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Resumo

Um método analitico utilizando espectroscopia no ultravioleta (UV) foi desenvolvido
e validado para quantificar o farmaco captopril em comprimidos de liberacdo pro-
longada. Os parametros utilizados no processo de validacdo foram especificidade,
linearidade e intervalo, precisdo, exatiddo e robustez. A linearidade no intervalo de
5.0 - 40.0 pg/mL apresentou um coeficiente de correlacdo de 0,9998. Os excipien-
tes das formulacdes néo interferiram com a anélise e a recuperacdo da amostra foi
de 100,20 + 0,28 %. Todos os resultados foram satisfatérios e o método provou ser
adequado para quantificar o captopril nos comprimidos de liberacdo prolongada.
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SUMMARY

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF AN UV ANALYTIC METHOD INTENDED FOR
QUANTIFICATION OF CAPTOPRIL IN DELAYED RELEASE TABLETS

An analytical method using an ultraviolet spectroscopy (UV) was developed and
validated to quantify the drug captopril in tablets of delayed release. The available
parameters were: specificity, linearity and range, precision, accuracy and robustness.
The linearity in the range of 5.0 - 40.0 pg/mL presented a correlation coefficient of
0, 9998. The excipients in the formulation did not interfere with the analysis and the
recovery was quantitative 100, 20 £ 0, 28%. All results were satisfactory and the
method proved to be adequate to quantify captopril in delayed release tablets.
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INTRODUCAO

O captopril, que corresponde ao D-2-metil-3-mercaptopropanol-L-prolina (figura
1) é um agente anti-hipertensivo ativo oralmente e atua através da inibicdo com-
petitiva da enzima conversora de angiotensina. Este formaco demonstra excelente
efetividade no tratamento da hipertenséo arterial, sendo considerado o medica-
mento de primeira escolha. Porém, o seu tempo de acdo ¢ limitado, apenas de 6
a 8 horas, e necessita ser administrado trés vezes ao dia. Por tanto, formulacoes
de liberacdo prolongada desse farmaco vem sendo alvo de constantes pesquisas
no intuito de diminuir a frequiéncia de administracdo do medicamento, facilitando
a adesdo ao tratamento (1-6).
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Figura 1. Estrutura quimica do captopril.

Na literatura sdo relatados diversos métodos para quantificacdo do captopril ma-
téria prima e em formulacdes farmacéuticas convencionais, como cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), volumetria, métodos fluorométricos e colori-
métricos, espectroscopia Raman, eletroforese e espectroscopia no ultravioleta.
Segundo a United States Pharmacopeia 26, o captopril matéria prima pode ser
quantificado por titulacdo e CLAE, ja para os comprimidos de liberacdo imediata.
Além destas técnicas, a espectroscopia no ultravioleta também € indicada para
quantificacdo do captopril durante o ensaio de dissolucado (7-13).

Diante desses dados, o presente trabalho propde o desenvolvimento e a vali-
dacdo de um método analitico que atenda as necessidades para quantificacdo
do captopril matéria prima e o contido em comprimidos de liberacéo prolongada,
pela técnica de espectroscopia de absorcdo no ultravioleta (UV).

MATERIAIS E METODOS

Materiais

Captopril ([2S-1-(3-mercapto-2-methylpropioniyl)-L-proline]) é proveniente da
Shenyang Fine Chemical Co., China. O padrdo de captopril utilizado foi grau USP
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com pureza de 99,99%. Os excipientes utilizados nos granulos e comprimidos
foram celulose microcristalina 101 e 102, etilcelulose (Ethocel 10STD, Colorcon,
USA), metilcelulose (Methocel E 15 PR, Colorcon, USA), lactose monohidrata, lac-
tose Supertab®, acido estedrico, estearato de magnésio, diéxido de silicio coloi-
dal (Aerosil®) e polivinilpirrolidone (PVP K30). Todos os reagentes empregados
apresentavam grau analitico.

Métodos
Desenvolvimento dos comprimidos

Os comprimidos de 45 mg de captopril (tabela 1) foram produzidos a partir de
granulos revestidos em leito fluidizado (NARONG modelo FBS-1) com diferentes
polimeros. Os granulos revestidos foram misturados em minimisturador marca
LAWES durante 15 minutos, junto com Aerosil®, cido estedrico, celulose micro-
cristalina 102 e lactose Supertab®. Apds a mistura foi efetuada a compressao
direta em compressora LAWES modelo 2000 10 PSO, com puncéo bicdncavo
de 7 mm.

Tabela 1. Formulacdo dos comprimidos desenvolvidos.

Ingredientes Comprimidos F,  Comprimidos F, Comprimidos F,

(mg) (mg) (mg)

G(anulos revestidos com 746 e
etilcelulose
Granulos revestidos com etil/

et — 72T —
metilcellulose
Granulos revestidos com PVP —— 50
Dioxido de silicio coloidal 0,7 0,7 0,7
Lactose Supertab®. 22,75 22,75 3735
Celulose microcristalina 102 30 30 40
Acido estedrico 1,95 1,95 1,95

Avaliacdo do espectrofotémetro UV

A calibracdo do espectrofotdmetro (BECKMAN COULTER, modelo DU 640) foi
realizada conforme a British Pharmacopoeia (14). Foram avaliados o controle das
absorbancias, limite de luz parasita e resolucdo.
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Validacdo analitica

1. Especificidade

Nos estudos de especificidade de métodos para determinacdo do teor de farma-
co, procedeu-se analisando a solucdo padrdo de captopril e os excipientes utiliza-
dos isoladamente, dissolvidos em tampao fosfato de sédio 0,05 N pH 7,0 através
de uma varredura entre 200 e 400 nm em espectrofotdémetro UV.

2. Linearidade e intervalo

A linearidade e o intervalo foram determinados com a construcdo da curva de
calibracdo (em triplicata), obtida através das leituras da absorbancia em 212 nm
de diferentes concentracdes da amostra (5 a 40 pg/mL em tampéo fosfato de
sodio 0,05 N pH 7,0), seguindo a lei de Lambert-Beer que preconiza que a reta
tracada deve passar por todos os pontos do intervalo (15).

3. Exatidao

A exatiddo do método foi determinada através do ensaio de recuperacdo, onde
diferentes concentracdes de captopril (15, 30 e 45 mg) foram adicionadas a
mistura de excipientes que compde a formulacdo. Estes foram pesados em ba-
lanca analitica e devidamente homogeneizados em gral de porcelana durante 15
minutos. Em seguida pesou-se quantidades da mistura correspondentes a 15, 30
e 45 mg, transferindo-as para um baldo volumétrico de 100 mL, onde o volume
foi completado com tampdao fosfato de sédio 0,05 N pH 7,0. Estas solucoes
permaneceram em banho de ultra-som durante 15 minutos, sendo em seguida
centrifugadas durante 10 minutos a 4000 rpm. Destes baldes foram feitas di-
luicdes a fim de que a concentracdo final de captopril abrangesse a linearidade
do método.

4. Precisdo

Preparo da amostra

10 comprimidos de liberacdo prolongada de captopril (45 mg/comprimido) fo-
ram triturados em gral de porcelana. Em seguida pesou-se analiticamente o equi-
valente a média das massas dos 10 comprimidos e transferiu-se para um baldo
volumétrico de 100 mL, onde o volume foi completado com tampdo fosfato de
sodio 0,05 N pH 7,0. Esta solucdo permaneceu em banho de ultra-som durante
15 minutos, sendo em seguida centrifugada durante 10 minutos a 4000 rpm. Ali-
quota equivalente a 2 mL do sobrenadante foi adicionada em baldo volumétrico
de 50 mL e o volume completado com tampéo fosfato de sédio 0,05 N pH 7,0.

Este parametro foi avaliado em dois niveis:
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e Repetibilidade (preciséo intracorrida)

A repetibilidade do método foi determinada através de 3 repeticdes, contendo
seis replicatas a 100% da concentracdo do teste (conforme descrito no item
preparo da amostra), realizadas pelo mesmo analista, no mesmo laboratério, em
periodos alternados (manhg, tarde e noite), verificando se os resultados encon-
tram-se dentro da maxima diferenca aceitavel.

e Precisdo intermedidria

A precisdo intermediéria foi expressa através de variacdes dentro do mesmo labo-
ratério, em dias diferentes por analistas diferentes. O ensaio foi realizado com 6
replicatas a 100% da concentracdo do teste (conforme descrito no item preparo
da amostra), com 3 analistas diferentes.

5. Robustez

A robustez do método foi determinada por andlises das amostras (18 pg/mL)
sob pequenas variacdes do pH 7,0 £ 0,5 do tampao fosfato.

Andlises estatisticas

A andlise estatistica dos dados foi realizada através de anélise de varidncia ANOVA
unifatorial, onde os resultados s&o considerados significativos quando a proba-
bilidade é inferior a 5% (p < 0,05/ intervalo de confianca de 95%) , teste t de
Student com nivel de significancia oo = 0,05 (intervalo de confianca de 95%) e
teste de Cochran. A avaliacdo estatistica dos resultados foi realizada através do
Software ORIGIN 70 e MS Excel®.

RESuLTADOS E DISCUSSOES

Avaliacdo do espectrofotdmetro

Como o espectrofotémetro foi o equipamento utilizado no desenvolvimento do
método de quantificacdo do captopril, foi submetido a uma série de andlises, ob-
jetivando avaliar a confiabilidade dos resultados obtidos com este equipamento,
de acordo com a British Pharmacopoeia (14).

Controle das absorbdncias

Para avaliar a intensidade de emissdo dos comprimentos de onda da faixa UV,
foi realizado o ensaio com solucdo de dicromato de potéassio 0,006% em H,SO,
0,005 M, medindo-se a absorbancia e calculando-se a absortividade especifica
(A™, ) em comprimentos de onda pré-estabelecidos (14). Os resultados al-
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cancados, descritos na Tabela 2, estdo de acordo com os valores preconizados
pelo limite de tolerancia.

Tabela 2. Controle das absorbéncias.

Comprimento de Especificacao Limite de A A™
A Absorbancia lan,
onda (nm) A™ tolerancia calculada
235 124,5 122,9 a 126,2 0,745 124,16
257 144,5 142,8 a 146,2 0,868 144,66
313 48,6 470a 50,3 0,289 48,16
350 107,3 105,6 a 109,0 0,650 108,33
Luz parasita

A solucdo de dicromato de potéssio 1,2 % m/v, medida em uma cubeta de quar-
tzo de 1 cm em 220 nm, apresentou absorbancia de 1,87 u.a, estando de acordo
com o preconizado, que estabelece valor maximo de 2 u.a (14).

Resolucdo

A resolucdo do aparelho no caso de anélise qualitativa preconiza a realizacdo de
uma varredura de uma solucdo de tolueno em hexano (0,02 % v/v). A solucdo
deve apresentar valor méximo de absorbancia em 269 nm e minimo em 266
nm. As varreduras apresentaram-se de acordo com o preconizado (14).

Validacdo analitica

A United States Pharmacopeia 26 (13) e a International Conference on Harmo-
nization Q-2B (16) preconizam para a validacdo de métodos de doseamento
que sejam realizados os ensaios de exatidao, precisao, especificidade, linearidade
e intervalo. Neste trabalho, além destes parametros especificados, a robustez
também foi analisada.

Especificidade

Este pardmetro é expresso como a capacidade que o método possui de medir
exatamente um composto em presenca de outros componentes, como impure-
zas, produtos de degradacdo e componentes da matriz (13,16,17). Porém, neste
ensaio foi avaliada somente a influéncia dos componentes da matriz. Os resulta-
dos para especificidade demonstraram que o método ¢ adequado em relacdo ao
parametro avaliado, pois ndo ocorreu pico de absorcdo dos excipientes na faixa
de luz proximo a 212 nm (Figura 2), comprimento de onda de absor¢do méxima
para o captopril.
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Figura 2. Espectro de absorcéo do captopril 40 ug/mL e excipientes em solucdo de tampao fosfato 0,05 N.

Linearidade e intervalo

A linearidade de uma metodologia analitica é a capacidade de demonstrar que
os resultados obtidos sdo proporcionais a concentracdo do analito, num intervalo
especificado. Sendo este a faixa entre os limites de quantificacdo superior e infe-
rior de um método analitico (13,16).

Na Tabela 3 e Figura 3, observa-se que o método apresentou linearidade no
intervalo da concentracdo testada (5 a 40 pg/mL). Esta faixa de concentracéo
possibilitou detectar o captopril dentro dos limites de interesse e a resposta do
detector de ultravioleta conservou-se linear. Através da andlise de variancia ANO-
VA e teste t Student observou-se que o valor do intercepto néo é estatisticamente
diferente de zero e os desvios da linearidade s&o estatisticamente iguais; o valor
de F encontrado foi de 0,0035 com F de significacdo igual a 3,88. O desvio pa-
drdo encontrado para os diferentes valores de A (coeficiente angular) na equacdo
da reta foi de 0,06, indicando que as mesmas podem ser sobrepostas. Para o
intercepto e coeficiente de correlacdo, os desvios padrdes encontrados foram de
3,6 e 3,1, respectivamente.

Tabela 3. Intervalo e linearidade.

Concentracao Abs (u.a) Abs (u.a) Abs (u.a) Abs’f (!l.a) + DPR (%)
(pg/mL) 1° 2° 3° Média
5 0,110 0,105 0,102 0,106 0,004
10 0,227 0,233 0,228 0,229 0,003
20 0,511 0,507 0,489 0,502 0,012
30 0,718 0,791 0,750 0,753 0,036
40 0,991 1,010 0,998 0,999 0,008
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Equacdo 1
Equacao 2
Equagdo 3

Equacdo média

Y=0,01419 + 0,02503x
Y =0,02292 + 0,02629x
Y =0,02653 + 0,02571x

Y=0,0215 + 0,02566x

rr =0,9989
r =0,9990
rr =0,9999
r? =0,9998

*n=média de trés determinacdes, Abs = absorbancia, DPR = desvio padrao relativo.
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Figura 3. Linearidade e faixa do método de quantificacdo do captopril por UV.

Exatidéo

A exatiddo dum método analitico é a proximidade dos resultados obtidos pelo
método com o valor verdadeiro. Nos casos em que amostras de todos os com-
ponentes do medicamento estdo disponiveis, se aceita a andlise pelo método de
adicdo do padrdo, no qual se adicionam quantidades conhecidas do padrdo de
referéncia aos excipientes da formulacdo (13,17). A tabela 4 apresenta os valores
encontrados para recuperacdo do captopril nas diferentes concentracoes.

Tabela 4. Recuperacdo do captopril adicionada a formulacao (excipientes) e analisada pelo método pro-

posto.
~ Concentracao Concentracao
(1?)31:1) de captopril de captopril final A:'ség:':) * (g:;R Recuperacao (%)
(mg) (pg/mL)
1 15 9 0,2041 0,018 100,53
2 30 15 0,3915 0,012 99,98
3 45 22,5 0,5819 0,031 100,11

*n=média de trés determinacdes, Abs = absorbancia, DPR = desvio padrdo relativo.
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A porcentagem média para o ensaio de recuperacdo foi de 100, 20 + 0,28 %,
resultado que traduz a concordancia com o valor verdadeiro da amostra. Através
do teste t de Student, pode-se afirmar que o valor de recuperacdo encontrado
é estatisticamente igual a 100% para nivel de significancia oo = 0,05. Através do
teste de Cochran, que avalia a diferenca de variacdes em funcdo da porcenta-
gem de adicdo, pode-se verificar que a adicdo de diferentes concentracdes ndo
influenciou nas variabilidades dos resultados.

Precisdo

A preciséo ¢é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem mdultipla de uma mesma amostra (13,17). Este
parametro foi avaliado quanto aos niveis de repetibilidade e a precisdo interme-
didria, conforme tabelas 5 e 6.

Tabela 5. Ensaio de repetibilidade (precisdo intracorrida).

Baldo Absorbancia (u.a) Concentracao (mg) Resultado (%)

1 0,491 18,31 101,74

2 0,487 18,15 100,88

Repetibilidade 3 0,479 17,84 99,14
(manha) 4 0,486 18,12 100,66

5 0,490 18,27 101,53

6 0,487 18,16 100,88

1 0,490 18,27 101,53

2 0,489 18,23 101,31

Repetibilidade 3 0,493 18,39 102,18
(inicio da tarde) 4 0,492 18,35 101,96
5 0,488 18,19 101,09

6 0,485 18,08 100,44

1 0,486 18,11 100,66

o 2 0,481 17,92 99,58
Rep]ft'bl"'(‘jjade 3 0,489 18,23 101,31
(t‘:rz e)a 4 0,483 18,00 100,01

5 0,482 17,96 99,79

6 0,484 18,04 100,23

Neste ensaio foram utilizadas seis determinacdes onde observamos a diferenca
entre as repeticdes. O ensaio apresentou um desvio padrdo relativo (DPR) de
0,8452%; estd este valor dentro da variacdo aceitdvel onde o limite maximo de
DPR seria £ 2,0 %. A andlise de ANOVA demonstrou que ndo ha diferenca esta-

220



Validacéo de um método analitico

tistica significativa entre as andlises dos diferentes periodos; o valor de F calculado
foi 1,088 e F de significacdo igual a 3,68 e p = 0,36.

Tabela 6. Ensaio de repetibilidade (precisdo intermedidria).

Balao  Absorbancia (u.a) Concentracdo (mg) Resultado (%)

1 0,490 18,27 101,53

2 0,491 18,31 101,74

1° dia 3 0,488 18,19 101,09

1° analista 4 0,494 18,43 102,39
5 0,479 17,84 99,14

6 0,478 17,80 98,93

1 0,487 18,15 100,88

2 0,485 18,08 100,44

2° dia 3 0,483 18,00 100,01
2° analista 4 0,481 1792 99,58
5 0,492 18,35 101,96

6 0,491 18,31 101,74

1 0,486 18,11 100,66

2 0,483 18,00 100,01

30 dia 3 0,491 18,31 101,74
30 analista 4 0,493 18,39 102,18
5 0,478 17,80 98,93

6 0,480 17,88 99,36

Para a repetibilidade, o valor da média encontrado foi igual a 100,68%; o desvio
padrdo relativo foi 1,17% estando dentro da faixa de aceitabilidade que estabe-
lece valores de DPR + 2,0 %. A andlise de variancia ANOVA demonstrou que o
valor de F encontrado foi de 0,122451 com F de significacdo igual a 3,68232 e
p =0,88. O teste Student indicou que ndo ha diferenca significativa entre os gru-
pos. Assim, pode-se observar que dias diferentes bem como analistas diferentes
ndo promoveram diferencas significativas nos resultados das anélises.

Robustez

A robustez dum método analitico € a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variacdes dos parametros analiticos (13, 17). Variacdes
do pH do tampao fosfato de sddio 0,05 N pH 7,0 £+ 0,5 ndo apresentaram efeitos
significativos nos valores das absorbéncias. Os valores do desvio padréo relativo
(DPR) encontrado foram igual a £ 0,657 e + 0, 453 para os valores de pH de
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6,95 e 7,5, respectivamente. Assim, o método se demonstrou robusto em re-
lacdo a variacoes de pH.

CoNCLUSOES

A metodologia proposta para a determinacdo do captopril em comprimidos de
liberacdo prolongada demonstrou ser um método simples, répido e barato, aten-
dendo as exigéncias quanto a especificidade, linearidade e intervalo, precisao,
exatiddo e robustez estes aspectos essenciais para a validacdo de metodologias
analiticas. Os modelos estatisticos empregados nos dados dos diferentes pa-
rametros avaliados permitiram uma maior confiabilidade nos resultados. Dessa
forma, os resultados foram considerados satisfatérios e o método provou ser
adequado para quantificar o captopril nos comprimidos de liberacdo prolongada
desenvolvidos.
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