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RESUMO

O mercado farmacéutico nos tltimos anos vem sendo representado como a categoria econdémica
de maior ascensao, despontando como um dos setores de maior faturamento nacional. Com isso
o desenvolvimento de metodologias analiticas para a qualidade dos produtos farmacéuticos é
imprescindivel, pois assegura o controle, a qualidade e eficacia nos farmacos. Outra ferramenta
ainda pouco explorada e utilizada para o desenvolvimento de metodologias é o Planejamento
de Experimentos com respostas multiplas e que possibilita otimizar métodos de forma mais
rdpida e eficiente. Com isso este trabalho propdem a utilizagdo do Planejamento de
Experimentos com aplicacdo da Funcdo Desejabilidade para determinacdo de Losartana
Potéassica (LOS) e Hidrocloritiazida (HCTZ) para determinacdo em formulacdes farmacéuticas,
urina sintética e agua superficial de rio, por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
com deteccdo de arranjo de diodos. A partir do planejamento composto central com aplicagao
da funcdo desejabilidade, a melhor condicdo obtida foi eluicdo isocréatica; fase movel acido
fosforico 0,1%: acetonitrila (60:40, v/v); temperatura 40,0 °C; fluxo 0,8 mL min™. Para a
validacdo do método, empregou-se o Teste Huber, o qual permitiu definir a faixa linear de
trabalho para LOS e HCTZ de 0,2 a 5,0 ug mL* com residuos abaixo de 5,0% e coeficientes
de correlacdo de 0,9999. Os limites de quantificacdo obtidos para LOS e HCTZ foram de 0,032
e 0,010 pg mL respectivamente. Os limites de detecgdo foram de 0,010 ug mL™ paraa LOS e
0,003 pug mL* a HCTZ. O método desenvolvido foi aplicado na analise de amostras comerciais,
urina sintética e agua superficial de rio obtendo-se recuperac¢des adequadas com boa preciséo e
exatid&o.

Palavras-chave: CLAE. Losartana potassica. Hidrocloritiazida. Desenvolvimento analitico.
Planejamento de experimentos. Validacao analitica.



ABSTRACT

The pharmaceutical market in recent years is being represented as a growing economic
category, emerging as one of highest-grossing national sectors. With this method of analytical
quality analysis of pharmaceutical products is essential, as quality control, quality and sales in
pharmaceuticals. Another tool still little explored and used in wich for the development of
methodologies is the Desing of Experiments with multiple responses and that allows optimizing
methods faster and more efficiently.With that, this study proposes application the experimental
design with Derringer’s desirability function the determination the Losartan potassium (LOS)
and Hydrochlorithiazide (HCTZ) function in the determination tablet dosage form, synthetic
urine and river surface water by high performance liquid chromatography (HPLC) with diode
array detector. By using central composite design with desirability function, the best condition
was obtained with isocratic elution; mobile phase of phosphoric acid 0.1%: acetonitrile (60:40,
v/v); temperature of 40.0 °C and flow rate of 0.8 mL min. The validated method, used Huber
test which enabled set the working range for LOS and HCTZ 0.2-5.0 ug mL? with residues
below 5.0% and correlation coefficient 0.9999. The limit quantification for LOS and HCTZ
was 0.032 and 0.010 pg mL? respectively, and limit detection was 0.010 pg mL™? LOS and
0.003 pg mL*HCTZ. The developed method was applicated in tablet dosage form and synthetic
urine and obtaining appropriate recoveries good precision and accuracy.

Keywords: HPLC. Losartan potassium. Hydrochlorithiazide. Analytical development. Design
experimental. Analytical validation.
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1 JUSTIFICATIVA

A hipertenséo arterial € um dos fatores de risco mais significativos de morbidade e
mortalidade no mundo atualmente. Junto com o tabagismo é a principal causa de mortalidade
da populacdo mundial. Constitui um fator de risco para doenca coronaria, junto com o diabetes,
tabagismo e acidentes vasculares cerebrais (derrame) (PIERIN, 2004).

Nos ultimos quarenta anos pesquisadores tém estudado novos farmacos que possam ser
utilizados para o tratamento da hipertensdo no qual sejam obtidos menores efeitos colaterais e
maiores eficiéncias. A partir dos anos 80, surgiram os primeiros farmacos anti-hipertensivos
gue revolucionaram a industria farmacéutica, sendo eles os mais vendidos em todo o mundo
(GUS; KOHLMANN, 2010).

Muitos desses farmacos estdo sujeitos a adulteracdo, devido a grande circulagdo no
mercado, resultando em ineficiéncia do tratamento, podendo ocasionar sérios problemas aos
pacientes. Portanto é fundamental que os desenvolvimentos de métodos analiticos sejam
seletivos e eficientes para determinacéo dos principios ativos. Na literatura varias técnicas sdo
empregadas para a determinacdo de fArmacos anti-hipertensivos, e a cromatografia é o método
mais largamente utilizado, uma vez que é capaz de separar, identificar e quantificar diversos
compostos em matrizes simples ou complexas. Dentre os métodos cromatograficos, a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é amplamente utilizada pois permite a
analise de principios ativos em formulagdes farmacéuticas, fluidos bioldgicos e matrizes
complexas como aguas superficiais.

Neste sentido, o desenvolvimento de metodologias analiticas para quantificacdo de
farmacos anti-hipertensivos como LOS e HCTZ é de grande importancia, visto que viabiliza o
controle de qualidade dos produtos comercializados com a identificacdo inequivoca permitindo
a analise tanto qualitativa como quantitativa. Uma forma de auxiliar no desenvolvimento dessas
metodologias analiticas, sendo uma ferramenta ainda pouco utilizada é a Quimiometria, pois
engloba uma série de métodos estatisticos e matematicos para o tratamento de dados.

Tendo em vista essas informacdes, o presente trabalho delineou o desenvolvimento de
uma metodologia analitica para determinacdo de LOS e HCTZ, com auxilio de ferramentas
quimiométricas para otimizacdo do sistema cromatografico. O emprego da ferramenta de
planejamento de experimentos e do uso da funcdo desejabilidade que permitiu desenvolver uma
metodologia de analise ambientalmente correta (baixo consumo de reagentes, menor geracéo
de residuos e de menor risco ao operador e ao meio ambiente), simples, rapida e eficiente a qual

pode ser adotada como uma alternativa vantajosa em termos de tempo e custo das analises.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CONTROLE E QUALIDADE DOS FARMACOS

Nos ultimos anos o crescente nimero de casos relacionados com a falsificagdo e/ou
adulteracdo de medicamentos, tem sido tratado em muitos paises como um problema de sautde
publica (MARTINO et al., 2010). Entretanto, este ndo afeta apenas paises emergentes, mas
também paises desenvolvidos (COCKBURN et al., 2005).

O uso de medicamentos falsificados ou de méa qualidade pode resultar na ineficiéncia
do tratamento médico, onde os pacientes podem ndo receber a quantidade necessaria do
principio ativo, provocando sérios danos a saude, quando os produtos sdo adulterados ou
produzidos deliberadamente com substancias inadequadas (DRESSMAN; KOCZWARA,
2017; OLIVEIRA, 2011).

Né&o se tem dados exatos sobre a falsificacdo e/ou adulteracdo de farmacos em todo o
mundo, ja que em muitos paises tém sido relutantes em relatar o problema para ndo alarmar a
populacdo ou prejudicar a industria farmacéutica (COCKBURN et al., 2005). Contudo, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que 1 a cada 10 produtos farmacéuticos em
circulacdo em paises emergentes sdo falsificados (OMS, 2017c). Segundo OMS, define-se

medicamento falsificado como

[...] aqueles deliberada e fradulentamente rotulados de forma incorreta
com relacdo & identificacdo e/ou fonte. A falsificagdo pode se aplicar
tanto a produtos de marca quanto a genéricos, sendo que 0S mesmos
podem incluir produtos com principios corretos ou incorretos, sem
principios ativos, com principios ativos insuficientes ou com
embalagem falsa[...]. (OMS, 19923, p.1).

A incidéncia de medicamentos falsificados depende de pais para pais, e os fatores podem
ser: falta de legislagédo, sansdes penais fracos, autoridade regulatérias deficientes ou ausentes,
falta de controle de medicamentos para exportacdo, comércio envolvendo diversos
intermedi&rios e zonas livres de comércio, corrupcéo e conflito de interesses (OMS, 2005b).

No Brasil, na crise ocorrida nos anos de 1998 e 1997, foram recebidas 172 dendncias de
medicamentos falsificados (WEINERT et al., 2008). Com essa grande repercussao, algumas
medidas importantes foram adotadas como a instituicdo da Comissdo Parlamentar de Inquerito

dos Medicamentos, a modificagcdo da lei que tornou a falsificagdo um crime hediondo e a
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aprovacdao da Politica Nacional de Medicamentos. A criacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) em 1999 e a sua estruturacdo e a¢gdes no &mbito do Sistema Nacional de
Vigilancia Sanitaria também foi fundamental para enfrentar o problema da falsificacdo e
adulteracdo dos medicamentos vendidos no pais. Entretanto, ainda ha relatos de casos de
adulteracdo e/ou falsificacdo de medicamentos no Brasil (HURTADO; LASMAR, 2014).

Dentre os farmacos mais falsificados em todo mundo encontram-se os de uso: anti-
infecciosos (21,1%), genito-urinario (14,5%), cardiovascular (11,6%), sistema nervoso central
(11,0%), masculo esquelético (8,1%), metabodlico (7,7%) e respiratdrio (3,8%). Em julho de
2018 nos Estados Unidos, alguns lotes de Valsartan usado no tratamento de hipertenséo, foram
recolhidos por conter tracos de uma impureza, N-nitrosodimetilamina. Essa impureza é
classificada como potencial carcinogénico, e foi encontrado na matéria prima de um fornecedor
na China (FDA, 2018a). Em novembro de 2018, também ocorreu o recolhimento de lotes de
Losartana Potassica e Hidrocloritiazida, usados no tratamento de hipertensdo, contendo a
mesma impureza (FDA, 2018b). Em janeiro de 2017, testes foram feitos para avaliagdo da
qualidade dos remédios genéricos no Brasil, sendo que Losartana Potassica, ndo atingiu a
quantidade minima exigida de principio ativo (FANTASTICO, 2017).

2.2 FARMACOS ANTI-HIPERTENSIVOS

Nos ultimos 50 anos, drogas cada vez mais especificas e potentes tém sido propostas
para o tratamento da hipertensdo. Os tratamentos devem ndo so reduzir a pressdo arterial, mas
0s eventos cardiovasculares fatais e ndo fatais (KANNEL, 1996; KOHLMANN; MION, 2006).
A eficacia da acdo do farmaco no tratamento de hipertensdo baseia-se na teoria de que a pressdo
arterial elevada, por si, produz hiperplasia reativa e alteracGes fibréticas hialinas nas artérias e
arteriolas, bem como a hipertrofia do coracdo. Recomenda-se o tratamento precoce para que
ndo ocorram alteracGes anatomopatoldgicas (SILVA et al., 2006).

Os farmacos anti-hipertensivos sdo divididos em classes como: diuréticos,
betablogueadores, inibidores da enzima conversora da angiotensina (IECA), bloqueadores do
receptor AT1 da angiotensina (BRA I1) e antagonistas dos canais de célcio (ACC) (GUS;
KOHLMANN, 2010). A escolha dentre as classes de hipertensivos depende do tratamento e
muitas vezes a associacao entre ambas as classes traz beneficios aos pacientes. Dentre as classes
de IECA e diuréticos, pode-se destacar a Losartana Potassica (LOS) e Hidrocloritiazida (HCTZ)
respectivamente, devido ao fato destes principios ativos terem uma maior eficiéncia terapéutica

e com menores efeitos colaterais. Esses farmacos, especialmente a LOS, encontra-se entre o
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medicamento mais vendido no Brasil (ANVISA, 2016) e dentro do setor dos genéricos a LOS
responde sozinha por 5,58% das vendas de genéricos no Brasil, seguido da HCTZ com 2,59%
(ANVISA, 2016). A LOS ¢é disponibilizado gratuitamente pelo Sistema Unico de Satde (SUS)

e também pode ser encontrado em associa¢do com HCTZ.

2.3 LOSARTANA POTASSICA

No ano de 1982, Y. Furakawa e Takeda, da Chemical Industries em Osaka, publicaram
que os derivados hipertensivos do acido imidazole 5-acético, inibiam o efeito da angiotensina
I1. Com essas descobertas a DuPont Merck Company® em Delaware, iniciaram um projeto de
pesquisa que conseguiu otimizar a inibicdo da antiotensina I, com a DUP 753 ou Losartana.
Em 1991 David J. Carini e colaboradores conseguiram sintetizar a Losartana, o qual foi lancado
no mercado em 1995 com o nome comercial de Cozzar (LANDAU et al., 1999).

A LOS (Figura 1; Tabela 1) é um dos medicamentos mais utilizados para o tratamento
de pacientes hipertensivos, exerce o bloqueio especifico dos receptores da angiotensina Il e,
portanto, reduz a resisténcia vascular periférica e volume sanguineo. Possui atividade
metabdlica eficiente, seus efeitos colaterais ainda que existentes sdo considerados minimos
(FARMACOPEIA, 2010).

Figura 1 - Formula estrutural da Losartana Potassica.

Fonte: A autora.
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Tabela 1 — Caracteristicas fisicas e quimicas da LOS.

Nome IUPAC 2-butil-4-cloro-1-[[2’-(2H-tetrazol-5-il)
[1,1’-bifenil]4-ilJmetil]-1H-imidazol-4-
metanol(1:1)

Formula Quimica C22H22CIKNsO
Caracteristica Fisica P branco e cristalino
Solubilidade solivel em &gua, metanol e acetonitrila;

insoltvel em acetato de etila, cloroformio
e cloreto de metileno

Massa Molecular 461,0 g mol*
LogP 4,48
Ponto de Fuséo 184 °C

Fonte: Farmacopeia, 2010.

2.4 HIDROCLORITIAZIDA

A HCTZ (Figura 2; Tabela 2) pertence a classe dos diuréticos tiazidicos que agem
preferencialmente inibindo o transporte de sédio e cloro na membrana da parte proximal do
tubo contorcido distal, reduzindo o volume sanguineo plasmatico e extracelular (PIMENTA,

2008).

Figura 2 - Formula estrutural da Hidrocloritiazida.

Fonte: A autora.



21

Tabela 2 - Caracteristicas fisicas e quimicas da HCTZ.

Nome IUPAC 6-Cloro-1,1-dioxo-3,4-diidro-2H-1,2,4-
benzotiadiazina-7-sulfonamida
Formula Quimica C7HgCIN304S,
Caracteristica Fisica po cristalino, branco e inodoro
Solubilidade sollvel em etanol, acetona, acetonitrila e
metanol; insolGvel em agua
Massa Molecular 297,74 g mol*!
log P -0,07
Ponto de Fusao 273-275 °C

Fonte: O’ Neil, 2001.

Tanto a LOS como HCTZ sdo comercializados sozinhos ou associados a outros
principios ativos. Em alguns casos, combinac@es entre principios ativos torna-se necessaria para
que o tratamento se torne mais eficiente. A combinacao desses agentes faz com que a a¢ao anti-
hipertensiva apresente acfes complementares, sinérgicas e ocorréncia de menos eventos
adversos. Algumas associacOes encontradas podem ser: Losartana Potassica com Besilato de
Anlodipina, Hidrocloritiazida e Captopril, ou Losartana Potassica com Hidrocloritiazida. A
associacao entre LOS e HCTZ apresenta maior eficacia para a reducéo da pressdo sanguinea.
Estudos demonstraram que combinagdes entre LOS e HCTZ proporcionam uma reducgédo da
pressdo arterial superior ao alcan¢ado por monoterapia, ou seja, com principios ativos separados
ou com outros principios ativos (LACOURCIERE; POIRIER, 2008), e por este motivo neste
trabalho estes analitos foram selecionados para estudo.

A hipertensdo arterial é considerada um dos grandes problemas da satde publica na
atualidade, e consequentemente o consumo desses farmacos nos ultimos anos cresce
rapidamente. Assim a necessidade do controle de qualidade desses farmacos fica evidente,
necessitando o desenvolvimento de um método analitico para a quantificacdo de LOS e HCTZ
de forma simples, rapido, de facil execucdo e que fornecam resultados confidveis para uma
avaliacdo da qualidade dos produtos comercializados.

2.5 METODOS ANALITICOS PARA QUANTIFICACAO DE LOS E HCTZ

Para o desenvolvimento de novas metodologias analiticas alguns fatores devem ser
considerados como: custo, viabilidade, tempo de andlise, facilidade para execucdo e
confiabilidade do método para garantir que os resultados estejam exatos e reprodutiveis em
qualquer laboratdrio. A cada dia milhares de laboratérios efetuam milhdes de medigdes e existe

a necessidade de uma grande infraestrutura para que dados analiticos sejam consistentes e que
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uma vez efetuada a medicdo esta seja aceita em qualquer pais, logo, requisitos legais,
certificacdo e credenciamento devem ser observados (BARROS et al., 2001).

A literatura descreve métodos analiticos para determinacdo da LOS em produtos
farmacéuticos empregando diferentes técnicas, tais como: a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (AMNA; ELSADIG, 2016; BRURETTO et al., 2009; MOHAMMED et al., 2013;
PATIL et al., 2009; RAO; SRINIVAS, 2010; SIDDIQUI et al., 2011), cromatografia liquida de
alta eficiéncia em camada delgada (KOLSURE et al., 2014, MEYYANATHAN
SELVADURAI, 2011), eletroforese capilar (AKESOLO; GONZALES, 2002),
eletrocromatografia capilar (QUAGLIA et al., 2002); voltametria de redissolugdo catddica
(HABIB et al., 2008), voltametria ciclica (ALI; HASSAN, 2014) e espectrofotometria
(ANSARI et al., 2004; BHATIA; SINGHVI, 2006; GIRIDHAR; PRABHAKAR, 2002;
LASTRA et al., 2003; RAHMAN et al., 2006).

Para HCTZ, a literatura descreve as seguintes técnicas para sua determinacdo:
cromatografia liquida de alta eficiéncia (ALI et al., 2016; HUANG et al., 2006; JOSHI et al.,
2010; SHAALAN et al., 2017), voltametria de redissolucdo adsortiva (HUDARI et al., 2018),
voltametria ciclica (MACHINI et al., 2015), voltametria de pulso diferencial (SALAMANCA-
NETO et al., 2016), cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa
(GADEPALLI et al., 2014; PATEL et al., 2014b; SHAH et al., 2017), eletroforese capilar
(HILLAERT; VAN DE BOSSCHE, 2003; WANG, 2003) e espectrofotometria
(ABDELWAHAB, 2016; ERK, 2002; LAKSHMI; LAKSHMI, 2010a).

Para determinacdo de LOS e HCTZ em associacdo a literatura descreve as seguintes
técnicas: cromatografia liquida de alta eficiéncia (HOSSEN et al., 2011; OBANDO et al., 2008;
SMAJIC et al., 2013), cromatografia liquida de alta eficiéncia em camada delgada (BARI;
SATHE, 2007; LAKSHMI; LAKSHMI, 2012b), eletroforese capilar (BALLESTEROS et al.,
2007; QUAGLIA et al., 2002), voltametria de pulso diferencial (SANTOS et al., 2013) e
espectrofotometria (MAGGIO et al., 2008).

2.5.1 Métodos Espectrofotométricos

Anélises espectrofotométricas baseadas em medidas de absorgdo ultravioleta (UV) e
visivel (Vis) encontram vasta aplicacdo para identificacdo e determinacdo de uma grande
variedade de espécies inorganicas e organicas (SIDDIQUI et al., 2013). Métodos baseados em

medidas no UV sdo relativamente sensiveis, entretanto, existe a dificuldade de se trabalhar
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nessa regido do espectro, pois 0s excipientes comumente encontrados nos farmacos podem estar
presentes, interferindo nas medidas uma vez que também absorvem radiacdo nesta regido do
espectro. Visando eliminar este tipo de interferéncia, os métodos espectrofotométricos baseados
em medidas no ultravioleta utilizam do recurso matematico de derivacdo dos espectros.
Todavia, o inconveniente reside no uso de formas sofisticadas de tratamento matematico das
medidas para a quantificacdo do sinal obtido, pois requer do operador um bom conhecimento
matematico para o tratamento correto dos espectros obtidos (SIDDIQUI et al., 2013).

Nagavalli et al. (2010) propuseram o uso da espectrofotometria com medidas de UV,
para a quantificacdo de LOS e HCTZ em formulagdes farmacéuticas. As medidas de
absorbancia foram medidas, no intervalo de 230,5 — 350,4 nm na ordem zero do espectro. Uma
relagdo linear foi encontrada para LOS e HCTZ de 8,0 — 40,0 e 3,0 — 15,0 ug mL?,
respectivamente. O método proposto foi validado, e nas analises de amostras comerciais obteve-
se a recuperacao media de 99,3 + 0,3 a 101,3 + 0,6 %.

Vetuschi e Giannandrea (2006) propuseram a quantificagdo da LOS e HCTZ na regido
do UV. Foram realizadas sucessivas derivadas e avaliaram que a melhor seletividade analitica
foi alcancada na quarta derivada, e absorbancias foram lidas entre 280 — 290 nm. As faixas de
linearidades obtidas foram de: 10,0 —500,0 pg mL™ para HCTZ e, 40,0 — 2000,0 pug mL™ para
LOS. Foram verificadas as figuras de méritos da validacéo, fornecendo recuperagdes de 99,4 +
1,3% para HCTZ e 100 = 1,1 % para LOS.

Bathia et al. (2013), realizaram o estudo de um método baseado no espectro de primeira
derivada para quantificar LOS e HCTZ. Para 0 método as absorbancias foram lidas em 257 nm
para LOS e 243 nm para HCTZ, e a linearidade ficou entre 10,0 — 90,0 ug mL™ para LOS, e
2,5 22,5 ug mL* para HCTZ. As recuperagfes obtidas foram de 100,87 + 1,186 % para LOS
e 99,84 + 0,7453 % para HCTZ.

Patel e Captain (2013a) desenvolveram um método espectrofotométrico baseado na
reacdo de complexacdo da losartana com solucdo de ferroina em meio tamponado em pH 7,0
produzindo um complexo, que apos extracdo com cloroférmio apresentou coloragdo purpura,
com absorbancia maxima em 571 nm. As condic¢Bes experimentais foram determinadas por
estudo univariado. O cloroférmio foi selecionado como o melhor solvente quando comparado
a diclorometano ou benzeno. A faixa de trabalho foi de 25,0 — 300,0 ug mLX. O método foi
validado de acordo com as orientacdes da International Conference on Harmonization (ICH) e

mostrou-se preciso e exato. Apesar da boa sensibilidade e auséncia de interferéncia de matriz,
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o0 procedimento é demorado e laborioso. Além disto, o uso de cloroférmio é desfavoravel, pois

oferece riscos tanto ao operador como ao meio ambiente.

2.5.2 Eletroforese Capilar

A eletroforese capilar (EC) € uma técnica de separacdo, e baseia-se na migracdo de
compostos iGnicos ou ionizaveis na presenca de um campo elétrico. Esta técnica tem sido
amplamente utilizada em diversas areas como industrial, clinica, biomédica e ambiental.
Todavia, a técnica de EC tem baixa sensibilidade resultante das pequenas dimensdes do capilar;
os analitos que sdo neutros (ndo possuem mobilidade eletroforética) ndo conseguem ser
detectados; varia¢fes no pH afetam a carga das moléculas e o fluxo do EC. (HARRIS, 2005).

Quaglia et al. (2002) propuseram dois métodos de eletroforese: a eletroforese capilar
(EC) e a eletrocromatografia capilar (ECC) para determinacdo de LOS e HCTZ. Para método
de EC a separacdo foi executada em coluna capilar ndo empacotada com solugéo de borato em
pH=9,0 contendo trimetil-p-ciclodextrinas. Utilizando a ECC a separacdo foi executada em
coluna empacotada com C18 e fase mdvel foi uma mistura de acetato de aménia (50,0 x 1073
mol L, pH=7,0) 4gua e acetonitrila (1/1; 5/7; 5, v/v/v). Ambos os métodos foram aplicados na
analise de formulacdes farmacéuticas com resultados precisos e exatos.

Hillaert e Van de Bossche (2003) propuseram o uso da eletroforese capilar (EC) e
eletrocromatografia capilar micelar (ECCM) para simultaneamente separar seis antagonistas-
receptores da angiotensina I1. Os métodos foram aplicados na andlise de misturas binarias dos
farmacos em formulagdes farmacéuticas fornecendo boa separacdo. Ambos os métodos foram

validados em termos de sua linearidade da resposta, reprodutibilidade e preciséo.

2.5.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A CLAE ¢ das técnicas cromatograficas mais usadas em todos os campos da ciéncia;
sua utilizagdo envolve uma alta sensibilidade, facil adaptagéo para determinacgdes quantitativas,
separacgdo de espécies termicamente frageis e uma ampla aplicabilidade. A aplicagdo vai desde
proteinas, amino&cidos, &cido nucleicos, farmacos, pesticidas e muitos outros (COLLINS et al.,
2006).

Atualmente a CLAE é usada comumente para determinagdo de farmacos em vérias

matrizes, pois possui uma alta reprodutibilidade, exatiddo, precisao e robustez. Na literatura ha
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varios estudos reportados utilizando a técnica para determinacdo de LOS e HCTZ como é
apresentado na Tabela 3.



Tabela 3 — Ocorréncia de farmaco anti-hipertensivos em diversas matrizes.
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(continua)
Analito Matriz Fase movel Detector Faixa de linearidade Referéncia
(VIv) (Mg mL™)
LOS e Clortalidona  farmaco ACN:H-0 (80:20) UV-Vis LOS e Clortalidona ANEESH etal., 2015
(20-100 pg mL™Y)
LOS e Anlodipino farmaco  ACN: tamp&o KH2PO4 0,005 M UV-Vis LOS (1,25-7,5 pug mL™Y; RAMYA et al., 2012
(50:50), pH=3,0 Anlodipino (0,12-0,75 pug mL™1)
LOS, HCTZ e farmaco ACN: tampdo KH2PO40,050 M UV-Vis LOS (5,0-60,0 pug mL™); KAVITHA,;

Atenolol

LOS e metabdlito E-
3174

LOS e Perindopril
Erbumina

LOS, Irbesartana,
Valsartana,
Candesartana e o
metabolito
Candesartana M1

HCTZ, Aspirina,
Ramipril,
Sinvastatina e
Atenolol

(50:50), pH=3,5

urina e ACN: tampdo KH2P0O425,0 mM  Fluorescéncia

plasma (60:40), pH=3,4
farmaco ACN: H>0 acidificada com UV-Vis
CH3COOH pH=3,0 (50:50)
plasma ACN: KH2PO45,0 mM Fluorescéncia
pH=4,0
farmaco MET : H,0 UV- Vis

HCTZ (2,5-15,0 pg mL™Y);
Atenolol (5,0 — 60,0 ug mL™)

LOS (50,0 — 100,0 ng mL™)

LOS/Perindopril (1,0/30,0 ug

mL?)

LOS (16,0 — 250,0 ng mLY);
Irbesartana e Valsartana (50,0 —

4000,0 ng mLY);

Candesartana e metabolito M1

(3,0 —250,0 ng mL™?)

HCTZ (5,0 — 10,0 ug mL);
Aspirina (40,0 — 120,0 ug mLY);
Ramipril (2,0 — 6,0 pg mL™Y);
Sinvastatina (8,0 — 24,0 ug mL™)
Atenolol (20,0 — 60,0 pug mL™?)

MURALIDHARAN,
2010

FARTHING et al.,
1997

CHAUDHARY et
al., 2010

GONZALES et al.,
2002

RAO;
2014

SAVITH,
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(continua)
Analito Matriz Fase movel Detector Faixa de linearidade Referéncia
(vIv) (ug mL™)
HCTZ e Atenolol farmaco  ACN: tampéo KH2PO4 (70:30) UV - Vis HCTZ (10,0 — 60,0 pg mL™?) GHOSH; INDRANI,
Atenolol (20,0 - 120,0 uyg mLY) 2014
LOS e HCTZ farmaco  ACN: tampédo KH2PO40,1 M; UV-Vis LOS (3,0 - 7,0 ug mL?) CARLUCCI et al.,
pH= 4,0 (35:65) HCTZ (0,5-2,0 ug mL?) 2000
LOS e Clortalidona  farmaco ACN: H20 (50:50) UV-Vis LOS (10,0 — 50,0 pg mL?) HINGE et al., 2016
Clortalidona (5,0 — 25,0 pg mL"
9
LOS e HCTZ farmaco  ACN: tampédo KH2POg4; pH=3,1 UV- Vis LOS e HCTZ OBANDO et al.,
(35:65) (2,0-10,0 uyg mL?) 2008
LOS, HCTZ e farmaco  ACN: H20: tampdo KH2POy; UV-Vis LOS (50,0 - 250,0 ug mL™t);  TENGLI et al., 2013
Anlodipino pH=2,7 (45:35:20) HCTZ (12,5-62,5 ug mL?);
Anlodipino (2,5 - 12,5 ug mL™)
LOS e HCTZ farmaco METANOL: ACN: tampéo UV-Vis LOS (0,01 —0,5 pg mLY); SMAIJIC et al., 2013
KH2PO4 (45:20:35) HCTZ (0,025 - 0,125 pg mL™?)
LOSe HCTZ farmaco H.0: METANOL: ACN UV-Vis LOS (2,0 — 48,0 ug mLY); SHAKYA, 2015
(60:38:30) HCTZ (0,5—-12,0 pg mL?)
LOS farmaco METANOL:ACN UV-Vis LOS (5,0 — 25,0 pg mL™) JAIN etal., 2018
LOSe HCTZ farmaco ACN:H20 UV-Vis LOS (2,0 - 10,0 pg mL?) NIDHAL et al., 2019

HCTZ (5,0 - 50,0 pg mL™)
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O principio da CLAE deste método baseia-se onde analitos séo aplicados a uma fase
movel no qual sdo transportados a uma superficie (fase estacionéria), e as diferencas nas
interacdes (afinidade) do analito com a superficie faz com que ocorra a separacédo diferencial
dos componentes da mistura, devido a diferentes interacbes do analito com a fase
movel/estacionéria (KAZAKEVICH; LOBRUTTO, 2007).

A fase mdvel ou eluente, pode ser um gas, um liquido, ou um fluido supercritico, assim

sendo pode-se subdividir em cromatografia liquida (CL) ou cromatografia gasosa (CG). A fase
estacionaria ¢ fixa e condicionada dentro da coluna (tubo de vidro ou metal), no qual existe uma
grande variedade de tipos de colunas especificas para cada tipo de analise. Conforme o analito
vai passando pela coluna, o tempo que ela permanecerd, dependera da interacdo com a fase
movel ou estaciondria, ou seja, se 0 analito apresentar uma maior interacdo com a fase
estacionaria, ird permanecer por menor tempo na fase mével e se deslocara lentamente através
da coluna (COSKUN, 2016).

A CLAE pode ser classificada em quatro técnicas distintas sendo caracterizada pelo
modo dominante de interacGes moleculares empregadas, sendo: fase normal (fase mével apolar
e fase estacionaria polar); fase reversa (fase movel polar e fase estacionaria apolar); troca iénica
(separacdo por afinidade entre diferentes analitos i6nicos com contra ions na superficie
estacionaria) e exclusdo por tamanho (a separacdo do analito baseia-se nas dimensdes fisicas)
(KAZAKEVICH; LOBRUTTO, 2007).

Os detectores usados na CLAE, sdo sensiveis e dependem da amostra a ser analisada.
Detectores de fluorescéncia (1,0 x 107 — 1,0 x 10 mg), possuem limites de deteccdo mais
sensiveis, porém, sdo limitado a grupos moleculares especificos, onde estes conseguem
florescer. Com detectores de UV (1,0 x 10 — 1,0 x 10" mg), existe maiores possibilidade de
analises, sendo o detector mais amplamente utilizado em analises de farmacos (COSKUN,
2016).

2.5.4 Parametros Cromatograficos

2.5.4.1 Tempo de retencao (tr)

Cada analito especifico em um cromatograma € representado por um pico. O tempo
decorrido entre a injecdo da amostra e o aparecimento do pico do soluto no detector da coluna
é chamado de tempo de retencao (tr), sendo amplamente usado para descrever o comportamento

do analito. No entanto mesmo sendo facilmente mensuravel depende de outros fatores como a
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vazdo e a estabilidade do fluxo que influenciam o sistema e alteram facilmente o tr (COLLINS
et al., 2006).

2.5.4.2 Fator de retencao (k)

O fator de retencdo (k) descreve a velocidade de migracao dos solutos na coluna; é um
dado cromatografico muito conveniente, ja que € adimensional e independe da vazédo da fase
movel e dimensbes da coluna. E calculado pelas razées do tempo das moléculas que ficam
retidas na fase estacionaria com aquelas que percorrem na fase movel, e pode ser calculada a
partir da Equagéo 1 (COLLINS et al., 2006).

o = 2 (1)

tMm

tr = tempo de retencdo do composto;
tm = tempo de retencdo de um composto néo retido.

2.5.4.3 Seletividade (o)

E a habilidade de um sistema cromatografico de diferenciar diferentes analitos, sendo
dependente da natureza dos analitos e sua interacdo com a fase estacionaria.

A seletividade é determinada como a relacdo do fator de retencdo de dois analitos, ou
dos tempos de retencdo (COLLINS et al., 2006).

k2 _ tra—to @)
kq tri—to

2.5.4.4 Resolucéo (Re)

A Re fornece uma medida quantitativa da sua habilidade em separar dois analitos e é

calculada a partir da Equagéo 3.

_ ~ trRB—tRA
RE o 2 wWat+ wp (3)
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Wa€ Wy = largura dos picos na base (unidade de tempo).

Quando Re = 1, os picos estdo razoavelmente separados. Maiores valores de resolugéo
indicam melhor separagdo, Re = 1,25 é suficiente para fins quantitativos e Re> 1,5 indica

separagdo completa dos compostos (COLLINS et al., 2006).

2.6 PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS: CONSIDERACOES GERAIS

A utilizacdo de planejamentos de experimentos baseados em principios estatisticos é,
em geral, a maneira mais eficiente para se estimar os efeitos de vérias variaveis
simultaneamente (AGUIAR; WERKEMA, 1996a; AGUIAR; WERKEMA, 1996b; BARROS
et al., 2001). Com esta ferramenta é possivel extrair do sistema em estudo o maximo de
informagdes Uteis com um nimero minimo de ensaios. Na prética isso significa diminuicdo de
horas trabalhadas, de gastos com reagentes e mais agilidade no desenvolvimento de novos
produtos, processos ou métodos, além do melhor entendimento do sistema, melhor controle e
consequentemente obtencédo de resultados mais confiaveis, dentre outras vantagens (BARROS
etal., 2001).

O planejamento de experimentos ndo propde uma rota Gnica a ser seguida, mas direciona
a conducdo dos experimentos de forma a atingir a meta estabelecida, para tanto deve-se:
selecionar as varidveis independentes a serem avaliadas; selecionar 0s niveis em que cada
variavel serd avaliada e projetar o planejamento do experimento de forma que se possa ser
obtida exatamente o tipo de informacdo desejada (BARROS et al., 2001).

Na cromatografia em grande parte dos casos, 0s experimentos iniciais, sdo avaliados
para estimar a influéncia dos fatores em varios niveis no processo cromatografico, como:
temperatura, fase movel, fluxo, volume de injecéo, etc. Com isso, a avaliacdo dos fatores se faz
necessaria, para otimizar o processo, obtendo-se o melhor nivel dos fatores para a condicéo
cromatografica.

Em fung&o disso, nos altimos anos, a utilizacdo da cromatografia com planejamento de
experimentos, foi relevante para a pesquisa, aumentando significativamente os estudos nessa
area, devido a superioridade e precisdo com que os resultados sdo processados; a possibilidade
de otimizacdo simultdnea de maultiplas respostas, promovendo uma investigacdo mais ampla
entre os fatores (HIBBERT, 2012).



31

Dentre os estudos ja relatados na literatura, Kalariya et al. (2014) propGe um método
para determinagdo de Moxifloxacin, utilizando a otimizagcdo multivariada com CLAE. Trés
fatores foram estudados para serem otimizados: volume de metanol na fase mével, pH do
tampéo e o fluxo. O planejamento escolhido foi o planejamento fatorial composto central, para
0 estudo da metodologia de superficie. O autor conseguiu otimizar o método e valida-lo, e as
figuras de mérito ficaram dentro dos padrdes estabelecidos.

Kumar et al. (2015) sugeriu a otimizacdo para determinacdo de Valsartan, utilizando
planejamento fatorial 3% estudando os fatores: acetonitrila na fase movel, comprimento de onda
e pH do tampdo. A otimizacdo multivariada obteve 6timos resultados com porcentagem de
recuperacdo de 98,57 — 100,27 %. Pelas respostas estudadas houve boa simetria de pico, fator
de encaudamento e nimero de pratos tedricos adequados.

No mesmo sentido Srinubabu et al. (2007) desenvolveram um método para
determinagdo de Voriconazol em formulagbes farmacéuticas. Escolheram o planejamento
composto central, otimizando: fluxo, volume de acetonitrila e pH. O método proposto foi
otimizado e validado, e se mostrou seletivo para as amostras, onde apresentou linearidade

excelente e taxas de recuperacdo entre 99,81 a 0,27 %.

2.6.1 Funcéo de Desejabilidade

Visto que a otimizacdo multivariada é de grande relevancia na avalia¢do dos parametros
cromatograficos, a Funcdo Desejabilidade proposta por Derringer e Suich (1980), utiliza e
propde a metodologia de otimizacdo simultdnea de varias respostas. Derringer e Suich
estabeleceram que para resposta individual (fungdo de desejabilidade parcial, di) pode ser
calculada uma funcédo de desejabilidade global (D) (BARROS et al., 2001). O procedimento da
utilizacdo da funcédo desejabilidade, é primeiramente converter cada resposta individual em di,
que varia no intervalo

0<d; <1 (4)

Se a resposta esta no seu objetivo alvo, entdo di = 1, e se a resposta esta fora de uma
regido aceitavel, di= 0. Entdo as varidveis do planejamento sdo escolhidas para maximizar a
desejabilidade (MYERS et al., 2009).

A desejabilidade global € dada pela média geométrica das desejabilidade individuais,

indicada pela Equagéo 5:
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onde m sdo as respostas.

A partir da formula, a otimizacdo simultanea das varias respostas se reduz a
maximizagcdo de um anico valor, a desejabilidade global. Vantagens da funcdo de
desejabilidade, séo eficiéncia, economia e objetividade na otimizacgdo de procedimentos com
maultiplas respostas, no qual permite que o analista encontre condi¢c6es (niveis de fatores) para
atingir simultaneamente o valor 6timo para todas as variaveis (MYERS et al., 2009). O processo
de otimizagdo simultanea é reduzido ao calcular os niveis das varidveis que maximizem,
indicado pela Equacdo 6 (NOVAES et al., 2017).

0sey <L

_ y-L\*

d= (E) sel <y <T (6)
lsey >T

e L é o0 menor valor aceitavel para a resposta;
e S é 0 peso, quando s = 1, a funcdo de desejabilidade é linear, s > 1, uma maior

importancia é dada aos valores perto do 6timo (NOVAES et al., 2017).
2.7 VALIDACAO

Todos os anos sdo praticadas milhdes de medicGes analiticas. A partir desse processo,
uma vez efetuada a medicdo esta é aceita em qualquer pais, desde que requisitos legais,
certificacdo e credenciamento devem ser observadas. As normas internacionais, nacionais e
sistemas de qualidade destacam a importancia da validacdo de métodos analiticos. A validagédo
de métodos € essencial para a garantia da qualidade analitica (BARROS et al., 2001).

Validacdo do metodo analitico é a confirmacao por exame e fornecimento de evidéncias
objetivas de que os requisitos especificos para um determinado uso pretendidos sdo atendidos.
A validagdo do método analitico permite demonstrar que o método ¢ “adequado ao uso”
pretendido (BARROS et al., 2001).

As técnicas analiticas usadas no desenvolvimento ou para determinacdo de suas
caracteristicas relacionadas devem ser validadas. Quando o método é descrito em farmacopeias,

ndo € necessaria a validacao desde que as analises devam prosseguir com estrita observagcdo no
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texto. Quando h& modificacdo na composicdo de farmacos é necessario reavaliar a técnica
analitica (EPSHTEIN, 2004).

A validacdo é um processo continuo que comega com planejamento de estratégia
analitica e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e transferéncia. Com a
regulamentac&o o registro de novos produtos deve atender aos 6rgaos regulatorios do Brasil e
de outros paises, por isso a maioria deles tem estabelecidos documentos oficiais que sao
diretrizes a serem adotadas no processo de validacao (RIBANI, 2004).

No Brasil, os dois 6rgdos que regulamentam a validacdo de métodos analiticos séo
Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Nacional de Metrologia
Normalizagéo e Qualidade Instrumental (INMETRO), os quais podem acompanhar e credenciar
a competéncia de laboratorios de ensaios. Um bom método de validacao requer validacao rapida
sem perder a qualidade das estimativas (FERREIRA; RIBEIRO, 2008; RIBANI, 2004). O
procedimento para a validacdo de métodos analiticos na ANVISA RDC N° 166 de 24 de Julho
de 2017, e no INMETRO documento DOQ-CGCRE-008 (ANVISA, 2017; FERREIRA,
RIBEIRO, 2008; INMETRO, 2003). Os parametros definidos segundo a ANVISA, podem ser
descritos da seguinte forma (ANVISA, 2017).

2.8 ESPECIFICIDADE/SELETIVIDADE

A especificidade ou seletividade é a capacidade que o método possui de medir
exatamente um composto em presenca de outros componentes tais como impureza, produtos de
degradacdo e componentes da matriz. Para analise qualitativa é necessario demonstrar a
capacidade de selecdo do método entre compostos com estruturas relacionadas que podem estar
presentes. Para analise quantitativa e analise de impureza, a especificidade pode ser
determinada pela comparacdo dos resultados obtidos de amostras ndo contaminadas, para
demonstrar que o resultado do teste ndo € afetado por esses materiais. Nos métodos

cromatograficos, deve ser comprovada a pureza cromatografica do sinal do analito.

2.8.1 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. Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela analise de, no minimo, 5
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concentragOes diferentes para solucdes preparadas em, no minimo, triplicata. O critério minimo
aceitavel do coeficiente de correlagdo (r) deve ser acima de 0,990. Nos testes estatisticos, deve
ser utilizado um nivel de significancia de 5%. Os dados devem estar representados graficamente
em resposta da funcdo da concentracdo do analito; grafico da disperséo dos residuos e avaliacdo
estatistica. Avaliacdo da regressdo da reta de y em X, estimada pelo método dos minimos

quadrados.

2.8.2 Intervalo

O intervalo é a faixa entre os limites de quantificacdo superior e inferior de um método
analitico. Normalmente € derivado do estudo de linearidade e depende da aplicacdo pretendida
do método. E estabelecido pela confirmacdo de que o método apresenta exatido, precisio e
linearidade adequados quando aplicados a amostras contendo quantidades de substancias dentro
do intervalo especificado.

2.8.3 Precisdo

A precisdo avalia a proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de
uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta € considerada em trés niveis.

Repetibilidade: concordancia entre os resultados dentro das mesmas condicGes de
operacdo, mesmo analista e mesma instrumentacdo em uma Unica corrida analitica.

Precisdo intermediéria: concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, mas
obtidos em pelo menos dois dias diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos
diferentes.

Reprodutibilidade: concordancia entre os resultados obtidos em laboratérios diferentes
como em estudos colaborativos, geralmente aplicados a padronizacdo de metodologia analitica.
A precisdo de um método analitico pode ser expressa como o desvio padrdo ou desvio padréo

relativo de uma série de medida e mediante testes estatisticos adequados.

2.8.4 Exatidao

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos pelo método

em estudo em relacdo ao valor verdadeiro. Pode ser verificada a partir de, no minimo, nove
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determinac@es contemplando o intervalo linear do método analitico, ou seja, trés concentracdes:
baixa, média e alta, com trés replicatas em cada nivel. A exatiddo deve ser representada pela
relacdo percentual de recuperagdo do analito de concentracdo conhecida adicionada a amostra

ou pelarelacéo entre a concentracdo media, determinada a concentracao teodrica correspondente.

2.8.5 Limite de Deteccéo (LD)

Limite de deteccdo € a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode
ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condi¢Bes experimentais
estabelecidas. O limite de deteccdo pode ser estabelecido por meio da relagdo sinal-ruido ou

baseado em parametros da curva analitica.

2.8.6 Limite de Quantificacdo (LQ)

E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com
precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condicdes experimentais estabelecidas. O limite de
quantificacdo é um parametro determinado, principalmente, para ensaios quantitativos de
impurezas, produtos de degradacdo em farmacos e produtos de degradacdo em formas
farmacéuticas e € expresso como concentracdo do analito. O limite de quantificacdo pode-se

estabelecer os mesmos adotados pela LD, método sinal ruido ou parametros da curva analitica.

2.8.7 Robustez

A robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade em resistir a pequenas
e deliberadas variaces dos parametros analiticos. Indica sua confianca durante o uso normal.
Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se considerar a avaliacdo da robustez.

Para a CLAE, a ANVISA especifica quais sao os fatores que devem ser considerados, e
adequadamente controlados no procedimento para determinagdo da robustez no método
analitico, como:

e Variacdo do pH da fase movel,
e Variacdo na composic¢do da fase movel;
e Diferentes lotes ou fabricantes de colunas;

e Temperatura;



36

e Fluxo da fase movel

No caso de métodos quantitativos, a variacao dos resultados obtidos devera ser avaliada
com 0s mesmos critérios utilizados pela exatiddo. No caso de métodos qualitativos, deve ser

verificado se as variagBes propostas interferem na resposta analitica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento, otimizacao e validagdo de um método cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodos para quantificacdo de farmacos anti-hipertensivos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar os parametros experimentais, por meio do planejamento de experimentos com
a utilizacdo da Funcéo Desejabilidade para avaliacdo de mais de uma resposta;

e Validar a metodologia desenvolvida pelas seguintes figuras de mérito: seletividade;
faixa de trabalho; linearidade; preciséo; exatidao; limite de quantificacdo; limite de
deteccdo e robustez.

e Determinar por CLAE a concentragdo de LOS e HCTZ em formulagdes farmacéuticas;

urina sintética e aguas superficiais de rios.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

4.1.1 Reagentes e Solventes

Os solventes utilizados foram Acetonitrila e Metanol grau HPLC (MERCK, PA, USA);
Acido fosférico (Vetec, Brasil) e agua ultrapura filtrada pelo processo de osmose reversa
(resistividade da agua 18,5 MQ x cm) (OS10 LZ, Geaka). Os principios ativos LOS e HCTZ
sdo padrdes secundarios, validados por padrées USP, com teor declarado de 99,8% de LOS e
99,9% de HCTZ.

4.1.2 Equipamentos

Os equipamentos empregados foram: banho de ultrassom (CLEANER LEO-50);
balanca analitica (XP 26/AG 204, Mettler Toledo); cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia
(Shimadzu, USA) 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 equipado como o software LC solution e coluna C18 (Shim-
pack VP-ODS 250 mm x 4,6 mm, 5 pm).

4.1.3 Amostras

Foram analisadas amostras de medicamentos comerciais, adquiridas em farmacias

locais, e que continham os principios ativos de LOS e HCTZ, sendo dispostos na Tabela 4.
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Tabela 4 — Amostras dos medicamentos comerciais.

AMOSTRA LOTE VALOR NOMINAL? VALIDADE
LOS, Medley® 18020131 100,0 mg 01/2020
LOS, Eurofarma® 549506 50,0 mg 02/2020
DIURIX®, HCTZ, 2244209 50,0 mg 08/2019
TEUTO®
HCTZ, CIMED® 1801352 25,0 mg 12/2019
LOS + HCTZ, EMS® 0C2647 100,0 mg+ 25,0 mg 08/2019
LOS + HCTZ, 531777 50,0 mg + 12,5 mg 10/2019
EUROFARMA®
LOS + HCTZ, 533711 100,0 mg + 25,0 mg 11/2019
EUROFARMA®

2@ Quantidade declarada pelo fabricante

4.2 METODOS

4.2.1 Preparo das solucGes padrdo de LOS

Para a preparacio da solucéo estoque de 1,0 mg mL™, foi pesado 100,0 mg de LOS e
diluiu-se com é&gua ultrapura, transferindo para um baldo de 100,0 mL, dispondo de uma
solugdo com concentragéo final de 1,0 mg mL. Filtrou-se a solu¢do com um filtro PTFE de 25
mm de diametro com poro de 0,45 um (Analitica, Brasil), e transferiu-se para um frasco ambar

o qual foi mantido sob refrigeracéo (10°C).

4.2.2 Preparo da solucdo padrdo de HCTZ

Na preparacdo da solucdo estoque de 1,0 mg mL-?, foi pesado 100,0 mg de HCTZ e
diluiu-se com metanol, transferindo para um bal&o de 100,0 mL, dispondo de uma solu¢do com

concentracéo final de 1,0 mg mL™. Filtrou-se a solugdo com um filtro PTFE de 25 mm de
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diametro com poro de 0,45 um e transferiu-se para um frasco ambar o qual foi mantido sob
refrigeragéo (10 °C).

4.2.3 Preparo da solucéo de acido fosférico 0,1%

Uma aliquota de 0,5 mL de &cido fosforico foi transferida para um baldo volumétrico
de 500,0 mL e completou-se 0 mesmo com agua ultrapura. Ajustou-se o pH em torno de 3,0 —
4,0, utilizando uma solugéo 0,3 mol L™t de NaOH. Sonicou-se a solu¢do em banho de ultrassom

por 20 minutos e transferiu-se para um frasco ambar.

4.2.4 Procedimento para o preparo das solugdes das amostras comercias

Para cada amostra de medicamento, 20 comprimidos de um mesmo lote foram
aleatoriamente pesados na balanca analitica. Determinou-se o valor da massa média dos
comprimidos com variagdo menor que 5% (FARMACOPEIA, 2010). Maceraram-se 0S
comprimidos em gral de porcelana obtendo-se um p6 finamente dividido.

Para cada amostra, foi pesado o equivalente ao valor da massa média determinada,
sendo, correspondente ao valor nominal. Diluiu-se com metanol e colocou em banho de
ultrassom por 30 minutos. Filtrou-se as solugdes com filtros de PTFE de 25 mm de diametro
com poro de 0,45 um e armazenou-se em frasco &mbar em refrigeracdo (10 °C).

4.3 ESTUDOS DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Para o teste preliminar foi baseado nas condicdes ja relatadas na literatura, utilizando
fase movel ACN: H20 (60:40, v/v), fluxo de 0,8 mL min* e volume de injecdo de 10 pL,
temperatura de 40 °C, descrita por Dubey et al. (2011), onde foram testados os principios ativos
de LOS e HCTZ. Posteriormente, a metodologia foi baseada nas condigdes relatadas por Nelima
et al. (2016), no qual os autores determinaram LOS, HCTZ por CLAE de fase reversa, em
formulacGes farmacéuticas. As condigdes relatadas pelo autor foram testadas para LOS e HCTZ
com fase movel ACN: acido fosforico 0,5% (30:70, v/v), fluxo 1,0 mL min e detecgdo UV em
225 nm.
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4.4 METODO COMPARATIVO PELA TECNICA DE ESPECTROFOTOMETRIA DE UV-
VIS

O método comparativo, se baseou pelo estudo relatado por Wankhede et al. (2010), onde
determinou-se LOS e HCTZ individualmente, em formulagdes farmacéuticas. Os padrdes
foram preparados com metanol, sendo a curva analitica de LOS 10,0 — 50,0 pg mL™* e 5,0 —

25,0 pg mLt HCTZ. As analises foram realizadas pelo espectrofotdmetro de UV-Vis, 225 nm.

4.5 OTIMIZACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Realizou-se o0 estudo de otimizacdo das condi¢cdes cromatograficas utilizando o
Planejamento de Experimentos, no qual é possivel estabelecer as condi¢bes 6timas para o
prosseguimento do desenvolvimento do método. Os pardmetros estudados foram: fluxo da fase
moével (mL min™) e temperatura (°C). O Planejamento Fatorial 22 foi selecionado, com adicéo
de ponto central em triplicata, para a estimativa do erro experimental totalizando 7
experimentos, executados em ordem aleatdria.

A partir dos efeitos observados no primeiro planejamento foi dado prosseguimento ao
processo de otimizacdo, empregando um Planejamento Composto Central com triplicatas no
ponto central totalizando 11 experimentos, executados em ordem aleatéria. Os dados foram
tratados pelo programa Statistica, versdo 13.0 (USA). Para ambos os planejamentos, foram
analisadas todas as respostas para 0s compostos: tempo de retencdo, area do pico, altura do
pico, fator de retencdo (k), fator de encaudamento, resolucéo e separacdo. Os modelos foram
avaliados por meio da ANOVA ao nivel de confianca de 95%, e pela funcdo desejabilidade de

Derringer-Suich.
4.6 VALIDACAO
4.6.1 Seletividade e Especificidade
A seletividade foi avaliada a partir da obtencdo dos cromatogramas onde continham os

dois farmacos analisados simultaneamente para identificacdo de interferentes nos picos

cromatograficos.
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A especificidade foi avaliada a partir da analise dos cromatogramas dos farmacos
obtidos quando analisados isoladamente, a fim de verificar a capacidade do método em detectar

cada um dos farmacos.

4.6.2 Linearidade e Faixa de Trabalho

As curvas analiticas, foram construidas estabelecendo a correlagdo entre as médias das
areas dos analitos e suas concentracdes. A andlise foi feita em triplicatas verdadeiras, em quatro
dias diferentes. Os niveis de concentracdao avaliados para LOS e HCTZ foram: 0,2; 0,4; 0,6;
0,8; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 ug mL™. Para avaliar a regido linear foi utilizado o teste Huber e a

linearidade avaliou-se a andlise de variancia de regressdo linear.

4.6.3 Precisao

Repetibilidade: a partir da analise das amostras comerciais, a avaliacao foi realizada no
mesmo dia, com 0 mesmo analista e a mesma instrumentacdo. Realizaram 9 determinacdes, em
3 concentragfes: baixa, média e alta, com triplicatas em cada nivel. A Repetibilidade foi
demostrada calculando-se o desvio padréo relativo (DPR) e recuperacdes correspondentes.

Precisdo Intermediaria: com base nas amostras comerciais, a avaliacdo foi realizada em

4 dias diferentes ndo consecutivos (n=4), analistas diferentes e a mesma instrumentagdo. Onde
realizaram-se 9 determinacdes, em 3 concentracdes: baixa, média e alta, com triplicatas em
cada nivel. A Precisdo intermediaria foi avaliada a andlise de variancia de fator duplo e os
desvios padrdes (DP) e desvios padrdes relativos (DPR) e recuperacdes correspondentes. O DP

e DPR podem ser expressos pelas equacgdes abaixo (ANVISA, 2017):

e - 02
T (6)
DPR (%) = Z—P X 100 @

Onde x € amédia aritmética; x; é o valor de cada medida e n € a quantidade de medidas.
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4.6.4 Exatiddo

Avaliou-se pelo método de adicdo de padréo, no qual aliquotas varidveis da solucdo
padrdo de LOS e HCTZ, sdo adicionadas a um volume fixo e exatamente conhecido das
amostras comerciais de LOS e HCTZ (Tabela 5). As analises foram realizadas em 4 dias

diferentes, e calculou-se o desvio padréo relativo (DPR) das médias de recuperacdes obtidas.

Tabela 5 — Experimentos realizados para a Exatiddo dos compostos de LOS e HCTZ.

Concentracao VVolume padréo Volume amostra de
(ug mLY)* (mL) LOSe HCTZ (mL)
0,0 0,0 1,0
0,2 0,2 1,0
1,0 1,0 1,0
4,0 4,0 1,0

*n=3

4.6.5 Limite de quantificacdo (LD)

O estudo estabeleceu-se pela entre a estimativa do desvio padrdo da resposta (s) € a

inclinacdo da curva analitica (S), com a utilizacdo da seguinte formula:
LD =33x ¢ (8)
4.6.6 Limite de deteccdo (LQ)
Realizou-se 0 LD por meio da estimativa do desvio padrdo das respostas (S) e a

inclinacdo da curva analitica (S), por meio da formula:

LQ =10x : (9)
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4.7 ANALISE DE LOS E HCTZ EM FORMULACOES FARMACEUTICAS

As amostras de formulacBes farmacéuticas comerciais, foram adquiridas em farmécias
locais e estdo listadas na Tabela 4. Preparou-se as amostras em metanol, e as diluigcdes
preparadas com a fase mével acido fosférico 0,1%: ACN (60:40, v/v) e filtradas em filtro PTFE
de 25 mm de didmetro com poro de 0,45 um. Para andlise preparou-se solugdes das amostras
individuais na concentracdo final de 1,0 pg mL™? e analisadas por CLAE na metodologia
desenvolvida e utilizou-se um método comparativo proposto por Wankhede et al. (2010). Foi
realizado para a exatiddo e precisdo dos métodos o Teste-t pareado e Teste-F de comparacdo de

variancias.

4.8 ANALISE DE LOS EM URINA SINTETICA

A urina sintética foi preparada segundo LAUBEL et. al. (2001), onde adicionou-se em
um balao volumétrico de 500,0 mL com agua ultrapura os seguintes reagentes foram pesados e
estdo relatados na Tabela 6. A solucdo foi deixada em banho ultrassom por 30,0 minutos e
filtrou-se no filtro PFTE 0,22 um. Solugbes dos analitos de interesse foram preparadas
utilizando a solucdo de urina sintética, obtendo concentracdes finais de 0,032; 0,010 e 0,20 ug
mL* para LOS, e, 0,010; 0,003 e 0,20 pg mL™ para HCTZ. As solucdes foram analisadas de

acordo com o método cromatografico desenvolvido.

Tabela 6 — Composigdo da solugdo experimental.

Reagentes Massa pesada ()
Cloreto de célcio dihidratado (CaCl..2H20) 0,551
Cloreto de célcio (NaCl) 1,462
Sulfato de s6dio (NazSO4) 1,125
Fosfato de monopotassico (KH2PO4) 0,700
Cloreto de potéassio (KCI) 0,800
Cloreto de aménio (NH4CI) 0,500
Uréia 12,50

Creatina 0,550




45

A solucdo foi deixada em banho ultrassom por 30,0 minutos e filtrou-se no filtro PFTE
0,22 pum. Solugbes dos analitos de interesse foram preparadas utilizando a solugéo de urina
sintética, obtendo concentragdes finais de 0,032; 0,010 e 0,20 pg mL™ para LOS, e, 0,010;
0,003 e 0,20 pg mL* para HCTZ. As solugdes foram analisadas de acordo com o método

cromatografico desenvolvido.

4.9 ANALISE DE LOS E HCTZ EM AGUAS SUPERFICIAIS

A amostra de agua superficial foi coletada no lago de Olarias, na cidade de Ponta
Grossa-Parana. As amostras foram recolhidas, armazenadas (5 + 3 °C) e filtradas. Fortificou-se
a amostra do rio com solucdes dos farmacos de LOS e HCTZ de modo a obter a concentracao

final de 3,0 ug mL* e 0,75 pg mL, respectivamente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 AVALIACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Para o desenvolvimento e otimizagdo da metodologia analitica utilizando a técnica de
CLAE, inicialmente foi realizada uma revisdo da literatura sobre os métodos envolvendo a
técnica, como foi apresentado na Tabela 3. De modo geral os estudos reportados empregam a
cromatografia em fase reversa usando como fase mével uma porcentagem de solvente organico
(metanol ou acetonitrila) e uma porcentagem aquosa (acidificada ou tamponada na maioria dos
métodos), com eluicdo em gradiente ou isocratica e detec¢do é em sua maioria realizada por
uv.

Com base nesses trabalhos relatados na literatura, e de acordo com a disponibilidade de
materiais, optou-se inicialmente pela cromatografia liquida de fase reversa. Este modo de
eluicdo apresenta algumas vantagens, dentre elas, 0 menor encaudamento de picos, pois a fase
estacionaria tem poucos sitios que podem adsorver fortemente o soluto provocando a cauda
(COLLINS et al., 2006).

Inicialmente foram realizados testes, com objetivo de conhecer o sistema
cromatografico e identificar, como os fatores (composicdo da fase mével, fluxo e controle de
temperatura) poderiam influenciar na separacdo dos farmacos de interesse neste trabalho.

A corrida cromatogréfica foi monitorada com detector de arranjo de diodos. O
monitoramento do sinal por UV, permitiu obter o espectro dos compostos de anélise,
evidenciando que os maiores sinais eram obtidos nos comprimentos de onda de 225 nm, 238
nm e 254 nm. O comprimento de onda de 225 nm foi selecionado, pois 0 mesmo apresentou a

maior intensidade de absorbancia, indicando maior sensibilidade (Figura 3).
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Figura 3 - Espectros de absorcdo obtidos por espectrofotdmetro dos compostos de LOS e HCTZ.
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As condicdes cromatograficas relatadas por Dubey et al. (2011), de eluicdo isocratica
tendo como fase movel a mistura ACN: H2O (60:40, v/v) foram inicialmente avaliadas. Nessas

condigdes foram constatados picos de LOS e HCTZ. Entretanto, para LOS, houve variagoes

tempo de retencdo prejudicando a reprodutibilidade.
Atentando para a estrutura de LOS e HCTZ (Figura 4 e 5), observa-se que ha grupos

ionizaveis em ambas as moléculas. Para LOS, os grupos funcionais imidazol e tetrazol, sdo

grupos que sofrem alteracdes quimicas, quando o pH da fase mével ¢ alterado, 0 mesmo ocorre

com os grupos funcionais sulfonamida e amina de HCTZ.

Figura 4 - Efeito do pH no equilibrio para LOS.
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Figura 5 - Efeito do pH no equilibrio para HCTZ.
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Constata-se que a alteracdo do pH influencia na formacdo de espécies ionizadas e ndo
ionizadas. Utilizando a fase mével ACN e agua, o pH fica em torno de 6, sendo que para a
molécula HCTZ essa faixa de pH ndo altera sua estrutura quimica, pois a molécula encontra-se
neutra (forma ndo ionizével), com pKa < 9,09. Entretanto, nessa faixa de pH para LOS
(composto &cido), a molécula encontra-se na forma ionizével, e devido ao equilibrio quimico
entre as espécies neutras e ionizadas ocorre a variacdo no tempo de retencdo, afetando a
reprodutibilidade do método e ocasionando perda de resolucdo cromatografica.

O equilibrio entre as formas ionizadas e ndo ionizadas € estabelecido pelo pH da
solucgéo, podendo ser utilizado uma solucdo tamponada ou um modificador organico de modo
a garantir que apenas uma das espécies quimicas esteja presente, melhorando assim a analise
cromatografica (DOLAN, 2017). Preferiu-se ndo utilizar uma solucdo tamponada, em razéo de
que pode ocorrer a precipitacdo do sal na presenca da fase mével com alta concentracdo de
solvente organico, podendo danificar componentes internos do equipamento de CLAE. Neste
sentido optou-se pelo uso de uma solucédo de acido fosférico, e verificou-se que a utilizacdo de
uma fase movel acida foi adequada para manter a molécula de LOS estavel, obtendo tempo de

retencdo bem definido e reprodutivel (Figura 6).
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Figura 6 - Cromatograma do composto LOS com fase mével de acetonitrila e &cido fosférico.
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Diante dos resultados, baseou-se no trabalho relatado por Nelima et al. (2016), o qual
indica o uso de uma fase movel constituida por ACN e acido fosférico 0,5 % em uma proporc¢éo
de 30:70. Em um primeiro momento testou-se diminuir a concentragdo do &cido fosférico para
0,1%. Os resultados indicaram ser uma alteragdo viavel, obtendo-se picos reprodutiveis em
termos de area e de tempo de retencdo. Na sequéncia foram avaliadas algumas proporcdes
diferentes de acetonitrila e acido fosforico conforme apresentado na Tabela 7, bem como o0s
resultados obtidos. Como pode ser constatado a condicdo de fase mével de ACN: &cido
fosférico 0,1% (80:20, v/v), resulta em tempos de andlise menores, entretanto é possivel
observar gue o0s picos eluem muito proximos comprometendo a resolucéo e separacdo (Figura
7). A utilizacdo de uma porcentagem de ACN de 60% ou 70% apresentou pequena variacao
nos valores de area e no fator de encaudamento. A separacao é ligeiramente melhor na condicdo
de 70% de ACN. Entretanto, devido a economia no uso de ACN e considerando que 0s picos
dos analitos ficaram bem definidos e separados optou-se por trabalhar com uma porcentagem
de 60% de ACN.
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Tabela 7 — Estudo da percentagem (%) com a modificagdo da fase mével ACN: écido fosforico 0,1%, fluxo de

0,8 mL min* e volume de injecdo de 10 pL.

Fase movel Tempo de Area Separacao Fator de
(ACN: &cido retencdo (min) encaudamento
fosférico 0,1%;
VIV)
60:40 Tucrz= 3,835 Anctz= 62758 Suctz=0 Fucrtz= 1,226
TLos= 4,798 ALos= 33055 SLos= 2,291 FLos= 1,220
70:30 THCTZ: 3,655 AHCTZ= 68413 SHCTZ: 2,089 FHCTZ= 1,243
Tros= 4,200 ALos= 35687 Stos= 1,966 Fros= 1,235
80:20 THCTZ= 3,570 AHCTZ: 64361 SHCTZ= 0 FHCTZ= 0,975
Tros= 3,941 AcLos= 35740 Stos= 1,984 FLos= 1,200

Figura 7 - Cromatogramas resultantes da variacdo da fase mével com acetonitrila e &cido fosforico 0,1% na
proporgdo (a) 60:40 v/v ; (b) 70:30 v/v e (c) 80:20 viv.
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5.2 OTIMIZACAO DO METODO CROMATOGRAFICO EMPREGANDO
PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS

O procedimento tradicional para a otimizacdo de forma univariada, onde cada fator é
avaliado separadamente, envolve um grande namero de experimentos e ndo é capaz de
estabelecer como cada fator se comporta frente aos demais. Entéo, para melhor compreenséo
dos efeitos sobre variaveis simultaneamente com um ndmero minimo de ensaios, a otimizagéo
multivariada é adequada pois se estabelece a avaliagdo de multiplas respostas

concomitantemente. Inicialmente um planejamento fatorial completo 22 com adig&o de pontos
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centrais (0) foi selecionado pois permite a estimativa do erro experimental bem como o modelo
linear primeiramente admitido.

A escolha dos fatores foi baseada em experimentos preliminares e conhecimento prévio
da literatura, sendo avaliados: fluxo (mL min™) e temperatura da coluna (°C), em dois niveis,
baixo (-1) e alto (+1) (Tabela 8), fixando-se a fase movel ACN: &cido fosférico 0,1% (60:40,
v/v), volume de inje¢do 10 pL e coluna cromatografica C18.

Foram monitorados como respostas varios parametros considerados importantes no
desenvolvimento do método cromatografico, como: tempo de retencgdo, area, altura, fator de
encaudamento, fator de retencéo, resolugédo e separacdo. Nas tabelas 9 e 10, encontram-se 0s

experimentos realizados com as suas respectivas respostas.

Tabela 8 — Niveis de estudo da matriz de planejamento fatorial 22.

Nivel de estudo Fluxo (mL min-1) Temperatura (° C)
(codificado)
1 0,6 35,0
0 0,8 40,0
+1 1,0 45,0

Tabela 9 — Matriz do planejamento fatorial 22 com adic8o de ponto central para LOS.

Fluxo Temp. Respostas
(mL min?)  (°C)
Ensaios -1 -1 tr Area  Altura F.E.° K Res. Sep.
0 0 (min)
+1 +1
1 -1 -1 6,367 116074 12464 1,214 0559 4,875 2,088
2 +1 -1 3,856 69951 11638 1,227 0,563 4,415 2,097
3 -1 +1 6,323 116602 12862 1,200 0,537 5,558 2,476
4 +1 +1 3,843 69796 11954 1,216 0,547 4,985 2,490
5 0 0 4,786 87454 12285 1,217 0,550 4,954 2,291
6 0 0 4,805 87414 12291 1,221 0,552 4,994 2,291
7 0 0 4,796 87438 12300 1,219 0,553 5,007 2,291

Temp.= temperatura; t-= tempo de reten¢do; F.E.= fator de encaudamento; K= fator de retencéo; Res=resolu¢éo; Sep.= separagao.
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Tabela 10 — Matriz do planejamento fatorial 22 com adig&o de ponto central para HCTZ.

Fluxo Temp. Respostas
(mL min™) (°C)
Ensaios -1 -1 tr Area  Altura F.E. K
0 0 (min)
+1 +1
1 -1 -1 5177 96657 11984 1,224 0,268
2 +1 -1 3,139 58136 11277 1,268 0,269
3 -1 +1 5,006 97104 12503 1,220 0,217
4 +1 +1 3,031 58841 11645 1,268 0,219
5 0 0 3,828 72632 11893 1,261 0,240
6 0 0 3,842 72766 11905 1,257 0,241
7 0 0 3,833 72820 11866 1,260 0,242

Temp.= temperatura; t-= tempo de retencdo; F.E.= fator de encaudamento; K= fator de retencéo

Os dados apresentados nas tabelas 9 e 10 foram tratados utilizando o programa
Statistica. Inicialmente considerando cada resposta individualmente por meio do grafico de
pareto dos efeitos padronizados (Figura 8), observou-se que nas respostas de modo geral as
variaveis de temperatura e fluxo foram varidveis significativas, indicando que séo variaveis

importantes para a separacdo e melhora do sistema cromatogréafico.
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de ajuste, uma propriedade indesejavel, porque indica que o modelo ndo se encaixa bem nos
dados. E desejavel que o modelo tenha p > 0,05 para indicar que o modelo é adequado.

Observou-se que 0 modelo apresentou r > 0,9999 e exibiu falta de ajuste (p > 0,05) para
algumas respostas, indicando que o modelo linear ndo consegue explicar o conjunto de dados
(Tabela 11).

Tabela 11 — Avaliacdo de R-sqr e F.cal. para as respostas obtidas pelo Planejamento fatorial 22.

Respostas R-sqr F.calc.
Tempo de Retencdo HCTZ 0,97339 21959
Tempo de Retencdo LOS 0,97555 1726,0

Area HCTZ 0,97234 44744

Area LOS 0,97511 135988
Altura HCTZ 0,99634 5,491
Altura LOS 0,99233 117,48
Resolucdo LOS 0,99586  1,6077
K HCTZ 0,99583 8,679

K LOS 0,98887  0,0204

Fator caudamento HCTZ 0,85478 81,2747
Fator caudamento LOS 0,88764 9,66964
Separacgéo 0,99988 4,89461

R-sqr = Coeficiente de correlagdo ajustado; F.calc. = comparacéao de variancia

Quando os dados obtidos através de um planejamento resultam em um modelo de
primeira ordem que ndo consegue explicar satisfatoriamente os dados, é preciso ampliar o
modelo para uma ordem superior, no caso um modelo de segunda ordem ou quadratico, ou
ainda alterar o intervalo de estudo. Para ampliar um modelo é necessario adicionar ao
planejamento inicial condic¢des experimentais diferentes, o que pode ser feito por meio de um
Planejamento Composto Central, adicionando-se pontos axiais, totalizando 11 experimentos e
no ponto central foram realizadas repeti¢cdes (n=3) para a estimativa do erro experimental. As
condigdes experimentais avaliadas e os resultados obtidos para cada uma das respostas

encontram-se apresentadas nas Tabelas 12, 13 e 14.



Tabela 12 — Niveis de estudo da matriz de planejamento composto central.

Nivel de estudo (codificado)

Fluxo (mL min?)

Temperatura (° C)
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-1,41 0,5 33,0
-1 0,6 35,0
0 0,8 40,0
+1 1,0 45,0
+1,41 1,1 47,0
Tabela 13 — Matriz do Planejamento Composto Central para o composto LOS.
Fluxo Temp. Respostas
(mL min?) (°C)
Ensaios -1,41 -1,41 tr Area  Altura F.E. K Res. Sep.
-1 -1 (min)
0 0
+1 +1
+1,41 +1,41
1 -1 -1 6,367 116074 12464 1,214 0,559 4,875 2,088
2 +1 -1 3,856 69951 11638 1,227 0,563 4,415 2,097
3 -1 +1 6,323 116602 12862 1,200 0,537 5558 2,476
4 +1 +1 3,843 69796 11954 1,216 0,547 4,985 2,490
5 0 0 4,786 87454 12285 1,217 0,550 4,954 2,291
6 0 0 4,805 87414 12291 1,221 0,552 4,994 2,291
7 0 0 4,796 87438 12300 1,219 0,553 5,007 2,291
8 -1,41 0 7,610 138867 12642 1,198 0,547 5,314 2,268
9 +1,41 0 3,501 63299 11571 1,220 0,550 4,491 2,802
10 0 -1,41 4,773 86977 11841 1,233 0,560 4,326 1,997
11 0 +1,41 4,786 87664 12511 1,203 0,540 5409 2,564

Temp.= temperatura; t= tempo de reten¢&o; F.E.= fator de encaudamento; K= fator de retencéo; Res= resolucéo; Sep.= separagao.
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Tabela 14 — Matriz do Planejamento Composto Central para o composto HCTZ.

Fluxo Temp. Respostas
(mL min™) (°C)
Ensaios -1,41 1,41 tr Area Altura F.E. K
-1 -1 (min)
0 0
+1 +1
+1,41 +1,41
1 -1 -1 5,177 96657 11984 1,224 0,268
2 +1 -1 3,139 58136 11277 1,268 0,269
3 -1 +1 5,006 97104 12503 1,220 0,217
4 +1 +1 3,031 58841 11645 1,268 0,219
5 0 0 3,828 72632 11893 1,261 0,240
6 0 0 3,842 72766 11905 1,257 0,241
7 0 0 3,833 72820 11866 1,260 0,242
8 -1,41 0 6,102 124156 13040 1,209 0,241
9 +1,41 0 2,804 57005 11954 1,264 0,241
10 0 -1,41 3,917 77607 12226 1,254 0,281
11 0 +1,41 3,762 73485 12177 1,254 0,211

Temp.= temperatura; t= tempo de retencdo; F.E.= fator de encaudamento; K= fator de retenc¢do;

Diferentemente do modelo linear, 0 modelo quadréatico apresentou a melhor condicéo
experimental para as respostas, indicando que o modelo quadratico é plausivel e capaz de
predizer satisfatoriamente as melhores condi¢fes experimentais com coeficientes de correlacdo
superiores a 0,9.

Partindo para analise das respostas individualmente (Tabela 15), pode-se observar que
para cada resposta se tem uma condicdo étima diferente. De modo geral, utilizando fluxos
menores 0s tempos de retencdo sdo maiores o que torna as analises mais demoradas. Do mesmo
modo para as respostas area e altura do pico, valores maiores sdo obtidos em fluxos mais baixos,
0 que indica melhor sensibilidade analitica. Neste contexto, observa-se que deve haver um
equilibrio entre as estimativas de melhor condicdo experimental ponderando se € primordial
obter um método mais sensivel, porém mais demorado. Quanto maior o tempo de retencao
maior é gasto de solvente o que significa maior custo de andlise e ainda geracdo de maiores

volumes de residuos. Desta forma o uso de uma resposta que pondere varias respostas para a
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selecdo da melhor condicdo experimental se faz necessario e o conceito da funcéo
desejabilidade ganha destaque.

Tabela 15 — Condic¢des 6timas de Fluxo e Temperatura para cada resposta analisada.

Respostas Fluxo (mL min?) Temperatura (°C)
Tempo de retencdo HCTZ 0,6 35,0
Tempo de retencdo LOS 0,6 35,0
Area HCTZ 0,6 45,0
Area LOS 0,6 45,0
Altura HCTZ 0,6 45,0
Altura LOS 0,6 45,0
Resolucdo LOS 1,0 35,0
kHCTZ 1,0 45,0
k LOS 0,6 35,0
Fator Encaudamento HCTZ 1,0 35,0
Fator Encaudamento LOS 1,0 45,0

A funcdo desejabilidade proposta por Derringer e Suich (BARROS et al., 2001), permite
analisar respostas simultaneamente, maximizando a um unico valor (desejabilidade global). A
desejabilidade global vai indicar uma unica condi¢do 6tima, que vai ser capaz de satisfazer cada
resposta.

Aplicando a funcéo, os algoritmos previram uma condic¢do analitica que atendeu a
desejabilidade, como pode ser observado por meio da superficie de resposta e superficie de

contorno (Figura 9 e 10).
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Figura 9 - Superficie de Resposta obtida pela Fun¢édo Desejabilidade do modelo quadratico para LOS e HCTZ.
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Figura 10 - Superficie de Contorno obtida pela Fun¢do Desejabilidade do modelo quadratico para LOS e HCTZ.
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A condicdo prevista pela funcdo desejabilidade, indicou que o nivel do ponto central
(0), correspondente a valores de fluxo 0,8 mL min e temperatura 40,0 °C, é a condicdo
experimental 6tima que permite a separacéo de LOS e HCTZ, obtendo-se picos cromatograficos

de boa simetria, resolucéo e tempo de retencdo adequados (Figura 11).



Figura 11- Cromatograma da condicdo otimizada para os compostos LOS e HCTZ.
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Foram realizados experimentos com repeticdo (n=3) nas condi¢des experimentais

indicadas pela funcdo desejabilidade, para verificacdo da concordancia entre os resultados

obtidos experimentalmente com aquele predito pela equagdo gerada pelo programa Statistica.

Os valores das respostas obtidas experimentalmente ficaram proximas aos valores preditos pela

desejabilidade (Tabela 16), indicando que o modelo é adequado, exato e reprodutivel.

Tabela 16 — Valores Preditos resultantes da desejabilidade com os valores experimentais obtidos para LOS e

HCTZ.

Tempo de
retencdo (min)

Area
Altura
Resolugéo

Fator de
retencao (k)

Fator de
encaudamento

Separacao

Valores Meédia dos DPR Valores Média dos DPR

Preditos valores (%) Preditos valores (%)
LOS experimentais LOS HCTZ experimentais HCTZ

LOS* HCTZ*

4,795 4,785 0,60 3,834 3,838 0,60
87440 86147 0,90 72760 77710 1,00
12291 12185 1,80 11890 12500 0,95
4,984 4,892 0,73
0,551 0,547 0,20 0,241 0,240 0,05
1,220 1,224 0,20 1,260 1,261 0,15
2,291 2,272 0,15

*n=4; DPR=desvio padrdo relativo
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Na Tabela 17, encontram-se as condi¢fes cromatograficas otimizadas neste trabalho e
as condicdes relatadas por Nelima et al. (2016). Comparando os valores observa-se que com a
utilizacdo da ferramenta estatistica de planejamento de experimentos e da funcédo desejabilidade
foi possivel chegar a uma condicdo experimental que do ponto de vista econdmico € mais
vantajosa, uma vez que a analise pode ser realizada em menor tempo, gastando menos solvente

e gerando um volume menor de residuos.

Tabela 17 — Condi¢des cromatograficas para Nelima et al. (2016) e condicdo otimizada.

Condicéo Nelima Condicéo Otimizada
et al. (2016)
Fase mével ACN: 4cido fosférico 0,5 % ACN: acido fosférico 0,1%
(30:70, viv) (60:40, viv)
Fluxo (mL min') 1,00 0,80
Coluna C18 (25,0 mm x 4,6 mm, C18 (25,0 mm x 4,6 mm,
5 um) 5 um)
Volume de injecdo 10,0 pL 10,0 pL
Temperatura da coluna 40,0
()
Detector DAD DAD
Tempo de corrida (min) 7,0 5,0
LOS=6,70 LOS=4,80
Tempo de retengdo (min
HCTZ= 3,96 HCTZ= 3,83

5.3 VALIDACAO

5.3.1 Seletividade e Especificidade

A especificidade foi avaliada pelos cromatogramas obtidos individualmente e
identificados pela Figura 12. Como pode ser observado a especificidade foi adequada para o
método uma vez que foi possivel a identificagdo dos picos referentes a LOS e HCTZ por meio
do tempo de retencédo e 0 espectro de absorcdo caracteristico para cada composto.
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Figura 12 - Cromatogramas obtidos para o estudo da especificidade para os compostos a)HCTZ e b)LOS.
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A seletividade foi confirmada pelo método de adicdo padrdo, onde foi analisado os

farmacos em conjunto e o cromatogramas obtido encontra-se na Figura 13. Pelo método de

adicdo de padrdo houve excelentes recuperacdes (>99,0%) em todas as determinacdes

realizadas. Esse resultado corrobora com a seletividade do método no sentido da ndo co-eluicéo

de excipientes presentes na matriz de farmacos de LOS e HCTZ.
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Figura 13 - Cromatograma do estudo da seletividade para os compostos de HCTZ e LOS.
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5.3.2 Linearidade e Faixa de Trabalho

A partir da melhor condicdo cromatografica obtida pelo planejamento experimental,
construiu-se uma curva analitica para LOS e HCTZ, com replicatas em dias diferentes (n=4),
na faixa de trabalho de 0,2 a 5,0 ug mL™* para LOS e HCTZ.

Com dados experimentais o surgimento de erros pode estar presente, e a presenca de
valores andmalos € inevitavel, e estes devem ser identificados e se possiveis removidos. Os
dados anémalos podem ser estatisticamente identificados por procedimentos adequados de
tratamento dos dados, e o teste de Huber foi empregado com este intuito.

Para avaliar a regido linear foi utilizado o teste de Huber, o qual permite a rejeicao de
dados anémalos, e foram construidas de acordo com Valente et al. (2003). Primeiramente,
calcula-se a razdo das médias (md) dos valores obtidos da area dos picos cromatogréaficos pela
concentragcdo correspondente (A/C). Calculou-se as diferencas absolutas entre A/C e md

(Equacdo 7), e ordenou-se em ordem crescente os dados obtidos, sendo obtido a mediana (mad).

mad= [A/C — md] (7)

Para se estabelecer o intervalo de confianca, é obtido o desvio absoluto da mediana. Os

limites superior e inferior sdo calculados pela Formula 8:



65

IC = md £+ k » mad (8)

O parametro k varia de 2 a 8, ICs € o limite superior e IC; é o valor do limite inferior.
Escolheu-se k=2 pois o parametro k € arbitrario, de forma que é sugerido que ele seja escolhido
apos simulagGes com dados similares aos experimentais.

Com a rejeigdo dos dados andmalos, aplicou-se a regressdo linear com as medias das
areas ndo rejeitadas e as concentracfes para obter a curva analitica. Em seguida, substituiu-se
os valores das concentracGes na equacao da reta, para obter-se as areas interpoladas (&rea
tedrica) e calculou-se os residuos. A avaliacao dos residuos foi realizada para representar o grau
de confiabilidade de interpolacdo de dados com a curva analitica construida.

Para o teste Huber os pontos situados fora do limite superior (ICs) e inferior (IC)) sdo
rejeitados (anémalos). Para os dados referentes ao LOS ndo houve a existéncia de valores
anomalos (Figura 14), indicando que todos os valores estdo dentro do limite de confianga do
teste Huber, portanto, podem ser utilizados para construcdo da curva analitica. A figura 15
apresenta a curva analitica obtida para LOS, demonstrando que houve uma excelente correlacédo
(r> = 0,9999).

Figura 14 — Teste Huber para o composto LOS.
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Figura 15 - Curva analitica para o composto LOS.
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A confiabilidade da interpolacdo dos dados da curva analitica obtida foi avaliada
mediante o calculo dos residuos do modelo, e dentro do intervalo de concentracéo avaliado (0,2

- 5,0 pg mL™?) todos os valores ficaram abaixo de 1,36 %. (Tabela 18).

Tabela 18 — Valores das areas experimentais e areas interpoladas para avalia¢do do residuo do composto LOS.

Concentragio Area Area Residuo (%)
(ug mL?) experimental tedrica
0,2 9524 9418 +1,13
0,4 18241 18493 -1,36
0,6 27756 27568 +0,68
0,8 36425 36643 -0,59
1,0 46115 45718 +0,87
2,0 91254 91093 +0,18
3,0 135438 136468 -0,76
40 182571 181843 +0,40
50 227137 227218 -0,04

Realizou-se uma ANOVA da regressdo linear para validar o modelo e a significancia
estatistica (Tabela 19). A ANOVA indicou que o modelo linear é adequado, pois valor de p é
menor que 0,05 e dentro do grau de confianca de 95,0%. Para o teste de significancia avaliou-
se a distribuicdo F e verificou-se que o Fcal. > Ftab. (5,59) indicando que o modelo linear é
significativo e a correlagdo linear significativa entre x e y. E o gréfico de residuos (Figura 16)

mostrou-se que os residuos se ajustam aleatoriamente em relacdo a média.
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Tabela 19 — ANOVA de regresséo linear para a curva analitica de LOS.

gl SQ MQ Fcal P-valor
Regressao 1 24,08 24,08 179040,3 1,08x1016
Residuo 7 0,0009 1,35x10*
Total 8 24,08

gl=graus de liberdade; SQ=soma dos quadrados; QM=quadrado médio; Fcal.= Teste F de significancia

Figura 16 - Gréafico dos Residuos para LOS.
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O teste de Huber foi aplicado na analise dos dados obtidos, com avaliacdo da linearidade
para o composto HCTZ, e verificou-se a existéncia de alguns valores andmalos no intervalo de
confianga (Figura 17). Excluindo os valores andmalos, construiu-se a curva analitica no
intervalo de concentracgédo de 0,2 a 5,0 pg mL™, onde obteve-se uma 6tima correlacgéo linear de
r2=0,9999 (Figura 18).
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Figura 17 - Teste Huber para o composto HCTZ.
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Figura 18 - Curva analitica para o composto HCTZ
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Avaliou-se os residuos para apresentar o grau de confiabilidade da interpolacdo dos
dados com a curva analitica, e para o intervalo estudado todos os valores ficaram abaixo de 3,46
% (Tabela 20). Tanto para LOS e HCTZ a escolha do k=2 foi adequado como critério para
rejeicdo de valores andmalos, dado que a correlacdo linear dos compostos foi excelente e a
avalicdo dos residuos resultou em valores inferiores a 5%. Do mesmo modo a ANOVA,
demonstrou que o modelo linear é adequado para descrever a relacdo linear entre o sinal

analitico e a concentracédo. Pois o valor de p € menor que 0,05 indicando que dentro do grau de
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confianca de 95,0% (Tabela 21). Para o teste de significancia avaliou-se a distribuicéo F e
verificou-se que o Fcal. > Ftab. (5,59) indicando que o modelo linear é significativo e a
correlacdo linear significativa entre x e y. E o grafico de residuos (Figura 19) mostrou-se que

0s residuos se ajustam aleatoriamente em relacdo a média.

Tabela 20 — Valores das areas experimentais e areas interpoladas com a avaliagdo do residuo de HCTZ.

Concentracéo Area Area Residuo (%)
(ug mL?) experimental tedrica
0,2 19031 18395 +3,46
0,4 38217 37315 +2,42
0,6 56098 56235 -0,24
0,8 75216 75155 +0,08
1,0 94017 94075 -0,06
2,0 188769 188675 +0,05
3,0 281214 283275 -0,73
40 375084 377875 -0,74
50 475829 472475 +0,71

Tabela 21 — Andlise da Variancia (ANOVA) para a curva analitica de HCTZ.

gl SQ MQ Fcal P-valor
Regressao 1 2,16x10" 2,16x10" 614940 457x10%
Residuo 7 2,45 x 10’ 35056
Total 8 2,16 x 101

gl=graus de liberdade; SQ=soma dos quadrados; QM=quadrado médio; Fcal.= Teste F de significancia
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Figura 19 - Grafico dos Residuos para HCTZ.
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Comparando-se o parametro Faixa de Trabalho/ Linearidade com o reportado pela
literatura observa-se que os parametros obtidos foram superiores aos relatados por Neelima et
al. (2015) e observados pela Tabela 22, indicando melhores coeficientes de correlacéo e faixas
de trabalhos mais sensiveis corroborando que a utilizacdo do Teste Huber foi uma 6tima
ferramenta no auxilio no estudo da melhora da linearidade e faixa de trabalho.

Tabela 22 — Comparagdo da Linearidade e Coeficiente de correlagéo entre 0 método de Neelima et al. (2015) e 0

método otimizado.

Neelima et al. (2015) Método Otimizado

HCTZ LOS HCTZ LOS
Linearidade (ug mL™?) 40-12,0 1,0-3,0 0,2-5,0 0,2-5,0
Coeficiente de correlagéo 0,9979 0,9966 0,99996 0,99994

(R?-ajustado)
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5.3.3 Precisdo

5.3.3.1 Repetibilidade

A Repetibilidade foi avaliada em triplicata em trés niveis de concentracdo: 0,2; 1,0 e
4,0 ug mLt. Nas Tabela 23 e 24, encontram-se os resultados obtidos para os compostos HCTZ
e LOS. Analisando os resultados obtidos, pode-se afirmar que se obteve excelentes
recuperacdes e DPR inferior ao limite estabelecido pela ANVISA (ANVISA, 2017) de 5,0 %.

Tabela 23 — Repetibilidade de LOS para o nivel de concentragdo de 0,2; 1,0 e 4,0 ug mL™.

Concentragao Concentragdo Recuperacéao DPR
(ug mL?) Média (%) (%)
experimental
(mg)*
0,2 0,19 98,84 2,84
1,0 0,99 99,42 0,19
4,0 3,98 99,30 0,17

*n=3; DPR=desvio padrao relativo

Tabela 24 — Repetibilidade de HCTZ para o nivel de concentragéo de 0,2; 1,0 e 4,0 ug mL™.

Concentracao Concentragdo Recuperacédo DPR
(g mL?) Média (%) (%)
experimental
(mg)*
0,2 0,20 100,20 0,17
1,0 1,03 103,00 0,86
4,0 4,01 100,25 0,06

*n=3; DPR=desvio padrao relativo

5.3.3.2 Precisao intermediaria

Para avaliagdo da precisdo intermediaria foram realizadas analises com repeti¢Ges (n=4)
para solucdes de uma mesma amostra contendo concentragdes de 0,2; 1,0 e 4,0 ug mL™ de LOS
e HCTZ, e para estudo da precisao intermediaria foram executadas analises da amostra durante
um periodo de dias diferentes e analistas diferentes. Os resultados obtidos encontram-se na
Tabela 25.

Pode-se observar que no estudo da precisdo intermediaria pelos DP e DPR de ambos 0s
compostos de LOS e HCTZ, os desvios foram inferiores ao limite estabelecido pela ANVISA
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(ANVISA, 2017) ndo excedendo 5,0 %, indicando que independentemente de diferentes

analista e dias de anélise 0 método é preciso. Continuando o estudo verificou-se a analise de

variancia de fator duplo com repeticdo nas concentragdes de 0,2; 1,0 e 4,0 pg mL™? e os

resultados encontram-se nas Tabelas 26, 27, 28, 29, 30 e 31.

Tabela 25 — Estudo da precisdo intermediaria entre diferentes dias e analistas para os compostos de LOS e HCTZ.

Analito Concentracdo Concentracéo DP DPR Recuperacéo
Teobrica Experimental (%) (%)
(Hg mL™) (ng mL™)
0,2 D:=0,198 1,88 x 103 0,95 98,83
D, =0,202 3,67 x10° 181 100,91
A1 = 0,200 4,84 x 10 2,42 100,08
A2 =0,199 1,37 x 103 0,69 99,66
1,0 D:=0,998 6,69 x 10°® 0,67 99,77
LOS D, =1,030 6,02 x 10°® 0,58 103,00
A;=1,017 1,60 x 102 1,58 101,66
A;=1,011 1,80 x 102 1,78 101,11
4,0 D; =4,006 2,85 x 102 0,71 100,15
D, =4,037 2,95 x 10-2 0,73 100,91
A1 =4,038 2,53 x 102 0,62 100,94
A, =4,005 3,10 x 102 0,77 100,15
0,2 A1 =0,202 3,90 x 103 1,94 100,75
A, =0,206 3,54 x 103 1,72 102,75
D; =0,204 4,58 x 103 2,24 102,00
D, =0,203 3,78 x 103 1,86 101,50
1,0 D: =1,004 3,43 x 103 0,34 100,38
HCTZ D,=1,016 8,99 x 103 0,88 101,63
A1 =1,009 8,75 x 103 0,86 100,93
A;=1,011 9,65 x 107 0,95 101,08
4,0 D1 = 4,007 3,61x 103 0,90 100,17
D, =4,042 1,91 x 103 0,47 101,05
A1 =4,025 4,71 x 108 1,89 100,63
A, =4,023 4,75 x 102 1,18 100,59

DP=desvio padrdo; DPR=desvio padréo relativo



Tabela 26 — Tabela de ANOVA para a concentragdo de 0,2 pg mL* para LOS.

Fonte da
variacao SQ gl MQ F valor-P F critico
Dia 5,21 x 10°® 1 5,21 x 10°® 4,84 0,058 5,31
Analista 2,08 x 10°® 1 2,08x10°% 0,19 0,671 5,31
Diax Analista 1,41 x 10°® 1 1,4 x10° 1,31 0,285 5,31
Dentro 8,6 x 10 8 1,08 x 10°
Total 1,54 x 10° 11

SQ= soma quadratica; gl=graus de liberdade; MQ=média quadratica; F=teste F; p=probabilidade de significancia 95%

Tabela 27 — Tabela de ANOVA para a concentragdo de 1,0 ug mL* para LOS.

Fonte da
variagao SQ gl MQ F valor-P F critico
Dia 311x10°% 1 3,11x 10 369 42 x10° 5,31
Analista 8,86 x10° 1 8,86 x 10° 1,83 0,212 5,31
Diax Analista 1,32x10° 1 1,32 x 10° 0,27 0,614 5,31
Dentro 385x10° 8 4,82 x 10°
Total 360x10% 11

SQ=soma quadrética; gl=graus de liberdade; MQ=média quadratica; F=teste F; p=probabilidade de significancia 95%

Tabela 28 — Tabela de ANOVA para a concentragdo de 4,0 pg mL™? para LOS.

Fonte da
variacao SQ gl MQ F valor-P F critico
Dia 2,73 x 103 1 2,73 x 10* 3,16 0,113 531
Analista 3,23 x 10* 1 3,23 x10* 3,75 0,088 531
Dia x Analista 2,08 x 10°® 1 2,08 x 10 0,002 0,961 5,31
Dentro 6,89 x 10* 8 8,62 x 10°
Total 1,28 x 10 11

SQ= soma quadréatica; gl=graus de liberdade; MQ=média quadratica; F=teste F; p=probabilidade de significancia 95%

73
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Tabela 29 — Tabela de ANOVA para a concentragdo de 0,2 pg mL™ para HCTZ.

Fonte da
variagao SQ al MQ F valor-P  F critico
Dia 3x10° 1 3,0x10° 0,24 0,635 5,31
Analista 4,8 x 10° 1 4,8 x 10° 3,89 0,083 5,31
Dia x Analista 6,53 x 10° 1 6,53x10° 5,29 0,050 5,31
Dentro 9,86 x 10° 8 1,23 x 10°
Total 2,15x10° 11

SQ= soma quadrética; gl=graus de liberdade; MQ=média quadratica; F=teste F; p=probabilidade de significancia 95%

Tabela 30 — Tabela de ANOVA para a concentragdo de 1,0 pg mL* para HCTZ.

Fonte da
variacao SQ gl MQ F valor-P  F critico
Dia 4,68 x 10° 1 4,68 x 10° 4,85 0,03 5,31
Analista 6,75 x 10 1 6,75 x 10°® 0,098 0,76 5,31
Dia x Analista 2,08 x 10® 1 2,08 x 10°® 0,03 0,86 5,31
Dentro 5,47 x 10°® 8 6,84 x 10°
Total 1,02 x 10* 11

SQ= soma quadratica; gl=graus de liberdade; MQ=média quadratica; F=teste F; p=probabilidade de significancia 95%

Tabela 31 — Tabela de ANOVA para a concentragdo de 4,0 pg mL* para HCTZ.

Fonte da F
variacao SQ gl MQ F valor-P critico
Dia 3,67 x 10* 1 3,67x10* 5,09 0,053 531
Analista 8,33 x 10 1 8,33x10°% 0,01 0,917 531
Dia x Analista 4,25 x 10 1 425x10% 5,90 0,041 531
Dentro 5,76 x 10 8 7,20 x 10°®
Total 1,37 x 103 11

SQ= soma quadratica; gl=graus de liberdade; MQ=média quadratica; F=teste F; p=probabilidade de significancia 95%

Averiguando os resultados obtidos das tabelas de andlise de variancia de fator duplo de
repeticdo pode-se concluir que a fonte de variacdo Dia, Analista e interacdo Dia x Analista ndo
foi significativa ao nivel de significancia de 5% (F < Feritico) para ambas as concentracdes de
LOS e HCTZ e indicando desta forma a preciséo e a exatiddo do metodo desenvolvido, com
um nivel de confianca de 95%.
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5.3.4 Exatidao

Para a determinacdo da exatiddo, realizou-se as analises com repeticdes (n=4), e as
amostras de farmacos fortificadas com os padrdes de LOS e HCTZ, com concentracéo de 0,20;
1,00 e 4,00 pug mL?, durante 4 dias consecutivos os resultados encontram-se nas Tabelas 32 e
33.

Tabela 32 — Exatiddo para o composto de LOS.

Concentragcdo  Concentracéo DPR Recuperacéao
Tedrica Média (%) (%)
(ug mL?) Experimental
(ug mL*) *
0,20 0,20 1,91 102,5
1,00 1,00 1,72 100,5
4,00 3,98 1,52 99,60

*n=4; DPR=desvio padrdo relativo

Tabela 33 — Exatiddo para o composto de HCTZ.

Concentracao Concentracao DPR Recuperacéo
Tedrica Média (%) (%)
(ug mL?) Experimental
(ug mL*) *
0,20 0,19 3,30 95,0
1,00 1,01 2,87 100,1
4,00 4,00 1,38 100,0

*n=4; DPR=desvio padrdo relativo

Observa-se que nas Tabelas 32 e 33, os valores de DPR para diferentes concentracfes
dos farmacos de LOS e HCTZ apresentam valores inferiores a 5,0%, o que é aceitavel para
validacdo de métodos analiticos, segundo a ANVISA. As recuperacdes encontradas para cada

concentragdo também se encontram dentro dos limites aceitaveis 95,0-105,0%.
5.3.5 Limite de Deteccdo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)
As estimativas dos limites de detecgéo (LD) e de quantificagdo (LQ) foram obtidos por

meio dos parametros da curva analitica, indicado pelo método analitico (Equacéo 8 e 9). Os

limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) foram calculados de acordo com as
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recomendacdes da IUPAC, indicando uma boa sensibilidade analitica do método desenvolvido,
como apresentado na Tabela 34.

Tabela 34 — Limite de Quantificacdo e Detec¢do para as amostras de LOS e HCTZ.

L.Q. L.D. L.Q. L.D.

(ug mL?) (ug mLY) NEELIMA NEELIMA

et al. (2016) et al. (2016)
LOS 0,032 0,010 0,120 0,040
HCTZ 0,010 0,003 0,150 0,050

LQ=limite de quantificacdo; LD= limite de detec¢do

Comparando-se os resultados obtidos neste trabalho com os apresentados no artigo de
referéncia, observa-se que o método proposto é mais sensivel as condi¢des estudadas.

5.3.6 Robustez

A robustez foi realizada durante o processo de otimizacdo através da realizacao
planejamento de experimentos, uma vez que a superficie de resposta indica uma regido 6tima,
isto &, quaisquer valores dentro desta regido fornecerdo respostas muito semelhantes, o que
indica que o método proposto é robusto, pois pequenas flutua¢des do fluxo da fase mével (0,5
— 1,1 mL min't) ou da temperatura da coluna (33,0 — 47,0 °C) néo irdo causar distor¢do dos

resultados significativos.

5.4 APLICACAO DO METODO PROPOSTO

5.4.1 Amostra de farmacos

Com o método desenvolvido e otimizado, avaliou-se a concentragdo de LOS e HCTZ
em varias formulagdes farmacéuticas adquiridas em farmacias locais. Na Tabela 35, encontram-

se 0s resultados obtidos.
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Tabela 35 — Avaliacdo quantitativa do principio ativo em amostras de comprimidos comerciais por CLAE.

Método Método
proposto comparativo
Amostras Média® DPR Rec. Média® DPR Rec. t F
(%) (%) (%) (%) (43) (19,0
Eurof. LOS 48,66 0,61 97,32 --- --- --- --- ---
HCTZ 12,95 0,78 103,60 --- --- --- --- ---
Eurof. LOS 97,15 1,35 97,15 -—- -—- -—- - -
HCTZ 2591 1,22 103,65  --
EMS LOS 98,44 124 98,44
HCTZ 2502 1,95 100,10  --
Eurof. LOS 48,02 3,40 96,04 48,04 0,52 96,08 2,48 1,26
Medley LOS 100,45 1,06 100,45 99,16 1,32 99,16 3,91 4,62
Cimed HCTZ 26,07 0,31 104,30 23,86 1,28 95,44 4,20 8,70
Teuto HCTZ 50,13 1,22 100,26 49,51 0,44 99,02 3,24 9,25

*n=3; DPR= desvio padrdo relativo; Rec.= Recuperagdo; F=teste F; t=teste t pareado; p=probabilidade de significancia 95%

Mediante a tabela a cima, pode-se verificar que foi possivel quantificar LOS e HCTZ
em formulacdes farmacéuticas, sendo a massa quantificada préxima aos valores definidos pelos
fornecedores, com Otimos valores de DPR e recuperacdo. Ndo houve a interferéncia de
excipiente indicando que o método ¢é seletivo para avaliagdo dos compostos de analise.

A precisdo e exatiddo do método proposto foram avaliadas por meio da aplica¢do dos
Teste-t pareado e Teste-F de comparagédo de variancias. Para tanto os resultados obtidos pelo
método proposto foram comparados pela aplicacdo do método comparativo (método
espectrofotométrico). Diferentemente da CLAE, para o0 método de UV-Vis as amostras que
contém os dois farmacos conjunto, ndo é possivel realizar a quantificacdo dos analitos com
confiabilidade, pois LOS e HCTZ possuem comprimentos de ondas especificos proximos, ALos
=225 nm e AHcTz = 226 nm, consequentemente a resposta analitica medida néo distingue o que
seria proveniente do teor de LOS ou de HCTZ. Essa proximidade de comprimentos de ondas,
estabelece que o método de UV ¢é limitado a andlises individuais de compostos, ndo sendo
possivel quantificar corretamente os teores de dois ou mais analitos que apresentam absorcéao
em comprimentos de onda muito proximos. Portanto, 0 método de UV-Vis foi utilizado
somente para amostras comerciais com principios ativos distintos, e os resultados encontra-se
na Tabela 35.

Em todos os casos, os valores obtidos pelo método proposto mostraram-se em boa
concordancia com os obtidos pelo método comparativo. A aplicagdo dos Teste-t pareado o valor

t critico é t(,05;2) = 4,3 sendo este maior que os valores de t calculados e pode-se afirmar que o0s
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método ndo produzem resultados significativamente diferentes para a concentracdo de LOS e
HCTZ. A aplicacdo do Teste-F de comparacdo de variancias o valor F critico tp,0s:2,2 = 19,0 >
Fcalculados e pode-se concluir que ndo existem diferencas significaticas entre os desvios-
padrdo dos métodos de CLAE e UV-Vis.

5.4.2 Andlise do farmaco em urina sintética

Na literatura ha estudos com a analise de farmacos em matrizes mais complexas, tais
como na urina. A urina é uma das matrizes na qual se tem detectado os farmacos anti-
hipertensivos, devido ao fato que uma vez ingerido uma parte é absorvida pelo corpo, e outra
excretada. Uma parte da excrecdo da molécula pode ser na sua forma inalterada, ou alteradas
metabolicamente. Escolheu-se a urina sintética, para avaliar o comportamento do farmaco nesse

meio, e as possiveis interferéncias na quantificacdo dos farmacos em estudo.

Figura 20 - Cromatograma de LOS e HCTZ em urina sintética.
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Com base no cromatograma (Figura 20), foi possivel a identificacdo de picos referentes
a LOS e HCTZ na urina sintética, ndo tendo a interferéncia de algum excipiente, ou, compostos
presentes na urina durante a eluicdo de LOS e HCTZ. Na Tabela 36, observa-se que houve
excelentes resultados de recuperagdo para ambos 0s compostos, entretanto na concentragao para

0 LD de LOS e HCTZ, néo foi possivel a identificacdo devido a baixa concentracao.

Tabela 36 — Ensaio dos farmacos de LOS e HCTZ em urina sintética.

LQ DPR  Recuperacgéo Acima DPR Recuperacéo
(ugmL?) (%) (%) (mgmL?) (%) (%)
LOS 0,032 0,85 100,64 0,20 1,28 100,42
HCTZ 0,010 4,93 105,00 0,20 0,80 98,14

LQ=limite de quantificacdo; DPR=desvio padréo relativo;

5.4.3 Anédlise de farmacos em agua superficial de rio

Os estudos nos altimos anos, tem-se intensificado no estudo de farmacos em diversos
ambientes aquaticos, sendo detectados em varios paises. Dentre as classes de farmacos, os anti-
hipertensivos tem sido identificado nesses meios, devido a relagdo direta com o nimero de
pessoas com problemas relacionados com hipertensdo e, consequentemente um grande
consumo desta classe de medicamento.

Neste trabalho foi realizada a fortificacdo de uma amostra de agua coletada no lago de
Olarias, na cidade de Ponta Grossa com intuito de apenas avaliar o comportamento da amostra
fortificada na amostra de rio com os farmacos de LOS e HCTZ. Para fortificacdo foram
adicionadas aliquotas das solucdes dos farmacos de modo a obter uma concentracdo final de
2,0 pg mL? para LOS e HCTZ. A Figura 21 apresenta o cromatograma obtido para estas

analises e a Tabela 37 as porcentagens de recuperacao encontradas.
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Figura 21 - (a) Cromatograma da amostra do branco da agua superficial de rio; (b) Cromatograma da fortificagao
da amostra do rio com adi¢do de LOS e HCTZ.
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Tabela 37 — Ensaios de Recuperacéo e DPR para as amostras de LOS e HCTZ em &gua de rio

Recuperacdo (%)* DPR (%)
LOS 97,22 0,71
HCTZ 95,55 0,80

*n=3; DPR=desvio padrdo relativo

Constatou-se que nas concentracdes estudadas foi possivel a quantificacdo de LOS e
HCTZ em amostras de &dgua de rio, ndo havendo a interferéncia de algum efeito da matriz. Os
ensaios de recuperacdo foram excelentes, assim como o DPR.

Estudou-se também, as concentra¢fes nos limites de quantificacdo e deteccdo dos
compostos, devido a possibilidade de se encontrar esses compostos em aguas em seus limites
inferiores. Na Figura 22 encontra-se o cromatograma desse estudo.
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Figura 22 - Cromatograma da amostra do branco da agua de rio; (b) Cromatograma da fortificacdo da amostra do
rio com LOS=0,032 ug mL* e HCTZ=0,010 pug mL™.
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Diferentemente, em concentracdes mais baixas ndo foi possivel a identificacdo dos
compostos em analise devido a interferentes na matriz de agua. Esse interferentes devem estar
presentes também nas analises na concentracdo mais alta (Figura 21) porém como esta em
concentragdo mais alta, os interferentes acabam sendo “inibidos”. Essas interferéncias da matriz
poderiam ser amenizadas com pré-tratamento e/ou pré-concentracdo da amostra.

O método otimizado e validado para determinacéo de LOS e HCTZ com aplicacdo em
diferentes matrizes permitiu que o método cromatografico ndo difere na especificidade e

seletividade para quantificacdo dos compostos.
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6 CONCLUSAO

O método cromatografico otimizado proposto neste trabalho, permitiu a identificacdo e
quantificacdo de LOS e HCTZ em amostras comerciais de medicamentos, em curto tempo, com
boa preciséo e exatidao.

A utilizacdo do planejamento de experimentos, foi uma excepcional ferramenta para
analisar variaveis que sdo importantes para o sistema cromatografico. A utilizacdo da funcao
desejabilidade proposta por Derringer e Suich apresentou diversas vantagens, pois possibilitou
aavaliacdo de multiplas respostas simultaneas, proporcionando economia de tempo assim como
a obtencdo da melhor condigdo cromatografica.

Na validacdo do método analitico foram obtidos resultados satisfatorios. A utilizacédo do
Teste Huber foi um 6timo procedimento para avaliar a linearidade permitindo obter curvas
analiticas com r? superiores a 0,9999. Os parametros de validacéo ficaram dentro dos limites
estabelecidos pela ANVISA. O método apresentou-se seletivo, pois ndo houve a interferéncia
de excipientes na quantificacdo de LOS e HCTZ.

Da mesma forma, fortificou-se amostras dos compostos com urina sintética e conseguiu-
se quantificar nas concentracdes de LQ e acima, porém ndo foi possivel quantificar na faixa de
concentracdo de LD, para ambos os compostos. Fortificou-se também em amostras de agua de
rio, e conseguiu quantificar em concentracdes superiores, contudo, na faixa de concentracdo de
LQ e LD nédo foi capaz a quantificacdo pois houve a interferéncia da matriz, sendo que para
trabalhos futuros o estudo de pré-concentracdo ou pré-tratamento da amostra devem ser
considerados.

Este trabalho propds uma metodologia analitica viavel e eficaz para a quantificacdo de
LOS e HCTZ em varias matrizes além de contribuir como uma nova metodologia passivel de

ser utilizada em laboratorios de controle de qualidade.
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