SCARMINIO e BRUNS, 2001).

Diante do exposto e levando em consideracdo que no Brasil, os recursos financeiros e
laboratoriais encontram-se escassos em decorréncia das restricfes de verbas para a aquisi¢do

de equipamentos e materiais de consumo, uma reflexdo deve ser realizada no inicio de cada
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pesquisa cientifica, para a definicdo das condi¢cBes experimentais, que permitam a aquisi¢ao
de resultados confidveis, ja que a otimizacdo de pardmetros experimentais de relevancia é
considerada como uma das etapas mais criticas do trabalho cientifico, principalmente
daqueles que tém por objetivo o desenvolvimento de processos tecnologicos aplicaveis em
grande escala (PERALTA; MORAIS e NAGATA, 2005).

Geralmente, a otimizacdo de varidveis experimentais € realizada por meio de
procedimentos que avaliam o efeito de uma varidvel por vez (univariado), apresentando
desvantagens tais como 0 tempo gasto para otimizacdo e a falta de avaliacdo acerca das
interacOes entre as variaveis que afetam o processo em estudo. Segundo alguns autores, estas
desvantagens resultam numa otimizacdo ineficiente, impedindo o répido estabelecimento de
Otimos verdadeiros, os quais sdo atingidos pelo emprego de sistemas multivariados (BRASIL
etal., 2007).

A utilizagdo de um planejamento experimental ndo garante apenas uma rota a ser
seguida para alcancar a meta estabelecida, ao contrario, direciona a conducdo dos
experimentos para que 0s objetivos sejam atingidos. Portanto, € necessario: selecionar as
varidveis independentes a serem avaliadas; selecionar os niveis em que cada varidvel sera
avaliada e projetar o planejamento do experimento de forma que se possa ser obtida
exatamente o tipo de informacdo desejada (BARROS; SCARMINIO e BRUNS, 2001;
WERKEMA e AGUIAR, 1996).

Dentre os diversos tipos de planejamento experimental, os sistemas de planejamento
fatorial destacam-se, pois, permitem avaliar simultaneamente os efeitos de um grande nimero
de variaveis, a partir de um numero reduzido de ensaios experimentais, quando comparados
aos processos univariados (PERALTA; MORAIS e NAGATA, 2005).

Sdo encontrados na literatura trabalhos que fazem o uso de planejamentos
experimentais tanto para otimizar as condi¢cGes experimentais quanto para avaliar a robustez
do método desenvolvido. Janardhanan e colaboradores (2012) desenvolveram otimizaram e
validaram um método cromatografico em fase reversa e eluicdo isocratica para a separacao de
rosuvastatina, telmisartana, ezetimiba e atorvastatina em formulagGes farmacéuticas
utilizando a metodologia de superficie de respostas. Os autores utilizaram para a separacdo
cromatografica uma coluna Phenomenex® C-18 (15 cm x 4,6 mm, 5um) e deteccdo UV em
239 nm. Os intervalos das variaveis avaliadas foram: a porcentagem de acetonitrila (33 —
38%), metanol (10 — 20 %) e concentracdo do tampéo (10 — 20 mM) na fase movel e a taxa de
fluxo (1 — 2 mL min™). As respostas avaliadas foram: a capacidade de retencdo do primeiro

pico, as resolucdes do segundo e terceiro pico e a capacidade de retencdo do quinto pico
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cromatogréafico. As respostas foram avaliadas utilizando a otimizagdo simultanea de varias
respostas (Funcédo de Desejabilidade) na qual, as melhores condi¢Bes experimentais obtidas
foram fase movel constituida de acetonitrila: metanol: 20 mM KHPO, (pH 3,07 0,2) (34,27:
20: 45,73, v/ v/ V) e taxa de fluxo de 2 mL min™. O método foi validado e aplicado em
amostras comerciais dos farmacos e mostrou-se adequado para as analises de rotina podendo
ser aplicado em analises de controle de qualidade.

Sakac e colaboradores (2013) otimizaram um método cromatografico para analise de
atorvastatina (nas formas &cida e lactona), orto e p-hydroxi-atorvastatina por meio do
planejamento de experimentos. Os autores utilizaram o planejamento de experimentos tanto
para as etapas de triagem (a fim de identificar os fatores que apresentavam efeitos
significativos para as respostas cromatogréaficas), quanto para obter a melhor condigéo
experimental para as respostas avaliadas. Realizaram um planejamento fatorial completo 2° e,
a melhor condicdo experimental foi alcancada utilizando a Funcdo de Desejabilidade, a qual
permite a otimizacao simultanea de varias respostas. O intervalo das variaveis utilizadas para
a otimizacdo foram: porcentagem de acetonitrila na fase movel (60 — 70 %), temperatura da
coluna (30 — 40 °C) e taxa de fluxo (0,8 — 1,2 mL min™). As respostas avaliadas foram: tempo
de retencdo do primeiro pico (p — hidroxi — atorvastatina) e do ultimo pico cromatografico
(atorvastatina), fator de encaudamento de todos os quatro picos cromatograficos e a
capacidade de retencdo. O método foi validado e aplicado com éxito para a determinagéo de
atorvastatina (nas formas &cidas e lactona) e dos seus respectivos metabdlitos no plasma.

Dash e colaboradores (2015) desenvolveram e otimizaram um método cromatografico
para a determinacdo de ezetimiba no qual utilizaram um planejamento Box-Behnken para a
otimizacdo dos parametros experimentais. As respostas avaliadas foram o tempo de retencéo,
fator de encaudamento e o nimero de pratos tedricos. A porcentagem de acetonitrila na fase
movel foi a variavel que apresentou maior significancia sobre o tempo de retencdo e o fator de
encaudamento enquanto que, as interacOes entre a porcentagem de acetonitrila e o pH do
tampdo da fase movel tiveram maior significancia sobre o nimero de pratos teoricos. As
respostas foram analisadas a partir da otimizacdo simultanea de varias respostas (Fungéo de
Desejabilidade), na qual as melhores condic¢bes experimentais alcangadas foram temperatura
de 35 * 2 ° C, fase mdvel constituida de acetonitrila: tampéo dihidrogenofosfato de potassio
(pH 3,5; 20 mM) (45: 55, v/ v), taxa de fluxo de 0,8 mL min™ e volume de injecéo de 20 pL.
O método cromatografico otimizado foi aplicado com éxito para quantificar ezetimiba em

uma nova formulagdo nano emulsificante.
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Dastkhoon e colaboradores (2016) desenvolveram um método para a sintese e
aplicacdo de um adsorvente inovador para a pré-concentragdo e extracdo de atorvastatina em
diferentes matrizes bioldgicas, uma vez que a concentracdo do farmaco nessas matrizes é
muito baixo. Os autores utilizaram a metodologia de superficie de respostas para avaliar a
influéncia de vérias variaveis incluindo a dosagem do adsorvente, volume do eluente e o
tempo de sonicagédo, a fim de verificar quais as melhores condi¢bes experimentais para as
respostas avaliadas. Apods a otimizacdo das condi¢cdes experimentais, a faixa de linearidade
obtida para 0 método foi de 0,3 — 2000 pg L™ com um 6timo coeficiente de determinagéo de
0,999. Os limites de deteccdo e de quantificacdo em amostras de plasma foram de 0,0608 e
0,2033 pg L™, respectivamente.

Ahmad e colaboradores (2016) desenvolveram e validaram um método cromatografico
em fase reversa com deteccdo UV em 238 nm para a determinacdo de pravastatina nas formas
pura e em formulagdes farmacéuticas. A separacdo cromatografica foi alcancada com coluna
C — 18 Symmetry® (150 mm x 3,9 mm, 5um), eluicéo isocratica, fase mével constituida de
metanol: tampéo fosfato (70: 30, v/ v, pH 4) e taxa de fluxo de 1,5 mL min™. Os autores
utilizaram um planejamento Box — Behnken para avaliar a robustez do método, no qual
avaliaram a influéncia que a porcentagem de metanol na composicao da fase movel, a taxa de
fluxo e o pH da fase mével exerciam na area do pico cromatografico e no tempo de retencéo.
Os resultados indicaram que uma pequena alteragdo na composicao da fase mével e na taxa de
fluxo apresentaram diferencas significativas nas respostas avaliadas enquanto que, uma
pequena variacdo do pH ndo exerceu influéncia nas respostas. O método desenvolvido foi
aplicado em formulagdes farmacéuticas e mostrou-se rapido, sensivel, robusto e adequado
para determinacdo de pravastatina em analises de rotina podendo ser aplicado em anélises de
controle de qualidade.

Dentre os trabalhos reportados na literatura que utilizam planejamentos experimentais
para otimizacdo das condi¢des cromatogréaficas, existem poucos relatos que envolvem a
determinacdo simultanea de estatinas e fibratos. Nesse sentido € evidente a necessidade do
desenvolvimento de metodologias analiticas que envolvam a determinag¢do simultanea desses
farmacos e que utilizem ferramentas quimiométricas para a otimizacdo dos pardmetros

cromatograficos para que resultados ainda melhores sejam alcancados.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar uma metodologia analitica para a determinacao simultanea de
ciprofibrato e sinvastatina em formulag¢fes farmacéuticas, urina sintética e dguas superficiais,

empregando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com deteccdo UV.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

l. Otimizar os parametros experimentais da separacdo cromatogréafica através de
planejamentos experimentais;

. Validar a metodologia analitica desenvolvida através de pardmetros de
validacdo como seletividade, linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, precisdo e
exatid&o;

I1l.  Avaliar as etapas do processo de preparacdo de amostras quando necessario;

IV. Determinar a concentracdo de ciprofibrato e sinvastatina em amostras
comerciais de medicamentos empregando o método cromatografico otimizado;

V. Associar as amostras comerciais dos farmacos e analisa-los simultaneamente
fazendo o uso do método de CLAE - UV otimizado;

VI.  Determinar a concentragéo de ciprofibrato e sinvastatina em amostras de urina

sintética e aguas superficiais por CLAE - UV aplicando a metodologia proposta;



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Substancias Quimicas de Referéncia e Amostras
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As substancias quimicas de referéncia bem como as amostras comerciais de

ciprofibrato e sinvastatina que foram utilizadas séo apresentadas nas Tabelas 6 e 7.

Tabela 6 - Substancias quimicas de referéncia e amostras comerciais de ciprofibrato

CIPROFIBRATO

Peso médio dos

Amostra Lote Validade comprimidos Fornecedor
(mg)
Padrédo 16C21-B038- 24/09/2018 - Pharmanostra
003903
Padréo QH20171215CPF  15/12/2020 - Galena Quimica e
Farmacéutica Ltda
Ciprofibrato L1710211 10/2019 204,00 Geolab
100 mg
Ciprofibrato 770074 07/2020 202,00 Medley
100 mg
Ciprofibrato B17H1660 08/2019 183,20 Neo Quimica

100 mg
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Tabela 7 - Substancias quimicas de referéncia e amostras comerciais de sinvastatina

SINVASTATINA

Peso médio dos

Amostra Lote Validade comprimidos Fornecedor
(mg)
Padréo 1609004911 20/06/2018 - Galena Quimica e
Farmacéutica Ltda
Padrdo 17H10-B002-  23/04/2019 - Infinity Pharma®
023722
Sinvastacor® Sandoz do Brasil
10 mg HD8598 03/2019 144,10 Industria Farmacéutica
Ltda
Sinvastatina
20 mg L240236 04/2019 206,20 Pharlab S/A
Sinvastatina
40 mg 011431 02/2020 424,40 EMS S/A

4.1.2 Materiais e Reagentes

e Agua ultrapura Milli-Q

Acetonitrila grau HPLC, Merck

Metanol grau HPLC, Merck

Baldo volumétrico de 10, 25 e 50 mL, classe A

Vials para HPLC (1,5 mL)

Filtros de seringa, membrana - PTFE hidrofilica (25 mm x 0,45 um), Analitica
Filtros de seringa, membrana - PES hidrofilica (25 mm x 0,22 um), Kasvi,
modelo K18-230

Creatina monohidratada, Embrafarma

Lauril Sulfato de Sodio, P.A, Dindmica

Cloreto de célcio dihidratado (CaCl,.2H,0), Biotec

Cloreto de sddio (NaCl), Vetec

Sulfato de sodio (Na,SO,), Vetec

Dihidrogenofosfato de potassio (KH,PO,), Riedel-de Haén do Brasil
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e Cloreto de aménio (NH4CI), Chemco
e Cloreto de potéassio (KCI), Ecibra
e Ureia (CH4N20), Vetec

4.1.3 Equipamentos

e Balanca analitica Metter Toledo modelo XP26

e Ultrassom magnético

e Micropipetas 100 — 1000 pL

e Almofariz e pistilo

e Coluna Shimadzu C-18 Shim-pack VP-ODS (150 mm x 4,6 mm)

e Coluna Shimadzu C-18 Shim-pack VP-ODS (250 mm x 4,6 mm)

e HPLC Shimadzu equipado com unidades de bombeamento de solventes LC-
20AT, auto-injetor SIL-20A HT, forno de colunas CTO-20A, detector de rede
de fotodiodos SPD-M20A e controlador do sistema CBM-20A e software
LCsolution

e Espectrometro UV-Vis NIR, modelo Cary Varian 50
4.2 METODOS
4.2.1 Preparacao das Solugdes
4.2.1.1 Solucdo estoque de Ciprofibrato
Pesou-se exatamente 100 mg de ciprofibrato e transferiu-se para um baldo volumétrico

de 100 mL. Dissolveu-se em metanol grau HPLC. Filtrou-se a solucdo em membrana de

PTFE hidrofilica 0,45 pm. Obteve-se uma solucdo com concentracdo final de 1 mg mL™.



57

4.2.1.2 Solucdo estoque de Sinvastatina

Pesou-se exatamente 100 mg de sinvastatina e transferiu-se para um baldo volumétrico
de 100 mL. Dissolveu-se em metanol grau HPLC. Filtrou-se a solucdo em membrana de

PTFE hidrofilica 0,45 pm. Obteve-se uma solu¢do com concentracdo final de 1 mg mL™.

4.2.1.3 Fase movel

Transferiu-se com o auxilio de uma proveta 500 mL de acetonitrila grau HPLC, 300
mL de metanol grau HPLC e 200 mL de agua ultrapura Milli-Q para um frasco de 1 L. A
solucdo resultante foi submetida a sonicacdo em banho de ultrassom (frequéncia de 37 kHz)
por 30 minutos para degaseificacdo, ou seja, para evitar a formacdo de bolhas durante a
separagdo cromatografica o que pode interferir no desempenho da anélise.

4.2.1.4 Solucdo de trabalho

As solucGes de trabalho tanto de sinvastatina quanto de ciprofibrato foram preparadas
a partir das solucgdes estoque, diluindo-as com a prépria fase movel utilizada para a separacéo

cromatografica.

4.2.1.5 Solucdes de amostras comerciais de Sinvastatina e Ciprofibrato

Vinte comprimidos de um mesmo lote de cada amostra comercial analisada foram
pesados em balanca analitica. Determinou-se o valor da massa média dos comprimidos com
variagdo menor que 5% (ANVISA, 2003). Os comprimidos foram subsequentemente
pulverizados em gral de &gata até obtencdo de um po fino.

Pesou-se exatamente a massa referente a 10, 20 e 40 mg de sinvastatina, as quais
foram dissolvidas em metanol grau HPLC e transferidas para baldes volumétricos de 25, 25 e
50 mL, respectivamente. As solugOes resultantes foram sonicadas em banho de ultrassom
(frequéncia de 37 kHz) por 30 minutos para a completa solubilizagéo. A concentragdo final de
cada uma das solucGes € apresentada na Tabela 8.
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Tabela 8 - Concentracao final das amostras comerciais de sinvastatina

SINVASTATINA

Amostra Baldo Volumétrico Concentracao Final
Sandoz ® (10 mg) 25 mL 0,4 mg mL*
Pharlab (20 mg) 25 mL 0,8mg mL*
EMS (40 mg) 50 mL 0,8mg mL*

Ap0s as diluicBes as solucdes foram filtradas em membrana PTFE hidrofilica 0,45 um.

As amostras comerciais de ciprofibrato foram preparadas de maneira semelhante,
pesou-se exatamente a massa referente a 100 mg de cada uma das amostras, as quais foram
dissolvidas em metanol grau HPLC e transferidas para baldes volumétricos de 100 mL. As
solucdes resultantes foram sonicadas em banho de ultrassom (frequéncia de 37 kHz) por 30
minutos para a completa solubilizacdo. Apos as diluicdes, as solugdes foram filtradas em
membrana PTFE hidrofilica 0,45 pum.

As amostras comerciais de ciprofibrato e sinvastatina foram associadas para verificar a
eficiéncia do método na determinacdo simultanea dos farmacos. Para isso, pesou-se
exatamente a massa referente a 100 mg de ciprofibrato e 40 mg de sinvastatina, a qual foi
dissolvida em metanol grau HPLC e transferida para um baldo volumétrico de 50 mL. A
solucéo resultante foi sonicada em banho de ultrassom (frequéncia de 37 kHz) por 30 minutos
para a completa solubilizagdo. Obteve-se uma solugdo com concentracdo final de 2 mg mL™
para o ciprofibrato e 0,8 mg mL™ para a sinvastatina. Ap6s as diluicdes, obteve-se uma
solugdo com concentracdo final de 3 pg mL™ para o ciprofibrato e 1,2 pg mL™ para a
sinvastatina, a qual foi filtrada em membrana PTFE hidrofilica 0,45 um.

4.2.2 Estudo das Condi¢Ges Cromatograficas

Para o desenvolvimento do meétodo analitico proposto, algumas condigdes
cromatograficas foram testadas para verificar quais eram as mais promissoras, para entao
otimiza-las utilizando ferramentas quimiométricas de planejamento de experimentos. As

condigdes cromatogréaficas testadas sdo apresentadas na Tabela 9.
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Tabela 9 - Condig¢des cromatograficas utilizadas para os testes realizados

Teste 1
CONDICOES CROMATOGRAFICAS (SULTANA; ARAYNE e NAVEED, 2011)
Coluna C-18(150 x 4,6 mm)
Fase Movel (v/v) ACN: H,0 (60: 40)
Taxa de Fluxo (mL min™) 0,8
Volume de injecdo (uL) 20
Temperatura (° C) 40
CONDICOES CROMATOGRAFICAS Teste 2
Coluna C - 18 (150 x 4,6 mm)
Fase Movel (v/v) ACN: H,0 (70: 30)
Taxa de Fluxo (mL min™) 0,8
Volume de injecdo (uL) 10
Temperatura (° C) 40
Teste 3
CONDICOES CROMATOGRAFICAS (PHANEEMDRA e NAGAMALLESWARI, 2015)
Coluna C - 18 (150 x 4,6 mm)
Fase Movel (v/iv) ACN: MeOH: H,0 (50:30:20)
Taxa de Fluxo (mL min™) 0,8
Volume de injecdo (uL) 10
Temperatura (° C) 40
CONDICOES CROMATOGRAFICAS Teste 4™
Coluna C-18(250 x 4,6 mm)
Fase Movel (v/v) ACN: MeOH: H,0 (50:30:20)
Taxa de Fluxo (mL min™) 0,8
Volume de injecdo (uL) 10
Temperatura (° C) 40

*Condicdes cromatograficas adaptadas

4.2.3 Otimizacdo das Condi¢es Cromatograficas

Para o desenvolvimento da metodologia proposta, optou-se pela utilizacdo de
planejamentos experimentais para otimizar as condi¢des cromatograficas para a separacao dos
farmacos.

No presente trabalho, optou-se por utilizar um sistema de planejamento fatorial

completo 2° com a adigdo de ponto central, a partir do qual avaliou-se simultaneamente o
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efeito que o fluxo e a temperatura exercem na separagdo cromatografica. A Tabela 10
apresenta as variaveis analisadas e 0s niveis escolhidos para cada uma delas. Como respostas
foram medidos os parametros: area, intensidade (1), resolucdo (R), capacidade de retencédo
(k”), separacdo (a) e fator de encaudamento (T.F).

Estas respostas foram avaliadas para assegurar a precisdo e a exatiddo do método em
quantificar adequadamente os farmacos, uma vez que, o fator de encaudamento (T.F) e a
capacidade de retencdo (k) permitem ajustar a simetria e o alargamento do pico
cromatografico. Dessa forma, contribuem para a maior confiabilidade na quantificacéo, assim
como a area que permite ajustar a sensibilidade do método, pois, quanto maior seu valor
melhor a resolucdo dos picos e maior a precisdo na quantificacdo. Portanto, é importante

verificar esses parametros para que a quantificacdo dos farmacos seja fidedigna.

Tabela 10 - Matriz do planejamento fatorial 22 com os respectivos niveis experimentais avaliados para o
ciprofibrato e sinvastatina

Variaveis
Niveis Fluxo (mL min™) Temperatura (° C)

-1 0,6 35

N° Experimento 0 0,8 40
1 1,0 45

1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 0 0
6 0 0
7 0 0

Como podemos verificar na matriz do planejamento fatorial completo (Tabela 10)
foram realizados ensaios em triplicata no ponto central (nivel 0 do planejamento fatorial) para
estimar o erro e a falta de ajuste do modelo avaliado.

Os ensaios experimentais foram realizados aleatoriamente e os resultados obtidos
foram tratados no software Statistica® Inicialmente cada uma das respostas foi avaliada
individualmente através da analise de variancia (ANOVA) para avaliar os efeitos principais e

os efeitos de interacdo dos parametros analisados e a influéncia que estes exerciam nas
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respostas avaliadas. Os resultados normalizados do planejamento experimental foram
avaliados a 5 % de significancia e analisadas por meio do gréafico de Pareto dos Efeitos
Padronizados.

Os resultados obtidos foram, entdo, tratados no software Statistica® por meio de um
método de otimizacdo simultanea de varias respostas baseadas na Func¢do de Desejabilidade, a
fim de obter-se uma condicao experimental adequada para todas as respostas avaliadas.

Com base nas informagbes obtidas no Planejamento Fatorial 2° pode-se dar
prosseguimento com a otimizacao das condi¢fes cromatograficas utilizando um Planejamento
Composto Central ou Estrela, com intuito de obter a superficie de resposta, a qual fornece
modelos matematicos empiricos que geralmente empregam fungdes polinomiais lineares ou
quadraticas para descrever o sistema em estudo e como consequéncia poder-se explorar o
sistema até a sua otimizacao. Os experimentos foram realizados estabelecendo-se valores para

pontos extremos (pontos axiais) 0s quais sao apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 - Valores de a para as varidveis e dos niveis utilizados para o planejamento estrela

Fator -a -1 0 1 o
Fluxo (mL min™) 0,5 0,6 0,8 1,0 1,1
Temperatura (° C) 33 35 40 45 47

Os valores de a para ambas as variaveis foram calculados com base na Equagao n° 5:

Z._
o = o )

2
onde Z; é o valor do ponto que deseja-se encontrar, X € 0 valor do ponto central, X+; é o valor
no nivel alto e x.; no nivel baixo, lembrando que o valor codificado de a ¢ igual a 2.

A matriz para o planejamento composto central ou estrela séo apresentados na Tabela
12.
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Tabela 12 - Matriz do planejamento composto central ou estrela

Variaveis

N° Experimento

Fluxo (mL min?)  Temperatura (° C)

1 0,6 35
2 1,0 35
3 0,6 35
4 0,6 45
5 0,8 40
6 0,8 40
7 0,8 40
8 0,5 40
9 11 40
10 0,8 33
11 0,8 47

Os resultados obtidos foram tratados no software Statistica® por meio de um método
de otimizacgdo simultanea de vérias respostas, baseados na Funcao de Desejabilidade a fim de
obter-se a superficie de resposta e, dessa forma, otimizar as condi¢Ges experimentais.

4.2.4 Andlise das Amostras Comerciais

Para a andlise das amostras comerciais de ciprofibrato e sinvastatina, preparou-se as
solucBes conforme descrito no item 4.2.1.5 e, a partir das condigdes cromatograficas
otimizadas, realizou-se a separacdo cromatografica dos farmacos. A partir da curva analitica

pode-se determinar a concentragéo de ciprofibrato e sinvastatina presentes nas amostras.

4.2.5 Método Comparativo

Para poder-se emitir um parecer final a respeito das amostras comerciais de
ciprofibrato e sinvastatina que foram analisadas por meio do método desenvolvido, realizou-
se a analise das amostras a partir de métodos ja validados descritos na literatura
(NASCIMENTO et al., 2011; ZEPON et al., 2013) a fim de determinar-se com confiabilidade
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0s resultados a respeito da qualidade das amostras avaliadas. E, para isso, realizou-se a anélise
estatistica dos dados utilizando-se o teste F e o teste t-pareado, ja que estes permitem verificar
as diferencas nos resultados de cada método analitico sem a interferéncia da variabilidade

amostral.

4.2.5.1 Ciprofibrato

Utilizou-se o método descrito por Nascimento e colaboradores (2011) os quais
desenvolveram um método utilizando a espectroscopia UV para a determinacdo de
ciprofibrato em comprimidos.

A curva analitica variou de 6 pg mL™ a 14 pg mL™ e, as amostras comerciais foram
preparadas a partir da determinacdo do peso médio de 20 comprimidos de um mesmo lote de
cada amostra comercial. Os comprimidos foram pulverizados até obtencdo de um pé
finamente dividido e entdo pesou-se a massa referente a 100 mg de ciprofibrato e transferiu-a
para um baldo volumétrico de 100 mL. Solubilizou-se com metanol e filtrou-se a solugdo com
membrana PTFE hidrofilica 0,45 um. Em seguida, transferiu-se 1,0 mL para um baldo
volumeétrico de 100 mL e completou-se o volume com metanol, obtendo-se uma solugdo com

concentracéo final de 10 pg mL™ e realizou-se a leitura em 233 nm.

4.2.5.2 Sinvastatina

Utilizou-se o método descrito por Zepon e colaboradores (2013), os quais
desenvolveram um método utilizando a espectroscopia UV para a determinacdo de
sinvastatina em comprimidos.

A curva analitica variou de 4 ug mL™ a 12 pg mL™, sendo que as diluicdes foram
realizadas utilizando-se uma solugdo de lauril sulfato de sodio 0,5 % e, as amostras
comerciais foram preparadas a partir da determinacdo do peso médio de 10 comprimidos de
cada uma das amostras. Em seguida, os comprimidos foram pulverizados em gral de agata até
obtencdo de um p6 fino, a partir do qual pesou-se a massa média referente a 10, 20 e 40 mg de
sinvastatina, as quais foram transferidas para baldes volumétricos de 50, 100 e 200 mL,
respectivamente, solubilizadas em metanol, e sonicadas em banho de ultrassom (frequéncia de
37 kHz) por 15 minutos para a completa solubilizagdo. Em seguida filtrou-se a solugcdo em

membrana PTFE hidrofilica 0,45 pum e transferiu-se uma aliquota de 5,0 mL para um baldo de
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100 mL e completou-se o volume com uma solucdo tampdo fosfato contendo lauril sulfato de
sodio 0,5 %, obtendo-se uma solugdo com concentragdo final de 10 ug mL™. Realizou-se a

leitura das amostras em 239 nm.

4.2.6 Validacdo do Método Analitico

4.2.6.1 Especificidade e Seletividade

A especificidade do método foi avaliada a partir da anélise dos cromatogramas dos
farmacos obtidos quando analisados isoladamente, a fim de verificar a capacidade do método
em detectar cada um dos farmacos. Ja a seletividade foi avaliada a partir da obtencdo dos
cromatogramas dos farmacos analisados simultaneamente a fim de investigar a presenca de
interferentes entre os picos cromatograficos dos farmacos.

A especificidade de deteccdo de cada um dos farmacos pode ser assegurada por meio
da determinacdo do tempo de retencdo e pelo espectro de absor¢do UV caracteristico para

cada composto.

4.2.6.2 Linearidade

A linearidade do método foi determinada por meio da obtencdo de curvas analiticas
para cada um dos farmacos em oito niveis de concentracdo. As solu¢bes foram preparadas a
partir da diluicdo das solugdes estoque de modo que a concentragéo final variou de 0,5 — 10
ng mL™. Para a construgdo da curva analitica tragou-se o gréafico dos valores da &rea em
funcdo das concentracBes de sinvastatina e ciprofibrato. Os ensaios foram realizados de
acordo com as condicdes cromatograficas otimizadas a partir do planejamento experimental.

As curvas analiticas foram obtidas realizando-se ensaios em replicatas (n = 3) no
mesmo dia e em quatro dias diferentes e aplicando-se o teste de Huber (AUGUSTO; RIEDO e
VALENTE, 2003) para que possiveis dados andmalos fossem desprezados conferindo uma
maior confiabilidade ao conjunto de dados obtidos.

A linearidade foi avaliada realizando-se a analise de regresséo linear para o conjunto
de dados obtidos apds a exclusdo dos valores considerados anémalos, os quais foram
identificados pelo teste de Huber (AUGUSTO; RIEDO e VALENTE, 2003).
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4.2.6.3 Limites de Deteccéo (LD) e Quantificacdo (LQ)

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) do método foram determinados por
meio das Equacbes n° 6 e n° 7 conforme recomendados pela ANVISA (ANVISA, 2017):

3,3x0

LD = == (6)
10x o

LQ = == @)

onde o ¢ o desvio padrdo do intercepto com o eixo y e IC € a inclinacdo ou coeficiente angular

da curva analitica obtidos a partir de trés curvas analiticas.

4.2.6.4 Precisao

A precisdo do método foi avaliada por meio da determinacdo da repetibilidade
(precisdo intra-corrida) e precisao intermediaria (precisao inter-corrida).

A repetibilidade do método foi avaliada realizando-se determinacGes contemplando o
intervalo linear do método, ou seja, concentracdes baixa, média e alta com trés replicatas em
cada nivel de concentracdo, realizadas no mesmo dia, pelo mesmo analista, de acordo com a
Tabela 13.

Calculou-se o desvio padrao relativo (Equacao 8) a fim de verificar as variacfes dentre
as replicatas e poder-se assegurar a repetibilidade do método. O valor de DPR aceito pela
agéncia regulatoria (ANVISA, 2017), deve ser inferior a 5,0 %.

DPR = 22 %100 (8)
CMD

em que, DP é o desvio padrdo e CMD, a concentracdo média determinada.

A precisdo intermediaria foi avaliada de maneira semelhante, entretanto, em dias
diferentes por diferentes analistas.

Realizou-se a andlise de variancia (ANOVA) de dois fatores para verificar a
concordancia entre os resultados obtidos em dias diferentes por diferentes analistas e, dessa

forma, avaliar a interferéncia de dias e de analistas na precisao do método.
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Tabela 13 - Niveis de concentracdo avaliados na determinacgéo da repetibilidade do método

Concentracdo baixa  Concentracdo média Concentracéo alta

(ug mL™) (ng mL™) (ug mL™)
Ciprofibrato 0,5 1,0 10,0
Sinvastatina 0,5 1,0 10,0

4.2.6.5 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada por meio da adicdo de padréo, onde adicionou-se a
uma aliquota das amostras comerciais dos farmacos contendo o equivalente a 0,80 pg mL™
dos analitos, volumes variados do padrdo de ciprofibrato e sinvastatina de modo a obter 3

concentracdes diferentes como apresentado na Tabela 14.

Tabela 14 - Solugdes utilizadas para a avaliagdo da exatiddo do método

Concentracdo Padrdo CPF e Concentracdo Amostra Concentracdo Amostra
SIM (ug mL™) Comercial CPF (ug mL™) Comercial SIM (ug mL™)
0,50 0,80 0,80
1,00 0,80 0,80
10,0 0,80 0,80

A partir da equacdo da reta obtida no ensaio de linearidade, pode-se verificar a
exatiddo do método a partir do céalculo do percentual das amostras recuperadas nas solucdes

(Equacéo 9).

concentracido média experimental

Recuperagao = x 100 9)

concentragio teérica

4.2.6.6 Robustez

A robustez do método foi avaliada a partir da otimizacdo das condigdes
cromatograficas realizadas por meio do planejamento de experimentos conforme descrito no
item 4.2.3.
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4.2.7 Aplicacdo do Método na Determinagdo dos Farmacos em Diferentes Matrizes
4.2.7.1 Urina Sintética

A fim de avaliar a determinac&o de ciprofibrato e sinvastatina em fluidos biologicos e,
portanto, a capacidade do método desenvolvido em analisar os farmacos em diferentes
matrizes, preparou-se uma amostra de urina sintética conforme descrito por LAUBE e

colaboradores (2001) a qual é apresentada na Tabela 15.

Tabela 15 - Composicao da urina sintética

Composic¢éo Urina Sintética
(LAUBE; MOHR e HESSE, 2001)

Substéncia Concentracéo (g L ™)
CaCl,.2H,0 1,103
NaCl 2,925
Na,SO, 2,250
KH,PO, 1,400
KCI 1,600
NH,CI 1,000
Ureia 25,00
Creatina 1,100
pH 6,00*

*(Ajustado com NaOH/HCI)

Preparou-se a solucdo de urina sintética utilizando-se agua ultrapura Milli-Q para
solubiliza-la. A solucdo foi sonicada em banho de ultrassom (frequéncia 37 kHz) por 30
minutos para total solubilizacéo e ent&o filtrou-se a solucdo em membrana de PES hidrofilica
0,22 pum.

As amostras foram preparadas adicionando-se 500 pL de uma solug&o de 10 ug mL™
das amostras comerciais de ciprofibrato e sinvastatina em um baldo volumétrico de 10 mL e
completou-se o volume com a solucdo de urina sintética, obtendo-se uma solucdo com

concentracéo final de 0,5 ug mL™. As anélises foram realizadas em triplicatas.
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4.2.7.2 Aguas Superficiais

As amostras de agua superficial foram coletadas no arroio de Olarias localizado na
porcdo centro-sudeste do espaco urbano da cidade de Ponta Grossa, PR.

As amostras foram filtradas em membranas de acetato celulose e entdo sonicadas em
banho de ultrassom (frequéncia 37 kHz) por 30 minutos para a degaseificacdo. Em seguida
foram filtradas em uma membrana de PES hidrofilico 0,22 pum.

As amostras foram preparadas adicionando-se 500 pL de uma solugdo de 10 pg mL™
das amostras comerciais de ciprofibrato e sinvastatina em um baldo volumétrico de 10 mL e
completou-se 0 volume com a agua superficial, obtendo-se uma solugdo com concentracao
final de 0,5 ug mL™. As analises foram realizadas em triplicatas e verificou-se o percentual de

recuperacdo das solucgdes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia proposta envolve a separacdo cromatografica simultanea de
ciprofibrato e sinvastatina utilizando a técnica de CLAE com detec¢do UV.

Primeiramente determinou-se o comprimento de onda de detec¢do UV para o método
a partir da avaliagdo da absorbancia maxima do ciprofibrato e sinvastatina. Para isso,
preparou-se solucdes dos farmacos na concentracdo de 10 ug mL™* em metanol (MeOH) grau
HPLC. Realizou-se a leitura na faixa de comprimento de onda de 200 — 400 nm e comparou-
se com 0s maximos de absorcdo descritos na literatura. Os espectros obtidos sdo apresentados

nas Figuras 7, 8 e 9.

Figura 7 - Espectro de absorco na regido do UV para a solugdo padréo de ciprofibrato (10 ug mL™)
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Figura 8 - Espectro de absorc&o na regido do UV para a solugdo padrao de sinvastatina (10 ug mL™)
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Figura 9 - Sobreposicao dos espectros de absorcdo UV de ciprofibrato e sinvastatina (10 ug mL™)
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Os espectros obtidos para os farmacos sdo condizentes com 0s espectros encontrados
na literatura com méximos de absor¢do em 202 nm, 233 nm e 276 nm, para o ciprofibrato e
231 nm, 238 nm e 247 nm para a sinvastatina (NASCIMENTO et al., 2011, POLONINI et al.,
2011).

Realizou-se alguns testes a partir dos quais, pode-se verificar que o melhor

comprimento de onda para 0 método analitico foi 238 nm.
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5.1 ESTUDOS PRELIMINARES

Realizou-se alguns testes preliminares para estabelecer-se as condicdes
cromatograficas mais promissoras para serem entdo otimizadas por meio de planejamento de

experimentos.

5.1.1 Teste 1

As condicbes cromatograficas utilizadas foram adaptadas do método desenvolvido por
Sultana e colaboradores (2011). As condigdes utilizadas foram coluna C — 18 (150 mm x 4,6
mm), fase mével constituida de ACN: H,O (60: 40), taxa de fluxo de 0,8 mL min?,
temperatura de 40 °C, deteccdo UV em 238 nm e volume de injecdo de 20 pL. Nessas
condic¢des cromatogréaficas, o tempo de retencdo da sinvastatina foi superior a 30 minutos, o
gue nao é interessante para uma separacdo cromatografica, uma vez que tempos elevados de
analise levam a maiores gastos com solventes e maior geracao de residuos. Além disso, houve
um deslocamento da linha base. Neste caso, para diminuir o tempo de retencdo da
sinvastatina, optou-se por aumentar a forca eluotropica do sistema e, dessa forma, aumentar a
afinidade da molécula pela fase movel. Para isso, diminuiu-se a propor¢do de agua na fase

movel para que a eluicdo ocorresse em um tempo inferior.

5.1.2 Teste 2

As condi¢des cromatogréaficas utilizadas foram semelhantes as utilizadas no teste
anterior, entretanto, aumentou-se a forca eluotrépica do sistema em uma tentativa de diminuir
0 tempo de retencdo da sinvastatina. Utilizou-se coluna C — 18 (150 mm x 4,6 mm), fase
mével constituida de ACN: H,O (70: 30), taxa de fluxo de 0,8 mL min™, temperatura de
40 °C, deteccdo UV em 238 nm e volume de injecdo de 10 pL. Nessas condigOes
cromatograficas, o tempo de retencdo da sinvastatina ficou proximo de 22 minutos, menor
qguando comparado com o teste anterior. Entretanto, ainda pode ser considerado um tempo de
analise longo para uma separacdo cromatografica. Optou-se entdo por modificar novamente a

composicgdo da fase mével do sistema.
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5.1.3 Teste 3

As condicBes cromatograficas utilizadas foram adaptadas do método desenvolvido por
Phaneemdra e Nagamalleswari (2015). As condic@es utilizadas foram coluna C — 18 (150 mm
x 4,6 mm), fase mével constituida de ACN: MeOH: H,0 (50:30:20), taxa de fluxo de 0,8 mL
min, temperatura de 40 ° C, deteccdo UV em 238 nm e volume de injecdo de 10 pL. Nessas
condi¢Bes cromatograficas, o tempo de retencdo do ciprofibrato foi de 2,05 min e da

sinvastatina de 9,502 min, como apresentado na Figura 10.

Figura 10 - Cromatograma do ciprofibrato (t, 2,05 min, fator de cauda 0,715) e da sinvastatina (t; 9,502 min,
fator de cauda 1,169), 10 ug mL™* em ACN: MeOH: H,0
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Nessas condigdes cromatograficas, o tempo de analise para a separagdao dos farmacos
foi menor quando comparado com os testes anteriores, portanto, essas condi¢cGes foram mais
promissoras que as anteriormente testadas.

Alguns autores e 0 FDA (Food and Drug Administration) recomendam para que a
precisdo na quantificacdo ndo fique comprometida, que os valores para o fator de cauda, T (0s
quais indicam a simetria do pico), estejam compreendidos no intervalo entre 0,5 < T¢ < 2,0
(DONG, 2006; LANCAS, 2004; U.S FOOD, 1994), assim como a capacidade de retencéo, k
(que mede o grau de retengdo do analito na coluna), varie entre 1 a 20 para que os analitos
presentes na amostra tenham tempo suficiente de interagir com a fase estacionaria, resultando
em migracdo diferencial. (DONG, 2006). Neste caso, na condi¢do cromatografica analisada,

obteve-se um fator de cauda de 0,715 e 1,169 para o ciprofibrato e sinvastatina,
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respectivamente, bem como a capacidade de retencdo foi de 3,729. Portanto, tanto o fator de
cauda quanto a capacidade de retencdo compreendem os intervalos recomendados.

5.1.4 Teste 4

Para verificar a influéncia da coluna na separacéo cromatogréafica, realizou-se a anélise
com as mesmas condi¢cdes cromatogréficas do teste anterior e mudou-se apenas a coluna
cromatogréafica. Neste caso, utilizou-se uma coluna C — 18 (250 mm x 4,6 mm) e pode-se
notar que o tempo de retencdo tanto para o ciprofibrato quanto para a sinvastatina
aumentaram quando comparados com os obtidos utilizando-se uma coluna C — 18 (150 mm X
4,6 mm), como pode ser verificado na Figura 11. Assim sendo, as condi¢Ges cromatogréaficas

mais promissoras foram aquelas analisadas no Teste 3.

Figura 11 - Cromatograma do ciprofibrato (t, 3,64 min) e da sinvastatina (t, 15,15 min), 10 pg mL™* em ACN:
MeOH: H20, coluna C-18 (250 mm x 4,6 mm)
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Depois de estabelecidas as condi¢bes cromatograficas mais promissoras para a
separagdo cromatografica entre os farmacos, pode-se entdo otimizad-las por meio do

planejamento de experimentos.
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5.2 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Para o desenvolvimento da metodologia proposta, optou-se pela utilizacdo de

planejamentos experimentais para otimizar as condi¢fes cromatograficas para a separacéo dos
farmacos.

5.2.1 Planejamento Fatorial

A Tabela 16 apresenta a matriz do planejamento fatorial 2> completo com as variaveis
analisadas e os niveis escolhidos para cada uma delas.

Tabela 16 - Matriz do planejamento fatorial 22 com os respectivos niveis experimentais avaliados para o
ciprofibrato e sinvastatina

Variéveis
Niveis Fluxo (mL min™?) Temperatura (° C)

-1 0,6 35

N° Experimento 0 0,8 40
1 1,0 45

1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 0 0
6 0 0
7 0 0

Os resultados experimentais obtidos sdo apresentados na Tabela 17.



Tabela 17 - Resultados experimentais obtidos para o ciprofibrato e sinvastatina
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Ne t, t, Area (u.a)  Area (u.a) I (mAU) I (MAU) TF TF
Experimento
CPF SIM CPF SIM CPF SIM CPF SIM Resolucéo k> Separacéo

1 2,103 13,31 200689 234588 23913 10742 0,747 1,276 19,55 5,330 4,643

2 1,288 8,173 122047 141729 22135 9935 0,779 1,292 18,39 5,344 4,815

3 2,131 11,31 200521 236338 23504 12752 0,721 1,286 17,47 4,310 4,067

4 1,150 6,298 111191 129746 23046 11580 0,815 1,324 15,99 4,477 4,064

5 1,568 9,364 151445 177758 21486 11249 0,734 1,293 17,97 4,973 4,371

6 1,574 9,363 151825 177368 23068 11233 0,759 1,295 18,00 4,949 4,364

7 1,570 9,357 151647 177654 23314 11283 0,759 1,298 17,99 4,960 4,362

* CPF — ciprofibrato; SIM — sinvastatina; t —tempo de retencdo; T— intensidade; T.F — fator de encaudamento; k™ - capacidade de retencao
r
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Inicialmente cada uma destas respostas foi avaliada individualmente atraves da analise
de variancia (ANOVA) para avaliar os efeitos principais e os efeitos de interacdo dos
parametros analisados e a influéncia que estes exerciam nas respostas avaliadas. Os resultados

obtidos sdo apresentados na Tabela 18.
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Tabela 18 - Anélise de variancia (ANOVA) para as respostas analisadas individualmente

R sSQ MQ F p
t, CPF

Fluxo (1) 9,10 x 10" 9,10 x 10" 1,74 x 10* 5,70 x 10°
Temperatura (2) 0,919 8,90 x 107 8,90 x 10° 171,74 5,70 x 10
1x2 1,10 x 102 1,10 x 102 222,24 4,50 x 107
t. SIM

Fluxo (1) 23,34 23,34 1,14 x 10° 1,00 x 10°®
Temperatura (2) 0,957 2,73 2,73 1,34 x 10° 7,00 x 10°®
1x2 1,69 x 10" 1,69 x 10" 8,3x10° 1,2x10*
Area (u.a) CPF

Fluxo (1) 2,06 x 10%° 2,06 x 10™° 1,85 x 10° 1,00 x 10°
Temperatura (2) 0,950 8,52 x 10° 8,52 x 10° 766,00 1,30 x 107
1x2 4,19 x 10° 4,19 x 10° 377,00 2,64 x10°
Area (u.a) SIM

Fluxo (1) 3,10 x 10%° 3,10 x 10%° 2,50 x 10° 4,00 x10°
Temperatura (2) 0,949 1,00 x 10° 1,00 x 10° 0,80 4,61 x10*
1x2 1,10 x 10° 1,10 x 10° 9,00 9,50 x 10
T.F (CPF)

Fluxo (1) 2,86 x 10 2,86 x 10 9,50 x 10° 1,05 x 107
Temperatura (2) 0,981 2,10 x10* 2,10 x 10* 70,10 1,39 x 107
1x2 1,30 x 10 1,30 x 10 44,10 2,19 x 10
T.F (SIM)

Fluxo (1) 9,60 x 10™ 9,60 x 10 1,02 x 10? 9,57 x 10°®
Temperatura (2) 0,645 1,21 x10* 1,21 x10™ 12,96 6,90 x 102
1x2 0 0 0 1,00
Resolugéo

Fluxo (1) 2,20 x 10" 2,20 x 10" 1,93 x 10° 5,18 x 10
Temperatura (2) 0,991 9,80 x 10" 9,80 x 10" 8,39 x 10° 1,19 x 10*
1x2 3,90 x10° 3,90 x10° 33,90 2,82 x 10
©

Fluxo (1) 1,57 x 10" 1,57 x 10" 1,73 x 10° 5,70 x 10
Temperatura (2) 0,925 5,34 x 10" 5,34 x 10" 5,89 x 10° 1,69 x 107
1x2 9,50 x 10 9,50 x 10 10,50 x 10? 9,36 x 10
Separacéao

Fluxo (1) 3,00 x 10° 3,00 x 10° 90,70 1,08 x 107
Temperatura (2) 0,991 5,26 x 107 5,26 x 107 1,50 x 10* 6,30 x 10
1x2 5,60 x 10” 5,60 x 10° 1,68 x 10° 5,87 x 10

*CPF- ciprofibrato; SIM- sinvastatina; T.F — fator de encaudamento; k’- capacidade de retencao; R — coeficiente de correlacdo; SQ — soma

quadrética; MQ — média quadratica; F — teste F; p — p-value
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Os efeitos normalizados do planejamento experimental foram analisados a 5 % de
significancia e avaliados por meio dos gréficos de Pareto dos efeitos padronizados, os quais

sdo apresentados na Figura 12.

Figura 12 - Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados para as respostas avaliadas (a) tempo de retencdo do
ciprofibrato; (b) tempo de retencdo da sinvastatina; (c) area do pico cromatografico do ciprofibrato; (d) area do
pico cromatografico da sinvastatina; (e) fator de encaudamento do ciprofibrato; (f) fator de encaudamento da
sinvastatina; (g) resolucdo; (h) capacidade de retencdo; (i) separagdo
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Fonte: Statistica®

A linha vertical no grafico de Pareto significa que os efeitos sdo estatisticamente
significativas, ou seja, p < 0,05, logo, as barras que ultrapassam essa linha correspondem aos
efeitos que séo estatisticamente significativas com um nivel de confianca de 95 %.

Analisando-se os graficos de Pareto dos efeitos padronizados, podemos verificar que,
para o tempo de retengdo (graficos “a” e “b”), ambas as variaveis foram estatisticamente

significativas tanto para o ciprofibrato quanto para a sinvastatina, ou seja, Fcaiculado > Ftabelado €
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p < 0,05, sendo a taxa de fluxo a variavel mais influente e, quando ajustadas no nivel mais
baixo (0,6 mL min™ e 35 °C), maior o tempo de retencdo para ambos os farmacos.

Quando analisamos a area do pico cromatografico (graficos “c” e “d”), podemos
verificar que para o ciprofibrato, ambas as variaveis foram estatisticamente significativas, ou
seja, Fealculado > Frabelado € P < 0,05 enquanto que, para a sinvastatina, apenas a taxa de fluxo foi
estatisticamente significativa. Para ambos os farmacos a taxa de fluxo foi a variavel mais
influente e, quando ajustada no nivel mais baixo (0,6 mL min™), maior a area do pico
cromatografico obtido.

Quando analisamos o fator de encaudamento (gréaficos “e” e “f”), para a sinvastatina,
apenas o fluxo foi estatisticamente significativo, ou seja, para a temperatura Feaiculado < Fiabelado
e p > 0,05, portanto, apenas a taxa de fluxo influencia esta resposta, enquanto que, para o
ciprofibrato, ambas as variaveis foram estatisticamente significativas e, quando ajustadas no
nivel mais alto (1,0 mL min™ e 45 ° C) maior o valor deste fator. Entretanto, deve-se tomar
cuidado em trabalhar com um fluxo muito alto, pois, além de diminuir a vida atil da coluna
cromatografica, aumentar o consumo de solventes e consequentemente aumentar o volume de
residuos, recomenda-se que o fator de encaudamento T.F < 2 (U.S FOOD, 1994).

Para a resolugdo (grafico “g”), capacidade de retengdo (grafico “h”) e separacdo entre
os picos cromatograficos (grafico “i”), ambas as varidaveis foram estatisticamente
significativas, ou seja, Fcaiculado > Frabelado € P < 0,05, sendo a temperatura a variavel que
apresentou a maior influéncia. Quando as variaveis estdo ajustadas no nivel baixo (0,6 mL
min? e 35 °C) obtém-se maiores resolucdes, maior capacidade de retencdo e maior a
separacao entre os picos cromatogréaficos do ciprofibrato e da sinvastatina.

Quando se analisa os resultados obtidos por meio da andlise de variancia (ANOVA) e
dos gréficos de Pareto para os efeitos padronizados para cada uma das respostas individuais,
pode-se verificar que nem todas indicam as mesmas condicGes experimentais como sendo as
melhores condi¢fes. Entdo, para que exista um equilibrio entre as condigdes experimentais
para os fatores analisados, utiliza-se uma funcéo global para otimiza-las, de modo que seja
possivel obter indicacdes a respeito da melhor regido experimental.

Derringer e Suich (1980), descreveram um método para a otimizagdo simultanea de
varias respostas, baseado na constru¢do de uma funcgdo de desejabilidade para cada resposta
individual (funcdo de desejabilidade parcial), estabelecendo ao final uma funcdo de
desejabilidade global. Cada resposta tem associado um valor de desejabilidade parcial que
varia de acordo com a proximidade da resposta desejada (LEWIS; MATHIEU e PHAN-TAN-
LUU, 1999; BARROS NETO; SCARMINIO e BRUNS, 2007; BREITKREITZ, 2007,
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ZECEVIC et al., 2008). Assim como cada resposta pode ser calculada dentro da regido
experimental utilizando-se o0 modelo e os coeficientes calculados, também a desejabilidade
correspondente pode ser calculada dentro daquela regido por meio de equacdes adequadas a
cada caso. Entdo os valores individuais de desejabilidade sdo combinados criando uma funcgéo
de desejabilidade global, empregando-se a média geométrica, e foca-se entdo em maximizar
este valor (LEWIS; MATHIEU e PHAN-TAN-LUU, 1999; BREITKREITZ, 2007).

5.2.1.1 Funcao de Desejabilidade
Os dados de desejabilidade para cada resposta individual avaliada (funcdo de
desejabilidade parcial), assim como a fungdo de desejabilidade global séo apresentadas na

Tabela 19.

Tabela 19 - Dados da funcéo de desejabilidade parcial e global

Area TF Area TF
Fator Nivel t,C © 1(C) ©<© tS (S) 1(S) (S) R K’ Sep D
A -1 2,039 197617 23482 0,73 12,1 232031 11748 1,28 186 48 4,3 0,493

-05 1826 176620 23203 0,74 10,8 207100 11500 128 184 49 44 0,522
0 1,613 155622 22923 0,76 9,59 182168 11253 129 179 49 44 0481
0,5 1,400 134625 22644 0,77 8,32 157237 11006 1,30 176 49 44 0,392
1 1,187 113628 22364 0,79 7,05 132306 10758 131 172 49 44 0,194
-1 1,618 158377 22798 0,76 10,5 184727 10339 1,28 190 54 4,7 0,478
-05 1616 157000 22860 0,76 10,1 183447 10796 129 185 51 45 0,497
0 1,613 155622 22923 0,76 9,59 182168 11253 129 179 49 44 0481
0,5 1,611 154245 22986 0,76 9,11 180889 11710 1,30 173 47 42 0,432
1 1,608 152868 23049 0,76 8,62 179610 12167 1,30 168 4,4 4,0 0,000

W W W ww> > > >

*A — Taxa de fluxo; B — Temperatura; C — ciprofibrato; S — sinvastatina; | — intensidade; T.F — fator de cauda; R — resolugdo; k” — capacidade

de retencéo; Sep — separacéo; D — fungdo desejabilidade global

A melhor condigdo experimental é aquela em que a desejabilidade global coincide
para ambos os fatores. Neste caso, a melhor regido experimental é no nivel 0 do planejamento
fatorial, ou seja, fluxo de 0,8 mL min™ e temperatura de 40 ° C (valores destacados em
negrito na Tabela 19).

A Tabela 20 apresenta os resultados obtidos a partir da analise de variancia (ANOVA)
para as respostas avaliadas para verificar se a falta de ajuste foi ou ndo estatisticamente

significativa.



Tabela 20 - Analise de variancia (ANOVA) para verificar a falta de ajuste do modelo linear

Falta de ajuste

Parametro R SQ MQ F p-value
Area CPF 0,950 5,19 x 10° 5,19 x 10° 4,67 x 10° 2,10x10”
Area SIM 0,949 7,95 x 10° 7,95 x 10° 6,47 x 10° 1,54 x 10

t, CPF 0,919 3,89 x 107 3,89 x 10” 7,49 x 10° 1,33 x 10
t, SIM 0,957 5,73x 10" 5,73x 10" 2,81 x 10* 3,50 x 10°
T.F CPF 0,981 2,40 x 10° 2,40 x 10° 8,03 0,105
T.FSIM 0,645 5,76 x 10 5,76 x 10 61,73 1,58 x 102
Resolugéo 0,991 5,28 x 107 5,28 x 107 45,13 2,14 x 107
K’ 0,925 2,88 x 107 2,88 x 107 31,88 2,99 x 107
Separago 0,995 1,11 x 10® 1,11 x 10® 34,32 2,79 x 107

*CPF — ciprofibrato; SIM — sinvastating, t — tempo de retencao; T.F — fator de encaudamento; K’ — capacidade de retencao; R — coeficiente

r
de correlagdo; SQ — soma quadratica; MQ — média quadrética; F — teste F; p —value — nivel de confianga 95 %

Analisando-se as informacdes obtidas por meio da andlise de varidncia (ANOVA)
(dados apresentados na Tabela 20), podemos verificar que a falta de ajuste foi estatisticamente
significativa, ou seja, p < 0,05 para todas as respostas avaliadas com excecao da resposta fator
de encaudamento do ciprofibrato, onde p > 0,05. Portanto, o modelo linear avaliado ndo €
capaz de explicar satisfatoriamente os resultados obtidos experimentalmente. A préxima etapa

consiste entdo em construir um modelo de ordem superior, no caso um modelo de segunda

ordem.

5.2.2 Planejamento Composto Central ou Estrela

Com base nos resultados obtidos por meio do planejamento fatorial 22 com ponto
central, pode-se dar prosseguimento ao processo de otimizacao utilizando um planejamento
composto central ou estrela.

A matriz do planejamento composto central juntamente com as respostas obtidas para

0s ensaios realizados sdo apresentados na Tabela 21.



Tabela 21 - Resultados obtidos para o planejamento composto central

Variaveis t, t, Area  Area(u.a) |(mAU) | (mAU) TF TF
N° CPF SIM (12) SIM CPF SIM CPF SIM Resol. k> Sep.
Experimento A B CPF
1 0,6 35 2,103 13,31 200689 234588 23913 10742 0,747 1,276 19,55 5330 1,276
2 1,0 35 1,288 8,173 122047 141729 22135 9935 0,779 1,292 18,39 5344 1,292
3 0,6 35 2,131 11,31 200521 236338 23504 12752 0,721 1,286 17,47 4,310 1,286
4 0,6 45 1,150 6,298 111191 129746 23046 11580 0,815 1,324 15,99 4477 1,324
5 0,8 40 1,568 9,364 151445 177758 21486 11249 0,734 1,293 17,97 4973 1,293
6 0,8 40 1,574 9,363 151825 177368 23068 11233 0,759 1,295 18,00 4949 1,295
7 0,8 40 1,570 9,357 151647 177654 23314 11283 0,759 1,298 17,99 4,960 1,298
8 0,5 40 2,493 14,65 240057 282126 22202 12016 0,701 1,237 18,82 4,880 1,237
9 11 40 1,149 6,889 111228 129652 22623 10678 0,806 1,304 17,17 4995 1,304
10 0,8 33 1,706 10,52 160236 175983 19539 9850 0,740 1,295 19,34 5170 1,295
11 0,8 47 1,572 8,336 151649 178430 23533 12650 0,751 1,319 16,47 4,305 1,319

*A-Tluxo (mL min-I); **B —temperatura (° C); T —tempo de retencao; CPF — ciprofibrato; SIM — sinvastatina; T— intensidade; T.F — fator de encaudamento; Resol.- Resolucao; K™ — capacidade de retencdo; Sep. -
r

separacao
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Analisando-se os resultados obtidos por meio da analise de variancia (ANOVA), para
cada uma das respostas individuais, pode-se verificar que assim como no planejamento
anterior, nem todas elas indicam as mesmas condic¢Ges experimentais como sendo as melhores
condicdes. Entdo, para que exista um equilibrio entre as condi¢cBes experimentais para 0s
fatores analisados, utiliza-se a funcdo de desejabilidade para otimiza-las, a fim de obter-se a
superficie de resposta a qual fornece modelos matematicos empiricos que conseguem explicar

satisfatoriamente os resultados obtidos experimentalmente.

5.2.2.1 Funcao de Desejabilidade

Assim como no planejamento anteriormente realizado, cada uma das respostas foi

avaliada individualmente (desejabilidade parcial) e estabelecendo ao final uma funcdo de

desejabilidade global. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 22.

Tabela 22 - Dados da funcéo de desejabilidade parcial e global

Fator Nivel Area(C) T.F(C) Area(S) T.F(S) R K Sep D

>

-1,41 2338149 0,713 276136,5 1,247 18,82 4,89 4,27 0,725
-0,705  187656,0 0,729 220562,8 1,276 18,42 4,92 4,32 0,818

0 151667,8 0,750 177617,3 1,295 17,99 4,96 4,36 0,807
0,705 125850,4 0,777 147299,9 1,302 17,54 4,98 4,38 0,735
1,41 110203,7 0,809 129610,7 1,299 17,07 5,01 4,39 0,648
-1,41 156397,4 0,748 175390,1 1,296 19,36 5,30 5,03 0,817
-0,705  153872,2 0,749 177360,2 1,292 18,71 5,18 4,66 0,811

0 151667,8 0,75 177617,3 1,295 17,99 4,96 4,36 0,807
0,705 149784,2 0,753 176161,2 1,305 17,20 4,63 4,13 0,805
1,41 1482212 0,758 1729921 1,323 16,34 4,20 3,97 0,804

W W W ww > > > >

*A- fluxo (ML min-1); B — temperatura (° C); C — ciprofibrato; S — sinvastatina; T.F — fator de cauda; R — resolucio; kK’ — capacidade de

retencéo; Sep — separacdo; D — fungdo desejabilidade global
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A melhor regido experimental é aquela em que a desejabilidade global coincide para

ambos os fatores. Neste caso, a melhor condigdo experimental € no nivel 0 do planejamento

composto central, ou seja, fluxo de 0,8 mL min™ e temperatura de 40 ° C (valores em negrito

na Tabela 22). Nessa regido, o modelo fornece as respostas esperadas para cada um dos

parametros em analise, as quais sdo apresentadas na Tabela 23. Realizou-se entdo as analises

em triplicata nessas condicGes experimentais com objetivo de validar o planejamento

realizado e os resultados coletados séo apresentados e comparados com os valores previstos

para o0 modelo.

Tabela 23 - Resultados experimentais obtidos com a realizagdo da condicdo otimizada em relagdo aos valores

previstos pelo modelo matematico obtido

Experimento

Valor

1 2 3 Média Previsto
Area (CPF) 152261 152176 152699 152378 151667
Area (SIM) 177574 177704 177812 177696 177617
Resolugdo 18,039 18,065 18,043 18,049 17,993
Kk’ 4,926 4914 4944 4,928 4,960
Fator de encaudamento 0,777 0,779 0,786 0,781 0,750
(CPF)
Fator de encaudamento 1,307 1,314 1,311 1,310 1,295
(SIM)
Separacéo 4,369 4,365 4,364 4,366 4,365




85

Como podemos verificar, comparando-se os dados previstos com os valores obtidos
experimentalmente, os valores estdo bem préximos, portanto, o0 modelo matematico é valido e
consegue explicar satisfatoriamente os resultados obtidos experimentalmente. Dessa forma as
condic¢des cromatogréaficas encontram-se otimizadas.

Quando comparamos as condi¢fes cromatograficas que foram otimizadas com as
descritas na literatura (Tabela 3), podemos verificar que a utilizacdo de modelos estatisticos
contribui para obtencdo de melhores condicBes experimentais para a separagdo
cromatografica entre os farmacos, uma vez que a grande maioria dos métodos existentes
utiliza como fase mdvel acido ou sistemas tamponados, além de trabalhar com fluxo muito
alto o que ajuda a diminuir a vida atil da coluna cromatogréafica, aumentar o consumo de
solventes e consequentemente aumentar o volume de residuos. Nesse sentido, pode-se notar a
importancia que modelos estatisticos desempenham para que as melhores condicdes
cromatogréficas sejam obtidas levando as melhores respostas, além de necessitar de um
namero reduzido de ensaios experimentais, 0 que garante a minima utilizacdo de reagentes,
gerando o minimo de residuos possiveis, 0 que nos dias atuais é de extrema importancia nao
somente pela escassez de recursos financeiros destinados a pesquisa como também devido as

questdes ambientais.
5.3 VALIDACAO DO METODO ANALITICO
5.3.1 Especificidade e Seletividade
Para verificar a especificidade do método, analisou-se isoladamente cada farmaco para
obter-se seu respectivo cromatograma a fim de verificar seu tempo de retencéo caracteristico

nas condi¢des cromatograficas analisadas, como também a presenca de possiveis interferentes

na sua determinacdo. Os cromatogramas dos farmacos sao apresentados nas Figuras 14 e 15.
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Figura 14 - Cromatograma do ciprofibrato (10 pg mL™) em ACN: MeOH: H,0 (50: 30: 20)
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Figura 15 - Cromatograma da sinvastatina (10 pug mL™) em ACN: MeOH: H,O (50: 30: 20)

70000
9,538
60000 -
50000 -

40000

30000

Intensidade (mAU)

20000

10000

T T
0 5 10 15

Tempo de retengao (min)

Analisando-se 0s cromatogramas, pode-se verificar que ndo houve a presenca de
interferentes na determinacdo de cada um dos farmacos, portanto, foi possivel comprovar a
capacidade do método em detectar cada analito independente, ou seja, 0 método pode ser
considerado especifico para a determinacdo de cada um dos farmacos.

Para verificar a seletividade do meétodo, ou seja, a capacidade em determinar
simultaneamente diferentes analitos, realizou-se a analise simultanea dos farmacos obtendo-se

0 cromatograma apresentado na Figura 16.
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Figura 16 - Cromatograma do ciprofibrato (a) e sinvastatina (b) analisados simultaneamente, 10 pg mL™ em
ACN: MeOH: H,0 (50:30: 20)
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Analisando-se o cromatograma, pode-se verificar que ndo existiu a presenca de
interferentes na amostra eluindo no mesmo tempo de retencéo caracteristico dos farmacos.
Portanto, 0 método possibilitou a separacdo cromatogréafica simultdnea dos farmacos sem
interferéncia entre as amostras, ou seja, 0 método pode ser considerado seletivo para 0s
farmacos analisados.

Pode-se concluir que o método apresentou adequada especificidade e seletividade
viabilizando analises para deteccdo de cada analito independentemente ou quando analisados

simultaneamente sem a presenca de interferentes entre as amostras.
5.3.2 Linearidade
5.3.2.1 Curva analitica Ciprofibrato
A curva analitica foi obtida pela construcdo de graficos plotando-se a area do pico
cromatografico em fungédo da concentracdo do farmaco. Uma relacédo linear foi observada na

faixa de concentracdo de 0,5 — 10 pg mL™ e os dados obtidos estdo apresentados na Tabela
24.
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Tabela 24 - Valores de area obtidos na analise cromatografica de diferentes concentragBes de ciprofibrato

obtidos em diferentes dias

Concentracdo Curval Curva2 Curva3 Curvad4 Curva5 Area média DPR
(g mL™) (u.a) (%)
0,50 17591,0 16454,0 16351,0 16373,0  15744,0 16502,60 4,10

0,60 21513,0 20891,0 20027,0 20398,0  19259,0 20417,60 4,20

0,70 24514,0  24016,0 24267,0 22721,0 23781,0 23859,80 2,90

0,80 28010,0 27352,0 31011,0 26742,0  31591,0 28941,20 7,60

1,00 39267,0 30327,0 36091,0 32601,0 35653,0 34787,80 9,90

3,00 93307,0 95963,0 98490,0 99643,0  98877,0 972560,00 2,70

5,00 153736,0 158080,0 168190,0 168490,0 165937,0 162886,60 4,10
10,00 313855,0 335123,0 328646,0 333571,0 342156,0 330670,20 3,20

Como podemos verificar nos dados acima apresentados, em algumas concentracdes
analisadas, os valores experimentais apresentaram muitas oscilagbes, o que pode ser
evidenciado pelo desvio padrdo entre as medidas, ou seja, indicios da presenca de valores
anémalos, os quais ndo representam o conjunto de dados analisados e acabam dificultando a
obtencdo de uma equacdo que os represente com confiabilidade. Existem critérios seguros que
avaliam a presenca de valores anémalos entre as medidas, os quais séo baseados na Curva de
Linearidade (AUGUSTO; RIEDO e VALENTE, 2003).

Para que se possa rejeitar dados andmalos com base nos principios da curva de
linearidade, utiliza-se o procedimento denominado de Teste de Huber (AUGUSTO; RIEDO e
VALENTE, 2003). Para aplica-lo é necessario estabelecer um valor central e intervalos de
confianca acima e abaixo deste, de modo que fique definida uma regido onde os dados sdo
aceitaveis, ou seja, 0s que pertencem ao intervalo de confianca, uma vez que este representa a
faixa de variacdo esperada para 0s ensaios experimentais. Para isso, € necessario um critério
para estabelecer o valor central de forma que ele ndo dependa dos dados andémalos. Neste
sentido, recomenda-se 0 uso da mediana dos dados, uma vez que este valor ndo é afetado
pelos dados andmalos (AUGUSTO; RIEDO e VALENTE, 2003).

A Tabela 25 apresenta os dados obtidos aplicando-se o Teste de Huber (AUGUSTO;
RIEDO e VALENTE, 2003) para o conjunto de respostas das curvas analiticas apresentadas
na Tabela 24.
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Tabela 25 - Dados obtidos a partir do Teste de Huber

Mediana 33402,9
Mediana Absoluta 925,0
k 2
Limite Superior 35252,9
Limite Inferior 31552,9

O valor de k varia de 2 a 8 e a sua escolha em um primeiro momento depende do
analista (AUGUSTO; RIEDO e VALENTE, 2003). Entretanto, ap0s rejeitar os andémalos,
obter os dados e construir o grafico da area versus a concentracdo, calcula-se o valor dos
residuos para analisar e verificar se os dados obtidos sdo ou ndo confidveis e determinar se a

escolha do k foi ou ndo adequada.
O Gréfico 1 apresenta os valores andmalos que foram rejeitados, ou seja, os valores

que ndo encontram-se dentro do intervalo de confianca.

Gréfico 1 - Valores andmalos rejeitados a partir do Teste de Huber para o ciprofibrato
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Como podemos verificar no Grafico 1, os valores andmalos rejeitados sdo aqueles que
ndo encontram-se entre o intervalo de confianca (limites superior e inferior). Com os dados
incluidos dentro do intervalo de confianca pode-se construir a curva analitica colocando em
gréfico os valores da area obtidos versus a concentracdo de ciprofibrato. A faixa de
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concentracdo avaliada foi de 0,5 — 10 ug mL™. A Tabela 26 apresenta os dados da area
utilizados para a construcdo da curva analitica.

Tabela 26 - Curva analitica do ciprofibrato

Concentragéo Area média DPR
(ug mL™) (u.a) (%)
0,5 16502,60 4,10

0,6 20143,80 3,40

0,7 23859,80 2,90

0,8 27368,00 2,30

1,0 32601,00 0,00

3,0 98243,30 1,60

5,0 165174,30 2,90

10,0 334874,00 1,70

Gréfico 2 - Curva analitica para o ciprofibrato
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Como pode-se observar no Grafico 2, se considerarmos toda a faixa de concentragao
avaliada, a relacdo linear foi satisfatoria, dado que o coeficiente de correlagdo linear, r, para a
curva analitica do ciprofibrato apresentou um valor de r de 0,9999. O valor encontrado para o

coeficiente de correlacdo linear foi muito proximo de 1,0, valor recomendado pela ANVISA
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(ANVISA, 2017) para que seja menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e
menor a incerteza dos coeficientes de regressao estimados.
Realizou-se a analise de regressao linear para o conjunto de dados e os resultados

obtidos sdo apresentados na Tabela 27.

Tabela 27 - Analise de regressao linear para o ciprofibrato

SQ ol MQ F F de significacao
Regressio 8,14 x 10" 1 814x10"°  4,88x10" 359 x10™
Residuos 8,32 x 10° 5 1,66 x 10°
Total 8,14 x 10%° 6

*SQ = soma quadratica; gl = graus de liberdade; MQ = média quadratica; F = teste F, Nivel de confianca 95 %

Analisando-se os resultados obtidos pode-se verificar a existéncia de uma relagéo
linear entre as variaveis X e Y (concentracdo do analito e &rea do pico cromatogréfico), uma
vez que Fsignificacio < 0,05. Portanto, 0 método pode ser considerado linear na faixa avaliada.

Para verificar se a escolha do coeficiente k foi adequada, calculou-se os residuos e 0s

valores obtidos sdo apresentados na Tabela 28.

Tabela 28 - Valores de &reas interpolados (A;) € residuos

Alint rs (%)
16338,40 -1,01
19679,60 -2,36
23020,90 -3,64
26362,10 -3,82
33044,60 +1,34
99869,60 +1,63
166694,32 +0,91
333756,90 -0,33

Os residuos apresentados na Tabela 28 sugerem que 0 erro maximo a ser cometido em
interpolagdes com a equacdo obtida para a curva analitica estaria em torno de 3,8 %. Pode-se

verificar, ainda, que os sinais dos residuos estdo equilibrados e, o coeficiente de correlagdo
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obtido r = 0,9999 indica uma baixa dispersdao no conjunto de pontos experimentais e menor
incerteza dos coeficientes de regressdo estimados. Portanto, pode-se concluir que o

coeficiente de k utilizado esta adequado para a rejei¢do dos valores anémalos.

5.3.2.2 Curva analitica Sinvastatina

A curva analitica foi obtida pela construcdo de graficos plotando-se a area do pico
cromatografico em funcdo da concentracdo do farmaco. Uma relagdo linear foi observada na

faixa de concentracdo de 0,5 — 10 pg mL™ e os dados coletados sdo apresentados na Tabela

29.

Tabela 29 - Valores de area obtidos na analise cromatografica de diferentes concentragdes de sinvastatina

obtidos em diferentes dias

Concentragdo Curval Curva2 Curva3 Curva4 Curva5 Area média DPR

(ug mL™) (u.a) (%)
0,5 19761 18694 21139 18611 16856 19012 8,30
0,6 24217 24396 27742 22247 21894 24099 9,70
0,7 28035 27840 32912 26166 26910 28373 9,30
0,8 32296 31272 42372 31824 32043 33961 13,90
1,0 43946 34565 48309 37852 35500 40034 14,70
3,0 101485 105480 114034 115988 102515 107900 6,20
5,0 166969 161286 195517 198406 170958 178627 9,60
10,0 370970 341241 383577 387810 329644 362648 7,10

Assim como observou-se para as medidas realizadas para o ciprofibrato, para a
sinvastatina pode-se verificar que os valores experimentais apresentaram oscilagdes ainda
maiores, 0 que pode ser evidenciado pelo desvio padrdo entre as medidas ser ainda mais
expressivo quando comparado com os obtidos para o ciprofibrato. Dessa forma, a fim de
verificar a presenca de valores anémalos realizou-se o Teste de Huber para avaliar a presenca
destes entre as medidas e as respostas obtidas para o conjunto de dados da sinvastatina

aplicando-se o teste sdo apresentados na Tabela 30.
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Tabela 30 - Dados obtidos a partir do Teste de Huber

Mediana 38400,28

Mediana Absoluta 1936,83
k 2

Limite Superior 42272,95

Limite Inferior 34529,61

Como mencionado anteriormente, o valor de k varia de 2 a 8 e a sua escolha em um
primeiro momento depende do analista (AUGUSTO; RIEDO e VALENTE, 2003).
Entretanto, apds rejeitar os andbmalos, obter os dados e construir o grafico da area versus a
concentracdo, calcula-se o valor dos residuos para analisar e verificar se os dados obtidos sdo
ou ndo confiaveis e determinar se a escolha do k foi ou ndo adequada.

O Grafico 3 apresenta os valores anémalos que foram rejeitados, ou seja, os valores

que ndo encontram-se dentro do intervalo de confianca.

Gréfico 3 - Valores andmalos rejeitados a partir do Teste de Huber para a sinvastatina
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Como podemos verificar no Grafico 3, os valores andmalos rejeitados sdo aqueles que
estdo fora do intervalo de confianca (limites superior e inferior). Com os dados incluidos
dentro do intervalo de confianga pode-se construir a curva analitica colocando em grafico os

valores da area obtidos versus a concentracdo de sinvastatina. A faixa de concentracdo
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avaliada foi de 0,5 — 10 pg mL™. A Tabela 31 apresenta os dados da &rea utilizados para a

construcdo da curva analitica.

Tabela 31 - Curva analitica para a sinvastatina

Concentracao DPR
(bg mL™) Area (u.a) (%)
0,5 19022,00 3,37

0,6 23188,50 5,61

0,7 27237,75 3,18

0,8 31858,75 1,36

1,0 36676,00 4,53

3,0 109757,00 551

5,0 195517,00 0,00

10,0 377273,50 2,36

Gréfico 4 - Curva analitica para a sinvastatina
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Como pode-se observar no Grafico 4, se considerarmos toda a faixa de concentracdo
avaliada, a relacdo linear foi satisfatoria, r de 0,9998, valor superior ao recomendado pela
ANVISA (ANVISA, 2003).

Realizou-se a analise de regressdo linear para o conjunto de dados e os resultados

obtidos sdo apresentados na Tabela 32.
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Tabela 32 - Anélise de regressao linear para a sinvastatina

SQ ol MQ F F de significacao
Regress&o 1,04 x 10* 1 1,04 x 10" 8,90 x 10° 2,53 x 107
Residuos 5,86 x 10’ 5 1,17 x 10’
Total 1,04 x 10" 6

*SQ = soma quadratica; gl = graus de Tiberdade; MQ = média quadratica; F = teste F;

Analisando-se os resultados obtidos pode-se verificar a existéncia de uma relacdo
linear entre as variaveis X e Y (concentracdo do analito e &rea do pico cromatogréfico), uma
Vez que Fsignificacio < 0,05. Portanto, o método pode ser considerado linear na faixa avaliada.

Para verificar se a escolha do coeficiente k foi adequada, calculou-se os residuos e 0s

valores obtidos sdo apresentados na Tabela 33.

Tabela 33 - Valores da &rea interpolados (Aj) € residuos

Aint rs (%0)
20254,677 +0,71
24034,616 -1,06
27814,554 -1,89
31594,492 -4,39
39154,369 +3,72
114753,14 +3,59

190351,9 -3,13
379348,82 +0,44

Os residuos apresentados na Tabela 33 sugerem que 0 erro maximo a ser cometido em
interpolacdes com a equacdo obtida para a curva analitica estaria em torno de 4,40 %. Pode-se
verificar, ainda, que os sinais dos residuos estdo equilibrados e, o coeficiente de correlagédo
obtido r = 0,9998 indica uma baixa dispersdo no conjunto de pontos experimentais € menor a
incerteza dos coeficientes de regressdo estimados. Pode-se concluir que, o coeficiente k
utilizado esta adequado para a rejei¢do dos valores anémalos.

Pode-se concluir que para os farmacos avaliados 0 método proposto é linear na faixa

analisada.
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5.3.3 Limites de Deteccéao (LD) e Quantificacdo (LQ)

Os valores dos limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) do método foram

obtidos de acordo com as Equacdes 6 e 7 e sdo apresentados na Tabela 34.

Tabela 34 - Limites de deteccdo e quantificacdo encontrados para os farmacos

Limite de Detecgéo Limite de Quantificacio

Farmaco (ug mL™) (ng mL™)
Ciprofibrato 0,054 0,164
Sinvastatina 0,018 0,056

Os valores obtidos para o LD e LQ tanto para o ciprofibrato quanto para a sinvastatina
podem ser considerados satisfatérios para a sua determinacdo em diferentes matrizes, desde
formulacBes farmacéuticas até amostras de fluidos bioldgicos, além de que, os valores
encontrados sdo comparaveis aos obtidos em trabalhos descritos na literatura que fazem o uso

de métodos cromatograficos como apresentado na Tabela 35.

Tabela 35 - Valores de LD e LQ obtidos para a determinacdo de ciprofibrato e sinvastatina por diferentes

trabalhos descritos na literatura

LD LQ Farmaco Aplicacao Referéncia
- 0,17 pg mL™ Sinvastatina Formulagbes ASHFAQ et al. (2007)
Farmacéuticas
0,02 pg mL™* 0,06 ug mL™ Sinvastatina Formulagdes ASHFAQ et al. (2008)
Farmacéuticas
Formulac6es
0,57 pg mL™* 1,90 pug mL™* Sinvastatina Farmacéuticas e SAEED et al. (2010)
Plasma Humano
0,02 ng mL™* 0,07 ng mL™ Sinvastatina Formulagdes SULTANA et al. (2011)
Farmacéuticas
0,24 pg mL™* 0,73 ug mL™* Ciprofibrato Formulagdes JAIN et al. (2012)

0,02 pg mL™*

Sinvastatina

Farmacéuticas

Urina de rato

ZHAO et al. (2014)
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5.3.4 Precisao

5.3.4.1 Repetibilidade

Os resultados obtidos para o ensaio de repetibilidade do método séo apresentados na
Tabela 36.

Tabela 36 - Resultados obtidos para o ensaio de repetibilidade do método

Concentracéo
Analito Tedrica Concentracdo  Recuperacao DP DPR
(ug mL™) média (n = 3) (%) (%)
0,50 0,504 100,71 8,38 x 10 1,66
CPF 1,00 0,984 98,43 1,25 x 107 1,27
10,00 9,884 98,84 1,00x 10* 1,02
0,50 0,501 100,14 8,68 x 10° 1,73
SIM 1,00 0,965 96,45 2,89 x 10° 0,30
10,00 9,935 99,35 8,30 x 10” 0,84

*CPF = ciprofibrato; SIM = sinvastatina; DP = desvio padrdo; DPR = desvio padrao relativo

Analisando-se os resultados obtidos, pode-se verificar a partir dos valores de desvio
padrdo relativo (DPR) que, para ambos os analitos foram observadas variacdes inferiores a 2,0
% dentre as replicatas. Portanto, pode-se assegurar que ndo houve variabilidade significativa

nos resultados no decorrer de um dia de analise, 0 que garante a repetibilidade do método.

5.3.4.2 Precisao intermediaria

Os resultados obtidos para a avaliagdo da precisdo intermediaria para o ciprofibrato e

para a sinvastatina sdo apresentados na Tabela 37.



Tabela 37 - Resultados obtidos para o estudo da precisdo intermediaria

Concentracgéao
Analito Tedrica Concentracdo média DP DPR Rec. (%0)
(ug mL™) (ug mL™) (%)
A, - 0,502 8,35x 107 1,66 100,40
A, —0,500 1,43 x 102 2,87 100,00
0,50 D, — 0,499 1,51 x 1072 3,01 99,80
D, 0,503 6,63 x 107 1,32 100,60
A - 1,00 8,94 x 107 0,89 100,00
A, —1,01 1,53 x 102 1,51 101,00
CPF 1,00 D,—1,01 1,31 x 102 1,31 101,00
D, — 1,009 1,40 x 1072 1,38 100,90
A; - 10,01 1,39 x 10" 1,39 100,10
A, - 10,12 8,65 x 107 0,85 101,20
10,00 D, — 10,09 1,45x 107 1,44 100,90
D, — 10,04 1,06 x 10" 1,06 100,40
A; - 0,490 8,70 x 10° 1,77 98,00
A, — 0,476 1,79 x 102 3,77 95,20
0,50 D, 0,479 5,75x10° 1,20 95,70
D, - 0,488 2,09 x 107 4,29 97,60
A, - 0,987 4,77 x 107 4,83 98,70
SIM A, 0,980 2,44 x 107 2,49 98,00
1,00 D, — 0,966 1,58 x 107 1,63 96,60
D, - 1,00 4,38 x10° 4,37 100,00
A;—9,98 2,84x 10" 2,85 99,80
10,0 A, —9,99 4,52 x 10" 4,52 99,90
D, 9,91 3,70x10* 3,74 99,10
D, - 10,06 3,66 x 10" 3,64 100,60

98

*CPF — ciprofibrato; SIM — sinvastafina; Conc. — concentracao; A1 —analista T; A2 — analista Z; D1 —dial; D2 —dia Z; DP — desvio padréo;

DPR — desvio padréo relativo; Rec. — recuperagéo;

Realizou-se a analise de variancia (ANOVA) para o conjunto de dados obtidos (Tabela

37) para verificar a influéncia de diferentes dias e analistas na precisdo do método. Os

resultados obtidos séo apresentados na Tabela 38.



Tabela 38 - Analise de variancia (ANOVA) para avaliar a precisdo do método

Analito Concentracao Fonte de variagéo SQ ol MQ F valor —p F critico
(ug mL™)
Analista 8,33x10° 1 8,33x10° 5,10 x 107 8,27 x 101 5,317
Dia 3,33x10° 1 3,33x10° 2,04 x 10 6,63 x 10! 5,317
0,50 Analista x Dia 4,03x10° 1 4,03x10° 2,47 x 101 6,32 x 10! 5,317
Dentro 1,31x 10°® 8 1,63 x 10*
Total 1,39 x 10°® 11
Analista 4,44 x 10 1 4,44 x 10* 2,26 1,71 x 10* 5,317
Dia 8,33 x10° 1 8,33 x10° 4,24 x 10™ 9,84 x 10! 5317
CPF 1,00 Analista x Dia 4,08 x 10°® 1 4,08 x 10 2,07 x 107 8,89 x 10" 5,317
Dentro 1,57 x 10°® 8 1,96 x 10*
Total 2,02x10° 11
Analista 3,68 x 10 1 3,68 x 102 2,37 1,62 x 10! 5,317
Dia 9,80 x 107 1 9,80 x 10 6,30 x 10! 4,50 x 10 5,317
10,00 Analista x Dia 2,52 x 10 1 2,52 x10™ 1,62 x 102 9,01 x 10 5,317
Dentro 1,24 x 101 8 1,56 x 10
Total 1,71 x 10 11
Analista 6,16 x 107 1 6,16 x 10° 2,01 1,27 x 101 5,317
Dia 2,43 x 10™ 1 2,43 x10™ 1,14 3,16 x 10 5,317
0,50 Analista x Dia 4,80 x 10° 1 4,80 x 10° 2,26 x 10! 6,47 x 10! 5,317
Dentro 1,69 x 10 8 2,12 x 10
Total 2,60 x 10°® 11
Analista 1,47 x 10* 1 1,47 x 10™ 1,10 x 10* 7.48x10* 5,317
Dia 3,67 x 107 1 3,67 x 107 2,76 1,35 x 10% 5,317
SIM 1,00 Analista x Dia 4,03x10° 1 4,03x 10° 3,02 x 10 8,66 x 10" 5,317
Dentro 1,06 x 10 8 1,33x10°®
Total 1,45 x 102 11
Analista 3,63x10* 1 3,63x10™* 2,15x10° 9,64 x 10! 5,317
Dia 6,93 x 102 1 6,93 x 102 4,10 x 10* 5,39 x 10! 5,317
10,00 Analista x Dia 521x10° 1 5,21 x 107 3,08 x 10 8,65 x 10! 5,317
Dentro 1,35 8 1,68 x 10!
Total 1,45 11

*CPF —ciprofibrato; Sim — sinvastatina; SQ — soma quadratica; gl — graus de liberdade; MQ — média quadratica; F — teste F; valor — p com 95 % de significancia;
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Analisando-se os resultados obtidos a partir da anélise de variancia (ANOVA), pode-
se verificar que ndo houve diferenca significativa entre as variancias das analises realizadas
por diferentes analistas e em dias diferentes, assim como a interacdo entre analistas x dias,
uma vez que, Fearculado < Feritico € 05 Valores de p > 0,05 para ambos os farmacos. Dessa forma,
ndo houve a interferéncia de dias e de analistas na precisdo do método.

O método proposto apresentou resultados satisfatorios para os ensaios da precisdo
intra e inter-dia, assim sendo, pode ser considerado preciso para a determinacdo simultanea de

ciprofibrato e sinvastatina.

5.3.5 Exatidao

Avaliou-se a exatiddo do método por meio da adicdo de padrdo, onde adicionaram-se
em quantidades fixas das amostras comerciais dos farmacos e variou-se a concentracdo dos
padrdes ciprofibrato e sinvastatina conforme descrito no item 4.2.6.5.

Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados obtidos sdo apresentados na
Tabela 39.

Tabela 39 - Resultados obtidos para o ensaio de exatiddo

Concentracéo Concentracdo média DPR Recuperagéo
Analito tedrica (Mg mL™) * (%) (%)
(ug mL™)

0,50 0,510 2,27 102,1

CPF 1,00 1,009 1,71 100,9
10,00 10,13 0,50 101,3

0,50 0,492 1,77 98,4

SIM 1,00 1,044 1,08 104,4
10,0 10,02 0,66 100,2

*média (n=3)

Os percentuais de recuperagdo obtidos para o ciprofibrato e sinvastatina variaram de
100,9 a 102,1 % e 98,4 a 104,4 %, respectivamente. Os resultados obtidos foram satisfatérios
para ambos os farmacos, uma vez que atendem aos critérios de aceitacdo recomendados pela

ANVISA, 1007 5 %. Dessa forma, 0 método proposto pode ser considerado exato.
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5.4 APLICACAO DO METODO EM AMOSTRAS COMERCIAIS DE CIPROFIBRATO E
SINVASTATINA

Ap0s a verificacdo dos parametros analiticos recomendados pela ANVISA para o
método proposto, aplicou-se 0 mesmo para a quantificacdo dos farmacos em amostras
comerciais. As solucbes foram preparadas conforme descrito no item 4.2.1.5.

Analises em replicatas (n = 3) foram realizadas a partir das condi¢des cromatograficas
otimizadas e os resultados das taxas de recuperacdo dos farmacos encontrados nas amostras

comerciais séo apresentados nas Tabelas 40 e 41.

Tabela 40 - Resultados obtidos para a analise de diferentes fabricantes de amostras comerciais de ciprofibrato

Teor declarado Teor médio
Fabricante (mg) encontrado (mg)” % Recuperagéo DPR (%)
A 100,00 99,60 99,60 1,796
B 100,00 96,94 96,94 3,301
C 100,00 100,20 100,20 1,358

*média (n=3)

O valor do principio ativo especificado pelos fabricantes nas amostras é de 100
mg/comprimido. Como podemos verificar nos resultados obtidos, todas as amostras
analisadas apresentaram valores de recuperacdo dentro do intervalo recomendado pela
farmacopeia, ou seja, 100 = 5 %. Portanto, esses resultados indicam que as amostras contém
teores dentro do recomendado. Entretanto, para confirmar esta suposicdo, é necessario
analisar as amostras por outro método ja validado para confrontar os resultados e entdo emitir

um parecer final sobre as amostras e 0 método proposto.

Tabela 41 - Resultados obtidos para a analise de diferentes fabricantes de amostras comerciais de sinvastatina

Teor declarado Média teor
Fabricante (mg) encontrado (mg)” % Recuperacéo DPR (%)
A 10,00 10,30 103,0 0,226
B 20,00 19,72 98,60 3,219
C 40,00 39,02 97,60 0,979

*média (n=3)
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O valor do principio ativo especificado pelos fabricantes nas amostras é de 10, 20 e 40
mg/comprimido, respectivamente. Como podemos verificar nos resultados obtidos, todas as
amostras analisadas apresentaram valores de recuperacdo dentro do intervalo recomendado
pela farmacopeia, ou seja, 100 * 5 %. Portanto, esses resultados indicam que as amostras
contém teores dentro do recomendado pela farmacopeia. Entretanto, para confirmar esta
suposicdo, é necessario analisar as amostras por outro método j& validado para confrontar os

resultados e entdo emitir um parecer final sobre as amostras e 0 método proposto.

5.4.1 Andlise Simultadnea de Amostras Comerciais de Ciprofibrato e Sinvastatina

Para avaliar a eficiéncia do método em analisar simultaneamente amostras comerciais
dos farmacos, realizou-se a andlise da amostra associada de ciprofibrato e sinvastatina.
Preparou-se a solugdo conforme descrito no item 4.2.1.5. Os resultados obtidos s&o
apresentados na Tabela 42.

Tabela 42 - Resultados obtidos para a analise simultanea das amostras comerciais de ciprofibrato e sinvastatina

Teor declarado Média teor
Fabricante (mg) encontrado (mg)” % Recuperagéo DPR (%)
1 100,00 102,2 102,2 0,65
2 40,00 40,47 101,2 2,64

*média (n=3)

Analisando-se os resultados obtidos, podemos verificar que o método proposto é
eficaz para a determinacdo simultanea dos farmacos em amostras comerciais, uma vez que 0s
excipientes presentes em cada uma das formulacGes ndo interferiram na correta quantificagdo
de ambos os farmacos e, os resultados obtidos estdo de acordo com os valores recomendados

pela farmacopeia.
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5.5 AVALIACAO DAS AMOSTRAS COMERCIAIS UTILIZANDO UM METODO
COMPARATIVO

5.5.1 Método Comparativo Ciprofibrato

Para a obtencdo da curva analitica, preparou-se uma solucdo padrdo estoque com
concentracéo final de 100 pg mL™ a partir da qual foram realizadas diluicdes de modo que a

concentrago variou de 6 pg mL™ a 14 ug mL™ conforme apresentada no Gréfico 5.

Gréfico 5 - Curva analitica para o ciprofibrato a partir do método comparativo desenvolvido por Nascimento
(2011)
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As amostras comerciais foram preparadas conforme descrito no item 4.2.5.1 e o0s

resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 43.

Tabela 43 - Resultados obtidos para a analise das amostras comerciais de ciprofibrato pelo método comparativo

Teor declarado Teor médio Recuperagéo DPR

Fabricante (mg) encontrado (mg)” (%) (%)
A 100,00 101,40 101,40 2,16

B 100,00 100,20 100,20 4,69

C 100,00 100,50 100,50 3,92

*média (n=3)
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5.5.1.1 Comparacéo entre os méetodos
A Tabela 44 apresenta uma comparacgdo entre os resultados obtidos para a anélise das
amostras comerciais de ciprofibrato pelo método desenvolvido (CLAE-UV) e pelo

comparativo descrito por Nascimento e colaboradores (2011).

Tabela 44 - Resultados obtidos para as amostras comerciais utilizando-se CLAE-UV e UV

Teor Teor médio  Recuperagcdo DPR Teor médio  Recuperacdo DPR

Fabricante declarado encontrado (%) (%) encontrado (%) (%)
(mg) (mg)” CLAE CLAE CLAE  (mg) UV uv uv

A 100,00 99,60 99,60 1,79 101,40 101,40 2,16

B 100,00 96,94 96,94 3,30 100,20 100,20 4,69

C 100,00 100,20 100,20 1,36 100,50 100,50 3,92

*média (n=3)

A fim de verificar-se a concordancia entre os resultados obtidos por meio dos
métodos, realizou-se a analise estatistica dos dados utilizando-se para isso o teste F e o teste t-
pareado, os quais permitem verificar as diferencas nos resultados de cada método analitico
sem a interferéncia da variabilidade amostral. Os resultados obtidos sdo apresentados na
Tabela 45.

Tabela 45 - Comparacgdo dos resultados entre as técnicas de CLAE-UV e UV para determinagdo quantitativa de

ciprofibrato em amostras comerciais

Teor médio DPR Teor médio DPR
Fabricante encontrado (mg)” (%) encontrado (mg)” (%) Teste F Teste t
CLAE CLAE uv uv
A 99,60 1,79 101,40 2,16 1,44 0,79
B 96,94 3,30 100,20 4,69 12,34 0,37
C 100,20 1,36 100,50 3,92 1,50 2,65

*media (n=3); Valor critico de F —95 % significancia = 39,0 Valor critico de t-Student com 95 % de significancia = 4,30

Analisando-se os resultados obtidos por meio dos testes F e t-pareado verificou-se que
ndo existe diferenca significativa entre os resultados obtidos pelos métodos, uma vez que o

valor de Fcaicutado < Feritico € 0 Valor de teaculado < teritico- POrtanto, esses resultados indicam que
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as amostras comerciais de ciprofibrato contém teores dentro do recomendado, dessa forma, as

amostras estdo conformes.
5.5.2 Método Comparativo Sinvastatina

Para a obtencdo da curava analitica, preparou-se uma solucdo padrdo estoque com
concentracdo final de 1000 pug mL™, a partir da qual foram realizadas diluicdes com uma
solucdo de lauril sulfato de sodio 0,5 % , de modo que a concentragdo variou de 4 pg mL™ a

12 ug mL™ a qual é apresentada no Gréafico 6

Gréfico 6 - Curva analitica para a sinvastatina obtida a partir do método comparativo desenvolvido por Zepon
(2013)
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As amostras comerciais foram preparadas conforme descrito no item 4.2.5.2 e os

resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 46.

Tabela 46 - Resultados obtidos para analise das amostras comerciais de sinvastatina pelo método comparativo

Teor declarado Teor médio encontrado
Fabricante (mg) (mg)* Recuperacéo (%) DPR (%)
A 10,00 10,03 100,3 4,36
B 20,00 20,70 103,5 1,82
C 40,00 40,68 101,7 1,23

*meédia (n=3)
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5.5.2.1 Comparacéo entre 0os méetodos

A Tabela 47 apresenta uma comparac¢do entre os resultados obtidos para a anélise das
amostras comerciais de sinvastatina pelo método desenvolvido (CLAE-UV) e pelo

comparativo descrito por Zepon e colaboradores (2013).

Tabela 47 - Comparacdo dos resultados entre as técnicas de CLAE-UV e UV para determinagdo quantitativa de

sinvastatina em amostras comerciais

Teor Teor médio  Recuperagdo DPR Teor médio  Recuperacdo DPR

Fabricante declarado encontrado (%) (%) encontrado (%) (%)
(mg) (mg)” CLAE CLAE CLAE  (mg) UV uv uv

A 10,00 10,08 100,80 3,78 10,03 100,3 4,36

B 20,00 19,72 98,60 3,22 20,70 103,5 1,82

C 40,00 39,02 97,60 0,98 40,68 101,7 1,23

*media (n=3)

A fim de verificar a concordancia entre os resultados obtidos por meio dos métodos
utilizados, realizou-se a anlise estatistica dos dados utilizando-se para isso o teste F e o teste
t-pareado, ja que estes permitem verificar as diferencas nos resultados de cada método
analitico sem a interferéncia da variabilidade amostral. Os resultados obtidos sdo apresentados
na Tabela 48.

Tabela 48 - Comparacgdo dos resultados entre as técnicas de CLAE-UV e UV para determinagdo quantitativa de

sinvastatina em amostras comerciais

Teor médio DPR Teor médio DPR
Fabricante encontrado (mg)” (%) encontrado (mg)” (%) Teste F Teste t
CLAE CLAE uv uv
A 10,30 0,23 10,03 4,36 1,33 -0,08
B 19,72 3,22 20,70 1,82 0,35 1,92
C 39,02 0,98 40,68 1,23 0,60 2,30

* média (n=3); Valor critico de F — 95 % de significancia = 39,00; Valor critico de t- Student com 95 % de significancia = 4,30

Analisando-se os resultados obtidos por meio dos testes F e t-pareado verificou-se que

ndo existe diferenca significativa entre os resultados obtidos pelos métodos, uma vez que o
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valor de Feaiculado < Feritico € 0 Valor de teaiculado < teritico- POrtanto, esses resultados indicam que
as amostras comerciais de sinvastatina contém teores dentro do recomendado, dessa forma, as

amostras estdo conformes.

5.6 DETERMINACAO DE CIPROFIBRATO E SINVASTATINA EM OUTRAS
MATRIZES

5.6.1 Urina Sintética

Primeiramente, realizou-se a analise cromatogréfica da urina sintética na auséncia dos

farmacos a fim de obter-se o seu perfil cromatografico, o qual é apresentado na Figura 17.

Figura 17 — Perfil cromatogréafico da urina sintética
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A partir do cromatograma obtido, pode-se identificar os picos caracteristicos dos
componentes presentes na urina sintética e, dessa forma, pode-se prosseguir com as analises
das amostras contendo os farmacos.

Realizou-se as analises das amostras e obteve-se 0 cromatograma o qual é apresentado

na Figura 18.

Figura 18 - Cromatograma obtido para a analise de CPF e SIM em urina sintética
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Analisando-se o cromatograma obtido para os farmacos em urina sintética, pode-se
verificar que, o ciprofibrato apresenta seu pico caracteristico no mesmo tempo de retencdo
gue 0s componentes presentes na amostra de urina, 0 que pode ser comprovado quando o
cromatograma do perfil cromatografico da urina é sobreposto ao cromatograma contendo 0s
farmacos, pelo aumento da intensidade do pico devido a presenca do ciprofibrato, como
apresentado na Figura 19. No caso da sinvastatina, por ela apresentar um tempo de retencdo
superior ao do ciprofibrato, ndo houve a interferéncia dos componentes presentes na urina em
sua determinacdo. Dessa forma, pode-se determinar com precisdo e exatidao aceitaveis apenas
sinvastatina em amostra de urina sintética. Para a adequada quantificacdo de ciprofibrato em
urina faz-se necessario alguns procedimentos para remover 0s componentes presentes na urina
que apresentam tempo de retencdo semelhante ao do ciprofibrato e, dessa forma, possibilitar a

sua determinacao.
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Figura 19 - Sobreposicéo dos cromatogramas de urina na presenca e auséncia dos farmacos
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As amostras foram preparadas conforme descrito no item 4.2.7.1 e os resultados

obtidos s&o apresentados na Tabela 49.

Tabela 49 - Resultados obtidos para analise de sinvastatina em urina sintética

Concentracao teorica Concentracdo média DPR Recuperacéo
(g mL™) (ug mL™) * (%) (%)
0,500 0,490 2,80 98,1

*média (n=3)

Com base nos resultados obtidos, pode-se verificar que o método desenvolvido pode
ser utilizado para a identificacdo e quantificacdo com precisdo e exatiddo adequada para
sinvastatina em amostras de fluidos biologicos, com valores de recuperacdo aceitaveis pela
agéncia regulatoria (ANVISA).
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5.6.2 Aguas Superficiais

Realizou-se a analise da amostra de agua superficial primeiramente na auséncia dos
farmacos para poder-se identificar o seu perfil cromatografico o qual é apresentado na Figura
20.

Figura 20 — Perfil cromatografico para a amostra de agua superficial
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Com base no cromatograma que obteve-se foi possivel identificar os picos
caracteristicos dos componentes presentes na amostra de agua superficial analisada e, a partir
de entdo, pode-se dar continuidade com as analises das amostras contendo os farmacos.

Realizou-se as analises das amostras na presenca dos farmacos e o cromatograma

obtido € apresentado na Figura 21.
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Figura 21- Cromatograma obtido para analise dos farmacos em agua superficial
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Analisando-se o0 cromatograma obtido, pode-se verificar que, 0s componentes
presentes na amostra de agua superficial apresentaram seu tempo de retencdo semelhante ao
do ciprofibrato, assim como observou-se na amostra de urina sintética, fato este, que pode ser
evidenciado quando o cromatograma do perfil cromatografico da agua superficial é
sobreposto ao cromatograma na presenca dos farmacos, o qual é apresentado na Figura 22,
uma vez que pode-se verificar um aumento na intensidade do pico na regido dos picos
caracteristicos dos componentes presentes na agua superficial, devido a presenca do
ciprofibrato. Para a sinvastatina, os componentes ndo interferiram na sua determinagé&o,

portanto, é possivel sua quantificacdo com precisao e exatiddo aceitaveis.
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Figura 22 - Sobreposicdo dos cromatogramas de uma amostra de agua superficial na auséncia e presenca dos
farmacos
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As amostras foram preparadas conforme descrito no item 4.2.7.2 e os resultados

obtidos sdo apresentados na Tabela 50.

Tabela 50 - Resultados obtidos para a analise de sinvastatina em agua superficial

Concentracao teorica Concentracdo média DPR Recuperacéo
(g mL™) (ug mL™) * (%) (%)
0,500 0,523 4,70 104,6

*média (n=3)

Analisando-se os resultados obtidos, pode-se verificar que 0 metodo desenvolvido é
preciso, exato e confidvel para a determinacdo de sinvastatina em amostras de &gua
superficial.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, um novo método analitico utilizando Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com deteccdo UV para a determinacdo simultanea de ciprofibrato e sinvastatina em
formulacgdes farmacéuticas foi validado no qual as condigdes cromatogréficas utilizadas foram
otimizadas a partir do Planejamento de Experimentos, onde utilizando-se a Fungdo de
Desejabilidade, obteve-se uma condicéo experimental adequada para os fatores avaliados e 0s
melhores resultados para a separacdo cromatografica foram alcancados. Sendo assim, pode-se
concluir que, a utilizacdo de modelos estatisticos contribui para a obtencdo de O6timas
condicBes experimentais para a separacdo cromatografica entre os farmacos sem a
necessidade em trabalhar-se com fluxos muito elevados ou fase mével constituida de &cidos
ou tampdes, preservando-se dessa forma a vida util da coluna cromatogréafica e garantindo
uma reducdo na quantidade de reagentes utilizados, gerando o minimo de residuos possiveis,
0 que é de extrema importancia quando pensamos nas questdes ambientais.

A avaliacdo das figuras de mérito recomendadas pela agéncia regulatéria mostrou que
0 método desenvolvido apresentou adequada seletividade e especificidade podendo ser
utilizado em andlises para deteccdo de cada farmaco independentemente ou quando analisados
simultaneamente sem a presenca de interferentes entre as amostras.

A utilizacdo do Teste de Huber para a verificacdo da linearidade do método
possibilitou identificar valores anémalos presentes no conjunto de dados analisados 0s quais
ndo conferiam uma confiabilidade aos dados obtidos, portanto, melhores resultados foram
alcancados e a relacdo linear foi satisfatdria, dado que o coeficiente de correlacdo linear, r,
para a curva analitica do ciprofibrato e da sinvastatina foram de 0,9999 e 0,9998,
respectivamente.

Os valores obtidos para o LD e LQ para ambos os farmacos podem ser considerados
satisfatorios para a sua determinacdo em diferentes matrizes, como em formulacGes
farmacéuticas, fluidos biologicos ou amostras ambientais, além de que, os valores
encontrados sdo comparaveis aos obtidos em trabalhos descritos na literatura que fazem o uso
de métodos cromatograficos.

O método apresentou-se preciso, uma vez que ndo foram verificadas variabilidade
significativas nos resultados obtidos no decorrer de um dia de analise assim como em dias
diferentes realizadas por diferentes analistas

O meétodo pode também ser considerado exato para a determinacéo dos farmacos, pois,

0s percentuais de recuperacdo obtidos mostram que os resultados foram satisfatorios e
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atendem aos critérios de aceitacdo da agéncia regulatoria, dessa forma, o método é
considerado exato.

Avaliou-se a qualidade de amostras comerciais de diferentes laboratorios e pode-se
concluir que todas as amostras que foram analisadas estavam conformes, uma vez que, 0S
resultados obtidos por meio do método desenvolvido foram equivalentes e sem diferencas
significativas aos resultados obtidos a partir de um método de determinagdo ja validado e
reportado na literatura. Portanto, o0 método desenvolvido é preciso, exato e confiavel para a
determinacédo de ciprofibrato e sinvastatina em formulacdes farmacéuticas. Ainda, o0 método
mostrou-se capaz de determinar simultaneamente ambos os farmacos em amostras comerciais.

Por fim, o método mostrou-se viavel para a determinacao de sinvastatina em amostras
de fluidos bioldgicos e amostras ambientais, entretanto, é necessario uma etapa de pré-
tratamento dessas matrizes para que seja possivel a determinacdo de ciprofibrato, uma vez
que, ele apresenta 0 mesmo tempo de retencdo dos componentes presentes tanto em urina

sintética quanto em amostra de agua superficial.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

O desenvolvimento deste trabalho permitiu identificar alguns aspectos que podem vir
a ser empregados como temas em trabalhos futuros. Neste sentido, como perspectivas futuras
para a continuacgéo dos estudos realizados, pode-se destacar:

o Avaliar o procedimento mais eficiente para o preparo das amostras de urina
sintética e agua superficial que possibilitem a quantificacdo com precisdo e exatidao
aceitaveis para o ciprofibrato;

o Testar o0 método desenvolvido para amostras reais de fluidos bioldgicos, tais
como urina e plasma sanguineo;

o Realizar a amostragem de efluentes para determinar ciprofibrato e sinvastatina,;

o Avaliar a viabilidade do método em determinar simultaneamente outras classes

de farmacos;
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