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Resumo

A presente monografia possui um elevado conteldo experimental e pretende

abordar a aplicabilidade de varios métodos analiticos na quantificagdo de gabapentina
em formulagdes farmacéuticas sélidas. O seu principal objetivo é a comparacdo dos
métodos, utilizando parametros de avaliacdo analitica. A aplicacdo destes métodos na
quantificacdo da gabapentina em céapsulas foi também discutida tendo em conta o teor
médio obtido por laboratério. Para atingir os objetivos propostos, o doseamento da
gabapentina foi efetuado por volumetria, espetroscopia de absorcéo e espetroscopia de
emisséo (fluorimetria).

O doseamento de gabapentina por medicdo da quantidade de radiacdo absorvida
na gama espectral UV-vis (a0 maximo de absorc¢do) foi feito por analise de solucGes de
gabapentina: aquosa (método Direto, analise a 192 nm), etandlica (método Etanol/Agua,
analise a 194 nm) e em meio acido (método HCI 0,1 M, analise a 206 nm). Numa
tentativa de aumentar a sensibilidade e especificidade da analise, por métodos
espetrofotométricos, foram utilizadas técnicas de derivatizacdo, em que foi promovida a
reacdo da gabapentina com um agente derivatizante. Foram induzidas as reacdes da
gabapentina com p-benzoquinona (produto da reacdo com maximo de absorcdo a 350
nm), Vanilina (produto analisado a 392 nm) e Hipoclorito (absor¢cdo maxima a 588 nm).
O doseamento por fluorescéncia foi possivel apos reacdo da gabapentina com 4-cloro-7-
nitrobenzo-2-oxo-1,3-diazole (NBD-CI), uma vez que a molécula ndo apresenta
fluorescéncia intrinseca. O produto da reacdo foi analisado utilizando ao comprimento
de onda de excitacdo de 464 nm e de emissdo 542 nm. Os métodos volumétricos usados
na determinacdo da gabapentina foram a titulagdo com NaOH e HCI.

Os métodos volumétricos obtiveram recuperacfes relativas as capsulas de
gabapentina entre 94,95 e 106,71 %. Os métodos espetrofotométricos apresentaram
gamas de linearidade diferentes, o0 método Hipoclorito foi 0 que apresentou maior gama
dinamica (nomeadamente 14,85), apresentando linearidade entre 2,50 e 73,68 ppm. A
sensibilidade de cada método foi discutida tendo por base o declive das respetivas retas
de calibracdo, tendo-se concluido que o método com maior sensibilidade € o método
NBD-CI, com valor de declive da reta de calibracdo de 1,77+0,04, ppm™. Por dltimo os
métodos espetroscdpicos obtiveram recuperacdes para as capsulas de gabapentina entre
97,0x2,7 e 101,5x1,; %, tendo o melhor método (0 método NBD-CI) obtido uma

recuperacdo média de 100,0£1,1 %.
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Abstract

The proposed monograph has a high experimental content and it tends to show
the application of a few analytical methods in the gabapentin quantification in solid
pharmaceutical formulas. The mail goal is the comparison of the methods, using
important analytical parameters. The application of these methods in gabapentin’s
quantification was also discuss relatively to the recovery results for the different
capsules. In order to reach the proposed goals, techniques as volumetry, absorption
spectroscopy and emission spectroscopy (fluoriumetry) were used in the quantification
of gabapentin in capsules.

Spectroscopic methods in ultraviolet and visible range of radiation included the
analysis of gabapentin’s solutions: aqueous solution (Direct method, analysis at192
nm), etanolic solution (Etanol/Water method, analysis at194 nm) and acid solution (HCI
0,1 M method, analysis at 206 nm). In order to increase the analysis’s specificity and
sensibility, derivatization techniques were applied, using the reaction of gabapentin with
derivatization reagents: the reaction of gabapentin with p-benzoquinone (analyzed at
350 nm), vanillin (analyzed at 392 nm) and hypochlorite (maximum absorption at 588
nm). The reaction of gabapentin with 4-cloro-7-nitrobenzo-2-oxo-1,3-diazole (NBD-CI)
was used on it’s fluorimetric determination, since the molecule doesn’t present
fluorescence by itself. The derivatization’s product was analyzed at 464 nm for
excitation and 542 nm for emission. NaOH and HCI titration were the two volumetric
methods used on the determination of gabapentin in capsules.

The volumetric methods obtained satisfactory recoveries values for gabapentin
capsules, between 94,95 e 106,71 %. The spectroscopic methods present different
linearity, the Hypochlorite method showed the largest dynamic range (14,85) and it was
linear over the concentration range 2,50 e 73,68 ppm. Method’s sensibilities were
evaluated based on calibration curve’s slope and NBD-CI method obtained the largest

sensibility, with a slope of 1,77,+0,04, ppm™. Spectroscopic methods obtained
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recoveries for gabapentin capsules between 97,0+2,; e 101,5+1,1 % and the closest to the

reference value was obtained for NBD-CI method, 100,01, %.

Key-Words

Gabapentin, quantification, analytical methods, capsules, comparison, derivatization.
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1 Introducao

O objetivo deste trabalho de investigagdo foi a avaliacdo e comparagdo de
meétodos analiticos no doseamento de um farmaco antiepilético, a gabapentina, em
capsulas. Para tal foram usadas como amostras cépsulas de gabapentina de cinco
laboratorios, Neurotin®, Gabamox®, Ratiopharm, Teva e Generis. As técnicas analiticas
utilizadas para comparagdo foram a volumetria de neutralizagdo, a espetroscopia de
absorcdo Uv-Vis e a fluorescéncia.

Para a técnica volumétrica foram efetuadas titulacdes das solu¢Ges de amostra
de gabapentina com NaOH e HCI 0,1 M. Dentro dos métodos espetroscépicos foram
aplicados métodos por anélise direta da gabapentina usando diversos solventes, agua
(Método Direto), solugdo alcodlica (Método Etanol/Agua) e solugio acida (Método HCI
0,1 M) e métodos por métodos de derivatizacdo da gabapentina com p-benzoquinona,
Vanilina, Hipoclorito e NBD-CI.

A comparacdo dos métodos foi feita tendo em conta ndo s6 0s varios
parametros de desempenho dos mesmos (limites de detecdo e quantificacao,
sensibilidade, gama linear, precisdo, recuperacdo, entre outros), mas também a o teor de
gabapentina obtido para as diferentes capsulas e a economia dos métodos. Esta
comparacdo foi efetuada entre os métodos desenvolvidos na presente monografia e entre
mesmos e 0s respetivos métodos de referéncia Foi tambem efetuada uma pequena
comparacdo entre os metodos analisados e outros métodos distintos utilizados no

doseamento da gabapentina.

1.1 CONTEXTUALIZACAO DA EPILEPSIA

A epilepsia é uma doenca crénica caraterizada pela presenca de crises
epiléticas recorrentes resultantes de uma atividade anormal e excessiva dos neurénios.
Trata-se de um transtorno neuroldgico caraterizado por crises de descargas neuronais
periddicas que afeta cerca de 50 milhdes de pessoas a nivel mundial. Este termo engloba
todo o conjunto de transtornos do foro neuroldgico que se caraterizam por episddios
subitos e transitorios de fendmenos anormais de origem motora, sensorial, autonoma e
psiquica.’

As crises epiléticas estdo sempre associadas a descargas anormais e excessivas

de neurotransmissores a nivel cerebral. Estas podem ser facilmente detetadas e
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registadas por eletroencefalograma (EEG), sendo que essa hiperatividade neuronal de
duracdo variavel pode estar circunscrita a uma determinada &rea cerebral ou entdo

propagar-se e estender-se pelas &reas vizinhas.

1.2 MECANISMO PATOLOGICO DA EPILEPSIA

O controlo do potencial de membrana estéd intimamente associado a homeostasia
de ides de sodio e potassio a nivel neuronial. Em condi¢fes normais a concentracao
destes ides é controlada pela bomba Na'/K'. A normal polarizacdo da célula é
assegurada pela concentragdo dos ides K™ no meio intracelular e pela concentracio de
Na" no meio extracelular.” Quando a permeabilidade destes ifes na célula neural é
afetada podem ocorrer fenémenos de despolarizacdo ou repolarizacdo celular,
promovendo uma crise epilética.” Caso ocorra um estimulo a nivel do sistema nervoso
central ocorre a despolarizagéo, isto é, ocorre a alteracdo da permeabilidade da célula ao
ido Na’. Este ido entra na célula tornando o seu interior mais positivo, impulsionando a
abertura dos canais de K* e a repolarizacio da membrana. Caso ocorra a entrada dos
ides de K* de forma abrupta existe a hiperpolarizacdo celular.? Uma crise epilética
ocorre entdo quando um destes mecanismos € despoletado, sendo responsaveis pela
inibicdo dos recetores &cido gama-aminobutirico (GABA), ativacdo dos recetores N-
Metil-D-Aspartato (NMDA) e a libertacdo de neuromoduladores, que potenciam o
estado de excitacdo celular.® A despolarizacdo sem razdo externa pode também
influenciar as crises, resultando na libertacdo de acetilcolina, verificando-se a
diminuicdo dos niveis de K* e Ca®*. Se a hiperpolarizagdo ndo ocorrer, ocorre uma crise
epilética, quer por inibicdo dos canais de Ca®* ou Na* ou pela ativacdo dos canais
NMDA. Assim, a hiperpolarizacéo acaba por ser o processo chave, uma vez que finaliza
a excitacdo da célula. O controlo desta fase esta dependente da abertura prolongada dos
canais de K", da ativagdo dos recetores GABA, da libertagdo de neurotransmissores que

estdo associados aos canais de CI', entre outros fatores.??

1.3 CLASSIFICACAO DA EPILEPSIA

De acordo com o padrdo de classificacdo oficial da International League Against
Epilepsy (ILAE) as crises epiléticas podem ser organizadas em trés grupos diferentes,
de acordo com manifestacdes clinicas, perfil encefalografico, podendo ser classificadas

em parciais, generalizadas e néo classificadas.*
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As crises parciais sdo caraterizadas por episddios que se originam num local
concreto e restrito do cérebro, num determinado hemisfério, sem que ocorra propagacao
para outros locais do cérebro. Este tipo de crise divide-se em duas classes distintas: as
simples, caracterizadas por ndo se observar perda de consciéncia e as complexas onde
ocorrem perdas de consciéncia, mesmo que instantaneas.” As crises generalizadas, por
sua vez, sdo caraterizadas pela ativacdo neural em ambos os hemisférios do cérebro de
forma generalizada ou difusa, podendo ser convulsivas (tonico-clénicas ou mioclonicas)
ou ndo convulsivas (auséncias). As crises epiléticas sdo qualificadas como ndo
classificadas quando as caracteristicas das crises ddo insuficiente informacdo para
determinar o tipo de crise.* Na Tabela 1.1 estd resumida a informacéo acerca da
classificagé@o das crises de epilepsia por parte da ILAE.

Tabela 1.1- Classificacéo tipos de crises epiléticas (de acordo com ILAE)*

1.1 Crises parciais simples

1.2 Crises parciais complexas com diminui¢do do nivel de consciéncia

1. Crises O . .
- Parciais simples, seguidas de parciais complexas
Parciais — S
Parciais complexas desde o inicio
1.3 Crises parciais complexas que evoluem para crises generalizadas secundarias
2.1. N&o convulsivas
Auséncias
. Crises atonicas
2. Crises

2.2. Convulsivas

Crises generalizadas tonico-clonicas
Crises tonicas

Crises miocldnicas

Generalizadas

No final dos anos oitenta foi introduzido um novo esquema de classificacdo das
crises epiléticas que englobava também sindromes epiléticos e distdrbios relacionados.*
Nesta nova classificacdo sdo considerados fatores como o0s resultados do
eletroencefalograma, sinais e sintomas, mecanismos fisiopatoldgicos e etiologicos,
evolugdo clinica, bem como a data de inicio de sintomas.*® Assim, a nova classificacéo
por parte de ILAE, divide as crises em idiopéticas, sintomaticas e criptogénicas,
significando no caso da primeira que contém com uma etiologia genética, no caso da
segunda que a etiologia seja conhecida como uma lesdo cerebral, e no caso da terceira

quando a etiologia é desconhecida mas é sintomatica.*>

1.4 FARMACOS ANTIEPILEPTICOS

O principal objetivo no tratamento da epilepsia € o controlo do nimero e

severidade das crises, favorecendo a qualidade de vida do paciente sem induzir
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toxicidade e interferir com a sua fungdo cognitiva, minimizando os efeitos adversos
associados a medicacdo, muitas vezes cronica. O maior desafio na terapéutica da
epilepsia é assegurar um balanco positivo entre a eficécia e tolerabilidade.® Para que isto
aconteca com sucesso, a identificacdo do tipo de crise é essencial. O controlo das crises
epiléticas faz-se com recurso a medicacdo antiepilética, sendo que cerca de 30 % das
crises, mesmo quando o paciente € tratado em terapia multipla, sdo ineficazes nesse
controlo e provocam um vasto leque de efeitos adversos.®

Uma vez que as crises epiléticas ocorrem devido & inibicdo dos canais de Ca®*
ou Na’ dependentes de voltagem ou mesmo pela ativagio dos canais NMDA, o
mecanismo de acdo dos farmacos antiepilépticos vai estar relacionado com a modelacéao
destes canais idnicos, responsaveis por reduzir a excitabilidade das membranas celulares
e consequentemente as descargas epiléticas, sincronizacdo e propagacdo das crises.® O
seu mecanismo de acdo pode também estar relacionado com o controle dos sistemas de
excitacdo sinaptica, o bloqueio de recetores de excitatorios de glutamato, tanto
ionotropicos (tipo NMDA, AMPA e cainato) como metabotrépicos (tipo mGIuR1 e
mMGIUR5) ou pode estar relacionado com a ativagdo dos sistemas de inibi¢do sinaptica,
aumentando a concentracao de neurotransmissores inibitorios como a glicina, adenosia,
GABA e neuropéptidos (peptideos opitides, galanina).®

Podem-se considerar duas geracOes de farmacos usados na prevencao de crises
epiléticas; os farmacos de primeira geracdo correspondem a terapéutica classica e
convencional da epilepsia entre os quais se distingue a carbamazepina, fenitoina, acido
valpréico, primidona, entre outros e os de segunda geracédo, que surgiram na tentativa de
substituicdo dos farmacos de primeira geracdo, devido a problemas relacionados com o
controlo das crises epiléticas, tolerabilidade, interacdes medicamentosas, efeitos
secundarios. Assim surgiram novos farmacos no controlo de crises epiléticas,
designadamente a vigabatrina, gabapentina, lamotrigina, oxcarbazepina, topiramato,
felbamato. ®’ Estes novos farmacos demonstram na sua maioria metabolismo ndo
oxidativo, pelo que a nivel de interagdes medicamentosas estes farmacos constituem
uma grande mais-valia. A maioria destes farmacos possui a sua atividade antiepilética
através do controlo dos canais de Na*, Ca**, ativacdo dos recetores GABA e inibicdo de
aminoécidos excitatorios, tal como o glutamato.®

A gabapentina tem como mecanismo de a¢do a modelacdo dos canais i6nicos

dependentes de voltagem, ou seja, restringe-se principalmente ao controlo dos canais de
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calcio e ativacdo dos recetores GABA como vai ser explicado de seguida nesta

monografia.®’

2 Gabapentina

A gabapentina foi descoberta ha cerca de 40 anos no Japdo, categorizada
inicialmente como farmaco antiespasmodico e relaxante muscular. O farmaco foi
posteriormente vendido a Parke-Davis, parte integrante da empresa farmacéutica Pfizer,
que descobriu as suas capacidades farmacoldgicas na terapéutica da epilepsia e que
detém atualmente a patente do Neurotin®® Em Dezembro de 1993 a gabapentina foi
aprovada pela Food and Drug Administration, FDA, como medicagdo adjuvante para o
controlo de crises epiléticas e comercializado para esse mesmo fim em Fevereiro de
1994. Apenas em Maio de 2002 a FDA aprovou a gabapentina para o tratamento da dor
neuropatica. Este farmaco sintetizado pela primeira vez em 1977 por Gerhardt Satzinger
Manfred, um quimico que é parte integrante da companhia farmacéutica Alemé
Goedecke AG.2?

A gabapentina surgiu na tentativa de desenhar um farmaco que mimetizasse a
acdo do neurotransmissor acido y-aminobutirico que inibisse a sua degradacdo no
cérebro e mostrasse igualmente capacidade de penetrar a barreira hematoenceféalica.
Muitas das moléculas sintetizadas posteriormente como agonistas dos recetores GABA
mostraram-se inativas, tendo-se demonstrado por ligand-binding assay que ndo havia

ligacdo entre o farmaco e os recetores.?®

2.1 FARMACODINAMICA E MECANISMO DE ACAO

A farmacodindmica é o estudo dos efeitos bioquimicos e fisiologicos dos
farmacos e dos seus mecanismos de acado, relacionando a concentracdo do farmaco no
local de acdo e a extensdo dos seus efeitos.™

A gabapentina é atualmente classificada como um farmaco anti convulsionante e
0 seu mecanismo de acdo ndo se encontra completamente descrito, sendo por isso alvo
de bastantes estudos de com o intuito de se entender melhor a sua forma de atuacao.
Sabe-se contudo que a sua estrutura € analoga a do neurotransmissor GABA (acido y-
aminobutirico). As suas indicacfes terapéuticas incluem o tratamento da epilepsia e

alivio da dor neuropética periférica (dor provocada por lesdes nos nervos).”°
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Apesar do seu mecanismo de acdo ndo estar completamente elucidado, existem
Vvarias hipoOteses para 0 mesmo. Alguns trabalhos apontam para que o seu mecanismo
pode estar relacionado com a inibicdo irreversivel da enzima GABA-transaminase que é
responsavel pela diminuicdo da degradacdo do neurotransmissor GABA na fenda
sinaptica. Contudo é conhecido que a sua acdo ndo € devida a ligacdo aos recetores
GABA,, GABAg, glutamato, glicina ou benzodiazepinicos nem afeta o metabolismo e
recaptacdo enddgena de GABA, portanto a sua a¢do ndo é bloqueada por antagonistas
destes recetores. Sabe-se também que ndo altera a recaptacdo de neurotransmissores
como a dopamina, noradrenalina ou serotonina. Estudos demonstram contudo que o
local de ligacdo da gabapentina ocorre a nivel do neocértex e hipocampo cerebral.” E no
entanto conhecido que a sua ac¢do ndo € a nivel do neurotransmissor GABA, mas sim a
nivel dos canais de calcio sensiveis a voltagem (CCDV) do tipo T, sendo bastante
especifica e bloqueando-os, nomeadamente a sua subunidade a8, inibindo assim a
libertacdo de varios neurotransmissores responsaveis pela excitabilidade neuronial.
Assim a gabapentina bloqueia a entrada de calcio através dos CCDV preé-sinapticos,
diminuindo os recetores AMPA e a libertacdo de noradrenalina, o que provoca a
diminuicdo da libertacdo de glutamato.** Contudo, alguns autores consideram também
que a gabapentina podera ter o seu efeito a nivel da inibicdo da libertacdo de
neurotransmissores devido a reducdo parcial da resposta ao agonista do glutamato,
especificamente os NMDA. A gabapentina parece ser transportada pelo sistema
transportador L-aminoacidos, o0 mesmo responsavel pelo transporte de aminoacidos
como L-leucina, L-valine, L-isoleucina e L-fenilalamina. Sabe-se que este farmaco
aumenta a concentracdo de acido nipecotico, responsavel pela inibicdo do transportador
de GABA."*? A diminuicdo do glutamato libertado pelo cérebro apés a administracio
de gabapentina contribui para o seu efeito anti convulsionante pela estimulacdo do acido
glutdmico desidrogenase e diminuicdo da sintese de glutamato pela amino-transferase

de aminoécidos ramificados.'*2

2.2 FARMACOCINETICA

A farmacocinética consiste no estudo de processos de absor¢do, distribuicéo,
biotransformacdo (metabolismo) e excrecdo dos farmacos, relacionando a dose,

intervalo posolégico e via de administragdo com a concentragéo do mesmo.*®
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2.2.1 ABSORCAO E DISTRIBUICAO

A absorcdo da gabapentina a nivel do intestino da-se através da familia de
transportadores sistema L-aminodcido (LAT), tal como a leucina, isoleucina,
fenilalanina e valina. Alguns estudos indicam que a gabapentina € apenas transportada
pela LAT1."° A biodisponibilidade da gabapentina é inversamente proporcional & sua
dose, pelo que quando a dose aumenta a biodisponibilidade do farmaco diminui. Isto é
resultado do seu transporte se dar por parte do sistema LAT, verificando-se a
possibilidade de saturacdo do transportador. Deste modo o aumento da dose nao
aumenta a sua biodisponibilidade.’® Assim, os seus parametros farmacocinéticos ndo
sdo lineares, contrariamente aos parametros farmacocinéticos de eliminagdo, como o
T2 ou a clearance renal. A biodisponibilidade absoluta das capsulas de gabapentina é
cerca de 60 % para capsulas de 300 mg e 40 % para capsulas de 600 mg. Apesar dos
alimentos ndo influenciarem a absorcdo de gabapentina, alguns estudos obtiveram
resultados superiores de concentragfes plasmaticas em individuos com dietas ricas em
aminoacidos. A concentracgdo sistémica maxima do farmaco é 2,7+2,99 mg/L e é obtida
2 a 3 horas ap6s a administracéo de 300 mg do farmaco.”*

A gabapentina ndo se liga extensamente a proteinas plasmaticas, menos de 3 %,
tendo um volume de distribuicdo de 57,7 litros, ou 0,6-0,8 L/kg. Desta forma ha maior
concentracdo nos tecidos que no plasma, sendo por isso a concentracdo no liquido

cefalorraquidiano cerca de 20 % da concentracdo plasmatica.”*°

2.2.2 METABOLISMO E ELIMINACAO

A gabapentina ndo € metabolizada uma vez que a mesma ndo interage com
enzimas microssomias oxidases hepaticas de funcdo mista, responsaveis pelo
metabolismo da maioria dos farmacos, opostamente a muitos outros farmacos
antiepilépticos, o que diminui significativamente o numero de interacdes
medicamentosas deste farmaco.**

A gabapentina ¢é excretada pela urina de forma inalterada. O tempo de semi-vida
do farmaco é cerca de 5 a 9 horas. Certos autores consideram 5 a 7 horas e outros 7 a 9
horas. Em doentes idosos ou com insuficiéncia renal o tempo de meia vida do farmaco
aumenta. A clearance renal de gabapentina estd diretamente e linearmente relacionada
com a clearance renal de creatinina e a filtracdo glomerular. Na Tabela 2.1 esta

apresentado o resumo das propriedades farmacocinéticas da gabapentina.”*°
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Tabela 2.1- Resumo das propriedades farmacocinéticas da Gabapentina.*

Parametro

L Propriedades farmacocinéticas
Farmacocinético P

Biodisponibilidade dose dependente
Absorc¢ao 70% para doses < 1800 mg/dia; 35% > 3600 mg/dia
Tempo de concentragdo maxima 2-3 horas
Sem ligagdo significativa a proteinas plasmaticas
Distribuicéo Volume de distribuicdo 0,65-1,04 L/Kg
Coeficiente de particao cerebral 0,8
Metabolismo desconhecido

BTG Sem intera¢Bes com enzimas hepaticas
o T1=5-7 horas
Eliminagéo . .
¢ Excretado inalterado na urina
Antiacidos contendo aluminio e magnésio diminuem a absorcao de gabapentina
~ Cimetidina diminui a excre¢do
Interacoes

Nao foram detetadas interagBes com outros farmacos antiepiléticos ou mesmo
contracetivos orais
Janela terapéutica  2-20 pg/mL

2.3 REACOES ADVERSAS E INTERACOES DA GABAPENTINA

Os principais efeitos secundarios resultantes da terapéutica com gabapentina séo
a sedacéo e ataxia verificados em menor escala que nos outros farmacos antiepiléticos.**
Contudo é capaz de provocar um leque de efeitos secundarios menos frequentes
razoavelmente elevado, nomeadamente tonturas, vertigens, descoordenagdo motora,
movimentos irregulares, fadiga, febre, infecdo viral, visdo turva, dificuldade em
respirar, bem como convulsdes, perda de memoria, cefaleias, alteracbes de humor,
ansiedade, aumento do peso e diminuicdo dos glébulos brancos.**** Menos frequentes
mas com elevada incidéncia, infecGes respiratérias, infecbes do trato urinario e
pneumonia podem também ocorrer durante a terapéutica com gabapentina. Na Tabela

2.2 estdo apresentadas as principais rea¢fes adversas inerentes ao uso de gabapentina.
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Tabela 2.2- Reagdes adversas da Gabapentina.™

Reacdes Adversas

Sistemas afetados

InfecOes

Doengas do sangue e sistema linfatico
Doengas do sistema imunitario
Perturbacdes psicolédgicas

Infecéo virica

Doencas do sistema nervoso
¢ tonturas

Afecdes oculares

Afecdes ouvido e labirinto
Doengas respiratorias
Vasculopatias

Doengas Gastrointestinais
Doencas dos 6rgdos genitais
Perturbacdes gerais Fadiga, febre

Exames complementares

Muito frequentes

Ataxia, sonoléncia,

Frequentes

Pneumonia, infegdo respiratdria e urinaria

Leucopenia

Alergia a algum dos componentes

Depresséo, ansiedade, nervosismo, confuséo, hostilidade
Convulsdes, hipercinesia, disartria, amnésia,

tremor, insonias, cefaleias

Ambliopia, diplopia

Vertigens

Dispneia, bronquite, faringite, tosse, rinite.

Hipertensdo, vasodilatacao

VVémito, nduseas, anomalias dentarias, gengivite, diarreia,
dor abdominal,

Dispepsia, obstipacdo, boca ou garganta seca, flatuléncia.
Edema periférico ou generalizado, alteragdo da marcha,
astenia, dor, mal-estar geral, sindrome gripal.
Diminuicdo da contagem de glébulos brancos,

de diagnostico
Afecdes musculo-esqueléticas e dos
tecidos conjuntivos

aumento de peso

Artralgia, mialgia, dor lombar, espasmos.

Como ja foi mencionado, a gabapentina ndo € metabolizada e ndo interage com
nenhuma enzima microssomal, pelo que influencia pouco o metabolismo de outros
farmacos e como tal ndo se verificam interacdes devidas ao metabolismo hepatico.*?
Contudo a sua fraca ligacéo a proteinas plasmaticas provoca interagdes provenientes da
competicdo com outros farmacos mais lipofilicos pelos locais de ligagdo.**

A utilizacdo concomitante de gabapentina e de outros farmacos antiepilépticos
ndo se mostrou problematica, ndo afetando as concentracGes plasmaéticas de
carbamazepina (ou o seu metabolito epoxido), fenobarbital, fenitoina ou mesmo do
valproato.’® As principais interacdes da gabapentina foram verificadas apés a sua
administracdo concomitante com antiacidos, que contém na sua composicao aluminio e
magnésio. Estudos demonstraram que esta interacdo provoca a diminuicdo da
biodisponibilidade da gabapentina em cerca de 24 %.* Assim, esses farmacos n&o
devem ser administrados concomitantemente e o espacamento temporal entre a toma do
antiacido e gabapentina deve ser no minimo 2 horas, diminuindo a biodisponibilidade
da gabapentina em apenas 10 %.'* A morfina interage com a gabapentina provocando o
aumento da sua biodisponibilidade, sendo responsavel por um aumento da area sob a
curva, AUC, em 44 %.'* Analogamente & gabapentina, a morfina, agrupada no grupo
farmacoterapéutico dos analgésicos, pode ser utilizada para atenuar a dor neuropética

periférica. Assim, estes dois farmacos podem ser utilizados em associacdo de forma
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sinérgica e benéfica, visando diminuir a dose de morfina."Anti-inflamatérios n&o
esteroides, como o ibuprofeno e naproxeno, quando usados em concomitancia com a
gabapentina mostram efeito sinérgico, pelo que 0 seu uso sinérgico na monitorizacéo da
dor neuropdtica periférica pode ser feito através do ajuste de doses destes dois
farmacos.'” A cimetidina, por diminuir a filtragdo glomerular, parece alterar o perfil de
clearance de gabapentina, provocando a diminuicdo da excrecdo de gabapentina em 12
%.* Muitos estudos foram feitos para identificar possiveis interacdes com contracetivos
orais, pelo que a administracdo concomitante destes farmacos ndo foi conclusiva.
Contudo certos estudos concluiram que pode provocar ineficacia da terapéutica
anticoncecional, pelo que o seu uso concomitante é desaconselhado.® A administracédo
de gabapentina ndo afeta a concentracdo plasmatica de Li em pacientes com funcédo
renal normal, pelo que o seu efeito sinérgico pode ser aproveitada para o tratamento do
distarbio bipolar.*® A concentragdo sérica de gabapentina mostrou diminuicdo pela
ingestdo cronica de alcool mas ndo pela sua ingestdo pontual. A sua administracao
concomitante mostrou reverter os efeitos de abstinéncia do etanol, revelando potencial

no tratamento do alcoolismo crénico.*®

2.4 REGIME POSOLOGICO

O esquema posologico da gabapentina, para adolescentes com idade superior a
12 anos e adultos em monoterapia, € iniciado usualmente por 300 mg do farmaco no
primeiro dia, 600 mg no segundo dia, repartido em duas doses de 300 mg e 900 mg no
terceiro dia, repartidas em trés doses.**

No tratamento da epilepsia, o intervalo posoldgico eficaz esta compreendido
entre 900 a 3600 mg de gabapentina por dia. O inicio da terapéutica pode ser iniciado
como anteriormente indicado ou pela administracdo de 300 mg trés vezes ao dia até uma
dose maxima de 3600 mg, atingida apdés um prazo minimo de trés semanas de
incremento da dose.'* Caso a dose terapéutica se situe nos 2400 mg o tempo de aumento
de dose sdo duas semanas e uma semana caso se situe nos 1800 mg.** Para criangas com
idade inferior a 6 anos, o regime posologico altera-se bruscamente, sendo a dose inicial
10 a 15 mg/kg/dia sendo esta dose aumentada para 25 a 35 mg/kg/dia, durante trés

dias.'*

10|Pagina



Comparacdo de métodos analiticos na quantificacdo do teor de Gabapentina em diversas
capsulas de diversos laboratdrios

No tratamento da dor neuropatica periférica, em adultos e adolescentes com
idade superior a 12 anos, a dose terapéutica € idéntica ser feito de forma idéntica a
efetuada no caso do tratamento da epilepsia.™*

Em idosos a terapéutica com gabapentina deve ser efetuada com cautela devido a
diminuicdo da funcdo renal. Deve haver um ajuste do regime posolégico para doentes
com comprometimento da funcdo renal e/ou a fazer hemodidlise. Este ajuste sera
efetuado proporcionalmente ao tempo de depuracdo da creatinina. Se a clearance de
creatinina for superior a 80 mL/min a dose de gabapentina ndo se altera, sendo
recomendada a administracdo em 3 tomas repartidas de uma dose diaria de 900-3600
mg. Para doentes insuficientes renais, com depuracdo de creatinina inferior a 79
mL/min, a dose de gabapentina altera-se de acordo com os valores indicados na Tabela
2.3.

Tabela 2.3- Ajuste terapéutico da dose de gabapentina a doentes com funcéo renal
comprometida (adaptado de Infarmed).*
Clearance de Creatinina Dose diaria total

(mL/min) (mg/dia)
>80 900-3600
50-79 600-1800
30-49 300-900
15-29 150-300
<15 150-600

Para doentes renais que apresentem depuracdo de creatinina inferior a 15
mL/min deve-se ajustar o regime posoldgico a essa clearance de forma proporcional ao
indicado. Os doentes com clearance entre 15 e 49 mL/min devem fazer em dias
alternados 300 mg de gabapentina por dia. Para doentes a fazer hemodialise a dose
inicial de gabapentina deve ser 300 a 400 mg por dia sendo posteriormente ajustada para
200 a 300 mg por dia ap6s cada 4 horas de hemodialise, com interrupcéo do tratamento
nos dias nos quais o doente ndo faz hemodiélise.™

A descontinuacdo da gabapentina deve ser gradual durante um periodo minimo

de uma semana.%

2.5 PROPRIEDADES QUIMICAS DA GABAPENTINA

Estruturalmente andloga ao neurotransmissor inibitorio y-aminobutirico
(GABA), a gabapentina € uma molécula bastante sollvel tanto em agua como em
solucdes acidas e basicas, sendo um pd branco e cristalino, apresentando um ponto de

fusdo entre 162 e 167°C.%° A sua formula molecular é CoH17NO,, possuindo uma massa
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molecular de 171,24 g/mol. Este farmaco é um &cido diprético fraco e ao pH fisioldgico
tem carga elevada, existindo como zwiterido. Os seus valores de pK, séo 3,68 e 10,70,
para 0s grupos funcionais &cido carboxilico e amina, respetivamente. Estudos indicam
ser bastante estavel em solucdo aquosa a temperatura ambiente. A gabapentina é
também designada por [1-(aminometil)ciclohexano acido acético] e a sua estrutura

quimica esta representada de seguida na Figura 2.1.%°

HN—._ _—COOH

Figura 2.1- Estrutura quimica da gabapentina.?

O resumo das propriedades fisico-quimicas da gabapentina encontra-se

apresentado de seguida, na Tabela 2.4.

Tabela 2.4- Propriedades fisico-quimicas da gabapentina.?

Nome IUPAC [1-(aminometil)ciclohexano acido acético]

Férmula quimica CoH7zNO,

Massa molecular 171,24 g/mol

Grupo farmacoterapéutico  Antiepiléptico, anti-convulsionante, analogo do acido y-aminobutirico
pK, pKa=3,68; pK;=10,70

Coeficiente de particao 1,25

Solubilidade dgua 10 mg/mL

3 Avaliacdo de um meétodo analitico

Atualmente a inddstria farmacéutica tem a necessidade de ver todas as atividades
a si inerentes normalizadas e regulamentadas de forma a uniformizar todos os
procedimentos englobados no processo de producdo de farmacos, atraves da elaboragédo
de diretrizes, que visam a obtencdo de um produto final eficaz, seguro e de qualidade.
Para que estes requisitos sejam cumpridos, o controlo de qualidade torna-se
imprescindivel e visa a garantia da conformidade de um produto ou servico de acordo
com especificacdes estabelecidas. Essas diretrizes e especificacdes estdo ao abrigo de
varias entidades, como é o caso da Organizacdo Internacional de Normalizacédo (1SO),

a nivel internacional, o Comité Europeu de Normalizacdo (CEN), a nivel Europeu, e em

12|P4gina



Comparacdo de métodos analiticos na quantificacdo do teor de Gabapentina em diversas
capsulas de diversos laboratdrios

Portugal do Instituto Portugués da Qualidade (IPQ). Para que a garantia da qualidade
seja cumprida, a validac&o de procedimentos analiticos torna-se um ponto-chave.?%

Na industria farmacéutica a fiabilidade dos métodos analiticos mostra-se
essencial, na medida em que existe a necessidade de avaliar a qualidade, seguranca e
eficacia dos farmacos. A garantia e controlo de qualidade sdo assegurados por uma
entidade responsdvel que garante o cumprimento da legislacdo, com o objetivo de
produzir produtos farmacéuticos de qualidade, assegurando-se que os farmacos nao sdo
langados para venda até que a qualidade dos mesmos esteja garantida e verificada.
Exemplos disso sdo a exigéncia de cumprimento das especificacdes das boas praticas de
fabrico, como a necessidade de processos como calibracdes e validagdes, entre muitos
outros. Estes processos reduzem a quantidade de produtos fora das especificacdes e,
aliado a isso verifica-se uma diminuicdo dos custos de producdo.? A validacio de
métodos analiticos € um procedimento fulcral na garantia da qualidade analitica, uma
vez que é o conjunto de procedimentos que objetivam demonstrar que o método é
adequado para a analise pretendida, que os parametros de desempenho do método
atendem a critérios de aceitacéo predefinidos por instituicdes responsaveis.?

O presente estudo ndo pretende de forma alguma a validacdo dos métodos de
analise efetuados, mas sim a comparagdo dos mesmos, usando para isso as principais
ferramentas e parametros avaliados na validacdo de métodos analiticos. Tal como
descrito pela United States Pharmacopeia, USP XXIV, “os analistas ndo sdo obrigados
a validar a sua metodologia analitica, devem verificar se ela é adequada as suas
condicdes de uso. Porém, se ndo houver um método ou série de métodos devidamente
adequados para a avaliacdo da qualidade dos produtos, o programa de validacédo tera
valor limitado”.** A International Conference on Harmonisation, ICH, indica também
que, para a determinacdo quantitativa de farmacos, ndo hd a necessidade de avaliar
todos os parametros de validacdo. No entanto, a escolha dos métodos deve-se basear na
finalidade pretendida.®® N&o obstante, a ICH indica, opostamente, que todos os
procedimentos analiticos ndo presentes em farmacopeias devem ser sujeitos a

procedimentos de validacdo.?

3.1 DEFINICAO E OBJETIVOS DA VALIDACAO ANALITICA

As normas NP EN ISO/IEC 17025 entendem a validagdo como a “confirmagao

através de exame e apresentacdo de evidéncia objetiva de que 0s requisitos especificos
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para uma determinada utilizagio sdo cumpridos”.?® Este termo estd normalmente
associado a procedimentos de verificacdo de aplicabilidade, confiabilidade,
rastreabilidade e comparabilidade de métodos analiticos. A validacdo de um método
analitico corresponde ao processo atraves do qual se pretende demonstrar que 0 mesmo
¢ adequado para a andlise pretendida e inclui a determinacdo e avaliacdo das
carateristicas de desempenho de um método de anélise, englobando, segundo a USP, a
avaliacdo de um conjunto de parametros como a seletividade, gama de trabalho, limite
de detecdo e quantificacdo, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez. De acordo com a
ICH existe a necessidade de se avaliar a precisdo intermédia separadamente da
repetibilidade e segundo a FDA, a reprodutibilidade do método e estabilidade das
soluces devem também ser avaliadas.?>?"

Existe uma vasta literatura e recomendacfes para a validacdo de métodos
analiticos, publicadas por organizacbes internacionais como a International
Organization for Standardization (1SO), Association of Official Analytical Chemists
(AOAC), International Conference on Harmonisation (ICH) e International Union of
Pure and Applied Chemistry (IUPAC), que publicam diretrizes para validagdo de
métodos analiticos. O objetivo da validacdo de métodos é a demonstragdo que 0s
mesmos satisfazem o0s critérios de aceitacdo fornecidos por estas entidades

reguladoras.”®

3.2 PARAMETROS DE AVALIACAO DE METODOS DE ANAL ISE

3.2.1 SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE/SELETIVIDADE

Sensibilidade de um método analitico € a capacidade que este tem de distinguir
duas concentra¢es de analito muito proximas, com determinado nivel de confianca,
refletindo-se numa variacdo do sinal do instrumento causada por uma pequena variacao
na concentracdo de analito. No método da reta de calibracdo o declive dessa mesma
curva corresponde a sensibilidade do método. Assim, quanto maior for a sensibilidade
do método, mais facilmente se pode analisar duas solucGes de concentracdo muito
proximas e conseguir obter resultados distintos e rigorosos.*?°

A especificidade, denominada de seletividade pela IUPAC é definida como a
capacidade do método analisar especificamente o analito de interesse
independentemente da complexidade da matriz, da presenca ou auséncia de outros

interferentes, ou seja, é a capacidade do método detetar e diferenciar o analito na
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presenca de outras substancias presentes na matriz.”>*° A razéo entre os declives dos
métodos da reta de calibracdo e adicdo de padrdo ¢ uma forma de avaliar a seletividade
do método, devendo esta razdo encontrar-se no intervalo 98-102 %, segundo a AOAC.*!

3.2.2 LINEARIDADE/GAMA DE TRABALHO

A linearidade define-se como a capacidade de um método analitico obter sinais
instrumentais diretamente proporcionais a concentracao do analito de interesse, dentro
de uma gama definida, ou seja, € a gama na qual o sinal instrumental tem
comportamento linear relativamente a concentracdo de analito. A linearidade pode ser
demonstrada pelo coeficiente de correlagdo da curva da reta de calibragcdo, mas, de um
modo mais rigoroso faz-se a analise dos residuais.”>?° Obtém-se linearidade satisfatoria
quando o coeficiente de correlagdo da reta obtida ndo é estatisticamente diferente da
unidade, sendo o critério de aceitacdo valores de coeficiente de correlagdo proximos
acima de 0,999 e residuais com perfil aleatorio, ndo demonstrando nenhuma tendéncia
na sua distribuicdo. Os residuais com maior valor absoluto deverdo constituir outliers,
caso facam desviar o coeficiente de variacdo do limite aceitavel, devendo ser
desprezados por diminuirem a relagdo linear da regresséo.*

A gama de trabalho de um método é definida como os limites inferiores e
superiores de concentracdes na qual este é aplicavel, sendo delimitado por um limite
inferior e superior onde se observa um comportamento linear. O intervalo do método
analitico corresponde a faixa do maior ao menor nivel de concentragdes que possa ser
determinado com precisdo e exatiddo, usando a linearidade do método.*? Todas as
amostras que s@o analisadas devem ter concentracdes que estejam na gama de trabalho,
ou seja, maior que o limite de quantificacdo e menor que o limite de linearidade, pelo
que a concentracdo da amostra deve ser retirada por interpolagéo a reta.”>?*°

Na Figura 3.1 esta apresentado um esquema da curva de calibracdo e, dentro da
mesma, 0 que se entende por gama de trabalho, sensibilidade, limites de detecdo e

quantificacdo e ordenada na origem.
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Figura 3.1- Figura ilustrativa dos parametros da reta. Legenda: LQ — limite de quantificacéo;
LD — limite de detecdo; S/N — Razdo sinal/ruido.

3.2.3 ROBUSTEZ E ESTABILIDADE

Segundo a ICH, a robustez do método é a capacidade do método manter a sua
qualidade e permanecer inalterado apds uma alteracdo ao mesmo, ou seja, € a resisténcia
do método a pequenas alteragdes, como pH, temperatura, comprimento de onda ao qual
se faz a analise, entre outras. Mede a sensibilidade que o método apresenta face a
pequenas variacbes. Um método diz-se robusto quando é insensivel a pequenas
alteracdes efetuadas.”?°

Muitos compostos quimicos podem sofrer alteracdes quimicas durante diversas
fases do processo de preparacdo das solu¢des ou mesmo durante o seu armazenamento,
pelo que é essencial avaliar a sua estabilidade. A determinacdo deste parametro é
essencial para estimar o tempo que se deve esperar desde a preparacdo das solugdes até
a sua analise ou o tempo maximo permitido para a analise dessas solucdes desde a sua
preparacdo.” O objetivo de verificar a estabilidade das solucdes é obter informagéo
acerca da variacdo da quantidade e qualidade de analito em funcdo do tempo, sob a
influéncia de diferentes de fatores como a temperatura, humidade, pH, intensidade
luminosa, entre outros e assim estabelecer as melhores condigdes de anélise e

armazenamento.?

3.2.4 LIMITES DE DETECAO E QUANTIFICACAO

O limite de detecdo ¢ definido como sendo a menor concentracdo de analito que
0 método consegue distinguir da regido de resposta do branco, ou seja, é a concentracdo
minima ou massa minima que pode ser detetada pelo método analitico com um

determinado nivel de confianca. Outra definicdo de limite de detecdo é a concentracdo
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de analito que origina o sinal minimo detetavel, o menor sinal que pode ser distinguido
do ruido do método.?® Concentracdes abaixo do limite de detecdo ndo podem afirmar a
presenca de analito, o sinal instrumental obtido pode ser devido a fatores aleatdrios
incontrolaveis. Neste caso a relacdo sinal/ruido (S/N) é de 3/1, pelo que, LD=Sy+Ksgo
em que K é um parametro estatistico e depende do nivel de confianca desejado, que K
assume o valor de 3. Uma abordagem mais exata do limite de detecdo é descrita pela
IUPAC, através da analise do desvio-padrdo obtido para a analise repetida de solucbes
de brancos ou ligeiramente fortificados com uma concentracdo abaixo da concentragdo
minima detetavel.2*3

Limite de quantificacdo de um método analito € definido como o menor nivel de
fortificacdo estudado, no qual a recuperacdo se encontra dentro de 80-120 % e o
coeficiente de variacdo abaixo dos 20%, ou seja, € a concentracdo de analito minima
que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis. O limite de quantificacao
deve ser o limite minimo da gama de trabalho, pois é a concentracdo na qual o
coeficiente de variacdo do sinal se reduziu a valores razoaveis, normalmente 10 %, ou
seja, a relacdo sinal/ruido é de 10/1, sendo neste caso LQ= Sp+K 5o em que K assume o
valor de 10. O seu valor pode ser, de acordo com a IUPAC, estimado de forma idéntica
ao limite de detecéo. >0

3.2.5 EXATIDAO

A exatiddo do metodo é definida como o grau de concordancia entre o valor
médio obtido pelo método na analise da amostra e o valor real do analito e é expressa
como erro sistematico, inerente ao processo.” A exatiddo de um método pode ser
demonstrada pela comparacdo dos resultados obtidos com material de referéncia
certificado (MRC), através da comparacdo do método proposto com um método de
referéncia, validado cujo erro sistematico ndo é significativo, através da utilizacdo de
ensaios de recuperacdo ou através de estudos colaborativos ou inter-laboratoriais.?® Os
materiais certificados de referéncia sdo bastante importantes para avaliar a qualidade
dos resultados obtidos, sendo a forma de eleicdo para a estimativa da exatiddo do
método, uma vez que estdo relacionados com padrBes internacionais, sendo 0
procedimento a efetuar a analise de um elevado nimero de vezes esse material e
comparar os valores obtidos com o valor certificado.?® Contudo, o seu elevado custo,
matrizes e analitos limitados restringem o seu uso. Desta forma, para se estimar o valor

da exatiddo do método analitico procede-se entdo a ensaios de recuperagdo com
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amostras de concentragdo rigorosamente conhecidas, ou ainda comparar a média dos
valores obtidos entre laboratdrios.”> A recuperagdo esté relacionada com a exatidéo do
método pois reflete a quantidade do analito recuperado relativamente & quantidade
realmente presente na amostra. Baixos valores de recuperacdo podem estar relacionados
com a presenga elevada de interferentes na amostra, medi¢6es pouco rigorosas ou, se for
0 caso, extragbes com baixo rendimento. Para efetuar estas analises de recuperacao
procede-se a fortificacdo da amostra, através da adicdo de diferentes niveis de
concentracdo desse mesmo analito. A ICH recomenda a média das recuperacfes se
situem entre 90-110 % e individualmente cada recuperacéo esteja dentro do limite 70-
130 % do analito recuperado.®

Pode ser empregue o teste de hipoteses, onde se estabelece como hipétese nula
(Ho) que a média obtida experimentalmente ¢ igual a média do ensaio de referéncia,
usando o teste t-student para este fim, de forma a verificar se as médias do metodo
proposto e do metodo utilizado como referéncia podem ser consideradas
estatisticamente iguais. A hipdtese nula € considerada verdadeira quando tcaiculado<
tiaelado.”

Os resultados deverdo satisfazer requisitos de qualidade para que sejam
validados, pelo que existe a necessidade de existirem critérios de aceitacdo ou rejeicao.
Assim, o método sera considerado exato quando apresentar niveis de recuperacfes
dentro do aceitavel para cada nivel de concentracdo conforme apresentado na Tabela
3.1.7

Tabela 3.1- Limites de aceitacdo das recuperacdes de acordo com a concentracdo de analito (de

acordo com AOAC)?
RACIO Limites de
Recuperacéo (%)

13_1 98-102
102 97-103
103 95-105
10* 80-107
10°

10 80-110
10”7

108 60-115
10° 40-120
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3.2.6 PRECISAO

A precisdo do metodo é definida como a proximidade dos resultados obtidos
numa série de medidas efetuadas, ou seja, 0 grau de concordancia entre resultados
obtidos por medi¢des sucessivas, pelo que é expressa em termos de desvio padrdo e
desvio padrdo relativo, quantificada pela reprodutibilidade e repetibilidade.® A
repetibilidade expressa a precisdo sob condi¢Ges de andlise idénticas, mesmo operador,
mesmo instrumento, mesmos reagentes e condi¢fes ambientais, num determinado
intervalo de tempo (ndo muito distante). A precisdo intermediaria é a expressdo da
precisdo dentro de um mesmo laboratério em dias diferentes de analise, variando além
disso o operador, 0s instrumentos e equipamentos.” A reprodutibilidade por si é a
expressao da precisdo dentro de laboratorios diferentes, ou seja, expressa 0 quanto o
método é preciso independentemente do local onde é realizado.?® No presente estudo
apenas se realiza a repetibilidade, atraveés da preparacdo de trés amostras com diferentes
niveis de concentragdo de analito e trés réplicas cada, sendo o método considerado
preciso quando obtém valores dentro dos limites aceitaveis. Este parametro de validacéo
de métodos analiticos & normalmente expresso em termos de desvio padrdo e coeficiente
de variacdo.*>%

Para o calculo do desvio padrdo e o coeficiente de variacdo deve-se ter pelo
menos cinco valores para cada nivel de concentracdo.®> A comparagdo de precisdo entre
métodos consiste na comparacdo entre um método previamente validado e que é
utilizado como referéncia para a validacdo de outro método, com o intuito de estudar o
grau de proximidade entre os valores obtidos pelos diferentes métodos e verificar se tém
diferencas significativas, no que toca a precisdo dos mesmos. O teste Fisher-Snedecor
(F) permite assim, através da razdo entre as variancias do método de referéncia e o
proposto, para verificar a concordancia entre os dados, para verificar a precisdo entre 0s
dois métodos, comparar o valor de F obtido com o valor de Fisher tabelado, para o nivel
de confianca pretendido (sempre com o maior valor em numerador).** O método sera
considerado preciso quando apresentar niveis de variacdes dentro do aceitavel, de
acordo com a concentracdo de analito, calculado pela equagdo de Horwitz, 2(-0°109¢) 34
A Association of Official Analytical Chemists apresenta assim uma tabela que relaciona
0s niveis de concentracdo de analito com o coeficiente de variacdo (RSD) maximo,

apresentada na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2- Limites de aceitacdo dos coeficientes de variagdo (RSD) de acordo com a
concentracdo de analito (de acordo com AOAC).”
Récio RSD (%)

1 1,3
10* 1,8
102 2,7
10° 3,7
10* 5,3
10° 7.3
10° 11,0
10”7 15,0
108 21,0

4 Desenvolvimento dos Métodos

4.1 MATERIAL

Na elaboracdo desta monografia de investigacdo, além do material corrente de
laboratorio, foram usados baldes volumétricos de 50,00+0,06, 20,00+0,04, 25,00+0,03,
20,00+0,02, 100,0+0,1, 200,00+0,15 mL. Utilizaram-se também varias pipetas
volumétricas de 1,000+0,008, 2,00+0,01, 3,000+0,015, 5,000+0,015, 10,00+0,02 e
15,00+0,03 mL. Utilizaram-se micropipetas da Pipetman, P1000, com erro de 0,003
até 0,2 mL, +0,004 até 0,5 mL e +0,008 até 1 mL. Nas titulacdes foram utilizadas
buretas de 50,00+£0,05 mL. Utilizaram-se também células de plastico e quartzo para a

analise espetroscopica.

4.2 EQUIPAMENTO

No decorrer deste estudo, utilizou-se um espetrofotometro de absor¢do UV-vis,
Genesys 10 Uv scanning, da marca Thermo Scientific. Para a analise
espetrofluorimétrica foi utilizado um fluorimetro da marca Agilent Technologies,
modelo Cary Eclipse. Foi também usada uma balanca Mettler AE260 Delta Range, cuja
tolerancia indicada pelo fabricante corresponde a + 0,0001 g. Foi utilizado como
medidor de pH um eletrodo de membrana de vidro da marca HANNA instruments,
modelo HI 8314,

4.3 REAGENTES

Para a realizacdo dos métodos foi usada gabapentina foi usada gabapentina
(CgH17NO,, M=171,24 g/mol) da Sigma-Aldrich, com grau de pureza <99%, 4-cloro-7-

200Pagina



Comparacdo de métodos analiticos na quantificacdo do teor de Gabapentina em diversas
capsulas de diversos laboratdrios

nitrobenzoflurano, (CsH2CIN3O3, M=199,55 g/mol) da Sigma- Aldrich, com pureza >97
%, acetaldeido (C,H,O, M=44,052 g/mol), da Merck, de pureza >99 %, acido cloridrico
(HCI, M=364,6 g/mol) 37 % m/m da Panreac, tetraborato de sodio 10-hidrato
(Na;B407.10H,0, M=381,37 g/mol), da Riedel-de-Haen, com pureza de 99,5 %,
potassio dihidrogénio fosfato (KH,PO,4, M=136,01 g/mol), da Riedel-de-Haen e 99,5 %
pureza, fosfato sddico dibasico (Na;HPO,, M= M=358,14 g/mol), da Riedel-de-Haen,
com pureza entre 99-101 %, Vanilina(CgHgO3, M=152,15g/ml), da Merck com pureza
>99%, p-benzoquinona (CsHsO,, M=108,1 g/mol), da BDH Chemicals, com pureza
>99%, amido soltvel (C¢H100s)n, da Merck, de pureza p.a, ftalato acido de potéssio
(KHCgH404, M=166,13 g/mol), da Merck, com grau de pureza de 99,5 %, &cido borico
(HsBO3, M=61,83 g/mol), da Merck, com pureza de 99,8 %, hidroxido de sédio (NaOH,
M= 39,997 g/mol), da José M. Vaz Pereira, S.A, com grau de pureza >99 %, iodeto de
potassio (KI, M=166,01 g/mol) , da Panreac, de pureza 99,5 %, nitrito de sdédio (NaNO,,
M=69,0 g/mol), da Merck, com grau de pureza de 99 %, fosfinato de sodio
monohidratado (NaH,PO,, M=105,99 g/mol), da Merck, de pureza entre 99-103 e
hipoclorito de s6dio monohidratato (NaClO, M = 74,44 g/mol), da Sigma-Aldrich com
98 % pureza. Como solventes foram usados agua bidestilada, etanol absoluto e metanol

da Merck, ambos de pureza p.a.

4.4 AMOSTRAS

Como amostra usaram-se capsulas de 100 mg de gabapentina da marca
Gabamox® Neurotin®, Ratiopharm, Teva e Generis. A constituicdo do conteido das
mesmas é indicado como sendo lactose monohidratada, amido de milho e talco para as
duas primeiras. As capsulas da marca Generis e Ratiopharm possuem lactose anidra,
amido de milho e talco. As capsulas da Teva tém amido de milho e talco. O resumo de
carateristicas do medicamento, providenciado pelo Infarmed, ndo indica a quantidade

dos excipientes.

4.5 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Os métodos desenvolvidos tiveram por base métodos de referéncia no
doseamento do teor de gabapentina em diferentes formulagcdes farmacéuticas ou fluidos
organicos. Estes métodos sofreram alteracGes e foram adaptados para atingir os

objetivos propostos, nomeadamente ajustes na gama de concentragdes, concentracdo de
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reagentes derivatizante, temperatura e pH ao qual se da a reacdo, entre outros. Nas
secOes respetivas, as adaptacOes serdo descritas detalhadamente.

No método de doseamento da gabapentina sem derivatizacdo foi seguido o
artigo: “A Validated Method without Derivatization for the Determination of
Gabapentin in Bulk, Pharmaceutical Formulation and Human Urine Samples”.?* Os
restantes métodos sem adicdo de agentes derivatizantes, Etanol/Agua e HCI 0,1 M,
foram efetuados de igual forma ao anterior com alteragdes a nivel do solvente das
solugdes padrdo e da gama de concentragdes.

Os métodos de derivatizacdo da gabapentina foram também efetuados de acordo
com métodos que foram considerados suficientemente sensiveis para o objetivo
proposto. No caso do método p-benzoquinona a base foi o artigo “Colorimetric
determination of gabapentin in pharmaceutical formulation”.®* Para a realizacdo do
método Vanilina foi utilizado o protocolo descrito em “Gabapentin Determination in
Human Plasma and Capsule by Coupling of Solid Phase Extraction, Derivatization
Reaction, and UV-Vis Spectrophotometry”.®*® O método Hipoclorito foi efetuado por
adaptagdo do protocolo de “Highly Sensitive Spectrophotometric Method for the
Determination of Gabapentin in Capsules using Sodium Hypochloride”.%’

O método NBD-CI foi feito de acordo com o protocolo descrito em
“Spectrofluorimetric Determination of Vigabatrin and Gabapentin in Dosage Forms
and Spiked Plasma Samples Through Derivatization with 4-Chloro-7-Nitrobenzo-20xa-
1,3-Diazole”.*®® Neste método foi otimizada a concentracdo de reagente NBD-Cl e
ajustado o volume de tampdo adicionado para obter linearidade na gama de
concentracdes adequada.

As técnicas volumetrias de neutralizacdo foram efetuadas com base nas
carateristicas quimicas da molécula de gabapentina, ndo tendo sido seguido nenhum

método descrito na literatura.

4.6 TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

O tratamento estatistico de dados constitui uma poderosa ferramenta que visa
auxiliar o controlo de qualidade. Na quimica analitica, os testes estatisticos mostram
extrema importancia, nomeadamente a nivel da tomada de decisdes e interpretacdo de
resultados obtidos, uma vez que 0s mesmos apresentam variacdes em torno de um valor

real, exibindo uma distribuicdo normal. A escolha do teste estatistico a ser
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implementado depende do objetivo pretendido com a andlise, uma vez que existem
testes que se adequam mais ou menos a cada objetivo.®® O uso de testes estatisticos
adequados (t-student, Fisher, teste de hipdteses, entre outros) torna a toma de decisdes
mais objetiva, rigorosa e menos sujeita & interpretacéo subjetivados resultados.*®
O teste de hipdteses € muitas vezes utilizado ndo sé na avaliacdo da precisdo e

exatiddo de um método analitico mas também na comparagdo de possiveis diferencas
estatisticamente significativas entre os resultados obtidos entre dois métodos, o de
referéncia e o efetuado. Para isso € essencial definir a hip6tese nula (HO) como a
auséncia de diferencas estatisticamente significativas e hipétese alternativa (H1) como a
presenca das mesmas entre 0s dois métodos. O nivel de significancia corresponde a
probabilidade méaxima de aceitacdo da hipotese correta com que se pretende fazer a
analise. As normas 1SO recomendam o uso de um intervalo de confianca de 95 %.3*%°

A exatidao e precisdo de um método analitico podem ser avaliadas pela comparacgéo
entre 0 metodo proposto e um metodo de referéncia, previamente validado, com
precisdo e exatiddo devidamente avaliadas e descrito por uma entidade responsavel,
pelo teste t-student e F-Fisher, respetivamente. Se o valor de t-student obtido
experimentalmente estiver enquadrado no intervalo estabelecido pelo valor tabelado,
para n-1 graus de liberdade para determinado nivel de confianca, entdo 0 método sera
considerado exato, acontecendo o mesmo para a precisdo, no caso do valor de Fisher.*

Pela analise de diferentes amostras utilizando o método oficial e 0 método proposto,
sdo comparadas as diferencgas obtidas, num determinado nivel de confianca, de forma a
avaliar se essas diferencas podem ou ndo ser consideradas significativas. No entanto, a
dificuldade de encontrar um método de referéncia dificulta este processo de

comparagéo.®

5 Métodos Volumétricos de Analise

A volumetria foi a primeira técnica analitica a ser usada na quantificacdo de
gabapentina em capsulas na presente monografia. A volumetria de neutralizacdo €
baseada numa reacdo entre o analito e o titulante, de concentracdo a determinar e
rigorosamente conhecida, respetivamente. O ponto de equivaléncia é definido como o
ponto ao qual o nimero de equivalentes do titulante é exatamente igual ao nimero de

equivalentes do titulante e é detetado pela variacdo brusca de uma propriedade fisica ou
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quimica. O volume de titulante ao qual o ponto de equivaléncia ocorre é usado para
determinar a concentracdo de analito presente na amostra.*

Dependendo da forma i6nica em que se encontra o analito (gabapentina),
diferentes reagentes podem ser utilizados como titulantes na sua determinacdo. Se o
mesmo estiver na forma totalmente desprotonada, de nada serve titular com uma
solucdo basica, pois ndo ha protdes para serem removidos, bem como se estiver na
forma totalmente protonada de nada serve a sua titulagdo com uma solucéo &cida, uma
vez que ndo haveria mais formas para protonar.

De forma a perceber com que reagentes se poderia titular uma solucdo de
gabapentina foi necessario um olhar critico sobre a sua estrutura quimica. A
gabapentina possui duas extremidades ionizaveis, um grupo amina e outro grupo
carboxilico, sendo entdo designada de acido diprotico, podendo assumir trés formas
distintas, totalmente protonada, neutra ou totalmente desprotonada. Em solucdo aquosa
esperar-se-ia que a gabapentina estivesse na forma neutra, uma vez que se trata de uma
molécula anfotérica. Para se confirmar em que forma idnica se encontra a gabapentina
em solucdo aquosa, preparou-se uma solucdo de concentracdo 0,0292 M, pela
dissolucdo do contetido de uma capsula em 20 mL de agua destilada e mediu-se o pH
com o auxilio de um elétrodo de membrana de vidro. Foi obtido um valor proximo de
7,19, confirmando-se desta forma que a espécie predominante da gabapentina em
solucdo aquosa é a neutra. Assim, decidiu-se utilizar uma solucdo de NaOH 0,1 M para
a titulago da gabapentina no sentido da perda do protdo da amina (-NHs") e a utilizacdo
de uma solucao de HCI 0,1 M para a protonacdo da gabapentina, nomeadamente a nivel
do seu grupo carboxilo (-COO"). Conhecendo as constantes de acidez da gabapentina,
designadamente pKa; = 3,68 (acido carboxilico)® e pKa, = 10,70 (amina),?’ pode-se
aferir que este ultimo pK, referente a desprotonacdo da amina, em consequéncia da
fraca acidez da gabapentina, resulta em varia¢es no pH pouco significativas a nivel do
ponto de equivaléncia, o que se reflete numa dificil detecdo do mesmo.

Para o doseamento do analito através de uma titulacdo &cido-base é necessario
aferir a concentracdo do titulante para que a titulacdo seja 0 mais rigorosa possivel.
Assim, foram determinadas de forma rigorosa as concentragcoes das solucdes de NaOH e
HCI 0,1 M. As amostras de gabapentina foram preparadas através da dissolucdo do
contetdo de uma céapsula em 20 mL de &gua destilada, tendo-se obtido uma solucdo de

concentragdo aproximada de 0,0292,+0,0001, M, de acordo com a Tabela A2,
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apresentada em anexo. Foi utilizado um elétrodo de membrana de vidro para o
acompanhamento da titulacdo e detecdo dos pontos de equivaléncia. De notar que antes
de efetuar qualquer medicéo de pH o elétrodo de membrana de vidro foi calibrado com
solugdes tampéo pH 4,00 e 7,00.

5.1 TitTuLACAO com NAOH

Como referido anteriormente, a técnica volumétrica requer a padronizagdo das
solucBes de titulante. Através da titulacdo de uma solucdo de NaOH com ftalato acido
de potassio foi possivel a afericdo da solucdo de NaOH, que ira posteriormente ser
utilizada como titulante no doseamento volumétrico da gabapentina em cépsulas. A
Tabela A1, em anexo, contém a forma como foram preparadas as solucGes de ftalato e
0s resultados obtidos na afericdo da solucdo de NaOH. Assim foi obtida uma solucdo de
NaOH de 0,09614+0,0003;3 M. As amostras de gabapentina foram tituladas pela solucéo
de NaOH, em duplicado, de forma a aumentar a reprodutibilidade estatistica dos
resultados, estando os valores de pH ao longo do volume de titulante adicionado
apresentados na Tabela A3 do anexo.

O tempo reduzido para a execucdo experimental do estudo limitou o nimero de
ensaios feitos, uma vez que cada titulacdo era bastante morosa. De seguida, da Figura
5.1 a Figura 5.5 encontram-se apresentadas as curvas de titulacdo obtidas para cada
capsula dos diferentes laboratérios, nomeadamente Gabamox®, Neurotin®, Ratiopharm,
Teva e Generis, respetivamente, bem como o grafico da segunda derivada associado a
cada titulacdo. A curva de titulacdo ndo é apresentada integralmente de modo a ser mais
claro o volume ao qual ocorre a inflexdo correspondente ao ponto de equivaléncia, pelo

que se decidiu aumentar essa regido para maior detalhe.
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Figura 5.1- Curvas de titulacdo da capsula Gabamox® com NaOH 0,09619 M e respetivos graficos
da segunda derivada.
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Figura 5.2- Curvas de titulacio da capsula Neurotin® com NaOH 0,09619 M e respetivos gréaficos

da segunda derivada.
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Figura 5.3- Curvas de titulacdo da capsula Ratiopharm com NaOH 0,09619 M e respetivos
graficos da segunda derivada.
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Figura 5.4- Curvas de titulagdo da capsula Teva com NaOH 0,09619 M e respetivos
graficos da segunda derivada.
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Figura 5.5- Curvas de titulacdo da capsula Generis com NaOH 0,09619 M e respetivos graficos

da segunda derivada.

26|Pagina




Comparacdo de métodos analiticos na quantificacdo do teor de Gabapentina em diversas
capsulas de diversos laboratdrios

As representacOes anteriores mostram que o volume ao qual o valor de pH tem
maior variacdo foi, em todos os casos, entre 5,70 e 6,50 mL. Para uma melhor detecéo
do ponto de equivaléncia foram efetuados os graficos correspondentes a primeira e
segunda derivada das curvas de titulagdo. O volume de titulante gasto até se atingir o
ponto de equivaléncia pode ser verificado a partir do grafico da primeira derivada pelo
ponto maximo e a partir do grafico da segunda derivada pela intercecdo com o eixo das
abcissas, na qual a variagcdo entre o valor maximo e minimo é maior. Assim, o volume
de titulante ao qual se verifica o ponto de equivaléncia foi calculado pelo valor de y ao
qual x=0, onde se verifica a maior varia¢do entre a segunda derivada dos valores de pH.
Na Tabela 5.1 estdo apresentados os volumes gastos em cada titulacdo até se atingir o
ponto de equivaléncia, calculados pelo método da segunda derivada, a concentracdo do
analito na solucdo de amostra, o teor de gabapentina por capsula, o coeficiente de

variacdo normalizado e de Horwitz e o erro relativo.

Tabela 5.1- Volume NaOH gasto até ao ponto de equivaléncia, concentragdo de gabapentina na
amostra, teor de gabapentina por capsula, coeficiente de variacdo e erro relativo.

Titulagcdo NaOH

Ensaio VNaoH gast(li COﬂCng TeorGBp;_rSD RSD* RSDﬂ ER .
0,05 (mL) (M) (mg) (%) (%) (%)
Gabamox® 1 6,427 0,031 105,86
2 6,527 0,031 107,51 1,09 3,37 6,68
Média 0,0311510,00034 106,7i1,2
Ensaio
Neurotin® 1 5,827 0,028 95,97
2 5,931 0,029 97,69 1,25 3,42 -3,17
Meédia 0,0282,+0,00035 96,5+1,,
Ensaio
Ratiopharm 1 5,828 0,028 95,99
2 5,871 0,028 96,70 0,52 3,42 -3,65
Média 0,0281,+0,00015  96,35+0,5,
Ensaio
Teva 1 5,726 0,028 94,32
2 5,803 0,028 95,58 0,94 3,43 -5,05
Média 0,0277,£0,0002s  94,95+0,8¢
Ensaio
Generis 1 6,475 0,031 106,65
2 6,381 0,031 105,10 1,04 3,38 5,88
Média 0,0309,+0,0003, 105,9+1,;

*Célculos efetuados de acordo com as expressdes a), b), c), d), e) e f) do anexo de equagdes

Todas as capsulas obtiveram teores de gabapentina proximos do indicado pelo
fabricante, 100 mg. Obteve-se o teor de gabapentina menos discrepante do real para as

capsulas de Neurotin®, designadamente 96,5+1,, mg, através do doseamento pelo
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método Titulagdo NaOH. Para as cépsulas da Ratiopharm obtiveram-se os resultados
mais concordantes com o fabricante, dentro dos laboratorios de genéricos, tendo-se
obtido um teor de 96,35+0,5, mg de gabapentina por capsula. As capsulas de Gabamox®
foram as que obtiveram um teor de gabapentina mais afastado do indicado na
embalagem, 106,7+1,, mg por cépsula.

A precisdo do método foi avaliada pelo coeficiente de variacdo obtido nas
analises efetuadas e sua comparagdo com o valor limitante calculado pelo coeficiente de
Horwitz. O critério de aceitacdo sdo valores de coeficiente de variacdo abaixo de 3,70
%, segundo a AOAC, uma vez que se esta a trabalhar com concentragdes de analito na
ordem dos 10? e valores de coeficiente de variacdo abaixo dos de Horwitz.?® Assim,
todas as medicOes efetuadas através deste método volumétrico obtiveram coeficientes
de variacdo abaixo do limite de aceitacdo, pelo que a precisdo do método pode ser
considerada aceitavel pelas normas que se esta a seguir. Apesar de ndo se ter utilizado
Material de Referéncia Certificado, MRC, para determinar a exatiddo do método,
admitiu-se que o valor real era de 100 mg para o célculo do erro relativo, de forma a se
ter uma estimativa do parametro de avaliagdo. O mesmo obteve valores fora do limite
aceitavel, 5,00 %, nomeadamente a nivel das capsulas de Gabamox®, Generis e Teva.
Em todas as outras, 0 método mostrou-se exato.**

Determinou-se o0s valores experimentais de t-student e Fisher como forma de
estimativa e comparacdo da exatiddo e precisdo do metodo, respetivamente, tendo por
base um estudo de referéncia, onde foi efetuado o doseamento de gabapentina em
capsulas pela titulagio com NaOH. Na Tabela 5.2, estdo apresentados os valores
obtidos para os testes implementados na comparacdo do método de referéncia e o

presente método.

Tabela 5.2- Recuperagdes obtidas para as diferentes capsulas, valores criticos e tabelados de
t-student e Fisher para o método Titulagdo NaOH.

Meétodo Meétodo
Proposto Gabomox® Neurotin® Ratiopharm Teva Generis Referéncia
(N=2) (N=5)"
Titulagdo Ricsung/‘:;iao 106,41,  96,¢tl, 96,3505, 94,9:¢0,80 105+l 99,65+1,0,
NaOH teatcutado(95%0) 7,96 -3,21 -4,24 -5,67 7,15 tiabelado(95%0) 12,71
Featcutado(95%0) 1,31 1,41 4,14* 1,30* 1,16 Frapelado(95%) 7,71

*Calculos efetuados de acordo com as expressdes c), d), g) e h) do anexo de equagdes; * Fianelado(95%)=224,58

Como se pode aferir pela tabela anterior, os valores experimentais de t-student e

Fisher, para um grau de confianca de 95 %, apresentam-se, em todos 0s casos, abaixo
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do valor limitante, uma vez que 0 valor de teaiculado< ttabelado € Fealculado< Ftabelado, PEIO quE
ndo existem diferengas significativas relativamente a precisdo e exatiddo do método
Titulacdo NaOH, relativamente ao método de referéncia. O valor de t-student obtido
nunca passou os 7,96 e o valor de Fisher nunca foi superior a 4,14, aceitando-se desta
forma a hip6tese nula (HO), podendo-se afirmar que o método obteve valores de
precisdo e exatiddo estatisticamente semelhantes ao obtido pelo método de referéncia.

5.2 TitTuLACAo coM HCL

Tal como no método anterior a afericdo da solugdo de HCI é requerida, de forma
a aumentar o rigor do subsequente método, Titulacdo com HCI 0,1 M. A descricdo da
preparacdo destas solugdes e os resultados obtidos para a afericdo da solugdo de HCI
encontram-se em anexo, na Tabela A4. Obteve-se uma solucdo de HCI de
0,10056+0,0003, M que ira ser usada como titulante no doseamento da gabapentina na
amostra, de concentracdo aproximada de 0,0292,+0,00014 M (preparacdo apresentada
na Tabela A2 em anexo). Os valores de pH ao longo do volume de titulante adicionado
estdo apresentados em anexo, na Tabela A5. Nas Figuras 5.6 a 5.10 estdo apresentadas
as curvas de titulacdo e o grafico da segunda derivada, em duplicado para cada capsula
dos diferentes laboratérios, nomeadamente Gabamox®, Neurotin®, Ratiopharm, Teva e

Generis, respetivamente.
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Figura 5.6- Curvas de titulacdo da capsula Gabamox® com HCI 0,10056 M e respetivos
graficos da segunda derivada.
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Figura 5.7- Curvas de titulacdo da capsula Neurotin® com HCI 0,10056 M e respetivos graficos

da segunda derivada.
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Figura 5.8- Curvas de titulacdo da capsula Ratiopharm com HCI 0,10056 M e respetivos

graficos da segunda derivada.
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Figura 5.9- Curvas de titulacdo da capsula Teva com HCI 0,10056 M e respetivos graficos da

segunda derivada.
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Figura 5.10- Curvas de titulagdo da capsula Generis com HCI 0,10056 M e respetivos gréficos

da segunda derivada.
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As figuras anteriores mostram que o volume ao qual o pH varia de forma mais
intensa foi proximo de 5,80 mL. Assim, na Tabela 5.3 estéo apresentados os volumes
de HCI gastos em cada titulagdo até se atingir o ponto de equivaléncia, calculados pelo
método da segunda derivada, a concentracdo do analito na solugdo de amostra, o teor de
gabapentina por céapsula, o coeficiente de variagdo normalizado e de Horwitz e o erro

relativo.

Tabela 5.3- Volume HCI gasto até ao ponto de equivaléncia, concentragdo de gabapentina na
amostra, teor de gabapentina por capsula, coeficiente de variacdo e erro relativo.

Titulacdo HCI
Ensaio VNaoH gaStO*i ConC(’%Bp TEOI'GBP;LSD RSQ RSDE ER*
0,05 (mL) (M) (mg) (%) (%) (%)
Gabamox® 1 5,827 0,029 100,35
2 5,929 0,030 102,10 1,23 3,40 1,22
Média 0,02954+0,0003¢ 101,,+1,,
Ensaio
Neurotin® 1 5,773 0,029 99,41
2 5,681 0,029 97,82 1,14 341 -1,38
Média 0,0287,+0,0003; 98,+1,1
Ensaio
Ratiopharm 1 5,720 0,029 98,50
2 5,536 0,028 95,34 2,31 3,42 -3,08
Meédia 0,0283,+0,00065 96,912,
Ensaio
Teva 1 5,676 0,029 97,74
2 5,632 0,028 96,98 0,55 3,42 -2.64
Média 0,0284,+0,0001¢ 97,36+0,54
Ensaio
Generis 6,127 0,031 105,51
2 6,267 0,032 107,91 1,59 3,37 6,71
Meédia 0,03116+0,0005 106,7+1,;

*Célculos efetuados de acordo com as expressdes a), b), c), d), e) e f) do anexo de equacdes

As capsulas que apresentaram teor de principio ativo mais proximo do indicado
pelo fabricante foram as capsulas de Neurotin®, com um teor de gabapentina de 98,61,
mg por capsula, seguidas das capsulas da marca Teva que obtiveram um teor de
97,36+0,5, mg. As céapsulas que obtiveram um teor de gabapentina mais discrepante do
valor indicado pelo fabricante foram as capsulas da Generis, que obtiveram 106,7£1,;
mg de principio ativo por céapsula.

A precisdo do método foi avaliada pelo coeficiente de variacdo obtido para as
amostras. Como critério de aceitacdo tem-se valores de coeficiente de variagdo abaixo
do valor de Horwitz indicado pela AOAC, para o nivel de concentracdo com que se esta

a trabalhar, 3,70 %.% Os ensaios obtiveram coeficientes de variacdo entre 0,55 e 2,31
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%, demostrando a precisdo do metodo Titulagdo com HCI. Relativamente & exatiddo do
método, os ensaios obtiveram erros relativos dentro do critério de aceitacdo, abaixo de
5,00 %, & excecdo das capsulas da Generis, que obteve 6,71 %.* O método Titulacdo
HCI é considerado relativamente exato no que toca ao doseamento de gabapentina em
capsulas.

A comparacdo do método Titulagdo HCI com o método de referéncia é
essencial de forma a analisar possiveis diferencas significativas a nivel da sua precisao e
exatiddo, pelo que foram efetuados os testes t-student e Fisher e implementado o
modelo de hipdteses. Na Tabela 5.4 estdo apresentados os valores obtidos e limitante

para os testes executados, para um nivel de confianca de 95 %.

Tabela 5.4- Recuperagdes obtidas para as diferentes capsulas, valores criticos e tabelados de
t-student e Fisher para o método titulacao.

Método Método
Proposto Gabomox® Neurotin® Ratiopharm Teva Generis Referéncia
(N=2) (N=5)*
Titulacéo Rfé‘gfxf*ao 101,41, 98,6+l 96,6#2,,  97,3:¢0,5, 106,21, 99,6:+1,0,
HCI teaioutado(95%6)" 1,73 -1,22 -2,44 -2,94 7,08 tapelado(95%0) 12,71
Featoutado(95%)" 1,48 1,21 4,81 3,56* 2,77 Fabeado(95%)° 7,71

*Célculos efetuados de acordo com as expressdes c), d), g) e h) do anexo de equacdes; * Fiapelado(95%)=224,58

Os valores de t-student e Fisher obtidos experimentalmente estiveram sempre
abaixo dos valores tabelados, uma vez que os valores calculados nunca foram superiores
a 7,08 e 4,81 e os valores limites eram 12,71 e 7,71, respetivamente, para um grau de
confianca de 95 %. Assim a hipétese nula é verificada e pode-se afirmar que néo
existem diferencas estatisticamente significativas entre a precisdo e exatiddo do método

Titulacdo com HCI e o método de referéncia.

5.3 CURVA DE TITULACAO TEORICA

Com o objetivo de se comparar a curva de titulacdo tedrica e a curva obtida
experimentalmente foram calculados alguns pontos da curva, tanto para a titulagdo com
HCI como para a titulacdo de NaOH. Neste calculo assumiu-se que tanto a amostra
como os titulantes foram preparados de forma idéntica ao que se passou
experimentalmente, de forma a obter valores proximos do experimental e poder deste
modo proceder a uma comparacdo de forma mais vidvel. Na Figura 5.11 esta
apresentada a curva de titulacdo tedrica de uma amostra de 0,0292 M de gabapentina
com NaOH 0,09614+0,0003; M e HCI 0,1005¢+0,0003, M.

32|Pagina



Comparacdo de métodos analiticos na quantificacdo do teor de Gabapentina em diversas
capsulas de diversos laboratdrios

14
12 A
10 A

rH

8 ==Titulagio
6 WNaOH
4 - =—Titulagio
, HCl

15 10 5 0 3 10 15
Volume de titmlante adicionade (mL)

Figura 5.11- Curva tedrica de titulacdo da solucdo de uma cépsula de gabapentina com NaOH e
HCI.

Apos o célculo de todos os pontos necessarios para a elaboracdo da curva de
titulacdo teorica pode-se verificar a existéncia de trés pontos de inflexdo, o pH inicial,
antes da adicdo de qualquer titulante, o ponto de equivaléncia da titulagdo com NaOH e
HCI. Teoricamente o valor inicial da titulacdo é de 7,19, pelo que nas titulacbes
experimentais ¢ pH est ve um pouco abaixo deste valor. A nivel da titulagdo com
NaOH pode-se verificar um ponto de inflexdo aos 6,07 mL, com um valor de pH de
11,20. A titulacdo com HCI mostra um ponto de inflexdo aos 5,81 mL e um pH de 2,77.
Estes valores tedricos estiveram de acordo com os obtidos experimentalmente uma vez
que se obteve uma média de volumes de titulante de 6,08 e 5,82 mL para a titulagcdo
com NaOH e HCI, respetivamente, havendo sobreposicdo na regido de inflexdo das
curvas teorica e experimental. A nivel da titulacdo com NaOH, a analise que obteve um
ponto de equivaléncia mais proximo do real foi a analise do Neurotin®, com um valor
de pH de 11,21. A titulacdo de HCI que obteve um valor de pH no ponto de
equivaléncia mais proximo do teorico foi a titulacdo de uma cédpsula da marca Teva,
tendo obtido um valor de 3,01.

Foi com isto possivel o calculo das fracGes molares de cada espécie de
gabapentina presentes em solucdo, protonada, neutra ou desprotonada, e verificar a sua
evolucdo com o pH. Na Figura 5.12 esta representado a evolucdo da fracdo das espécies

da gabapentina em solucdo ao longo do pH.
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Figura 5.12- Diagrama de fragcGes molar tedrico da titulacdo da solucdo de gabapentina;
Legenda: a letra A" representa a espécie da gabapentina menos protonada, HA representa a
forma neutra da gabapentina e H,A" representa a forma mais protonada da gabapentina.

Como se pode observar, quando o pH € baixo, a espécie em predominancia é a
espécie mais protonada da gabapentina, H,A". A medida que o pH aumenta a fracéo da
mesma vai diminuindo consideravelmente até igualar a fracdo da espécie neutra, HA.
Este ponto de intercecdo corresponde ao primeiro pK, da gabapentina, 3,68. Quando o
pH é 7,19 a fracdo da espécie neutra € maxima, aproximando-se muito da unidade e a
fracdo das espécies mais e menos protonadas sdo proximas de zero. Este ponto é
designado de ponto isoelétrico. Ao longo do pH a espécie mais protonada tende a
desaparecer e a espéecie menos protonada, A’, tende a aumentar a sua fracdo. Assim,
quando o pH aumenta além do ponto no qual a fracdo de HA é maxima, esta comeca a
diminuir para dar lugar a espécie A’, até igualarem a sua fracdo dando origem a um
ponto de intercecdo, o segundo pK, da gabapentina, 10,70. Apos este ponto, enquanto o
pH aumenta, a fracdo da espécie neutra tende a desaparecer e a fracdo da espécie menos

protonada torna-se mais abundante.

6 Métodos Espetroscopicos de analise

A presente monografia vai-se focar essencialmente sobre as técnicas de
absorcdo Uv-Vis e de emissdo por fluorescéncia, dentro das técnicas
espetrofotométricas de andlise. A radiacdo eletromagnética engloba a radiacdo
ultravioleta e visivel, de comprimentos de onda compreendida entre 100 e 800 nm. A
espetroscopia Uv-Vis resulta de transicdes eletronicas de um estado de menor energia
(HOMO) para uma orbital molecular de maior energia (LUMO), que ocorrem devido a
absorcdo de radiacdo pelos eletrbes das ligacBes ou nos grupos funcionais do analito.

Esta técnica permite obter informacéo qualitativa acerca da estrutura da molécula, mas é
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mais extensivamente utilizada para obter informagdo quantitativa. Segundo Johann
Lambert e Wilhelm Beer, para um determinado comprimento de onda a absorvéncia de
uma amostra depende tanto da concentracdo como do percurso Gtico dessa mesma
amostra, tendo em consideracdo a absortividade molar do analito, dando origem a
seguinte equacdo A=log(ly/I) = €IC, onde A corresponde a absorvéncia, lgpa intensidade
de radiagdo monocromatica que incide sobre a amostra, | a intensidade de radiagcdo que
emerge da amostra, € o coeficiente de absortividade molar, | o percurso 6tico da célula
(cm) e C a concentracéo de analito.*?

A espetroscopia de fluorescéncia por sua vez consiste na emissdo de radiacdo
eletromagnética por uma molécula, geralmente na regido Uv-Vis, ao regressar ao estado
fundamental, apds absorver radiacdo, podendo-se dividir em fluorescéncia e
fosforescéncia, que diferem entre si na alteracdo ou manutencdo da orientacdo do
eletrdo no estado excitado. No ambito deste estudo, apenas o primeiro tipo de
luminescéncia é relevante. Neste caso a orientacdo do eletrdo mantém-se quando este

passa do estado excitado para o estado fundamental, mantendo o estado singuleto.®

6.1 METODOS SEM DERIVATIZACAO DA GABAPENTINA

A anélise direta de uma solucdo aquosa de gabapentina sem o auxilio de nenhum
tipo de derivatizacdo foi publicada e tem sido amplamente utilizada em varios estudos
de doseamento do farmaco através da leitura da absorvéncia a cerca de 215 nm. Esta
andlise é valida para estudos quantitativos da gabapentina em capsulas e outras formulas
farmacéuticas, tendo sido publicado pela USP, sendo considerado o método oficial no
doseamento da gabapentina. Este € um método simples e bastante econdémico com larga
aplicabilidade, gamas de trabalho e limites de detecdo e quantificacdo bastante
aceitaveis, com interferéncias muito pouco significativas por parte dos excipientes da

formulagdo farmacéutica em questdo.?

6.1.1 METODO DIRETO

Uma solucdo Stock foi preparada atraves da dissolucdo de gabapentina pura em
agua bidestilada, tendo-se obtido uma solugédo de concentracao rigorosa 1780,,£1,9 ppm,
a qual foi posteriormente utilizada para a preparacdo de doze solucBes padrdo, numa
gama de concentracdes entre 0,0 e 213,6 ppm. Estas solu¢bes padrdo foram preparadas
pela pipetagem de diferentes volumes da solucdo Stock anteriormente referida para

balbes volumétricos de 25 mL, usando agua bidestilada como solvente. O plano
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detalhado da preparacdo destas solugdes esta apresentado em anexo nas Tabelas A6 e
AT.

Para a escolha do comprimento de onda ao qual se realizou a anélise foi tracado
0 espetro de absorcdo do gabapentina. Desta de forma foi possivel verificar em que regido
espetral existia absor¢do do analito e assim restringir a analise de cada solucdo ao
maximo de absorcdo garantindo a aplicabilidade da lei de Lambert-Beer. Para isso fez-se
um varrimento espetral entre 200 e 400 nm, usando para isso uma solugdo padrdo de
concentracdo 64,,+1,; ppm de gabapentina, tendo a linha de base sido definida pelo
branco. O maximo de absor¢do, como se pode observar na Figura 6.1 ocorre a 192 nm.

0,20+ 192 nm
g
= 0,15
@
E 0,10-
= 005
0,00 - . —
200 400

Comprimento de onda {nm})
Figura 6.1 - Espetro de uma solu¢do aquosa de gabapentina de concentragdo 64,,£1,, ppm.

Para avaliar a linearidade dos metodos foi efetuado o calculo da regressédo
linear pelo método dos minimos quadrados e calculado o valor dos residuais e o
coeficiente de correlacdo, recomendado pela ICH.*® A representagdo grafica da
absorvéncia a 192 nm em funcéo da concentracdo de gabapentina e a representacdo dos
residuais estdo apresentados na Figura 6.2 A e B, respetivamente. Os valores de

absorvéncia obtidos para cada padréo encontram-se em anexo na Tabela A8.

0.6 0,015
=05 *
5 A 0.010 ry 5
S04 *
= . 0,005 =
£03 E PR
£ 20000 5 ;
;02 P 23 e O 100 130 200 230
z o -0,003
<01 g

*
*
0 s* 0,010 ¢ .
0 50 100 150 200 250 0.015
Concentracio GBP (ppm) o Concentracio GBP (ppm)

Figura 6.2- (A) - Curva de calibracdo de gabapentina em solugao aquosa correspondente a
absorvéncia a 192 nm; (B) - Evolucéo dos residuais em func¢do da concentracdo de gabapentina
para 0 método Direto.
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Apesar do coeficiente de correlagdo estar acima do critério de aceitacdo, o
calculo dos residuais demonstrou a presenca de possiveis outliers, solu¢des padréo que
estariam a fazer a curva desviar-se da linearidade, diminuindo a relag&o linear entre a
concentracdo de gabapentina e a sua absorvéncia a 192 nm. Atendendo a que 0s
residuais sdo obtidos pela diferenca, em valor absoluto, entre os valores obtidos e os
valores previstos, o residual que possua maior diferenca podera constituir um valor
limitante da linearidade, pelo que é considerado um outlier e devera ser desprezado. Os
residuais devem apresentar perfil aleatério sem nenhuma tendéncia 6bvia, revelando a
auséncia de erros sistematicos.”

Para 0 metodo Direto como critérios de aceitacdo internos tem-se que o
coeficiente de correlacdo devera ser igual ou superior a 0,999 e residuais com
distribuicdo aleatoria e valor (em mddulo) igual ou inferior a 0,012. Assim o padrédo
namero 12, de concentracdo 213,6+2,5 ppm, foi o outlier desprezado. O desvio padrédo
dos residuais € indicador da incerteza relativa a curva de calibracdo, tendo-se obtido um
valor de 0,006 e 0,003 antes e apds a remog¢do do padrdo supramencionado. Apds a
remocdo do padrdo 12 da reta de calibracdo obteve-se uma reta com uma elevada
linearidade. A correspondente reta de calibracéo e os residuais apos remocao do outlier
encontram-se apresentados na Figura 6.3 A e B. Na mesma pode-se verificar uma
distribuicdo independente a nivel dos residuais.

O valor dos limites de detecdo e quantificacdo foram obtidos de duas formas
distintas, pela estimativa através da razdo entre o desvio padrdo do sinal e o declive da
reta e também de acordo com entidades como a IUPAC e ICH, pelo desvio padrdo de
brancos, ligeiramente fortificados com o analito.”* Para esta Gltima estimativa
fizeram-se 20 leituras dos brancos fortificados e foi efetuada a raz&o entre o desvio
padrdo do sinal e o declive da reta, de acordo com a respetiva razdo sinal/ruido. A
Tabela A9, apresentada em anexo contem os valores do sinal obtido para os brancos
ligeiramente fortificados, o seu desvio padrdo. A Tabela 6.1 resume os parametros da

reta para o método Direto.
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Tabela 6.1 - Parametros da reta de calibragéo
para 0 método Direto.

Meétodo Direto
)‘«anélise 192 nm

Parametros
da Reta

Equacdo dareta  A=[2,55,+0,045)x10°]Cqgp +

(95 % confianca)” [0,65+0,2¢)x107]
Se?sgbr:]'_if;ide (2,55,+0,04)x10°
LDs (ppm)” 3,18
LQs: (ppm)” 10,60
LL (ppm)” 142,42
GD’ 13,44
LDsy (ppm)” 1,92
LQss (ppm)” 6,40

*Célculos efetuados de acordo com as expressdes contidas em k) e 1)
no anexo de equagdes

0.4

E s /
o
'g 0,2
: /
b
201
-

0 T T )

0 30 100 150
Concentracio GBP (ppm)
0,004
B
*
. . .
- *

, 0000 —* * - .
k| . 50 100 150
5
[=5 *

0,004

+
-0,008
Concentracio GBP (ppin)

Figura 6.3 — (A) - Reta de calibragéo da gabapentina
em solucdo aquosa a 192 nm; (B) - Residuais do

método Direto apds remocao do outlier.

O método Direto apresentou linearidade numa gama de concentracdes entre 6,40
e 142,42 ppm, obedecendo a lei de Lambert-Beer nesse intervalo. Sendo esta uma
funcdo linear, a sensibilidade do método pode ser avaliada pelo declive da reta de
calibragdo. Assim obteve-se uma sensibilidade reduzida para o método Direto,
designadamente  (2,55,+0,04g)x10° ppm™. A equacdo da reta foi a seguinte:
A=[(2,55,+0,045)x10°]Cesgp + [(0,65%0,25)x107], para um grau de confianca de 95 % e
a mesma apresentou um coeficiente de correlacdo muito préximo da unidade, 0,9993.

A estabilidade de produtos farmacéuticos € definida como a capacidade do
produto manter as suas carateristicas iniciais, durante um determinado periodo de tempo
e sob diversas condicdes, dentro de limites estabelecidos, dependendo de fatores como o
pH, temperatura, humidade, fatores inerentes ao processo de fabrico, a prépria
formulagéo ou principio ativo.?

No estudo da estabilidade das soluces aquosas de gabapentina, nomeadamente
das solucGes padrdo, foi feita a sua analise em varios momentos: imediatamente apds a
preparacdo das solucdes, cerca de quatro horas apds, e diariamente até 120 horas apds a
sua preparacdo, tendo sido as mesmas armazenadas num local frio e escuro durante este

periodo de tempo. A avaliacdo da estabilidade foi feita a trés niveis distintos: analise da
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evolucdo da absorvéncia e concentracdo das solugdes padréo e evolucdo da reta de
calibragdo ao longo do tempo. Estes ensaios permitem determinar o tempo durante o
qual as solucdes preparadas podem ser armazenadas, em determinadas condicdes, sem
que haja degradacgdo do analito.

As absorvéncias dos padroes foi analisada ao longo de 120 horas e os valores
encontram-se discriminados na Tabela A10, em anexo. Como critério de aceitacao,
qualquer solucdo padrdo que mantenha um coeficiente de variacdo das absorvéncias
abaixo dos 2,00 % considera-se estavel.?® A excecdo das soluces padréo 0,1, 2 e 3, de
concentracdes de gabapentina de 0,00+0,00,7,1,+0,43 14,2,+0,44 e 21,320,595 ppm,
respetivamente, todas as solugbes mantiveram o coeficiente de variagdo das
absorvéncias abaixo do limite de aceitacdo. Isto esta relacionado, ndo com uma grande
dispersdo dos resultados obtidos nos padrdes 0, 1, 2 e 3, mas com o fato do valor da
absorvéncia destes padrdes ser baixo, 0 que, tendo em conta a expressdo usada no
calculo do coeficiente de variacdo, origina valores acima do aceitavel. A solugdo que
mais se mantive estavel foi o padrdo 12, de concentracdo, 213,6+2,5s ppm, tendo obtido
um coeficiente de variacdo de 0,34 %. Foram escolhidos varios padrdes para analisar a
estabilidade das solucbes e verificar a variacdo da absorvéncia das mesmas no periodo
analisado, tendo sido os padrdes nimero 2, 4, 6, 8 e 10, de concentracdo em gabapentina
de 14,2,+0,4,4, 28,45+0,60, 42,7,+0,73, 56,9720,97¢ 71,,£1,3 ppm, respetivamente. Nas
Figuras 6.4 A e B estdo apresentadas a evolucdo da absorvéncia para cada um desses
padrdes ao longo de 120 horas, a 192 nm e a evolucdo do padrdo 11, de concentragédo

142,,£1,; ppm, respetivamente.

0,200 4 A 0.37% B
_ # Padrio 2 _ *
E o e £ 0,373
5 0130 WPadrio 4 = *
= = 0,371
- Padrio 6 = !
20 1 = * *
S m = = u B Padrio £ 0,369 *
3 H -
;5_ 0,030 3 " . ™ ® * Padrio 10 .-_.- 1367 +
0,365
4 . 96 120 0 24 <8 [F] 96 120
Tempo (horash Tempo (horas)

Figura 6.4 — Evolucéo da absorvéncia dos padrdes ao longo do tempo: (A) - Padrfes 2, 4, 6, 8 e
10, de concentragdes 14,2,4+0,4, 28,44+0,60 42,7,£0,75 56,9/£0,9;e 71,,+1,3 ppm; (B) — Padréo
11, de concentragdo 142,,+1,; ppm.
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Dentro dos padrfes analisados com maior rigor, o padrdo 8, de concentracdo
56,9;,£0,9; ppm e média de absorvéncias de 0,154 obteve o valor mais baixo de
coeficiente de variacdo, nomeadamente 0,97 %, seguido do padrdo 4 de concentracdo
28,45+0,60 ppm, média de absorvéncias de 0,082 e coeficiente de variacdo de 1,57 %.
Seguem-se os padrdes 10, 6 e 2, que obtiveram coeficientes de variacdo de 1,57, 1,73 e
3,20 %, respetivamente. O padréo 2 obteve um valor de coeficiente de variagdo superior
ao limite de aceitacdo, pelo motivo acima referido. Como se pode observar pela Figura
6.4 B, a absorvéncia do padrdo 11 manteve-se entre 98-102 % do sinal obtido logo ap6s
a preparacgéo do padréo.

Na Tabela 6.2 estdo apresentadas as retas de calibracdo obtidas para o método
Direto ao longo do tempo, na sua gama linear, de forma a avaliar a estabilidade das retas
de calibracdo do presente método. A Figura 6.5 apresenta a reta de calibracdo das
solugdes analisadas logo apos a sua preparacédo e 120 horas ap0s a sua preparacéo.

Tabela 6.2 - Variacdo da equacao da reta de calibracéo ao longo do

tempo para 0 método Direto.

0.4
Tempo  Sensibilidade Ordenada Coeficiente de | _ /'
(horas) (ppm™)” na origem” correlagéo(r’)” | Eos
0 (2,555+0,045)x10°  (0,65+0,25)x10? 0,999 2 *0 fioras
4 (2,55:#0,075)x10°  (0,95%0,43)x10” 0,998 s 120 e
24 (2,57520,075)x10°  (9,15+0,46)x10? 0,998 E -
48 (2,58,20,075)x10°  (0,85+0,45)x10” 0,998 "
72 (2,60:40,06)x10°  (0,750,30)x10” 0,999 o | | |
92 (2,56+0,08,)x10°  (0,9,40,4,)x10? 0,998 i 50 100 150
120  (2,57,#0,07,)x10°  (0,85+0,4,)x107 0,998 Concentragio GBP (ppm)

*Calculo de acordo com expressdes contidas em k) no anexo de equacdes Figura 6.5 - EVO|UQ€§O da reta de calibra(;éo

durante 120 horas de analise para 0 método
Direto.

A reta de calibracdo do método Direto manteve tanto o declive como a ordenada
na origem bastante estavel durante o periodo analisado, para um nivel de confianca de
95 %, mantendo desta forma a sua sensibilidade constante ao longo do periodo
analisado. A relacdo entre a curva de calibracdo do método logo apds a preparacdo das
solucdes padrdo e a curva obtida ao longo do periodo analisado constitui uma forma de
avaliar a estabilidade as solucBes padrdo. Segundo o Handbook of Analytical
Validation, o critério de aceitacdo para esta razdo encontra-se delimitado entre 98-102
%.% A relacéo entre o declive das retas encontrou-se entre 98,18 e 100,10 % quando
analisadas ao longo de 120 horas, o que se encontra dentro dos limites de aceitacdo,

podendo-se afirmar que, de um modo geral as solu¢des padrdo mantiveram estavel a sua
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absorvéncia. A variacdo no seu declive foi tdo baixa que para andlises efetuadas
imediatamente e 120 horas ap6s a preparacéo das solu¢fes havia total sobreposicdo das
retas, pelo que apenas se representa os extremos. Usando as equagdes da reta obtidas
para as andlises efetuadas ao longo do tempo foi possivel verificar a variacdo da
concentracdo de gabapentina nas solucdes padrdo. Foram avaliadas as solugdes 2, 4, 6 e
8, tendo-se obtido coeficientes de variagdo de 3,59, 1,32, 0,87 e 0,94 %, respetivamente,
para as 120 horas de analise. O padrdo 2 ndo manteve a concentracdo de gabapentina
abaixo do valor de aceitacdo limite para ser considerado estavel, 2,00 %, de forma
analoga ao verificado na andlise da absorvéncia dos padrfes. A solucdo padrdo que se
manteve a sua concentracdo mais estavel ao longo de 120 horas foi o padréo 6.*°Assim,
pode-se afirmar que as solugdes aquosas de gabapentina sdo estaveis e mantém a sua
concentracdo durante, pelo menos, 120 horas a cerca de 4 °C.

Para a correta e completa estimativa da precisdo do meétodo, alguns fatores
deveriam ser alterados, como o dia das analises, o analista, o laboratorio, entre outros.
Uma vez que os recursos eram limitados e apenas havia um analista, o Unico fator que
se fez variar foi o dia de anélise, podendo-se assim afirmar que se analisou ndo sé a
repetibilidade mas também a precisdo intermédia dos métodos.”’A repetibilidade foi
avaliada pela realizacdo de seis ensaios de doseamento da gabapentina pura, no mesmo
dia de preparacdo das solucbes, pelo mesmo analista e instrumentos. A precisdo
intermédia foi analisada pela elaboracdo de quatro ensaios em dias consecutivos e
posteriores a preparacdo das mesmas. A precisdo sera apresentada sob a forma de
coeficiente de variacdo (RSD) e a exatiddo sera apresentada por via do erro relativo
(ER).

De forma a avaliar a precisdo e exatiddo do método Direto foram preparadas trés
solucdes de diferentes concentracbes de gabapentina, designadamente 10,6g+0,44,
31,1520,74 e 39,,+1,, ppm, apresentadas em anexo na Tabela All. A estas solucdes
foram efetuadas seis analises no dia em que foram preparadas e uma andlise a cada dia
apos a preparacdo das mesmas, em quatro dias consecutivos, estando na Tabela 6.3,
apresentada a média dos resultados obtidos para cada nivel de concentracdo. Utilizou-se
para o célculo das concentrac@es a reta de calibracdo obtida logo apds a preparacdo dos
padrdes. Os resultados individuais encontram-se na Tabela Al12 e Tabela A13, para

andlises efetuadas no mesmo dia e em dias alternados, respetivamente.
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Tabela 6.3- Coeficiente de variacdo e erro relativo do método Direto para analises efetuadas no
mesmo dia e em dias alternados.

Ensaios dentro do mesmo dia (N=6) Ensaios em dias alternados (N=4)

Método CGBPesperada*i CGBPobtida;—" SD* RSD* RS Dl—l RE* CGBPobtida*i SD* RSD* RSDL—I RE*
€conc(PPM)  ec(ppm) (%) (%) (%)  ec(ppm) (%) (%) (%)

10,6¢+0,4,4 10,7226 0,29 2,75 8,60 0,25 10,5226 0,20 1,87 8,60 -1,88

Direto 31,15+0,7, 31,0125 059 19 7,32 -0,50 31,,12;5 0,37 1,20 7,32 0,23
39,,11,, 39,7225 058 1,45 7,07 1,30 39,8125 0,37 0,94 7,07 1,72

*Célculos feitos a partir das expressdes contidas em d), e), f), j) e 0) no anexo de equacdes

Para as andlises efetuadas no mesmo dia o coeficiente de variacdo variou entre
1,45 e 2,75 % e para analises em dias alternados esteve entre 0,94 e 1,87 %, valores que
se encontram dentro dos limites de aceitacdo para concentraces de analito na ordem
das dezenas de ppm de analito, abaixo de 7,30 %, segundo a AOAC ou, de forma mais
especifica, coeficientes de variacéo abaixo dos valores de RSDy.?® Assim confirma-se a
elevada precisdo do método pela obtencdo de valores bastante inferiores ao limite. A
exatiddo do método foi avaliada pelo célculo dos valores de erro relativo. Esta forma de
determinar a exatiddo do método € apenas uma aproximacgdo, uma vez que O erro
relativo deveria ser calculado com recurso a um MRC e foi definido como valor real o
valor indicado pelo fabricante, 100 mg. Obtiveram-se valores de erro relativo entre 0,25
e 1,30 % para as andlises efetuadas no mesmo dia e 0,23 e 1,88 % para analises
efetuadas em dias alternados, valores abaixo do limite de aceitacdo, 5,00 %.*" Assim, o
método pode-se afirmar exato. Posteriormente a exatiddo do método serd tambem
avaliada através de ensaios de recuperacdo e sera feita a comparacdo entre os valores
obtidos pelo método de referéncia e 0 método Direto efetuado na presente monografia,
de forma a verificar a presenca de diferencas significativas entre a precisao e exatidao.

A recuperacdo do metodo € um bom indicador da exatiddo do metodo, ou seja,
da proximidade entre o valor real da amostra e o valor teorico. Esta, segundo a ICH,
deve ser obtida ap0s estabelecidas a linearidade, especificidade e precisdo do método,
devendo ter um minimo de 9 determinacGes de trés solucbes de diferentes
concentracdes, trés réplicas cada.”®> Uma das maiores limitacdes dos ensaios de
recuperacdo € o fato de que o analito na solucdo Stock pode ndo estar na mesma forma
gue o analito presente na amostra.

Para avaliar a recuperacdo do método Direto foram fortificadas solucbes de
concentracdo fixa de gabapentina pura com trés solucdes de diferentes concentracdes de
amostra de Neurotin®, tendo-se obtido concentracdes de 22,2,+0,9s, 34,0+1, e 46,,+1 7

ppm. A forma de preparacdo das solucdes para 0s ensaios de recuperacdo e a sua
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concentragio encontra-se em anexo na Tabela Al4. E assim apresentada a recuperacéo
media para cada nivel de concentracdo na Tabela 6.4, estando os resultados obtidos
para cada ensaio individual apresentados em anexo, na Tabela A15. Na Figura 6.6 esta
apresentado o grafico da concentracdo de gabapentina recuperada em funcdo da
concentracdo da gabapentina fortificada.

Tabela 6.4 - Média dos ensaios de recuperacéo do 5000
método Direto. ‘ 45.00 P
. Copesperadat€C  CoppteC  Recuperacio :
Meétodo peracs * " z
(Ppm) (Ppm) SD (%) g o
22,2,40,95  46,+2;s  100,63,,
Direto 34,,+1,, 22,1125 99,,+2,5 E ./
20.00
46!21117 34121215 99171217 ? Cnucen:t[r]'al;ﬁn GBP fnrﬁfitasz (ppm) ?

*Calculos efetuados de acordo com as expressdes contidas em d), j),

m) € 0) no anexo de equacoes Figura 6.6 - Relagéo entre a concentragao de

gabapentina recuperada e fortificada para o
método Direto.

O método Direto obteve recupera¢bes muito proximas de 100 %, tendo obtido
uma média de recuperacbes de 99,5+2,7 %. Estes valores encontram-se dentro dos
limites de aceitacdo, indicados pela AOAC, para a ordem de concentragfes com que se
esta a trabalhar, ordem das dezenas de ppm, 80-110 %.%°

A funcdo concentracdo de analito recuperada e fortificada possibilita a avaliagdo
da linearidade do método de andlise.** Pretendem-se declives e coeficientes de
correlacdo proximos da unidade, estimando desta forma a capacidade do método se
desviar linearmente da recuperacdo ideal, 100 %. Para o método Direto, a relacédo
concentracdo de gabapentina recuperada e fortificada apresentou um declive de
0,995+0,04, ppm™ e um coeficiente de correlacdo de 1,000, pelo que se pode afirmar
que a concentracdo fortificada foi estatisticamente semelhante a concentracdo
recuperada e que o método é linear dentro da gama avaliada.**

A especificidade de um meétodo analitico demonstra que 0 mesmo ndo da
resposta positiva a amostras que ndo contém analito, mostrando também que a matriz da
amostra ndo interfere na analise. Os ensaios de recuperacdo do método Direto
possibilitaram a verificacdo da existéncia de interferéncias por parte dos excipientes
presentes nas capsulas de gabapentina, tal como o talco, amido de milho, lactose (mono-

hidratada ou anidra). Uma vez que se obteve para o presente método uma recuperacéo
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média de 99,s+2,; %, pode-se aferir que a interferéncia dos excipientes € pouco
significativa na analise quantitativa da gabapentina.

Outra forma de avaliar a especificidade do método, segundo as normas da
AOAC, ¢ a razdo entre o declive das curvas para 0 método reta de calibragdo e adicdo
de padréo, as quais devem ser paralelas e apresentar uma razéo entre os declives entre
98 e 102 %. Assim, foram preparadas as solu¢cdes padrdo do método Direto novamente
mas com a adicdo de uma determinada quantidade, fixa, de amostra, o0 método da adicao
de padrdo, o qual elimina efeitos da matriz.?° Foram adicionados 0,45 mL da solucéo de
amostra, feita através de uma cépsula de Neurotin®, e igual volume de solugdo Stock
relativamente ao método da reta de calibracdo, de acordo com a Tabela AlS6,
apresentada em anexo. Na Figura 6.7 esta apresentado o declive das retas de calibracdo

e adicdo de padréo.
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Concentracio GBP (ppm)

Figura 6.7 - Declive método reta de calibragéo e adi¢do de padrdo pelo método Direto.

A equacdo da reta para 0 método da adicdo de padrao foi: A=[(2,59¢+0,06)x10"
%1Cerrt[(5,34+0,35)x107] para um grau de confianca de 95 %. O quociente entre o
declive obtido pelo método da reta de calibracdo e adicdo de padrdo foi de 98,28 %,
pelo que se encontra dentro dos critérios de aceitacdo pela AOAC, valores entre 98-102
%.%° A concentracdo da solucdo de amostra obtida pelo método da adicéo de padréo foi
de 20,7£1,, ppm, de acordo com a equacdo n), apresentada no Anexo de equagdes, que
corresponde a 103,7,+0,3p mg de gabapentina por cédpsula, 0 que demonstra baixa
interferéncia dos excipientes pelo método da reta de calibracéo.

Uma vez que o primordial objetivo deste estudo era a determinacdo do teor de
gabapentina em cépsulas, este foi 0 passo seguinte. Assim, foram preparadas amostras
de cada uma das capsulas de gabapentina dos diferentes laboratérios, de forma idéntica
para todas, segundo a Tabela A17 e os valores individuais de recuperagdes obtidas para

as capsulas estdo apresentadas na Tabela A18, ambas em anexo. Na Tabela 6.5 estdo
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apresentados as recuperacdes meédias obtidas para as diferentes capsulas pelo método
Direto.

Tabela 6.5 - Recuperacdes obtidas para as diferentes capsulas para o0 método Direto.

Meétodo Meétodo
Proposto Gabomox® Neurotin® Ratiopharm  Teva  Generis Referéncia
(N=6) (N=5)*
ngg‘z{/fj‘;%ao 99,5t1,s  98,6t2.s 97,6£2,,  98,%l,s 101,42, 99,55+1,4s
Direto teatcuiado (95%6) -0,02 -0,53 -1,50 -1,42 1,36 tbeiano(95%) 2,57
Fealcutado (95%6) 1,21 2,92 2,00 1,21 249  Fubedo(95%) 6,26

*Calculos efetuados de acordo com expressdes contidas em d), g), h) e 0) no anexo de equagdes

O método Direto foi aplicado com sucesso a determinacdo de gabapentina nas
capsulas e os resultados obtidos foram comparados com os obtidos pelo método
espetroscopico de referéncia, o qual obteve uma recuperacdo de 99,5s+1,45 %, atraves
da aplicacéo do teste t-student para a anélise da exatiddo e o teste Fisher para a analise
da precisdo do presente método, para 95 % de confianca.

O doseamento de gabapentina em cépsulas pelo método Direto esteve muito
proximo do valor esperado, 100 mg, para todas as capsulas de gabapentina, tendo-se
obtido teores entre 97,0+2,; e 101,,+2,3 %. O valor de t-student para 0 método Direto
nunca excedeu 0s 1,50 em modulo e o valor de Fisher nunca foi superior a 2,92, sendo
assim a hipotese nula (HO) aceite. Uma vez que os valores de t-student e Fisher obtidos
experimentalmente em nenhum dos casos excederam os valores tabelados, 2,57 e 6,26,
respetivamente, para 95 % de confianca, pode-se afirmar que ndo houve diferencas
significativas entre os métodos efetuado e de referéncia, no que diz respeito a exatidao e
precisao.

6.1.2 METODO ETANOL/AGUA

Um dos fatores que mais afeta as propriedades de absorcdo de um croméforo € o
efeito da polaridade da molécula. Solventes polares como a agua e alcoois tém maior
tendéncia a diminuir o comprimento de onda maximo que solventes ndo polares. Além
disso, o espetro de absor¢do de um analito é sensivel ao solvente utilizado. Assim,
espera-se que o comprimento de onda maximo se altere com a modifica¢do do solvente
utilizado na preparacdo das solugdes padréo.

Para a preparacdo das solucbes Stock e Intermédia foi dissolvida uma
determinada quantidade de gabapentina pura em agua destilada, conforme apresentado
na Tabela A19, em anexo, tendo sido obtidas concentracdes de 6037+13 e 3019+1g ppm

de gabapentina para as mesmas, respetivamente. As solucfes Stock e Intermédia foram
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usadas na preparacdo de doze solucbes padrdo de diferentes concentracfes de analito,
através da pipetagem de diferentes volumes, usando como solvente uma solucdo aquosa
de etanol (1:1), como descrito em anexo na Tabela A20.

Para a escolha do comprimento de onda ao qual se realizou a andlise foi feito o
espetro de absorcdo do gabapentina a partir de uma solucdo de gabapentina em
etanol/agua (1:1), de concentragdo 483,0+5,1 ppm. O maximo de absor¢do, como se pode
observar na Figura 6.8, encontra-se aos 194 nm, tendo sido ent&o a este comprimento de
onda que se efetuaram as analises de todas as solucdes.

0,501 1% nm
0.40 |
0.30

0.20 ;
0,10
0,00 - :

200 400
Comprimento de onda {(nm)

Absorvencia

Figura 6.8 - Espetro de absorcdo de uma solugdo padrdo de concentragdo 483,,+5,; ppm de
gabapentina para 0 método Etanol/Agua.

As solucdes padrdo foram sujeitas a uma unica leitura da absorvéncia a 194 nm
no espetrofotometro Uv-Vis, estando os valores estdo apresentados em anexo na Tabela
A21. De forma a aumentar a linearidade da reta e assim garantir a resposta linear entre a
absorvéncia das solucdes e a sua concentracdo, houve a necessidade de eliminar alguns
pontos da curva de calibracdo. Para isso calcularam-se os residuais e verificou-se a
evolucdo do coeficiente de correlagdo com a eliminacdo dos principais outliers. As
representacdes graficas da curva de calibracdo e dos residuais para o metodo

Etanol/Agua, encontram-se ilustrados na Figura 6.9 A e B, respetivamente.
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Figura 6.9 - (A) - Curva de calibracdo de gabapentina em solucéo alcodlica a absorvéncia a 194
nm; (B) - Evolucéo dos residuais em fungdo da concentracdo de gabapentina.
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As solucgdes padrdo que obtiveram maiores valores de residual, em mddulo, eram os
pontos que estariam a fazer a curva desviar-se da linearidade e foram por isso
desprezados. Como critérios de aceitacdo internos tem-se que coeficientes de correlagdo
iguais ou superiores a 0,999 e valores de residuais inferiores a 0,034 s&o requeridos.
Apenas 0 padrdo nimero 12, de concentracdo 1207,4%8,, ppm, foi dado como outlier,
tendo sido o Unico padrdo desprezado. O desvio padrdo dos residuais antes e apos a
remocdo do padrdo 12 passou de 0,017 a 0,006, respetivamente. Assim obteve-se uma
reta com uma elevada linearidade entre 96,6 e 724,5 ppm, com uma distribuicdo
independente dos residuais, como se pode observar pela analise da Figura 6.10 A e B.
De forma anéloga ao método anterior foram calculados os pardmetros da reta
para 0 método Etanol/Agua. Os valores do sinal do branco fortificado estdo
representados na Tabela A22 do anexo. O resumo destes parametros encontra-se

apresentado na Tabela 6.6.

07
206 /
i Zos

Tabela 6.6 - Parametros da reta para 0 método Etanol/Agua. €04 /

Parametros Método Etanol/Agua £o02 /
da reta Aanalise 194 NM £ 02 e
Equacdo dareta  A=[(8,400,16)x10|Ccpp =0 L
(95% confianca) +[(1,05%0,65)x107] =0
Sens'b'l!fi?de (8,400,10)x10™ 0 200 400 600 800
(ppm ) . Concentracio GBP (ppm)
LDsr (ppm) 21,60
LQsr (ppm)” 72,00 o0 . 5
LL (ppm)” 724,44 oo K
GD" 10,06 . .
LDss (ppm)’ 17,51 : o . - . |
LQs, (ppm)” 58,37 = 200, 400 600 200
*Célculos efetuados de acordo com as expressdes contidas em k) e ) -0,005 * e * ¢
no anexo de equacdes
0,01
Concentracio GBP (ppm)

Figura 6.10 — (A) - Reta de calibracdo para o método

Etanol/Agua a 194 nm; (B) - Residuais do método
Etanol/Agua apds a remogéo do outlier.

O método Etanol/Agua observou-se linear numa gama de concentracdes entre 58,37 e
724,44 ppm e obteve uma sensibilidade baixa, designadamente (8,4¢+0,19)x10* ppm™.
A equagdo da reta foi a seguinte: A=[(8,40%0,1¢)x10™*]Ceagp + [(1,05+0,65)x10?], para 95
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% de confianca, tendo a mesma obtido um coeficiente de correlagdo muito proximo da
unidade, 0,9990. O método Etanol/Agua obteve limites de detecdo e quantificagio
bastante elevados e uma sensibilidade muito baixa para o objetivo proposto, pelo que o
doseamento de gabapentina seria pouco rigoroso. Por este motivo a gabapentina em
capsulas nao foi quantificada por este método, sendo apenas utilizado para comparagao

a nivel dos pardmetros da reta.

6.1.3 METODOHCL 0,1 M
O efeito da protonacdo da molécula de gabapentina na absorcdo de radiacdo foi

avaliado, uma vez que a protonacdo ou desprotonacdo de uma molécula pode alterar o
seu cromdforo, desde que este seja ionizavel. Se o croméforo da molécula for préximo
do seu ponto de ionizacdo, variacbes no pH vao ser responsaveis por alteracdes
espetrais. Uma vez que a gabapentina em solucdo aquosa se encontra na forma neutra
(grupo amina protonado e grupo carboxilico desprotonado), a adicdo de uma solucao
acida provoca a protonacdo a nivel deste ultimo grupo funcional. Assim, a analise
espetroscopica de uma solucdo acida de gabapentina pretende verificar se a alteragéo do
grupo acido carboxilico (neste caso a protonacdo) tera influéncia na absorcdo de
radiacdo por parte da gabapentina. Foi também testada a analise espetroscopica de uma
solucdo basica (NaOH 0,1 M) de gabapentina, de forma a verificar se a desprotonagéo
do grupo amina teria influéncia na analise espetral da gabapentina.

Foram preparadas solucBes Stock e Intermédia de concentragdo de gabapentina
de 4058,018,4 € 2029+13 ppm, respetivamente, através da dissolucdo de gabapentina pura
em agua bidestilada, como se encontra representado na Tabela A23, em anexo.
Prepararam-se doze solu¢des padrdo, de diferentes concentracGes de analito e ainda o
branco, com o qual se fez a linha de base, usando como solvente uma solucdo de HCI
0,1 M, tal como apresentado na Tabela A24.

Para a escolha do comprimento de onda ao qual se iria realizar a analise foi
tracado um espetro de absorcdo de uma solucdo de gabapentina de concentracdo
487,0%5,, ppm numa solucdo de HCI 0,1 M. Como se pode observar na Figura 6.11,
este maximo de absorcdo encontra-se aos 206 nm, tendo sido entdo a este comprimento

de onda que se efetuaram as analises de todas as solucdes.
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Figura 6.11 - Espetro de uma solugdo com 487,,%5,, ppm de gabapentina em HCI 0,1 M.

Uma vez que o comprimento de onda ao qual se verifica 0 maximo de absor¢édo
da gabapentina em solucdo 4cida se manteve razoavelmente estavel relativamente ao
obtido por uma solucdo aquosa de gabapentina, pode-se aferir que a protonagdo do
grupo carboxilico interfere pouco significativamente com a absorcéo de radiacdo pela
gabapentina.

Como mencionado anteriormente foi também testado o método que usa uma
solugdo de NaOH 0,1 M como solvente, o qual ndo apresentou nenhum maximo de
absorcdo notavel na regido espetral do ultravioleta-visivel. Pode-se, por este motivo e
pelo fato da derivatizacdo da gabapentina ocorrer sempre a nivel do grupo amina, inferir
que o grupo amina sera responsavel pela absorcdo deste analito por volta de 200 nm.
Alteracdes a nivel do grupo carboxilico ndo afetam a absorcéo de radiagdo por parte da
gabapentina, mas quando estas ocorrem a nivel do grupo amina alteram o cromoforo e
deixa de haver absorcao de radiagdo na regido do visivel.

Cada solucdo padrdo do método HCI 0,1 M foi sujeita a uma Unica leitura da sua
absorvéncia no espetrofotometro Uv-Vis, a 206 nm (valores apresentados em anexo, na
Tabela A25). A curva de calibracdo e os respetivos residuais estdo representados pelas

letras A e B, respetivamente, na Figura 6.12.
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Figura 6.12- (A) - Curva de calibracdo da solucéo &cida de gabapentina a 206 nm; (B) -
Evolucéo dos residuais em funcgdo da concentragdo de gabapentina.
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A representacdo dos residuais em fungdo da concentragdo de gabapentina

mostrou distribui¢do aleatoria. Os maiores valores de residuais em mddulo foram os

pontos desprezados, tendo sido o critério de rejeicdo qualquer valor igual ou superior a

0,014. Assim o padrdo nimero 7, de concentracdo 162,3+2,; ppm, foi o outlier

desprezado. A reta apresentou um desvio padrdo dos residuais de 0,0051 antes da

remocao do ponto referido e 0,0025 ap6s a remog¢do do mesmo. Assim, apds a remocao

do outlier obteve-se uma reta com uma elevada linearidade entre 40,58 e 811,60 ppm e

residuais com distribuicdo independente, apresentadas na Figura 6.13 A e B.

Posteriormente calcularam-se os parametros da reta para 0 método HCI 0,1 M,

nomeadamente a equacdo da reta para 95 % de confianca, os limites de detecdo e

quantificagdo por ambas estimativas, estando os sinais dos brancos apresentados em

anexo, na Tabela A26, limites de linearidade e gama dindmica, apresentados se seguida,

na Tabela 6.7.

Tabela 6.7 - Parametros da reta para o0 método HCI 0,1 M.
Parametros HCI0,1 M
da reta Aanatise 206 NM
A=[(3,135+0,07,)x10™*]Cggp
+ [(-0,622,6)x107]

Equacéo da reta
(95% confiancga)

Sensibilidade

(opm)’ (3,1350,07,)x10™
LDs; (ppm)” 24,97
LQsr (ppm)* 83,25
LL (ppm)” 811,60
GD’ 9,75
LDsp (ppm)” 25,21
LQs» (PPm)” 84,02

*Célculos efetuados de acordo com as expressdes contidas em k) e I) no
anexo de equacdes
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Figura 6.13 — (A) Reta de calibracdo para o método
HCI 0,1 M a 206 nm; (B) - Residuais para o método
HCI 0,1 M apds a remocéo do outlier.

O método HCI 0,1 M observou-se linear numa gama de concentracdes entre
84,02 e 811,60 ppm e obteve uma sensibilidade bastante reduzida, (3,13s+0,07,)x10™
ppm™. A equacdo da reta foi a sequinte: A=[(3,135+0,077)x10*]Cggp + [(-0,6+2,6)x107],
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para um grau de confianca de 95 %, a qual apresentou um coeficiente de correlacdo
muito proximo da unidade, 0,9990.0 método HCI 0,1 M obteve limites de detecdo e
quantificagdo demasiado elevados para o objetivo proposto, quantificar a gabapentina
em cépsulas, pelo que o método ndo foi considerado adequado e ndo foram efetuados

mais testes.

6.2 METODOS COM DERIVATIZACAO DA GABAPENTINA

A derivatizacdo é um método utilizado com o objetivo de produzir alteracdes na
estrutura quimica do analito, de forma a dar origem a produtos fotometricamente ativos,
em moléculas que ndo apresentem croméforos ativos ou apresentem baixa absor¢do na
regido Uv-Vis. A derivatizacdo faz-se através da alteracdo de um cromoforo do analito
na analise por espetroscopia de absorcao ou adi¢do grupos fluorescentes para analise por
espetrofluorimetria, dando origem a métodos adicionais de analise. Os objetivos dos
métodos de derivatizacdo englobam a alteracdo da volatilidade da amostra, reducdo da
absorcdo do analito no sistema, melhoraria da separacdo e resolucdo, aumento da
estabilidade, eficiéncia e capacidade de detecdo dos analitos, dependendo da técnica
analitica que se utiliza, cromatografia gasosa (CG), cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) e outras.®® As técnicas de derivatizacdo sdo utilizadas quando existe
pouca especificidade da analise para o analito ou baixa sensibilidade do método, que por
meio de reacdes de acilacdo, alquilacdo e sililagdo alteram quimicamente compostos de
baixa absor¢do Uv-Vis produzindo moléculas altamente sensiveis. A derivatizacdo pode
ser quimica ou fotoquimica. Na derivatizacdo quimica existe a alteragdo do croméforo
da molécula por meio de uma reacdo quimica. Na derivatizacdo fotoquimica a alteracéo
do analito é feita através da incidéncia de radiacdo especifica. Esta Gltima tem vantagens
relativamente a convencional, como a reducdo de custos e gastos de reagentes e
estabilidade das condicdes experimentais.*®

A escolha do reagente derivatizante baseia-se no cromoforo do analito. Grupos
funcionais como aminas, acidos carboxilicos, cetonas, aldeidos sdo grupos com
capacidade de serem derivatizados. Alguns critérios devem ser seguidos na escolha do
reagente derivatizante, por exemplo a capacidade de produzir uma rea¢do completa com
rendimentos entre 95 €100 %, a formacdo de um produto de derivatizacdo estavel e sem
perda de amostra durante a reagdo.*’

Na maioria dos aminoacidos ndo ocorrem transi¢Ges eletronicas, ou seja, estas

moléculas ndo absorvem ou absorvem pouca radiacdo na regido Uv-Vis. No entanto
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alguns amino&cidos possuem um maximo de absorcéo e podem ser analisados entre 200
e 210 nm, ou, caso possuam na sua estrutura um anel benzénico, entre 250 e 280 nm.
Contudo estas andlises tém baixa seletividade e sensibilidade. Como consequéncia,
metodos de derivatizacdo tém sido desenvolvidos de forma a melhorar os parametros e
o coeficiente de absorcdo dos métodos tradicionais, para mais facil e rigorosa detecao.
Nos aminoacidos a possibilidade derivatizacdo dos dois grupos funcionais, acido
carboxilico e amina, aumenta bastante a gama de novos métodos de analise que sdo
desenvolvidos e que podem ser usados na detecdo destas moléculas.

Uma vez que a maioria das aminas ndo apresenta espetros de absorgcdo ou
emissdo por si mesmas € essencial a utilizacdo deste tipo de técnicas para a sua detecéo.
Os reagentes mais utilizados para a derivatizacdo destas moléculas sdo a ninidrina,
fluorescamina, o-ftalaldeido (OPA), fenilisotiocianato e cloreto de dansil. O reagente o-
ftalaldeido tem vantagens relativamente aos outros, na medida em que diminui o0s
limites de detecdo e quantificagdo e a sua reagdo com as aminas é bastante rapida.*

Na Tabela 6.8, estdo apresentados os principais reagentes de derivatizacdo para
os diferentes grupos funcionais, de acordo com a reacao de derivatizacéo.

Tabela 6.8 - Reagentes de derivatizacéo para os diferentes grupos funcionais.*®

Sililagdo
Grupo funcional Reagente de derivatizagao
Bis(trimetilsilil) acetamida (BSA)
Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA)
N-metil-trimetilsilil trifluoroacetamida (MSTFA)
Trimetil clorosilano (TMCS)
N-metil-N-butil dimetilsilil trifluoroacetamida (MTBSTFA)
Acido carboxilico e Hidroxilo  Trimetilsilil imidazol (TMSI)

Amina, acido carboxilico,
hidroxilo e amida

Hidroxilo Hexametildisilazano (HMDS)
Acilacéo
Grupo funcional Reagente de derivatizacao

N-Metil-bis(trifluoro acetamida) (MBTFA)
Anidrido trifluoro acético (TFAA)

Acido pentafluoro propionico Anidrido (PFAA)
Heptafluorobutiril imidazol (HFBI)

Amina, hidroxilo, amida

Amina, hidroxilo Trifluoro acetil imidazole (TFAI)
Amina Pentafluoro propani limidazole (PFPI)
Alquilacéo
Grupo funcional Reagente de derivatizacéo

Hidroxilo e acido carboxilo  Brometo de pentafluoro benzil (PFBBr)
Trifluoreto de boro (BF3) em metanol ou butanol
Pentafluoro propanol (PFPOH)

Brometo de benzilo

Hidroxido de tetrabutilaménio (TBH)
Dimetilformamido (DMF)

Diazometano (N,CH,)

Acido carboxilo
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A gabapentina possui uma estrutura semelhante a um aminoacido, na medida em
que possui um grupo amina e acido carboxilico em cada uma das extremidades. Assim,
a maioria dos métodos de derivatizacdo de aminoacidos anteriormente descritos
aplicam-se a mesma. Na literatura sdo descritas vérias técnicas de derivatizacdo para

este analito.*®

6.2.1 METODO P-BENZOQUINONA

O reagente p-benzoquinona ¢é utilizado como agente derivatizante na
determinacdo de aminas primarias alifaticas. Este método de derivatizacdo tem por base
a reacdo de condensacdo da amina priméria da gabapentina com o grupo carbonilo da
benzoquinona, para formar uma imina e 4gua. O grupo amina do analito € sujeito a
derivatizacdo, de forma a alterar o cromoéforo e formar um composto com banda de

absorgo na regido Uv-Vis, a cerca de 369 nm, representado por (1) na Figura 6.14.%

COOH :<:>: COOH

0 +H,0

(p- benzoqumona} (Gabapentina)

Figura 6.14 - Reacdo da p-benzoquinona com a gabapentina.34

Neste método foram preparadas uma solucdo Stock de gabapentina de
concentracdo 603;x1; ppm, uma solucdo tampdo fosfato 0,1 M e reagente p-
benzoquinona 0,1 M em etanol. As mesmas encontram-se descritas em anexo nas
Tabelas A27 e A8. Prepararam-se onze solucdes padrdo, de diferentes concentracdes de
gabapentina, através da pipetagem de diferentes volumes de solugdo Stock, igual
volume de tampéo fosfato 0,1 M e reagente p-benzoquinona, seguidos de aquecimento
em banho-maria a 90 °C durante cerca de 5 minutos. As concentracdes dos padrdes
estdo apresentadas em anexo na Tabela A29.

Na escolha do comprimento de onda ao qual se realizou a anéalise foi feito um
varrimento espetral na regido espetral entre 200 a 400 nm usando uma solucdo padrédo
de concentracdo de 217,3+2,,0 ppm de gabapentina. Como se pode observar na Figura

6.15 0 maximo de absorcao encontra-se aos 350 nm.
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Figura 6.15 - Espetro de absor¢do de uma solu¢do com o produto da derivatizagao de
gabapentina com p-benzoquinona de concentragdo 217,52,0 ppm.
A curva de calibracdo e os residuais para 0 método p-benzoquinona encontram-
se representados pelas letras A e B, respetivamente na Figura 6.16, de acordo com 0s

valores apresentados na Tabela A30, em anexo.

3 0.06
=25 . 0.04 * ¢ "
£ . : o
g-: 2 0,02 .
2 : P —
<:§ . o . % 002 * 100, 200 300 400 300
E +* Sl
205 et 0.04 -

P -0.06

0 100 200 300 400 500 .08
Concentracio GBP (ppm) ) Concentraciio GBP (ppm)

Figura 6.16 - (A) -Curva de calibracdo do método p-benzoquinona a 350 nm; (B) - Evolucao
dos residuais em funcdo da concentracdo de gabapentina.

As solugdes padréo que estariam a fazer a curva desviar-se da linearidade foram
desprezados. Como critério de aceitacdo tem-se que a distribuicdo dos residuais em
funcdo da concentracdo de gabapentina deve ser livre de tendéncias, o coeficiente de
correlacdo deve ser superior a 0,999 e qualquer valor de residual inferior a 0,042,
Assim, os padrdes nimero 2 e 11, de concentracbes 48,3t1,5 e 483,051 ppm,
respetivamente, foram os outliers desprezados. O desvio padrao dos residuais alterou-se
significativamente antes e ap6s a remocdo dos padrbes supramencionados, de 0,031 a
0,012. Verificou-se também haver uma dispersao aleatdria dos residuais em funcdo da
concentracdo de gabapentina e um coeficiente de correlacdo de 0,9992, obtendo-se uma
reta de elevada linearidade. Na Figura 6.17 A e B encontram-se apresentados a
respetiva reta de calibracdo e a distribuicdo dos residuais apds a remocdo dos outliers
que, como se pode observar, tém distribuicdo completamente aleat6ria. Os parametros

da reta foram calculados para 0 método p-benzoquinona e estdo apresentados na Tabela
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6.9. A tabela referente ao sinal dos brancos fortificados, a partir da qual se estimou os

valores dos limites de detecdo e quantificagdo encontra-se em anexo, na Tabela A31.

I iz
Tabela 6.9 - Parametros da reta para 0 método p- E 1 /
benzoquinona. S os / e
Parametros Meétodo p-benzoquinona § 0.6 o
dareta Aanatise 350 Nm g 04
) analise - 2 02 /
Equacéo da reta A=[(5,2;10,13)x10]Cgpp .
(95% confianca)” + [(2,1%1,6)x107] 0 50 100 150 200 250
. Concentracio GBP (ppm)
Sensibilidade (ppm™) (5,25%0,13)x10° -
LDs, (ppm)” 7,38 ¢ B
« 0,0125 ®
I—QSr (ppm) 24,59 v *
B -
- 5 0 * :
LL (ppm) 241,48 5 o . g
GD’ 9,82 00125 .
LDSb (ppm)* 2,19 *
* 0.025 Concentracio GBP (ppin)
LQss (ppm) 7,30
*Calculos efetuados de acordo com as expressdes contidas em k) e I) no Figura 6.17 — (A) Reta de calibragéo do método p-

anexo de equacdes . A . .
¢ benzoquinona a absorvéncia a 350 nm; (B) - Residuais

do método p-benzoquinona apo6s remogao dos outliers.

O método p-benzoquinona observou-se linear numa gama de concentracGes
entre 7,30 e 241,48 ppm e obteve uma sensibilidade de (5,25+0,15)x10° ppm™. A
equacdo da reta foi a seguinte: A=[(5,25+0,13)x10]Ccqgp + [(2,1#1,0)x10?], para um
nivel de confianca de 95 %, a qual obteve um coeficiente de correlagcdo de 0,9992. O
método p-benzoquinona obteve limites de detecdo e quantificacdo ajustados ao objetivo
do trabalho, no entanto ndo foi utilizado na quantificacdo da gabapentina em capsulas,
uma vez que houve dificuldade em obter linearidade na reta e houve a necessidade de
reproduzir varias vezes o método até se conseguir obter uma reta razodvel. Assim, o

método mostrou-se muito pouco robusto e bastante suscetivel a variagdes.

6.2.2 METODO VANILINA

O grupo amina primaria alifatica da gabapentina reage com uma vasta gama de
reagentes derivatizantes, entre eles a vanilina através de uma reacdo de condensacao

com o grupo aldeido. Foram publicados varios métodos de doseamento de gabapentina
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que utilizam como reagente derivatizacdo a Vanilina pela capacidade que esta tem de
alterar grupos amina primarios, aumentando a sua absor¢do de radiacdo na regido
espetral do Uv-Vis. A representacdo da reacdo da Vanilina com a gabapentina esta
apresentada na Figura 6.18.%

OCH, O-
OCH, OCH g
H, COOH 3 | H, COOH NH; COOH
(&) 0
+ _ > 7 + — HC
H H(
( (1) (2)

Gabapentina)

(Vanilina)

H20

OCH, ~ OH OCH,€
EG/LNH COOH igA;]H_ COOH
L S
(3) (

4)
Figura 6.18 - Reacdo da Vanilina com a gabapentina.®

A reagdo é desenvolvida através de catalise acida. Os eletroes ndo ligantes do
grupo amina vao atacar o carbono do grupo carbonilo, representado por (1), formando
uma ligacdo entre o azoto e o carbono deixando o oxigénio negativo e 0 azoto positivo,
representado por (2). Os pares de eletrdes do oxigénio capturam o hidrogénio do grupo
amina para 0 oxigénio, dando origem um grupo hidroxilo, de forma a deixar tanto o
oxigénio como 0 azoto neutros e assim mais estaveis, formando um aminoalcool,
representado por (3), na figura anterior. Este, na presenca do &cido de Lewis tem o
grupo hidroxilo protonado. O aminoalcool protonado perde uma molécula de agua
formando o ido imino. Por fim, os eletrGes ndo ligantes do grupo amina formam uma
ligacdo dupla e os eletrBes ligantes do grupo hidroxilo vao formar agua que se liberta.
Assim forma-se um composto com cromoforo com consideravel absorvéncia a 402 nm,
representado por (4).

Para o desenvolvimento do método foram preparadas solucGes Stock e
Intermédia de gabapentina, solucdo tampdo Mcllvaine e reagente Duquenois, tal como
se encontra apresentado em anexo, nas Tabelas A32 e A33. As solucdes Stock e
Intermédia de concentracdes 593,15 e 296719 ppm, respetivamente, foram usadas na
preparacdo de quinze solugdes padrdo, entre 0,0 e 1186,8 ppm. Estas foram preparadas
através da pipetagem de diferentes volumes das solucdes Stock e Intermédia e iguais

volumes de tampédo Mcllvaine de pH 7,5 e reagente Duguenois como apresentado em
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anexo na Tabela A34. As mesmas permaneceram a repousar a temperatura ambiente
por um periodo de 30 minutos ao abrigo da luz. O tampdo Mcllvaine foi preparado
através de solucdes de &cido citrico, hidréxido de sddio, ambos 0,1 M e fosfato dis6dico
0,2 M até se atingir um pH de 7,5. O reagente Duquenois consiste numa solucdo de
Vanilina em etanol.

Para a escolha do comprimento de onda ao qual se realizou a analise foi feito o
espetro de absorcdo do gabapentina, utilizando para isso uma solucdo padrdo de
concentracdo 712,1+7,6 ppm. Na Figura 6.19 é claro que o maximo se encontra a 392
nm, tendo sido entdo a este comprimento de onda que se efetuaram as andlises de todas
as solucoes.

1.0 - 392 nm

0.5 -

Absorvencia

0,0 -

200 400 600

Comprimento de onda ()
Figura 6.19 - Espetro de absorcdo de uma solu¢do padrdo do metodo Vanilina de concentracao
712,17, ppm de gabapentina.

Cada solucdo padrdo foi sujeita a uma unica leitura da sua absorvéncia no
espetrofotdmetro Uv-Vis, a 392 nm. Foram calculados os residuais, de forma a verificar
quais os padrdes que se desviavam de forma mais significativa da linearidade, estando
os valores de absorvéncia e residuais apresentados em anexo, na Tabela A35. Na
Figura 6.20 A e B estdo apresentados a curva de calibracdo e os residuais obtidos para

0 método Vanilina.

1.4 0,04
. A . * B

=12
= 0,02 +
g .
oy L
= - L
Sos P : 01t : : : : .
Eos e * %00 400 600 800 1000 1200 1400
e L = rY
S04 . =002 4
20:2 -”

i - 0,04

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 0.06 *
Concentracio GBP (ppm) : Concentracio GBP (ppm)

Figura 6.20 - (A) - Curva de calibragdo do método Vanilina a 392 nm; (B) - Evolugéo dos
residuais em fungdo da concentracdo de gabapentina.
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Antes da remogéo de qualquer outlier que mostrava fazer a curva desviar-se da
linearidade, para concentracfes baixas, os residuais do método Vanilina apresentaram
dispersdo aleatéria. Contudo, para concentragdes acima de 200 ppm os residuais
mostraram alguma tendéncia, antes da remocdo de qualquer ponto. O critério de rejeicdo
foram valores de residuais iguais ou superiores a 0,039, em mdédulo, tendo sido 0s
padrdes nimero 0, e 15, de concentracdes 0,0 e 1186,8 ppm, respetivamente, os outliers
desprezados. Obteve-se assim uma reta com uma elevada linearidade, com um
coeficiente de correlacdo de 0,9992. Neste método, o desvio padrdo dos residuais foi
0,023 para a curva completa e 0,007 ap6s a remocdo dos padrdes 0 e 15, tendo-se obtido
uma reta de elevada linearidade e uma distribuicdo independente dos residuais,
representados na Figura 6.21 A e B.

Na Tabela 6.10 estdo apresentados os valores dos parametros da reta obtidos
para 0 método Vanilina. Os sinais obtidos para os brancos fortificados para o calculo

dos limites de detecéo e quantificacdo estdo apresentados na Tabela A36, em anexo.

1
A

Tabela 6.10 - Pardmetros da reta para 0 método Vanilina. E08 -

Parametros Método Vanilina 2 06 /

da reta Aanaiise 392 NM E /
Equacdo da reta A=[(1,144+0,02,)x10~]Cggp g 04 /
(95% confianca)” + [(4,50+0,67)x107] § 02 =
- ag= _1 * _3 0 i i i I
Sensibilidade (ppm™) (1,144+0,02,)x10 . o 1o s o
LDs;, (ppm)* 19,23 Concentracio GBP (ppm)
LQsr (Ppm)” 64,08 0.02 )
* *
LL (ppm) 712,08 0,01
* *
GD 11,11 s ° .
E ° To00® o 7 P
LDSb (ppm)* 10.36 x - 200 400 &00 200
0,01 d

LQsb (ppm)” 34,55 .
*Célculos efetuados de acordo com as expressdes contidas em k) e 1) no 0,02 Concentragio GBP (rpm)
anexo de equagdes - ags I

Figura 6.21 — (A) Reta de calibra¢do do método
Vanilina a 392 nm; (B) - Residuais do método

Vanilina ap6s remocéo dos outliers.

O método Vanilina observou-se linear numa gama de concentracdes entre 34,55

e 712,08 ppm, obedecendo neste intervalo a lei de lambert-beer. Obteve-se para o
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método uma sensibilidade reduzida, (1,144+0,021)x10™ ppm™. A equacio da reta obtida
foi a seguinte: A=[(1,144+0,021)x10°]Ccep + [(4,50+0,6,)x10?], para um nivel de
confianga de 95 %, e foi obtido um coeficiente de correlagéo de 0,9992.

No estudo da estabilidade das solu¢des padrdo do método Vanilina foi feita a sua
analise imediatamente ap0s a preparacao das solucbes, quatro horas apos e diariamente
até 120 horas ap0s a sua preparacgdo, tendo sido as mesmas armazenadas num local frio
e escuro durante este periodo de tempo e foram analisadas a evolucdo da absorvéncia e
concentracdo das solucGes padrdo e reta de calibragdo ao longo do tempo. As
absorvéncias dos padrdes ao longo de tempo encontram-se em anexo na Tabela A37.

Nenhuma das solu¢des padrdo manteve o seu coeficiente de variacdo a nivel das
absorvéncias dentro dos limites de aceitacdo para que se considere que se manteve
estavel, abaixo de 2,00 %, durante o periodo analisado (120 horas).?® De facto, num
periodo de 48 horas, todas as solugbes padrdo mantiveram a sua absorvéncia estavel,
mantendo o coeficiente de variagcdo entre 0,13 e 1,91 %. 72 horas apds a preparacao dos
padrdes varias solugdes mantiveram a sua absorvéncia razoavelmente constante,
nomeadamente os padrdes 11, 12, 13, 14 e 15, de concentracdes 356,0+4,3 474,75,1
593,4%5,4, 712,1%7,6 € 1186,5+8,3 ppm, com um coeficiente de variacdo de 0,70, 1,92,
1,32, 1,00 e 1,38 %, respetivamente. Relativamente a analise da estabilidade com base
na absorvéncia das solucbes, pode-se considerar que as mesmas comecaram a degradar
ao fim do terceiro dia de analise. As Figuras 6.22 A e B mostram a evolucao das
absorvéncias dos padrbes 2, 4, 6 e 8, de concentraces 47,5x1,5 94,912,0 142,,£3,9 €
189,0+3,9 ppm ao longo do tempo e a evolucdo da absorvéncia do padrdo 11, de

concentracdo 356,0%4,3 ppm, respetivamente.
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Figura 6.22 — Evolucéo da absorvéncia dos padrdes ao longo do tempo: (A) - PadrGes 2, 4, 6 e
8, de concentragdes 47,51,5 94,0+2,0 142,4+3,9€ 189,0+3,0 ppm; (B) - Padréo 11, de
concentragdo 356,0+4,3 ppm.
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Num periodo de 48 horas, 0s padrdes 2, 4, 6 e 8 apresentaram todos coeficientes
de variacdo inferiores a 2,00 %, pelo que se podem afirmar estaveis. O padrdo que
obteve menor valor de coeficiente de variacéo (0,36 %) foi o padréo 8. Os padrdes 4, 2 e
6 obtiveram coeficientes de variagio de 0,40, 1,14 e 1,57%, respetivamente. E notoria
uma diminuicdo das absorvéncias dos padrdes a partir das 48 horas apds a preparacdo
das mesmas. Como se pode observar pela Figura 6.22 B, o padrdo 11 manteve a sua
absorvéncia no limite 98-102 % do sinal obtido logo ap6s a preparacdo do padrdo, ao
longo de 72 horas. A maioria dos padrBes apenas obteve absorvéncias dentro deste
limite durante 48 horas.

As solucbes foram analisadas em varios momentos, na gama de concentracdes
na qual o método se mostrou linear, 23,7 a 712,1 ppm, pelo que a evolucdo da equagédo
da reta ao longo de 120 horas, se encontra apresentada na Figura 6.23 e as respetivas
equacdo estdo apresentadas na Tabela 6.11.

Tabela 6.11 - Variacdo da equagéo da reta ao longo do tempo

para 0 método Vanilina. !
_— 09
Tempo Sensibilidgde Ordenadal ng:gfrgs _ //‘ e
(horas) (ppm™) na origem (rz)*g e +Ohors
0 (L1420,02)x10° (45:#06)x102 0,999 g0 o .
4 (1,146+0,025)x10°  (4,55+0,7,)x107 0,999 £ / 120 hors
24 (1,145+0,02,)x10°  (4,4¢%0,65)x10™ 0,999 =" o
48 (1,13g£0,025)x10°  (4,5;#0,7,)x10 0,999 o1 | Bﬁ
72 (1,14020,035)x10°  (2,,#1,5)x107 0,997 0 . . . ‘
96 (1’06810’031)X10_§ (2’2010598)X102_2 01998 ’ w0 Cuuceutra:;LOGBP (ppm) o 0
120 (1,05610,042)x10™  (1,5£1,4)x10 0,996 Figura 6.23 - Evolucéo das retas de calibracio ao

*Calculos efetuados de acordo com as expressdes contidas em k) no anexo de

equacdes

A razdo entre a equacao das retas de calibracdo ao longo do periodo de tempo é
um indicador da estabilidade das solugdes, considerando-se estavel se esse quociente se
mantiver entre 98 e 102 %.%* A sensibilidade, a ordenada na origem e o coeficiente de
correlacdo das leituras efetuadas ao longo das 120 horas de analise mantiveram-se
relativamente estaveis, as variagcbes mais acentuadas verificam-se a partir das 96 horas
apos a preparacdo das mesmas. A razdo entre o declive da reta logo apos a preparagdo
das solucGes e ao longo das horas variou entre 99,82 e 108,05 %, ao longo das 120
horas, encontrando-se fora do valor limite de aceitacdo. Para um periodo de tempo de72
horas apds a preparacdo dos padrdes, essa razdo varia entre 99,82 e 100,51 %,

permitindo afirmar que a reta se manteve estavel neste intervalo. A concentracdo das
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solucBes padrdo 2, 4, 6 e 8 foi também analisada ao longo do periodo no qual se
verificou estavel a absorvéncia dos padrdes equacdo da reta, 48 horas apds a preparacao
dos mesmos. Tem-se como critério de aceitacdo valores de coeficiente de variagcdo
inferiores a 2,00 %.% Foram usadas as equacdes das retas de calibracio obtidas para as
analises efetuadas ao longo do tempo e os valores de absorvéncia correspondentes para
avaliar a sua variacdo, tendo-se obtido coeficientes de variacdo de 1,91, 0,82, 1,61 e
0,12 %, para 48 horas apds a sua preparacao. A solucdo padrdo 8 foi a que manteve a
sua concentracdo em gabapentina mais estavel, durante as 48 horas analisadas. Contudo,
para um periodo de 72 horas, o padrdo 6 foi o Gnico que manteve a sua concentracao
estavel, com um coeficiente de variacao de 1,58 %.

Relativamente a estabilidade das solu¢bes pode ser concluido que qualquer
analise efetuada alem das 48 horas ap0s a preparacdo das solugdes ndo permitiria
quantificar de forma rigorosa o teor de gabapentina nas amostras, dado que o produto da
derivatizagdo da gabapentina com a vanilina so é estavel na solugdo preparada, durante
um periodo de 48 horas, a4°C e apH 7,5.

De forma a avaliar a precisdo e exatidao do metodo Vanilina foram preparadas
trés solugdes com diferentes concentracbes de analito a partir da solucdo Stock,
designadamente 83,112, 154,3+3,9 € 201,5+3,9 ppm, como apresentado em anexo na
Tabela A38. A estas solucdes foram efetuadas seis analises no dia em que foram
preparadas e uma analise a cada dia apds a preparacdo das mesmas, em quatro dias
consecutivos. Na Tabela 6.12 estdo apresentadas as médias dos resultados obtidos para
cada nivel de concentracdo, sendo que os resultados individuais se encontram em anexo
nas Tabelas A39 e A40. De notar que o valor das concentracbes foram obtidos pela

equacdo da reta calculada logo apds a preparagédo das solugdes padrao.

Tabela 6.12 - Coeficientes de variag&o e erro relativo para o0 método Vanilina para analises
efetuadas no mesmo dia e em dias alternados.

Ensaios efetuados no mesmo dia (N=6) Ensaios efetuados em dias alternados (N=4)
. CGBPesperada CgppxeC * RSD RSDy RE Cggptec * RSD RSDy RE
MEodo vecopm)  eom) SO ) @) @) (pm) 00 (%) (%) (%)
83,112,0 83115 1,02 1,23 6,31 0,15 83t1s 1,10 1,32 6,31 0,24

Vanilina 154,53, 15;+15 1,33 0,86 5,75 -0,54 15,+#1s 1,10 0,72 5,75 -0,40
201,5+3,9 20,1 0,92 0,46 5,52 -0,10 20,1 1,13 0,56 5,52 -0,10

*Célculos feitos a partir das expressdes contidas em d), e), f), j) e 0) no anexo de equacdes

Como se pode observar, para as analises efetuadas no mesmo dia o coeficiente

de variacdo variou entre 0,46 e 1,23 % e para analises em dias alternados este variou
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entre 0,56 e 1,32 %. Assim, pode-se afirmar a precisdo do método Vanilina em termos
de repetibilidade e precisdo intermédia, por ter obtido coeficientes de variagdo abaixo
do limite de aceitagdo, 5,30 %, de acordo com a AOAC ou abaixo do valor de
Horwitz.” A exatiddo do método Vanilina foi avaliada pelo célculo dos valores de erro
relativo. O presente método obteve valores entre 0,10 e 0,15 % para as analises
efetuadas no mesmo dia e 0,10 e 0,40 % para analises efetuadas em dias alternados,
todos 0s valores muito abaixo do limite de aceitacéo. 5,00 %.** Assim, 0 método pode-se
afirmar bastante exato.

Os ensaios de recuperacdo foram realizados com trés solucbes, preparadas
através da fortificacdo de uma solucdo de concentracdo fixa de gabapentina pura com
diferentes concentragdes de amostra de Neurotin®, de forma a obter concentragdes de
15,46,4, 18,45,; e 44,13 ppm, tal como descrito na Tabela A4l, em anexo. A
recuperacdo média para cada nivel de concentragdo estd apresentada na Tabela 6.13,
sendo que os resultados obtidos para cada ensaio individual se encontram na Tabela
A42, em anexo. Na Figura 6.24 pode-se observar a relacdo entre a concentracdo de

analito recuperada e concentracao de gabapentina fortificada.

Tabela 6.13 - Média dos ensaios de recuperacdo 150
para o método Vanilina. $ Zat
Método Cogpesperadat€C CoppteC  Recuperagdo+SD :
* * * S 340
(Ppm) (Ppm) (%) =E
15216,4 152115 99,7110,60 ig - 260
Vanilina 18,45, 18,415 100,5+1, -
140 ’/
44,+15 44,15 98,011,1 140 180 220 260 300 340 380 420 460 500
*Calculos efetuados de acordo com as expressdes contidas em d), j), m) e 0) no Concentragio GBP fortificada (ppm)

anexo de equagdes . N N
¢ Figura 6.24 - Relacdo entre a concentracdo de

gabapentina recuperada e fortificada para o método
Vanilina.

O método Vanilina obteve recuperacGes muito proximas de 100 %, com um
valor médio de 99,7£1,; %. Os valores encontram-se dentro do esperado e indicado pela
literatura para estes niveis de concentraces, na ordem das dezenas de ppm, 80-107 %.%
O declive da reta obtida pela funcéo entre a concentracdo de gabapentina recuperada e
concentracdo fortificada foi de 1,00,20,08, ppm™ e o valor do coeficiente de correlagéo

0,9999, confirmando desta forma a linearidade do método, ensaios de recuperagdo
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bastante aceitaveis e a auséncia de interferéncias por parte dos excipientes na analise
pelo método Vanilina, ou seja, uma elevada especificidade pelo analito.**

Foram preparadas amostras de cada uma das cépsulas de gabapentina dos
diferentes laboratorios, de forma idéntica para todas segundo a Tabela A43, em anexo.
Os valores obtidos individualmente estdo apresentados na Tabela A44. Na Tabela 6.14
encontram-se as médias das recuperagfes para as diferentes capsulas obtidas pelo
método Vanilina e a comparagdo da sua precisdo e exatiddo com o método de

referéncia.

Tabela 6.14 - Recuperacdes obtidas para as diferentes capsulas pelo método Vanilina.

Método Método
Proposto Gabomox®  Neurotin®  Ratiopharm Teva Generis Referéncia
(N=6) (N=5)*
R‘fg‘gfx;iao 99,9,#0,7, 100,3,40,6; 100,0s+0,6, 100,0:40.7, 101,50*1, 99 5:+1 45
Ve teatutado(95%6) 0,52 1,20 0,76 0,75 2,56 tieado(95%) 2,57
Fca|cu|ad0(95%) 3,55 4,78 5,08 4,28 1,78 Ftabe|ad0(95%) 5,19

*Calculos efetuados de acordo com expressdes contidas em d), g), h) e 0) no anexo de equagdes

Tal como se pode verificar, o teor de gabapentina, pelo método Vanilina esteve
muito proximo do valor indicado pelo fabricante, 100 mg de gabapentina, para todas as
capsulas, uma vez que as recuperacdes obtidas estiveram compreendidas entre
99,90%0,77 e 101,50+1,1 %. O valor de t-student experimental para 0 método Vanilina
nunca excedeu 0s 2,56 em modulo e o valor de Fisher nunca foi superior a 5,08. Uma
vez que estes valores em nenhum dos casos excederam os valores tabelados, 2,57 e
5,19, respetivamente, para 95 % de confianca, a hipotese nula, HO, € aceite, o que indica
que ndo se verificaram diferencas estatisticamente significativas entre o método
efetuado e 0 método de referéncia, no que diz respeito a exatiddo e precisdo, cumprindo

todos os critérios de aceitacao.

6.2.3 METODO HIPOCLORITO

O hipoclorito de sodio € um reagente utilizado na determinacdo de uma elevada
gama de compostos, na qual a gabapentina esté inserida.>” A reacdo de derivatizacdo da

mesma esta apresentada na Figura 6.25.
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HOOC NH, HoOC NCl,
pH 7.0
+ 2NaOCl—> + 2NaOH=——> NaOCl + NaNO, —> NaCl + NaNO,—>
(Gabapentina) (1) (2)
HOOE HOOE N—N— COOH
2 +2H,0 + 6KI ﬁﬁ +31,+ 4KCl + 2KOH—> KI+ [,+ Amido —> f’oma‘?]'ﬁ;?}
(3) 5

Figura 6.25 - Reacdo do reagente de Hipoclorito de sédio com gabapentina.®’

A reacdo de derivatizacdo da gabapentina pelo hipoclorito pode ser dividida em
trés partes fundamentais. Na primeira da reacdo ocorre uma reacdo de cloragdo do azoto
da amina primaria da gabapentina com hipoclorito de sodio, na presenca do tampéo
Kolthoff, converte o grupo amina a N-N-dicloro-amina, um derivado de cloro da
gabapentina (representado por (1)). O segundo passo da reacdo € a remocao do excesso
de hipoclorito pelo ido nitrito através da reducdo do NaNO; a NaNO; e,
consequentemente a oxidagdo do NaOCI a NaCl, como se pode observar em (2). O
terceiro passo da reacdo € a oxidacdo do iodeto a iodina pelo derivado de cloro da
gabapentina e produzir assim um composto de cor azulada na presenca de amido, (3) e
(4), pela formagdo de um complexo amido-triiodeto (amido-I3°, apresentado em (5)),
composto que apresenta um méaximo de absor¢do a 590 nm.*’

Para 0 desenvolvimento do método Hipoclorito foram preparadas solucbes Stock
e Intermédia de gabapentina, tampédo Kolthoff de pH 7,0, solucdo de nitrito de sodio 0,04
M, solucdo de hipoclorito de sddio 0,012 M e reagente amido-iodeto de potassio. Estas
solucdes foram preparadas de acordo com as Tabelas A45 e A46, apresentadas em
anexo. A preparacdo da solucdo de amido-iodeto foi efetuada pela dissolucdo do amido
em agua em ebulicdo e posterior adi¢do do iodeto de potassio, mantendo em ebuli¢do por
5 minutos adicionais. As solucdes Stock e Intermédia de gabapentina de concentragdes de
614,012,353 e 307,0x2,, ppm foram utilizadas para a elaboracdo de onze solucBes padrao.
Estas foram preparadas pela pipetagem de diferentes volumes de solugdo Stock e
Intermédia e igual volume de tampéo Kolthoff e das outras solu¢bes preparadas em baldes
volumétricos de 25 mL, a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Na Tabela A47, em

anexo, sao apresentadas os volumes utilizados e as concentracGes de cada um dos
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padrdes. O tampédo Kolthoff consiste huma solugdo de fosfato monopotéssico 0,2 M e
bérax 0,1 M, de forma a fazer uma solucéo de pH 7,0.

Para a escolha do comprimento de onda ao qual se realizou a andlise foi tragado
0 espetro de absorcdo de uma solugdo padréo de concentracdo 49,1,+0,5, ppm. Na Figura
6.26 pode-se observar que 0 maximo de absorcao se encontra aos 588 nm.

104 588 nm

0.5

Absorvencia

0,0 4

200 100 600 800

Comprimento de onda (nun)
Figura 6.26 - Espetro de absor¢édo de uma solucdo padrdo do método Hipoclorito de
concentracdo de gabapentina de concentracao 49,1,+0,5, ppm.

Foi tracada a curva de calibragdo para o método Hipoclorito, a 588 nm, e
verificada a presenca de outliers, pelo calculo dos residuais, representados na Figura
6.27 A e B, respetivamente, de acordo com os valores apresentados em anexo na
Tabela A48.

25 0,06
A B
— .
E 2 0,04 +
%
€15 . 002
3 . E "
E 1 = 0 * T T T T T ]
; * - e 40 60 80 100 120 140
R * -0,02 *
=" . .
* 3 »
0 ‘ . ‘ . . . . 0,04
0 20 40 60 80 100 120 140 0.06
Concentragio GBP (ppm) - Concentracio GBP (ppm)

Figura 6.27 - (A) - Curva de calibracdo correspondente ao método Hipoclorito a 588 nm; (B) -
Evolucéo dos residuais em funcao da concentragdo de gabapentina.

Como critério de aceitacdo tem-se que os residuais devem ter uma distribuicédo
aleatéria sem apresentar tendéncia Obvia, a reta deve apresentar coeficiente de
correlacdo igual ou superior a 0,999 e qualquer valor de residual igual ou superior a
0,040 em mddulo devera ser desprezado. Assim, o padrdo namero 10, de concentracdo
122,8,+0,9; ppm, foi o outlier desprezado. O desvio padrdo dos residuais foi de 0,024
para toda a gama de concentracdes testada e 0,008 apds a remocdo dos outliers, tendo-se
obtido uma dispersdo aleatoria dos residuais e uma reta de elevada linearidade,

apresentada na Figura 6.28 A e B.
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Os parametros da reta foram calculados para o método Hipoclorito e estdo
apresentados na Tabela 6.15. Os valores das leituras dos brancos estdo apresentados em

anexo na Tabela A49.

14
: A
-12 A
Tabela 6.15 - Pardmetros da reta para 0 método £ .
Hipoclorito. z ! /
Parametros Método Hipoclorito e /
da reta Aanalise 588 NM £ 08 "
Equacéo da reta A=[(1,685+0,02,)x10]Cggp Fo4 "
(95% confianca)” + [(-0,94+0,85)x107] <02
- -y 0 . . . y
Se’(‘gm_'f')?de (1,685+0,02,)x10° 0 20 10 60 50
Concentracio GBP (ppm)
LDs; (ppm)” 1,49
0,02
LQsr (ppm) 4,96 B
*
LL (ppm)” 73,68 Oy .
. ¢ .
Gb 14.85 oy 2 40 60 0
. [ *» ¢ *
LDsp (ppm) 0,75 0,01
LQsp (Ppm)” 2,50 .
*Célculos efetuados de acordo com as expressdes contidas em k) e 1) no 0,02 Concentracio GBP (ppm)
anexo de equacdes :

Figura 6.28 — (A) - Reta de calibracdo do método
Hipoclorito a 588 nm; (B) - Residuais do método

Hipoclorito ap6s remocéo do outlier.

A linearidade do método Hipoclorito observou-se numa gama de concentragdes
entre 2,50 e 73,68 ppm e obteve-se para este método uma sensibilidade de
(1,685+0,02;)x10” ppm™. A equacdo da reta obtida foi: A=[(1,685+0,027)x10?]Ccgp +
[(-0,90%0,85)x10?], para um grau de confianca de 95 %, com um coeficiente de
correlacdo de 0,9996.

A anélise da estabilidade das solucdes padrdo do método Hipoclorito foi feita,
analogamente aos métodos anteriores, imediatamente apds a preparacdo das solugdes,
cerca de quatro horas apos, e diariamente até 120 horas ap0s a sua preparacdo. As
mesmas foram armazenadas num local frio e escuro durante o periodo de tempo
analisado. A tabela com os valores de absorvéncias dos padrbes ao longo de tempo
encontra-se em anexo, na Tabela A50.

O critério de aceitacdo para que se possa afirmar que as solu¢bes mantiveram a

sua absorvéncia estavel durante o periodo analisado séo coeficientes de aceitacdo abaixo
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dos 2,00 %.%° O estudo dos coeficientes de variacdo da absorvéncia dos padrdes ao
longo do tempo mostrou que nenhuma das solugdes se manteve estavel durante as 120
horas de anélise. A partir das 48 horas de analise a absorvéncia das solu¢Bes padréo
decrece drasticamente. Os padrdes 3 e 4, de concentragdes 6,14+0,1; e 9,83+0,1, ppm,
respetivamente, foram as Unicas solucGes que se mantiveram estaveis durante um
periodo de 48 horas, mostrando coeficientes de variacdo para as absorvéncias de 1,50 e
1,83 %, respetivamente. Mais nenhuma solugdo demonstrou estabilidade na sua
absorvéncia até 24 horas apds a preparacdao dos padrbes, mas todas as solugdes a
exce¢do do branco, padrédo 1 e 2 (efeito do valor baixo de absorvéncia), foram estaveis
até 4 horas ap0s a preparacdo. A evolugdo da absorvéncia das solugdes padrdo 2, 4, 6 e
8, de concentracdo de gabapentina de 3,0,£0,1;, 9,8,%0,2; 24,56+0,3; e 49,1,+0,54 ppm,
respetivamente, ao longo de 120 horas e a evolugdo da solucdo padrdo 9, de
concentracédo 73,65+0,8, ppm ao longo do tempo, estdo apresentadas na Figura 6.29 A e
B, respetivamente.

0.800 1 A 1,60 - B
: *
= #Padrio 2 =140
E 0,600 - E .
Z Séni 2 ’e
i W Série2 120
£ 0.400 2
§ Padrio 6 3 1,00 -
S i *
5 0.200 * Padrio § < 080
) .
II | n ™ - - .
0.000 4+ * * # + B 0.60
0 24 18 72 9% 120 0 u 48 72 96 120
Tempo (horas) Tempo (horas)

Figura 6.29 — Evolucéo da absorvéncia dos padrfes ao longo do tempo: (A) - Padrbes 2, 4, 6 e
8, de concentracdo 3,0,+0,1; 9,8,+0,2; 24,5:+0,3; e 49,1,+0,5,ppm; (B) - Padrdo 9, de
concentracgdo 73,6gx0,81 ppm.

Os valores de absorvéncia das solucdes padrdo 6 e 8 alteraram-se de forma
aleatdria e bastante significativa ao longo do tempo. Os padrdes 2 e 4 variaram de forma
menos significativa que os anteriores. Pode-se verificar uma clara tendéncia de aumento
das absorvéncias até 48 horas ap0s a preparacdo dos padrdes e uma tendéncia a diminuir
as absorvéncias a partir das 72 horas. Na Figura 6.29 B pode-se verificar que a
manutencdo da absorvéncia da solugcdo padrdo 9 entre 98-102 % do sinal inicial se
verificou durante um periodo de 4 horas.

Foi avaliada a estabilidade da reta de calibracdo, na gama na qual se manteve

linear, ou seja, 1,23 e 73,68 ppm, através da analise variacdo da sensibilidade do método
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ao longo do tempo, da sua ordenada na origem e o coeficiente de correlagéo,
apresentados na Tabela 6.16 e Figura 6.30.

Tabela 6.16 - Variacdo da equagéo da reta ao longo do tempo

para 0 método Hipoclorito. L4
Tempo Sensibilidade Ordenada Coeficiente s ) 0 horas
3 = 1
(horas) (ppm™) na origem cor;ilzz)ﬂgao £ o :/ / B 72horss
0 (1,685+0,02,)x10%  (-0,94+0,85)x10™ 0,999 S 06 96 horas
4 (1,69,40,025)x107  (-0,75+0,95)x10” 0,999 § 0.4 ///:/ <120heras
24 (2,08,#0,055)x10°  (-0,621,6)x107 0,999 0.2 /
48 (1,80,#0,055)x10%  (-1,5+1,9)x107 0,998 04
72 (1,3:£0,1)x10%  (-1,1#3,5)x107 0,990 ° Concentracas GEF (oo %
96 (0,95+0,1,)x10” (-0,2%5,,)x1072 0,955 : ‘ _
120 (1,10%0,2¢)x107 (1,5%8,,)x107 0,926 Figura 6.30 - Evolugéo das retas de calibragdo ao
*Calculos efetuados de acordo com as expressdes contidas em k) no anexo de equagGes longo do tempo para o método Hipoclorito.

Pode-se verificar que o coeficiente de correlacdo vai diminuindo ao longo do
tempo, a sensibilidade do método é bastante variavel, bem como a ordenada na origem.
O quociente entre o declive das retas entre o primeiro e Gltimo dia de analise esteve
entre 80,79 e 176,71 %, assumindo valores bastante acima dos critérios de aceitacdo
(98-102 9%).*® Apenas até 4 horas apds a preparacdo das solucdes se verificou a
manutencdo da razao dentro desse intervalo, com uma razéo de 99,56 %. Foi analisada a
variacdo da concentracdo dos padrdes 2, 4, 6 e 8 ao longo de 120 horas, usando para
iSso as equacdes das retas obtidas para cada dia. Assume-se como critério de aceitacao
coeficientes de variacdo da concentragdo dos padrdes inferiores a 2,00 %.% O padréo 8
manteve a sua concentracdo de gabapentina estavel durante um periodo de 72 horas,
com um coeficiente de variacdo de 1,95 %. Para um periodo de 48 horas, o padréo 6
também manteve a sua concentracdo estavel, obtendo um coeficiente de variacdo de
1,28 %. Apenas o0 padrdo 2 ndo manteve a sua concentracdo de analito estavel para um
periodo de 4 horas ap0s a sua preparacdo, com uma variacdo de 2,78 %. Os padroes 4, 6
e 8 obtiveram valores de 0,41, 0,12 e 0,21 %, respetivamente. Assim, pelo método
Hipoclorito a analise das solucbes padrdo e amostras de gabapentina deve ser efetuada
imediatamente ap0Os a preparacdo dos mesmos para prevenir a degradacdo e alteracao
das mesmas. O tempo maximo que se deve esperar desde a preparacdo dos padrdes até a
sua analise sdo 4 horas, a 4°C e a pH 7,0.

De forma a avaliar a precisdo e exatiddo do método foram preparadas trés

solucbes de concentracdo de gabapentina de 7,3;%£0,20, 24,56+0,4¢ € 49,1,20,5; ppm,
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como apresentado em anexo, na Tabela A51. A estas solucdes foram efetuadas seis
analises no dia em que foram preparadas e uma analise a cada dia ap6s a preparacao das
mesmas, em quatro dias consecutivos, estando na Tabela 6.17 apresentadas as médias
dos resultados obtidos para cada nivel de concentracdo. Os resultados obtidos
individualmente encontram-se em anexo, nas Tabelas A52 e A53. De notar que 0s
valores de concentracBes foram calculados pela reta obtida logo ap6s a preparacdo dos
padroes.

Tabela 6.17 - Coeficientes de variacdo e erro relativo para 0 método Hipoclorito para analises
efetuadas no mesmo dia e em dias alternados.

Ensaios efetuados no mesmo dia (N=6) Ensaios efetuados em dias alternados (N=4)

Método CGBPesperadg CGBpie*C Sp* RS[Z RSD’H RE* CGBpie*C sp* RSQ RSDE RE*
+ec(ppm) (ppm) (%) (%) (%) (ppm) (%) (%) (%)

7,3:20,2 7s5t1l3 0,07 0,96 9,09 1,65 7st1,; 0,08 1,02 9,09 1,78

Hipoclorito  24,5¢+0,4, 24,,+£1,; 0,06 0,25 7,58 -0,65 2415 0,05 0,20 7,58 -0,28
49,1,+0,5, 49415 0,07 0,14 6,83 1,45 49,15 0,05 0,10 6,83 1,29

*Calculos feitos a partir das expressoes contidas em d), e), f), j) e 0) no anexo de equacdes

Para as analises efetuadas dentro do mesmo dia, o coeficiente de varia¢do variou
entre 0,14 e 0,96 % e para analises em dias alternados este variou entre 0,10 e 1,02 %,
pelo que os mesmos se encontram dentro dos limites de aceitacdo segundo a AOAC,
7,30 %, para niveis de concentracdo na ordem das dezenas de ppm de analito ou
coeficientes de variacdo inferiores ao coeficiente de Horwitz.*® Confirma-se assim a
elevada precisdo do método Hipoclorito.

O erro relativo é uma estimativa da exatiddo do método, quando este &
comparado com um material de referéncia certificado. Na impossibilidade de obter este
MRC assumiu-se como valor exato 100 mg, o indicado pelo fabricante. O erro relativo
para 0 método Hipoclorito variou entre 0,65 e 1,65 % para as analises efetuadas dentro
do mesmo dia e 0,28 e 1,78 %, para anlises efetuadas em dias alternados. Uma vez que
o erro relativo estd abaixo de 5,00 %, valor indicado como critério de aceitacdo, o
método pode ser considerado exato.**

Para a elaboracdo dos ensaios de recuperacao para 0 método Hipoclorito, foram
fortificadas solucbes de concentracdo fixa de gabapentina pura com diferentes
concentracdes de solugdo de amostra de Neurotin®, tendo-se obtido concentracdes de
gabapentina de 7,6g+0,7g, 15,72#1,4 € 39,7£3,3 ppm. As solucdes e a sua forma de
preparacdo encontram-se em anexo, na Tabela A54. A recuperacdo média para cada
nivel de concentracdo e as mesmas estdo apresentadas na Tabela 6.18, sendo que 0s

resultados obtidos para cada ensaio individual se encontram na Tabela A55 em anexo.
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Na Figura 6.31 observa-se a relagdo linear entre a concentracdo de analito recuperado e

fortificado.
Tabela 6.18 - Média dos ensaios de recuperacao -
4 i ; 2 3
para 0 metodo Hipoclorito.
. Cotpesperada®€C  CegpteC Recuperacio :
Método perets x « s 2
(ppm) (ppm)”  +SD (%) =8
=21
7,6g%0,73 7,71, 99,%1,; H ” /
Hipoclorito 15,741, 15713  100,6%l, s
6
39,713,3 39,711,3 100,212,8 ’ : Cnniimraginz(lv'ﬂl’ fnrsficada (p:;l]m) .
*Célculos efetuados de acordo com as expressdes contidas em d), j), m) e o) Figura 6.31 - Rela(;éo entre a concentra(;éo de

no anexo de equagdes . . g
gabapentina recuperada e fortificada para o

método Hipoclorito.

O método Hipoclorito obteve percentagens de recuperacdo bastante proximas de
100 % para cada nivel de fortificacdo. O limite de aceitacdo para a ordem de
concentragdes com que se estd a trabalhar (dezenas de ppm) é, segundo a AOAC,
recuperacdes entre 80 e 110 %.%° Obteve-se para 0 método uma recuperacdo média de
100,0x2,0 %, 0 que se encontra dentro do limite supramencionado, indiciando fraca
interferéncia dos excipientes, elevada especificidade do método pelo analito e boa
exatiddo do metodo. A funcdo da concentracdo de gabapentina recuperada e fortalecida
obteve um declive de 0,9995+0,001; ppm™, para 95% de confianca e o coeficiente de
correlacdo obtido foi 1,000, o que indica forte linearidade do método e elevada
recuperacéo do mesmo.**

Foram preparadas amostras de cada uma das capsulas de gabapentina dos
diferentes laboratorios, segundo a Tabela Al17, em anexo. Na Tabela 6.19 estdo
apresentadas as médias das recuperacfes para as diferentes capsulas pelo meétodo
Hipoclorito, pelo que os resultados obtidos individualmente se encontram apresentados

em anexo na Tabela A56.

Tabela 6.19 - Recuperagdes obtidas para as diferentes capsulas para o0 método Hipoclorito.

Método Método

Proposto Gabomox® Neurotin® Ratiopharm Teva Generis Referéncia

(N=6) (N=5)*

_ _ Ricsug‘(f/ci‘f*ao 101,0i£0,5, 100954045 100,6,#0,5, 99.6,40,4s 101,140, 7 99,56+1 4¢
Hipoclorito " 9506)" 2.30 217 1,68 0,11 234 tiabelado(95%6)" 2,57
Feateutaco(95%6) 4,01 4,61 4,01 5,13 1,77 Fuabeiaco(95%)" 5,19

*Célculos efetuados de acordo com expressdes contidas em d), g), h) e 0) no anexo de equagdes

70|Pagina



Comparacdo de métodos analiticos na quantificacdo do teor de Gabapentina em diversas
capsulas de diversos laboratdrios

Tal como se pode verificar, o teor de gabapentina obtido no doseamento das
capsulas, pelo método Hipoclorito esteve muito proximo do indicado na embalagem,
100 mg. As recuperacgdes estiveram entre 99,6,+0,4¢ e 101,15+0,75 %. O valor de t-
student experimental para o presente método nunca excedeu os 2,34 em modulo e o
valor de Fisher nunca foi superior a 5,13, ambos inferiores aos valores tabelados, 2,57 e
5,19, respetivamente, para 95 % de confianga, 0 que indica que ndo houveram
diferencas significativas entre 0 método Hipoclorito e o método de referéncia, no que
diz respeito a exatiddo e precisdo, cumprindo todos os critérios de aceitacao.

7 Métodos Espetrofluorimétricos de analise

A fluorescéncia ocorre quando uma molécula absorve um fotdo, normalmente
na regido espetral Uv-Vis, provocando a emissdo de outro fotdo, com comprimento de
onda superior.*® Algumas moléculas tém fluorescéncia por si mesmas, outras, nao
produzindo naturalmente fluorescéncia, podem ser analisadas por fluorimetria se for
possivel induzi-la através da reacdo com agentes de derivatizacdo. Estes reagentes com
capacidade de induzir fluorescéncia em compostos ndo fluorescentes sdo designados de
fluorogénicos. Alguns exemplos séo a fluorescamina, 4-cloro-7-nitrobenzofurazano, que
reagem com 0s grupos amina dos aminoacidos, isocianatos e tiocianatos, para originar
produtos de ureia e tioureia. Outros reagentes fluorogénicos como o o-ftaldialdeido e
piridoxal originam bases de Schiff.*®

Nas técnicas espetroscopias de emissdo, as reacdes de derivatizacdo tém os
mesmos objetivos que nos métodos espetroscopicos de absorcdo, aumentar a
sensibilidade, seletividade, limites de detecéo e quantificacdo, induzindo a fluorescéncia
em moléculas ndo fluorescentes. Em geral, os métodos espetrofluorimétricos sdo mais
seletivos e com menores limites que a derivatizacdo para a técnica de absor¢cdo em Uv-
Vis.

7.1 METODO NBD-CL

O reagente 4-cloro-7-nitrobenzofurazano (NBD-CI) é utilizado na analise

fluorimétrica de variadas moléculas de estrutura semelhantes a aminoacidos, pelo que é
usado na determinacéo da gabapentina.®® A reacio de derivatizacdo da gabapentina com

este reagente encontra-se esquematizada na Figura 7.1.
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HOOG
HOOC NH, Cl NH
=N pH 7. N
+ 0 — O + HCI
NO, NO,
{Gabapentina) (NBD-CI) (1)

Figura 7.1 - Reaco da gabapentina com o reagente NBD-CI.*

A reacdo de derivatizagdo ocorre entre a amina alifatica primaria da
gabapentina e o NBD-CI, a pH 7,1, para formar um complexo de Meisenheimer,
representado por (1), um complexo de cor amarelada e consideravel fluorescéncia,
exibindo um méximo de emissao e absorcao a 532 e 465 nm, respetivamente.*®

Para 0 método NBD-CI foram preparadas solugdes Stock e Intermédia, de
concentracdes 614,0+2,3 e 307,112, ppm, bem como o tampdo borato 7,1 e reagente
NBD-CI 0,8 mg/mL em metanol, de acordo com as Tabelas A57 e A58, apresentadas em
anexo. Doze solugbes padréo foram preparadas pela pipetagem de diferentes volumes das
solugdes Stock ou Intermédia e iguais volumes do tampéo e reagente NBD-CI. Antes de
se perfazer as solucBes até aos 25 mL com agua bidestilada as solugdes padrdo foram
aquecidas a cerca de 70°C por 30 minutos. As mesmas foram posteriormente
acondicionadas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz e completou-se o volume até a
marca, como descrito em anexo, na Tabela A59.

Foi tracado o espetro de fluorescéncia, usando para isso uma solucdo padrao de
concentracdo 11,0s+0,2, ppm de gabapentina. A mesma exibiu um maximo de excitacao e

emissao de 464 e 542 nm, respetivamente, como apresentado na Figura 7.2.
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Figura 7.2 - Espetro de emissdo de uma solucdo padrdo 11,0s+0,2, ppm de gabapentina pelo
método NBD-CI.
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A Figura 7.3 A e B contém a curva de calibracdo para 0 método NBD-CI, bem

como o valor dos residuais em fungdo da concentracdo de gabapentina, de acordo com 0s

valores apresentados em anexo na Tabela A60.
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Figura 7.3 - (A) - Curva de calibracdo obtida para o0 método NBD-ClI; (B) - Evolucdo dos
residuais em fungdo da concentragdo de gabapentina.

Os residuais da curva de calibracdo apresentam uma distribuicdo algo
tendenciosa, pelo que houve a necessidade de remover alguns padrbes. Para o método
NBD-CI o critério de rejeicdo foram valores de residuais iguais ou superiores a 18,99
unidades, em mddulo, tendo sido assim os padrfes numero 11 e 12 de concentracdes
73,65£0,8p € 122,8,+0,89 ppm, respetivamente, os padrdes desprezados. Um coeficiente
de correlacdo superior a 0,999 era de igual forma requerido. O desvio padrdo dos
residuais foi de 9,69 para a reta completa e 0,77 para a gama linear, apds remoc¢édo dos
outliers. Obteve-se assim uma reta de elevada linearidade que apresenta residuais de
distribuicdo independente, apresentados na Figura 7.4 A e B. Os parametros da reta
para 0 método NBD-CI encontram-se na Tabela 7.1 e os valores do sinal dos brancos

para a estimativa dos limites de detecdo e quantificacdo estdo apresentados na Tabela

AB61 em anexo.
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110
= A
2 %
Tabela 7.1 - Parametros da reta para o metodo NBD-CI. g ) /
N
dareta A emissdo 542 nm é " /
Equacao da reta IF=(1,77+0,04)Cegp E /
(95% confianga) +(0,19%0,75) £ 1 | | . . . .
N Ik 10 0 10 20 30 40 50 60
Sensibilidade (ppm™) 1,774+0,04, Concentracio GBP (ppm)
LD m)” 1,37
sr (Ppm) 3 5000 n
LQsr (ppm)° 4,56 .
o 1,000
LL (ppm) 49,12 M
GD” 10,77 £ 0000 % .
& 8,00 20 30 40 50
LDsb (ppm) 0,56 41,000 <
LQsp (Ppm)” 1,86
*Célculos efetuados de acordo com as expressdes contidas em k) e I) no 2,000 Concentragio GBP (ppm)
anexo de equacdes )

Figura 7.4 — (A) - Reta de calibragdo obtida para o
método NBD-CI; (B) - Residuais do método NBD-ClI
apos remocdo dos outliers.

O método NBD-CI observou-se linear numa gama de concentracdes entre 1,86 e
49,15 ppm e obteve uma sensibilidade elevada, 1,77+0,04, ppm™. A equacdo da reta
obtida foi: IF=(1,77¢£0,040)Ccgp +(0,15+0,73), para um grau de confianca de 95 % e o
coeficiente de correlacdo foi préximo da unidade, 0,9993.

A estabilidade do metodo foi analisada em termos da analise da variagdo da
intensidade de fluorescéncia dos padrdes, retas de calibracdo ao longo do tempo e
concentracdo de gabapentina dos padrbes ao longo de 120 horas. As solugcdes foram
armazenadas num local frio e escuro durante o periodo de tempo analisado. A tabela
com os valores de intensidade de fluorescéncia dos padrdes ao longo de tempo
encontra-se em anexo, na Tabela A62.

Como critérios de aceitacdo tem-se que valores de coeficiente de variacdo das
fluorescéncias e concentracfes dos padrdes abaixo de 2,00 % e manutencdo do declive
da reta dentro de 98-102 %, relativamente a obtida logo ap6s a preparacdo dos

padrdes.®
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Os padrdes 0, 1, 2 e 5, de concentragdes 0, 1,225+0,075 2,45¢+0,075 € 3,65+0,1;
ppm, respetivamente, foram os Unicos que ndo se mantiveram estaveis durante 120
horas, tendo obtido valores de coeficiente de variagdo das medidas ligeiramente
superiores a 2,00 %. Todas as outras solu¢cdes mantiveram a sua absorvéncia estavel
com coeficientes de variagao inferiores a 2,00 %, ao longo de 120 horas.

As solucBes que obtiveram maior estabilidade foram os padrées niumero 10, 11,
de concentragfes 49,1,+0,5; e 73,65+0,8; ppm, com coeficientes de variacdo de 0,49% e
0,44 %, respetivamente. A evolucdo da intensidade de fluorescéncia das solucdes
padrdo 2, 4, 6 e 8 ao longo do tempo esta apresentada na Figura 7.5 A e na Figura 7.5
B encontra-se a evolugdo da intensidade de fluorescéncia da solugdo padrdo 10 de
concentracéo 49,1,+0,5; ppm.
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Figura 7.5 — Evolucdo da intensidade de fluorescéncia dos padrdes ao longo do tempo: (A) -
Padrdes 2, 4, 6 e 8, de concentragdes 2,45¢+0,074 4,91+0,1, 7,3:£0,2; € 19,65+0,4, ppm; (B) -
Padrdo 10, de concentracdo 49,1,+0,5; ppm.

Foram entretanto analisados de forma mais exaustiva os padrdes 2, 4, 6 e 8,
tendo apenas o padrdo 2 ndao cumprido os limites de coeficiente de variacdo para ser
designado de estavel, uma vez que obteve 3,33% para as 120 horas, sendo que neste
periodo o padrdo que se manteve mais estavel foi o padrdo 8 com 0,68 %, seguido do 4
e 6 com valores de 0,90 e 1,13 %, respetivamente. Nao se verifica nenhuma tendéncia
para diminuir ou aumentar a intensidade de fluorescéncia, pelo que se pode considerar
relativamente estavel ao longo do tempo de analise. Pode-se observar pela Figura 7.5 B
que o padrdo 10 manteve a sua absorvéncia dentro do intervalo 98-102 % ao longo das
120 horas, assim como a maioria das solucdes padrao.

A variacdo das retas de calibracdo ao longo do tempo, dentro da gama de
concentragdes na qual o método NBD-CI se mostrou linear, foi avaliada e a sua
representacdo encontra-se apresentada na Figura 7.6. As respetivas equacdes da reta

encontram-se na Tabela 7.2.
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Tabela 7.2 - Variagdo da equacéo da reta ao longo do tempo

para 0 método NBD-CI. 100
Tempo  Sensibilidade ~ Ordenada %g??gl'gngg g -
(horas)  (ppm™)"  naorigem e fa s
0 1,77:40,040  0,15£0,7; 0,999 :, ~ N
4 1,79,20,044 0,44£0,9¢ 0,999 =
24 1,78;£0,04, 0,24£0,74 0,999 g
48 1,795+0,03; 0,1,£0,6¢ 0,999 0
72 1,795+0,03; 0,24£0,5¢9 0,999 0 c.,jfemmgo cap spopm) 60
96 1,794+0,04, 0,15+0,73 0,999 '
120 1,790,035 0,2:+0,6,4 0,999 Figura 7.6 - Evolucdo da reta de calibragéo no
*Calculos efetuados de acordo com as expressdes contidas em k) no anexo de primeiro e ultimo dia de analise para 0 método
equagdes NBD-CI.

A sensibilidade do método mantem-se razoavelmente constante, bem como a
ordenada na origem, mantendo sempre linearidade muito proxima de 1,00. As razdes
entre os declives das retas logo apos a preparagéo das solugdes padrdo e ao longo de 120
horas de analise estiveram dentro dos limites de aceitacdo (98-102 %), tendo-se
verificado estar entre 98,84 e 99,52 %.% Foi analisada a variacdo da concentracdo de
gabapentina dos padrbes 2, 4, 6 e 8 ao longo de 120 horas. Para o calculo da
concentracdo foram usadas as retas de calibracdo obtidas ao longo do tempo, tendo-se
obtido coeficientes de variacdo de 2,51, 1,03, 1,23 e 0,66 %, respetivamente. O padrao 2
obteve um valor acima do limite de aceitagédo (2,00 %), pelo que ndo se pode considerar
que a sua concentragdo se manteve estavel. No entanto, todas as outras mantiveram a
concentracdo de gabapentina constante durante as 120 horas de analise. Verifica-se que
as retas ndo apresentam diferencas significativas a nivel do seu declive, havendo
completa sobreposicdo das mesmas, pelo que as solucBes de gabapentina preparadas sdo
estaveis durante 120 horas, a 4 °C ao abrigo da luz.

De forma a avaliar a precisdo e exatiddo do método foram preparadas trés
solucdes de diferentes concentracdes de analito, designadamente, 4,9:+0,1s, 19,6¢+0,4,
e 36,86+0,45 ppm, preparadas a partir da solu¢do Stock e Intermédia, de acordo com a
Tabela A63, apresentada em anexo. A estas solucdes foram efetuadas seis analises no
dia em que foram preparadas e uma analise a cada dia ap6s a preparacdo das mesmas,
em quatro dias consecutivos, estando na Tabela 7.3 apresentadas as meédias dos
resultados obtidos para cada nivel de concentracdo. Os resultados obtidos
individualmente se encontram em anexo nas Tabelas A64 e A65. De notar que as
concentracdes calculadas foram obtidas a partir da reta de calibracdo obtida para a

analise dos padrdes efetuada logo apds a sua preparacao.
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Tabela 7.3 - Coeficiente de variacao e erro relativo do método NBD-CI para analises efetuadas
no mesmo dia e em dias alternados.

Ensaios efetuados no mesmo dia (N=6) Ensaios efetuados em dias alternados (N=4)

Método Cerp esperaqkai CGBpie*C S * RS[Z RSDL_| RE* CGBpie*C SD* RSQ RSDE RE*
ec(ppm) (ppm) %) (%) (%)  (ppm) (%) (%) (%)
4,9,40,15 50tl,, 0,04 0,84 9,66 2,19 5.,x1, 0,01 0,13 9,66 3,21
NBD-CI 19,65+0,4, 19,1, 0,20 0,99 7,84 0,96 19,4+1, 0,08 040 7,84 1,43
36,8,%0,45 37,1, 013 0,33 7,13 1,57 37,1, 0,18 0,48 7,13 0,71

*Calculos feitos a partir das expressdes contidas em d), ), f), j) e 0) no anexo de equacdes

Para as analises efetuadas no mesmo dia o coeficiente de variacdo variou entre
0,33 e 0,99 % e para anélises em dias alternados este variou entre 0,13 e 0,48 %, pelo
que se encontram dentro dos valores limitantes indicados na literatura pela AOAC, 7,30
%, para os niveis de concentracdes na ordem das dezenas de ppm de analito ou abaixo
dos valores de RSD de Horwtiz.?® Assim confirma-se a elevada precisio do método pela
obtencdo de valores bastante inferiores ao limite. A exatiddo do método foi tambem
avaliada, pelo célculo dos valores de erro relativo, pelo que se obtiveram valores entre
0,96 e 2,19 % para as analises efetuadas no mesmo dia, e 0,71 e 3,21%, para anéalises
efetuadas em dias alternados, valores muito abaixo do limite de aceitacdo. Assim, 0
método pode-se afirmar bastante exato, uma vez que o erro relativo deve estar abaixo
dos 5,00 %.*

De forma a avaliar a recuperacdo do método NBD-CI foram preparadas trés
solugdes de concentracdo fixa de gabapentina pura fortificadas com trés solugdes de
diferente concentragdo de amostra de Neurotin®, de forma a obter solucdes de
concentracdo 7,6s+0,5,, 15,65+0,61 € 41,7£1,4 ppm. As solucdes e a sua forma de
preparacdo encontram-se em anexo na Tabela A66. A recuperacdo média para cada
nivel de fortificacdo encontra-se apresentada na Tabela 7.4, estando os resultados
obtidos para cada ensaio individual apresentados em anexo na Tabela A67. A Figura

7.7 mostra a linearidade entre a concentracdo de gabapentina recuperada e fortificada.
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Tabela 7.4 - Média dos ensaios de

recuperacao para o método NBD-CI. L4100 -
36,00
, Coppesperadat€C CogpteC Recuperacao+SD £
Método peracs A A g 3100
(PPM)  (ppm) (%) Lo
766405, 7,741, 99,5£1,1 ER
% 16.00 /
NBD-Cl  15,6:t0,6, 157%1, 99 ,+1 5 £ o
6.00
41,41, 41,741, 101,1#2,3 DT Concentrasio GOP fvsicada ooy
*Calculos efetuados de acordo com as expressdes contidas em d), j), Figura 7.7 - Relacdo entre a concentragdo de

m) e 0) no anexo de equacdes . ‘g
)e©) X0 e equag gabapentina recuperada e fortificada para o

método NBD-CI.

O método NBD-CI obteve resultados bastante razoaveis para 0s ensaios de
recuperacdo, com uma media de recuperacdo de 99,7+1,7 %. O critério de aceitacdo para
as recuperages eram valores abaixo do indicado pela AOAC para 0s niveis de
concentragdo com as quais Se estd a trabalhar, entre 80-110 %.” A linearidade do
método e a sua capacidade de recuperagdo foram estimadas pelo declive e coeficiente de
correlacdo da funcdo concentracdo de gabapentina recuperada e fortificada, tendo-se
obtido valores de 0,998,+0,007s ppm™ e 1,00, respetivamente, confirmando-se desta
forma a elevada linearidade do método.**

A recuperacdo média do método NBD-CI foi 99,7+1,7 %, 0 que sugere uma
interferéncia dos excipientes pouco significativa na determinacdo de gabapentina. Para
estimar a especificidade do método NDB-CI na analise de gabapentina em cépsulas e
verificar a extensdo da interferéncia dos excipientes na analise, foi também utilizado o
método da adicdo de padrdo. A razdo entre as retas obtidas por este método e o método
da reta de calibracdo €é considerado um método adicional na estimativa da
especificidade. Para isso foram adicionados 0,50 mL da solucdo de amostra de uma
capsula de Neurotin® e igual volume aos padrdes da reta de calibracdo, descrita em
anexo na Tabela A68, bem como as absorvéncias lidas para cada padrdo. Na Figura 7.8
encontram-se apresentadas as retas obtidas para 0 método da reta de calibracdo e adicao

de padréo, para o presente método de determinacdo da gabapentina.
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Figura 7.8 - Declive da reta pelo método reta de calibragdo e adi¢do de padréo pelo método
NBD-CI.

A equacdo da reta obtida para o0 método da adi¢do de padrdo do método NBD-CI
para um nivel de confianca de 95 % foi: 1F=(1,804+0,03,)Ccgp + (38,04%0,6,), tendo
sido a razdo entre os declives das retas do método da reta de calibracdo e adicdo de
padrédo 98,32 %, valor que esta dentro dos limites aceites pela AOAC (98-102 %), o que
sugere elevada especificidade do método NBD-CI pela gabapentina em capsulas.”® Na
Figura 7.8 pode-se verificar que as mesmas sdo totalmente paralelas. A concentracéo
da solucdo de amostra obtida pelo método de adicdo de padrdo foi 21,06+0,67 ppm,
calculada pela expressdo n) presente no Anexo de equacgdes, e 0 correspondente teor
das capsulas foi 105,25+0,3, mg de gabapentina.

Utilizando a reta de calibracdo na anélise e amostras de cada uma das capsulas
de gabapentina dos diferentes laboratorios, preparadas segundo a Tabela Al7, em
anexo. Os valores de recuperacdo obtidos individualmente para as diferentes marcas de
laboratdrios, pelo método NBD-CI, estdo apresentados em anexo na Tabela A69,

estando na Tabela 7.5 apresentadas as médias obtidas nesta analise.

Tabela 7.5 - RecuperacBes obtidas para as diferentes capsulas para 0 método NBD-CI.

Método Método
Proposto Gabomox® Neurotin® Ratiopharm  Teva Generis Referéncia
(N=6) (N=5)*
Recsugfor/z‘f*a"i 100,5:+0,7; 99,650,8; 100,3:+0,6s 98,6tl,s  101,5tl, 99,55+1,45
NBD-Cl ¢ ciao(95%)° 1,43 0,18 1,21 -1,16 235 tueano(95%) 2,71
Fca|cu|ad0(95%)* 3,99 2,81 4,85 1,18 1,66 Ftabe|ad0(95%)* 5,19

*Célculos efetuados de acordo com expressoes contidas em d), g), h) e 0) no anexo de equagdes

O teor de gabapentina obtidos pelo método NBD-CI esteve muito préximo do
valor esperado, 100 mg, para todas as capsulas, uma vez que as recuperacdes obtidas

estiveram compreendidas entre 98,6x1,3 e 101,3t1,; %. Os valores de t-student para o
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metodo experimental foram iguais ou inferiores a 2,35 em mddulo e os valores de
Fisher nunca foram superiores a 4,85. Uma vez que estes valores em nenhum dos casos
excederam os valores tabelados, 2,57 e 5,19, respetivamente, para 95 % de confianca,
pode-se aferir que ndo houve diferencas significativas entre o presente método e o
método de referéncia, no que diz respeito a exatiddo e precisdo, cumprindo 0s critérios
de aceitacdo. Todas as concentragdes de gabapentina foram retiradas da reta por
interpolagdo e com elevado rigor, uma vez que se encontraram acima dos limites de

detecéo e quantificacdo e abaixo do limite de linearidade.

8 Comparacao dos Metodos Efetuados

A escolha de um método de andlise baseia-se fundamentalmente na finalidade
da anélise, envolvendo fatores como a estrutura quimica, carateristicas fisico-quimicas
do analito, grau de pureza, disponibilidade de amostra, equipamentos, reagentes, custos
OuU mesmo parametros inerentes ao proprio método, como os limites, a sensibilidade,
precisdo, exatidao, entre outros. As principais diretrizes usadas na comparacao de dois
métodos analiticos a nivel da sua exatidao e precisdo podem ser encontradas nas normas
ISO 5725-6:1994.>* A comparacéo de métodos é essencial para que seja selecionado o
mais adequado para a finalidade pretendida, com capacidade de atingir os objetivos
propostos de forma rigorosa.

Um dos objetivos deste estudo é a comparacdo, a varios niveis, de métodos
analiticos na quantificacdo da gabapentina em capsulas, nomeadamente a nivel de
parametros das retas, exatiddo, precisdo, teor de gabapentina nas capsulas e custos dos
métodos. A comparacdo foi feita ndo sé entre os métodos elaborados no presente estudo
mas também entre 0s mesmos e 0s seus metodos de referéncia e métodos alternativos na

quantificacdo de gabapentina.

8.1 COMPARACAO DOS PARAMETROS DA RETA DOS METODOS

A comparacdo dos diferentes métodos analiticos no doseamento da gabapentina
em capsulas a nivel de alguns parametros de avaliacdo torna-se importante, de forma a
verificar se 0s mesmos sdo ideais para o objetivo que o método visa cobrir, pelo que na
Tabela 8.1 estdo apresentados o0s principais parametros das retas de calibracdo para os

métodos efetuados.
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Tabela 8.1 - Parametros das retas de calibragcdo dos métodos efetuados para a quantificacdo de
gabapentina em capsulas.

Gama trabalho Equacéo reta LDsgp LQsp

*

Meétodo Iy g " x . « GD
() (ppm) (95% confianga) ___(ppm)__(ppm)__(ppm)
Direto 192 6,40-142,42 A‘[(2’f?“oigs’fg%’:)lxolo]%@m’ 1,92 6,40 142,42 13,44
_ o -4
Etanol/Agua 194 58,37-724,44 A‘Eﬁ’fﬁg’g%%}%@w 1751 5837 72444 10,06
) A=[(3,135%0,07,)x10*]Cggp
HCI 0,1 M 206 84,02-811,60 e 2521 8402 81160 9,75
— -3
PBQ 350 7,30-241,48 A‘[(f’[zéig_;}?’z)’;ll%.z]]cGBp 219 730 24148 982
— -3
Vanilina 302 sags7izes  ATIQACORICE [0 1036 sass 71208 1111
1 9J0=—Y, V7
- -2
Hipoclorito 583 2507368 AT ot T 075 250 7368 1485
464 excitacdo ) IF=(1,774%0,040)Ccrp
NBD-CI 1o S 1,86-49,12 N 056 186 49,12 10,77

*Calculos efetuados de acordo com expressdes contidas em k) e 1) no anexo de equagdes

A técnica espetrofluorimétrica de analise, método NBD-CI, foi, como era de
esperar, a que apresentou maior sensibilidade, 1,774+0,04, ppm™ e menores limites de
detecdo e quantificacdo, 0,56 ppm e 1,86 ppm, respetivamente, tendo sido linear numa
gama de concentracdes entre e 1,86-49,12 ppm. Dentro da técnica espetroscopia de
absorcdo, o0 método que obteve melhores resultados a nivel dos parametros dos métodos
analiticos foi 0 método Hipoclorito, obtendo a melhor sensibilidade (1,685+0,027)x10
ppm™ e menores limites de detecdo e quantificacdo, 0,74 e 2,50 ppm, tendo tido
comportamento linear do sinal instrumental relativamente a concentracdo de
gabapentina dentro da gama 2,50-73,68 ppm. O método Direto foi, dentro dos métodos
sem derivatizacdo da gabapentina, que obteve os melhores pardmetros da reta de
calibracdo, apresentando também melhores resultados que a maioria dos métodos de
derivatizacdo, nomeadamente menores valores de limites de detecdo e quantificacdo que
0s métodos p-benzoquinona e Vanilina, tendo apresentado linearidade numa gama de
concentracdes entre 6,40-142,42 ppm, sensibilidade de (2,55,+0,04g)x10° ppm™ e
limites de detecdo e quantificacdo de 1,92 e 6,40 ppm, respetivamente. Contudo, 0
método p-benzoquinona refletiu maior valor de sensibilidade, (5,25+0,13)x10° ppm™. Os
métodos Etanol/Agua e HCI 0,1 M obtiveram parametros da reta bastante elevados para

0 objetivo proposto e as menores sensibilidades entre todos 0s métodos.
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8.2 COMPARACAO DA PRECISAO E EXATIDAO DOS METODOS

A comparagdo da precisdo dos métodos avaliados sera feita com base nos
valores de coeficiente de variagdo e a comparacdo da exatiddo, com base no erro
relativo e ensaios de recuperacdo. Na Tabela 8.2 encontra-se o resumo dos coeficientes
de variacdo e erro relativo para cada método e concentracéo.

Tabela 8.2 - Coeficientes de variagdo erro relativo obtido em analises efetuadas no
mesmo dia e em dias alternados para os métodos efetuados.

Analises efetuadas no mesmo dia (N=6) Ensaios efetuados em dias alternados (N=4)
z Cerp esperada CeaptecC * RSD RSDy RE Cerptec * RSD RSDy RE
Metodo  yecopm)  (pm) O° (@) (%) (%) (pm) 0 (k) (%) (%)

39,,+1,, 39,+#2,s 0,58 1,45 7,07 1,30 396+2,s 0,37 0,94 7,07 1,72

Direto 31,1s+0,7, 31,25 0,59 1,90 7,32 -050 31.+2s 0,37 1,20 7,32 0,23
10,65+0,44 10,,+2,, 0,29 2,75 8,60 0,25 10,s+2,¢ 0,20 1,87 8,60 -1,88

201,5%3,9 20+1s 0,92 0,46 5,52 -0,10 20+1s 1,13 0,56 5,52 -0,10

Vanilina 154,5+3,9 15:+1s 1,33 0,86 5,75 -0,54 15.+#1s 1,10 0,72 5,75 -0,40
83,1+2,0 8s+1s 1,02 1,23 6,31 0,15 8s+1s 1,10 1,32 6,31 0,24

49,1,#0,5, 49,,+1; 0,07 0,14 6,83 1,45 496+1,; 0,05 0,97 6,83 1,29

Hipoclorito  24,5¢+0,40 24,153 0,06 0,25 7,58 -065 245+15; 0,05 0,20 7,58 -0,28
7,37+0,2¢ 75+l 0,07 0,96 9,09 1,65 751, 0,08 1,02 9,09 1,78

36,8,+40,4s 37,153 013 0,33 7,13 1,57 37,,¥1; 0,18 0,48 7,13 0,71

NBD-CI 19,65+0,4, 19¢+1,, 0,20 0,99 7,84 0,96 19,,+1,, 0,08 0,40 7,84 1,43
4,9,+0,15 501, 0,04 0,84 9,66 2,19 5:¥1, 0,01 0,13 9,66 3,21

*Célculos feitos a partir das expressoes contidas em d), e), f), j) e 0) no anexo de equagdes

Os métodos Direto, Hipoclorito e NBD-CI apresentam valores de coeficientes de
variacao entre 0,14 e 2,75 %, bastante inferiores ao limite de aceitacdo para a gama de
concentragdes com que se esta a trabalhar, 7,30 % (segundo a equacao de Horwitz para
concentracdes na ordem das dezenas de ppm).”® Os métodos anteriores afirmam-se
precisos em termos de repetibilidade, tendo sido o método Hipoclorito o mais preciso e
0 método Direto o que apresentou menor precisdo, em termos de repetibilidade.

A nivel da precisdo intermédia, ou seja, para analises efetuadas em dias
alternados, o método NBD-CI foi o0 que apresentou maior precisao e consequentemente
menores valores de coeficiente de variacao, entre 0,13 e 0,48 %. O método Direto foi o
que apresentou novamente a menor precisdo, com valores de coeficiente de variacdo
entre 0,94 e 1,87 %.

O limite de aceitacdo para os coeficientes de variacdo, segundo a AOAC, sdo
valores inferiores a 5,30 %, uma vez que se estd a trabalhar com concentracdes na
ordem das centenas de ppm.?° Para as analises efetuadas no mesmo dia e em dias

alternados foram obtidos valores de coeficiente de variacdo abaixo do limite, de 0,46 a
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1,23 e de 0,56 a 1,32 %, respetivamente. Pode-se desta forma afirmar que o método
Vanilina € preciso em termos de repetibilidade e preciséo intermédia.

Relativamente ao erro relativo dos métodos, deve-se encontrar abaixo dos 5,00
%, 0 que se verificou em todos os métodos e niveis de concentragdo.* O menor valor de
erro relativo observou-se para o método Vanilina com 0,10 % para a concentracdo
201,513,0 ppm. O erro relativo obteve um valor maximo para a solucdo de concentracéo
4,9,£0,15 ppm do método NBD-CI, com 2,19 % para analises efetuadas no mesmo dia e
3,21 % para 0 método NBD-CI para medic@es efetuadas em dias alternados.

Na Tabela 8.3 estdo resumidas as médias dos resultados obtidos nos ensaios
de recuperacdo para cada método. A recuperacdo do método pode ser considerada uma
estimativa da exatiddo do mesmo, pelo que se torna essencial a comparagdo dos
métodos efetuados a este nivel. A representacdo grafica encontra-se apresentada na
Figura 8.1.

Tabela 8.3 - Resumo dos ensaios de recuperacdo para 0s
diferentes métodos.

Cogpesperada  CoepteC  Recuperacdo Médiat 103

Meétodo  ecopm)  (ppm)”  +SD (%) SD(%)"

& Metodo

46,51, 34,12, 99,742, s } Direto
Direto 34,211,2 22,112,5 99,212,5 99,312,7 % 101 B Método
22,24£0,95 46,5125 100,6%3,, j% Vanilina
44,11, 44,15 98,0%1,; § * N'Ilétada .
Vanilina 18,5,7 18415 100,5%1,0 99,,41,, % 09 1 %E:;ézma
15,+6,4 15,415 99,7,+0,6, El NED.CI

39,743,;5  39,/%1,3 100,,+2,g

Hipoclorito 15,7414 15,741,3 100,0%1,; 100,0%2,0
7,6310,73 7,711,3 99,311,7
41,41, 41,415 101,,+2,4

Método

NBD-CI  15,6g+0,6; 15,1, 2Ll g 99,71, Figura 8.1 - Representacao grafica médias das
766105  7,7£1,1 99,5t1,1 recuperaces e correspondente desvio-padrao.

*Célculos efetuados de acordo com as expressdes contidas em d), j), m) e 0) no
anexo de equacdes

Todos os métodos obtiveram recuperacdes muito proximas de 100 % e dentro
do limite de aceitacdo descrito pela AOAC, 80-110 %, para os métodos Direto,
Hipoclorito e NBD-Cl e 80-107 % para o método Vanilina.”® Estes valores encontram-
se também dentro dos limites de aceitacdo indicados pela ICH, que limita o valor da
média de recuperagdes entre 90-110 % e individualmente entre que 70 % e 130 %,
independentemente da concentracdo de analito.** Os métodos que obtiveram melhores
ensaios de recuperacdo foram os métodos Hipoclorito e Direto, com recuperacbes de

100,0£2,0 € 99,5%2,7 %, seguidos dos métodos Vanilina e NBD-CI, com recuperacgdes de
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99,7#1,; e 99,7£1,7 %, respetivamente. Todos 0s métodos se mostraram bastante

seletivos para o analito.

8.3 COMPARACAO DA APLICABILIDADE DOS METODOS AS CAPSULAS

Foram comparadas as recuperacGes obtidas para as cadpsulas de gabapentina

pelos diferentes métodos, de forma a verificar quais os que obtiveram recuperacdes

mais concordantes com os métodos de referéncia respetivos, estando estes valores

apresentados na Tabela 8.4.

Tabela 8.4 - Médias das recuperacfes obtidas para as diferentes capsulas e métodos.

Meétodo Método
® - ® - -
PER&%S)tO Gabomox Neurotin Ratiopharm Teva Generis Referéncia (N=5)
| Recgg‘(a{/;‘;‘;%a(’i 99+l 98.5t2s 907,6t2;  98stle 101,424 99,55+1,45"
Direto teai(95%) 0,02 0,53 -1,50 1,42 136 tw(95%) 257
Feal(95%)" 1,21 2,92 2,00 1,21 2,49 Fub(95%)" 6,26
Gabomox®  Neurotin®  Ratiopharm Teva Generis
- Rec;g?{/;‘;‘f*a"i 99,9:40,7;  100,3,£0,6; 100,0s£0,6, 100,0s£0,7, 1015t 99,55+1,45"
Vanilina te(95%)" 0,52 1,20 0,76 0,75 2,56 tan(95%)° 2,57
Feal(95%)" 3,55 4,78 5,08 4,28 1,78 Fun(95%) 5,19
Gabomox®  Neurotin®  Ratiopharm Teva Generis
_ _ Recsugfcf/gf*a"i 101,00£0,5, 100,940,445 100,6,:£0,5, 99,6,20,4 101,15£0,73  99,55+1,45
Hipoclorito — (0506)° 2,30 2,17 1,68 0,11 234 tw(95%) 2,57
Feal(95%) 4,01 4,61 4,01 5,13 1,77 Fu(95%)° 5,19
Gabomox®  Neurotin®  Ratiopharm Teva Generis
Recsugfcf/f)‘f*a‘)i 100,5:#0,7s  99,6¢t0,8,  100,350,6s  98ctls 1011, 99,5+1,45™
rEDE t,(95%)" 1,43 0,18 1,21 1,16 235  tw(95%) 2,57
Fea(95%) 3,99 2,81 4,85 1,18 1,66 Fan(95%) 5,19
Gabomox®  Neurotin®  Ratiopharm Teva Generis
Recuperacaox
Tltulagao SB(%)Q* 106’711;2 96181112 96;3510,50 94,951’0,89 105,91’1,1 99,651110242
NaOH t.1(95%) 7,96 -3,21 -4,24 -5,67 7,15 tan(95%) 12,71
Fea(95%) 1,31 1,41 4,14* 1,30% 1,16 Fun(95%)° 7,71
Gabomox®  Neurotin®  Ratiopharm Teva Generis
30+
Titulacéo Recsuggor/zl)g*ao_ 101,2£1,, 98,61, 96,0%2,, 97,3:+0,5, 106,71, 99,651“*1,0242
HCI tea(95%)" 1,73 -1,22 -2,44 -2,94 7,08 tan(95%)" 12,71
Feal(95%)" 1,48 1,21 4,81 3,56* 2,77 Fun(95%)° 7,71

*Célculos efetuados de acordo com expressdes contidas em d), g), h) e 0) no anexo de equagdes; * Fianelado(95%)=224,58

Como referéncia foram usados métodos devidamente avaliados e validados, nos

quais se obtive, para a analise espetroscpica do Neurotin® 100 mg, uma recuperacéo de

99,55+1,45 %* e para a quantificacdo por volumetria uma recuperacdo de 99,65+1,0,
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%.% Estes foram utilizados para verificar a existéncia de diferencas significativas entre
media e 0 desvio padrdo do valor obtido pelo método de referéncia e os métodos
efetuados no presente estudo, através da aplicagdo do teste de hipoteses. Em todos os
casos, para as diferentes capsulas e métodos confirmou-se a hipotese nula, pelo que os
métodos se podem considerar precisos e exatos, comparativamente com o método de
referéncia especifico.

O método Vanilina foi, dentro da espetroscopia com derivatizagdo da
gabapentina, o que obteve resultados de exatiddo significativamente mais concordantes
com o método de referéncia, com valores de teste t-student entre 0,52 e 2,56 e 0 método
NBD-CI foi o que obteve valores de precisdo mais concordantes, com valores de Fisher
entre 1,66 e 4,85. O método Direto foi, dentro dos métodos sem derivatizacdo da
gabapentina, 0 que obteve menores diferencas a nivel da exatiddo e precisdo,
relativamente ao método de referéncia, com valores de teste t-stundent entre 0,02 e 1,50
e valores de teste Fisher entre 1,21 e 2,92, para 95 % de confianga. Este método foi o
que obteve resultados mais semelhantes relativamente ao metodo de referéncia.

O método Titulagdo com HCI foi, dentro da técnica volumétrica, o que obteve
valores estatisticamente mais semelhantes em termos de exatiddo relativamente ao
método de referéncia, com valores de t-student entre 1,22 e 7,08, para 95 % de
confianca. No entanto, o método Titulagio com NaOH mostrou precisdo
significativamente mais proxima do metodo de referéncia, com valores de Fisher entre
1,17 e 4,09.

8.4 COMPARACAO DOS TEORES DE GABAPENTINA POR METODO

A determinacdo do teor de gabapentina nas cépsulas foi efetuada para os
métodos que se achou relevante, pelos parametros da reta, reprodutibilidade e
dificuldade de execucdo dos mesmos. Nas Figuras 8.2 e 8.3 encontram-se 0s valores
das médias dos teores de gabapentina e o seu desvio padrdo obtidos por método e
capsula, de acordo com a Tabela A70, apresentada em anexo, com o intuito de os
comparar relativamente a proximidade do valor indicado pelo fabricante e a

proximidade dos valores entre si, pela aplicacdo do teste de hipdteses.
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106
105 . I
4 Titulagdo NaOH 4 Gabamox
= = 104
é[ 103 M Titulagdo HCL é! —
% T Metodo Direto % 102 +
+ 101 ¢ ] f l | + Ratiopharm
= T | # Método Vanilina = 100 T
bl 99 J S . . b “Teva
£ f Método Hipodorito £
- 97 Método NBD-CI - Generis
95 T 96
Metodo Capsula
Figura 8.2 - Representacéo gréfica dos teores médios Figura 8.3 - Representacéo gréfica dos teores médios
obtidos por método e correspondente desvio-padréo. obtidos por capsula e correspondente desvio-padréo.

A comparacao do teor de gabapentina nas diferentes capsulas pelos diferentes
métodos possibilitou além disso comparar os métodos relativamente a proximidade do
teor obtido experimentalmente e indicado pelo fabricante e analisar a possiveis
interferéncias dos diferentes excipientes da formulacdo na analise espetral. Segundo a
Associacdo Portuguesa de Medicamentos Genéricos (Apogen), medicamento genérico é
definido como um medicamento com a mesma composicdo qualitativa e quantitativa em
principio ativo, relativamente ao medicamento de referéncia, a mesma forma
farmacéutica, podendo ser considerados equivalentes terapéuticos.”* No entanto a
composicao e teor em excipientes pode ser variavel, induzindo diferentes interferéncias
na analise espetroscopica do farmaco.

Para a determinacdo do teor de gabapentina nas capsulas, foram preparadas
amostras de uma capsula de cada laboratorio, como apresentado em anexo, na Tabela
Al7 para os métodos Direto, Hipoclorito e NBD-CI, Tabela A43, para o0 método
Vanilina e Tabela A2, para os métodos volumétricos. Assumindo que os 100 mg
indicado pelos fabricantes é o real teor de gabapentina nas capsulas, o método que
obteve valores mais proximos foi o0 método NBD-CI, uma média de 100,0+1,; mg para
as diversas capsulas, seguido dos métodos Vanilina, Hipoclorito e Direto, que
obtiveram, respetivamente 100,3,+0,6¢, 100,66+0,61 e 99,;+1,3 mg. Os métodos que
mais se afastaram do valor real foram os métodos volumétricos, que obtiveram uma
média de teores de gabapentina nas diferentes capsulas de 100,,£5,7 e 100,,+4,o mg para
a titulacdo com NaOH e HCI, respetivamente.

As capsulas que verificaram resultados mais préximos de 100 mg foram as

capsulas de Neurotin® com um teor médio de 99,,+1,, mg, quando quantificadas pelos
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diferentes métodos. As cépsulas Generis obtiveram o teor de gabapentina menos
concordante com o valor indicado, 102,0+2,c mg. Apesar das cépsulas da Generis
possuirem qualitativamente uma composicdo de excipientes semelhante as outras,
quantitativamente, o teor dos mesmos na formulacdo farmacéutica pode ser variavel
(uma vez que ndo é especificado pelos fabricantes), o que induz diferentes niveis de
interferéncias quando analisadas espetroscopicamente. Assim, as recuperacoes
ligeiramente superiores obtidas para as cépsulas da marca Generis podem estar
relacionadas com diferentes composi¢des de excipientes das capsulas, relativamente as
outras marcas.

Globalmente, 0 método e cépsulas que obteve valores mais proximos de 100
mg foi o0 método Vanilina para as cdpsulas da Ratiopharm e Teva, ambas com um teor
de 100,05+0,29 mg, seguidas das capsulas de Gabamox®, quando quantificadas pelo
método Vanilina, com um teor de 99,9,+0,29 ppm e do método NBD-ClI para as capsulas
da Neurotin®, com teor de 99,65+0,2, ppm. As capsulas que mais se afastaram do valor
indicado pelo fabricante foram as da Generis, quando analisadas pelas técnicas
volumétricas de analise, com teores de 105,0+1,;e 106,7£1,; mg, para a titulacdo com
NaOH e HCI, respetivamente. De igual forma, as capsulas de Gabamox® pela técnica
volumétrica com NaOH, obteve 106,,#1,, mg, um valor bastante discrepante,
relativamente ao esperado. Segundo a Farmacopeia Portuguesa VII, no estudo da
uniformidade de teor, o limite de aceitacdo para formulas farmacéuticas como as
capsulas de massa de principio ativo até 300 mg sdo variacdes de 10 % no teor indicado
pelo fabricante.®® Assim, assumido que a anélise efetuada era exata, apesar do teor
obtido ser diferente do indicado, o teor das capsulas encontra-se dentro do limite de
aceitacéo.

As cépsulas da marca Teva ndo contém na sua composicdo um excipiente
presente em todas as outras capsulas, a lactose. Obteve-se para as mesmas 0 menor teor
de gabapentina, 98,;+1,s ppm. Poder-se-ia assim concluir que a lactose poderia ser um
interferente na analise espetroscopica da gabapentina e desta forma ter aumentado os
teores obtidos para as outras capsulas. No entanto, verificou-se anteriormente, pelos
ensaios de recuperacdo, a baixa interferéncia destes componentes da formulacdo na
analise, podendo ter sido apenas uma coincidéncia ou pode estar relacionado com o fato
do teor de excipientes ser desconhecido. Verifica-se que as cépsulas de Gabamox®

quando quantificadas pelo método Titulagio com NaOH obtiveram um teor
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relativamente elevado quando comparado com a quantificacdo das mesmas capsulas por
qualquer outro método. Nao havendo razao aparente para tal, uma vez que as amostras
foram preparadas de forma idéntica, esta diferenca possivelmente foi devida a algum
erro (ndo identificado) que ocorreu durante a andlise ou interferéncia e que influenciou a
determinacdo do ponto de equivaléncia. Assim, este método necessitava de ter um
estudo mais aprofundado para elucidar este efeito.

Foi verificado, através do teste de hipoOteses, se havia diferencas
estatisticamente significativas relativamente ao teor médio de gabapentina e ao seu
desvio padrdo entre os métodos efetuados na presente monografia. Na seguinte tabela,
Tabela 8.5 estdo apresentados os valores de teste t-student e Fisher para os métodos
desenvolvidos, para verificar a existéncia de valores discordantes a nivel da exatidao e

precisao.

Tabela 8.5 — Teste t-student e Fisher, usando os diferentes métodos experimentais como
métodos de referéncia.

I:calculado (950/0)***

, . . Método Método Método Método  Titulacdo Titulacado Fiabelado
Meétodo Referéncia  nirete"  vanilina®  Hipoclorite™ NBD-CI'  NaOH™  HCI”  (95%)
Meétodo Direto” NA 3,89 4,44 1,62 19,15 9,69
Meétodo Vanilina” 3,89 NA 1,14 2,40 74,56 24,72 5.05
Método Hipoclorito® 4,44 1,14 NA 2,74 85,06 43,06 ’
Método NBD-CI 1,62 2,40 2,74 NA 31,03 15,71
NaOH o,1|\{|*** 19,15 74,56 85,06 31,03 NA 1,98 6.61
HCI 0,1M 9,69 37,74 43,06 15,71 1,98 NA ’
Método Referéncia teatcutado (95%0) tiabelado(95%0)
Método Direto” NA 2,07 2,38 1,47 1,58 1,36
Meétodo Vanilina® 2,07 NA 0,46 0,49 1,08 0,69
Método Hipoclori}o* 2,38 0,46 NA 0,84 1,01 0,59 257
Método NBD-CI 1,47 0,49 0,84 NA 1,17 0,82 ’
Titulagdo NaOH ™~ 1,58 1,08 1,01 1,17 NA 0,47
Titulacdo HCI™ 1,36 0,69 0,59 0,82 0,47 NA

KKk

Kkk

*N = 6; **N = 2; ***ExpressOes contidas em €) e f) no anexo de equagdes; NA — Nao aplicavel

A nivel da proximidade dos valores médios dos teores de gabapentina, o limite

méaximo obtido experimentalmente para o valor de t-student foi de 2,38, estando abaixo
do valor tabelado para 95 %, 2,57. Pode-se assim concluir que todos os métodos
obtiveram teores de gabapentina préximos entre si o suficiente para afirmar que nao
houve diferencas estatisticamente significativas. No entanto, os métodos que mais se

aproximaram, a nivel do teor médio de gabapentina, foram os métodos Hipoclorito e
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Vanilina, com um valor de teste t-student de 0,46 e os métodos que mais se afastaram
foram os métodos Hipoclorito e Direto.

A nivel da concordancia da precisdo entre 0os métodos avaliados pode-se
afirmar que os métodos espetroscopicos ndo possuem diferencas estatisticamente
significativas entre si, pois o valor de teste Fisher calculado é sempre inferior ao F
tabelado, para 95 % de confianga. O mesmo se verifica entre os métodos volumétricos.
No entanto, a comparacdo entre os métodos volumétricos e espetroscdpicos mostrou a
existéncia de diferencas significativas a nivel da precisdo, sendo a hipdtese nula
rejeitada, uma vez que apresentou valores de Fisher bastante superiores aos tabelados.

Na comparacdo de métodos espetroscdpicos separadamente dos volumétricos,
os métodos Hipoclorito e Direto foram 0s que obtiveram precisdo menos concordante,
com um valor de teste de Fisher de 4,44 e os métodos Vanilina e Hipoclorito foram os
que obtiveram valores mais concordantes, com valor Fisher de 1,14. Dentro dos
métodos volumetricos, na comparacéo da precisdo dos métodos Titulagdo com NaOH e
HCI, obteve-se um teste de Fisher de 1,98, para 95% de confianca, pelo que os métodos

se podem considerar estatisticamente semelhantes em termos de preciséo.

8.5 COMPARACAO DOS CUSTOS ASSOCIADOS AOS METODOS

A analise de custos de métodos analiticos prende-se a premissas de avaliacdo do
custo-efetividade, ou seja, ndo deve ser apenas olhado aos custos do método mas
também a capacidade de obter resultados reprodutiveis e rigorosos. A comparacdo dos
métodos de andlise a nivel econdmico torna-se um ponto essencial, na medida em que,
segundo a atual conjuntura do Pais e a grave situacdo financeira na qual este se
encontra, a necessidade de retencdo de custos das empresas € inevitavel. Dai advém a
necessidade de avaliar os custos dos métodos de andlise, de forma a optar pelo mais
econdmico, caso demonstrem igual aplicabilidade para o objetivo que visam cobrir.
Com o objetivo de obter resultados confiaveis de forma sustentavel, foram comparados
0s custos dos métodos analisados a nivel do tempo despendido, quantidades e o preco
dos reagentes e 0 equipamentos usado na analise, estando os resultados obtidos
apresentados na Tabela 8.6. Nesta analise econdmica ndo foi considerada a necessidade
de efetuar varias analises para obter resultados estatisticos reprodutiveis, foi feito o

calculo por ensaio.
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Tabela 8.6 - Analise de custos dos métodos efetuados experimentalmente.

Titulacdo com HCI

Reagentes Instrumento  Massa/\VVolume Preco’ Preco gasto (€)  Tempo despendido (Min)
Gabapentina 90 mg 46,8 €/g 4,212
HCI Concentrado  Potencidmetro 8,4 mL 79 €/2,5L 0,265 120
Total 4,477
Titulagdo com NaOH
Reagentes Instrumento  Massa/\VVolume Preco’ Preco gasto (€)  Tempo despendido (Min)
Gabapentina 90 mg 46,8 €/g 4,212 120
NaOH Potenciometro 2000 mg 35,5 €/kg 0,071
Total 4,283
Método Direto
Reagentes Instrumento  Massa/\VVolume Preco” Preco gasto (€)  Tempo despendido (Min)
Gabapentina . 90m 46,8 €/ 4,212
Total Uv-vis ’ ¢ 4,212 60
Método p-benzoquinona
Reagentes Instrumento  Massa/\VVolume Preco” Preco gasto (€)  Tempo despendido (Min)
Etanol 100 mL 64,7 €/2,5L 2,588
p-benzoquinona 1081 mg 134,5 €/kg 0,145
NA;HPO, 3580 mg 135 €/kg 0,483
NAH,PO, Uv-vis 1199,8 mg 238,5 €/kg 0,286 180
NaOH 800 mg 35,5 €/kg 0,028
Gabapentina 90 mg 46,8 €/g 4,212
Total 7,743
Método Vanilina
Reagentes Instrumento  Massa/VVolume Preco” Preco gasto (€)  Tempo despendido (Min)
Vanilina 2000 mg 96,9 €/500g 0,388
Na,HPO, 3580 mg 135 €/kg 0,483
Acido citrico 1920 mg 30,9 €/kg 0,059
NaOH 800 mg 35,5 €/kg 0,028 180
Gabapentina Uv-vis 300 mg 46,8 €/g 14,04
Volume (mL) Preco Preco gasto (€)
Acetaldeido 0,3 mL 34,8 €/L 0,010
Etanol 100 mL 64,7 €/2,5L 2,588
Total 17,597
Método Etanol/Agua
Reagentes Instrumento  Massa/VVolume Preco’ Preco gasto (€) Tempo despendido (Min)
Gabapentina 90 mg 46,8 €/g 4,212
Etanol Uv-vis 300 mL 64,7 €/2,5L 7,764 60
Total 11,976
Método HCI 0,1 M
Reagentes Instrumento  Massa/VVolume Preco’ Preco gasto (€) Tempo despendido (Min)
Gabapentina Uv-vis 90 mg 46,8 €/g 4,212
HCI Concentrado 8,4 mL 79 €/2,5L 0,265 60
Total 4,477

* Preco calculado de acordo com o catalogo da Sigma-Aldrich 2014
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Tabela 8.6 (continuacéo)

Método Hipoclorito

Reagentes Instrumento Massa/\VVolume Preco’ Preco gasto (€) Tempo despendido (Min)

Amido 750 mg 131,5 €/kg 0,099
Kl 1500 mg 192 €/500¢g 0,576
Nitrito sodio 276 mg 47,6 €/500g 0,026
KH,PO, . 1361 mg 238 €/kg 0,324

Borax Uv-vis 953 mg 49.1 €/kg 0,047 300
Gabapentina 20 mg 46,8 €/g 0,936

Hicloreto de sodio 3mL 61,3 €/500mL 0,00037

Total 2,008

Espetrofluorimetria
Método reagente NBD-CI

Reagentes Instrumento Massa/Volume Preco’ Preco gasto (€) Tempo despendido (Min)
NBD-CI 80 mg 200,5 €/2,5L 6,416
Gabapentina 300 mg 46,8 €/kg 0,014
Acido bérico 1240 mg 146 €/kg 0,181

Espetroflurimetro 180

Tetraborato Sédio 1900 mg 49,1 €/kg 0,093
Metanol 100 mL 48,1 €/2,5L 1,924
Total 8,628

* Prego calculado de acordo com o catalogo da Sigma-Aldrich 2014

O método Hipoclorito apesar de ser 0 método que requer a maior quantidade de
reagentes mostrou-se o mais econémico a nivel financeiro. No entanto € o méetodo que
mais tempo requer e preparacdo de maior quantidade de solugdes. O método Direto
demonstrou-se bastante econdmico relativamente a quantidade de reagentes utilizados e
a nivel do tempo despendido na preparacdo do mesmo, uma vez que apenas se utilizou
gabapentina pura e agua bidestilada para a sua elaboracdo. Este mostrou ser bastante
sensivel e obteve limites de detecdo e quantificacdo bastante baixos. Assim, 0 método
Direto podera ser considerado, a nivel econémico, 0 método de eleicdo no doseamento
de gabapentina em cépsulas, uma vez que uma hora é suficiente para a preparacdo do
método da reta de calibracdo e adicdo de padrdo e proceder a leitura das solucgdes. Os
métodos volumétricos de analise sdo também bastante econdmicos financeiramente. No
entanto, requerem bastante tempo para os efetuar e possuem uma baixa
reprodutibilidade. Apesar do método Vanilina se ter demonstrado o método menos
econdmico para a quantificacdo da gabapentina, as suas solucBes demonstraram ser

relativamente estaveis e de facil preparagéo.
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8.6 COMPARACAO DOS METODOS DESENVOLVIDOS E DE REFERENCIA

Os parametros da reta de calibracdo dos métodos efetuados na presente
monografia e seus métodos de referéncia foram também comparados, tal como se pode

analisar na Tabela 8.7.

Tabela 8.7 - Comparacao entre métodos de referéncia e métodos elaborados.

A Gama Limite Limite Recuperacdo Sensibilidade
Método (nm) trabalho Detecéo quantificacéo ('3 %) ¢ (opm’)
(ppm) (ppm) (ppm)
Estudos de referéncia

T,\'gg&l‘f'i‘zo NA NA NA NA 100,1+0,59 NA
Direto® 210 0,25-3,5 0,044 0,133 99,997+0,104 0,1005
PBQ* 369 80-320 NE NE 99,59+0,65 0,0027
Vanilina® 402 10-90 0,25 0,80 85,5-91,1 0,0061
Hipoclorito® 590 0,2-5,0 0,04 0,12 101,5+0,82 0,0034

NBD-cl®  deonmexcitaio 4 g 097 NE 10000132 046

532 nm emissao
Presente estudo

Titulacdo NaOH NA NA NA NA 100,,%5,7 NA

Titulagcdo HCI NA NA NA NA 100,,%4,, NA
Direto 192 6,40-142,42 1,92 6,40 99,415 0,0026
PBQ 350 7,30-241,48 2,19 7,30 NA 0,0052
Vanilina 394 34,55-712,08 10,36 34,55 100,3,+0,6 0,0008
Hipoclorito 588 2,50-73,68 0,74 2,50 100,64+0,6, 0,0169
NBD-CI 464 nm excliagao 4 g5 49,1 0,56 1,86 100,621,; 1,779

542 nm emissao

NA — Né&o aplicavel; NE — N&o encontrado

Nalguns casos os métodos de referéncia mostraram-se superiores aos métodos
efetuados no presente estudo, a nivel das sensibilidades, como é o caso dos métodos
Direto e Vanilina. N&ao obstante, varios métodos efetuados experimentalmente
obtiveram valores de sensibilidades superiores aos seus métodos de referéncia, como € o
caso dos métodos p-benzoquinona e Hipoclorito. O método p-benzoquinona foi o Unico
que obteve uma gama de linearidade inferior a do método de referéncia, todos os outros
obtiveram gamas superiores. Os limites de detecdo e quantificacdo dos métodos de
referéncia mostraram-se em todos 0s casos inferiores aos obtidos experimentalmente. A
nivel das recuperacdes médias obtidas para as cadpsulas, o método Vanilina obteve
resultados melhores, quando comparados com o método de referéncia, tal como o
método Hipoclorito. O comprimento de onda maximo ao qual se fez a analise ndo se
alterou de forma significativa nos métodos de referéncia e nos métodos efetuados na

presente monografia. O método espetrofluorimétrico efetuado experimentalmente
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obteve menor valor de limite de detecdo e maior sensibilidade, tendo sido no entanto

linear numa gama de concentragdes bastante superior.

8.7 COMPARACAO COM OUTROS ESTUDOS DESCRITOS

Vérios métodos de doseamento da gabapentina na urina ou no plasma foram
descritos e publicados na literatura, utilizando diversos reagentes de derivatizacao
fluorogénicos como 5-(4,6-diclorotriazinil)aminofluoresceina,Erro! A origem da
referéncia nao foi encontrada. o-ftaldialdeido,*® fluorescamina,®® 2,4,6-trinitrobenzeno
4cido sulfonico,” NBD-CI54 e reagentes de derivatizacdo por espetroscopia de
absorcdo Uv-Vis, como 4-nitrofenilisotiocianato,” entre outros. Outros métodos de
doseamento de gabapentina em formulagdes farmacéuticas foram descritos, usando
técnicas como cromatografia liquida de alta eficiéncia, HPLC, eletroforese capilar,
espetroscopicos Uv-Vis, fluorimétricos, quimioluminescentes, potenciometros,
condutimétricos, entre outras. A Tabela 8.8 sintetiza a informac¢do dos principais
parametros de avaliagdo de outros métodos no doseamento de gabapentina em
formulag¢Oes farmacéuticas, derivados de varias técnicas analiticas como a volumetria de
neutralizacdo e precipitacdo, espetroscopia de absorcdo Uv-Vis, espetrofluorimeétria e
quimioluminescéncia, nomeadamente gama de trabalho, limites de detecdo e

quantificacdo e recuperacoes.

Tabela 8.8 - Métodos alternativos de quantificacdo de gabapentina em cépsulas e seus

parametros.
Reagente de A Gama trabalho  Limite detecdo Limite de Recuperacéo
derivatizacéo (nm) (ppm) (ppm) quantificacéo (ppm) (%)
Ninidrina®’ 568 2-30 0,150 0,454 97,12-102,10
Ninidrina®’ 580 2-22 0,32 0,96 99,23-100,80
Ninidrina em NaOH®® 575 10-30 0,13 0,04 98,3-101,4
Ninidrina em (DMF)*’ 569 40-280 NE NE NE
Ninidrinaem (DMF)¥ 405 50-300 NE NE 100,43+0,15
Ninidrina®® 566 8-50 2,0 5,0 99,8+1,10
Laranja de metil >’ 464 12-96 0,96 2,92 98,02-100,31
Acido cloranilico® 314 6-30 0,09 0,30 98,22-101,1
Acido cloranilico® 535 60-200 7,59 25,30 100,05+1,39
TCNE® 335 6-30 0,20 0,06 99,73-100,46
TCNEY’ 340 40-360 0,68 2,06 99,32-101,82
TCNE® 412 40-140 3,54 11,80 100,36+1,56
TCNQ¥ 439 4-30 0,04 0,13 99,31-100,88
TCNQ™ 842 8-24 0,48 1,60 100,04+0,66
(4cido picrico PA)® 415 1,25-15,0 0,23 0,71 99,42+2,05
(acido picrico PA)*’ 342 15-135 0,41 1,23 99,93-101,15

NA — Né&o aplicavel; NE — Né&o encontrado
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Tabela 8.8 (continuacéo)

Gama Limite Limite de ~
Reagente de A ~ e Recuperagéao
Derivatizacio (nm) Trabalho detecdo quantificacéo (%)
(ppm) (Ppm) (ppm)
2,4-DNP® 420 2,0-18,0 0,75 2,28 98,56+2,43
?g?;}”:f;;? oy 415 20-140 0,1 NE 98,05+0,53
1-fluoro-2,4-
dim tr‘;%fa?lzénoﬁz 360 10-500 NE NE NE
NQS® 495 7,5-75,0 NE NE NE
NQS™ 540 5-25 1,0 3,0 100,0+1,32
NQS* 480 0-150 9,8 NE NE
Quinalizarina® 571 0,4-8,0 NE NE NE
DHBA* 445 2,57-37,25 0,330 0,996 99,36-100,02
Cloranilo® 521 40-120 3,33 11,10 99,57+0,95
Cloreto de cobre® 246 40-95 1,179 3,890 98,98+1,05
Azul de bromotimol® 411 100-800 1,44 4,75 100,131,172
Verde bromocresol® 411 10-150 1,61 5,30 100,08+1,308
Azul de bromotimol®® 421 40-90 10,86 32,91 99,27+0,28
Verde bromocresol®® 416 10-120 2,90 8,77 100,6+0,93
DDQ® 304 2-40 0,08 0,25 99,42-100,52
DDQY 456 12-36 1,20 3,99 99,92+1,08
DDQ*’ 315 32-80 0,15 0,44 98,46-100,64
CH® 230 16-70 0,44 1,33 98,5-100,7
Hipocloreto® 360 6-30 0,39 1,60 99,29 +0,66
Hipocloreto® 450 21,2 - 159,0 NE NE 99,99-100,01
Direto (Etanol/agua)®® 265 2-10 1,20 3,96 99,11-99,91
Direto (Metanol/Agua)®® 240 1-9 1,00 3,33 99,94-100,06
Fluorescéncia
Fluorescamina™ 472 nm excitagao 4 4 0,06 NE 99,610,98
390 nm emissao
71 458 nm excitacdo
NBD-F 521nm emissao | 0:010-0,100  0,00043 0,00130 100,51-100,68
NBD-F" 458 nm excltacdo 050,050 0,00085 0,00255 100,28+0,51
537nm emissao
Volumetria
Titulacdo com HCIO," NA NA NA NA 102,81+1,04
E‘ﬁ"g‘g‘o(g;i? NA NA NA NA 101,90+1,63
) 2
Precipitagdo AgNO;"* NA NA NA NA 100,1+0,59
Condutimetrico NA 1-15mg NA NA 100,020,404
Quimioluminescéncia
Luminol-hipocloreto” NA sl o NA 95,0-104,0

mmol/mL mmol/mL

NA — Né&o aplicavel; NE — Né&o encontrado

Os métodos espetrofluorimétricos, como era de esperar, apresentam limites
inferiores aos métodos de absorcdo Uv-Vis. O método com menores limites é o método

de derivatizacdo da gabapentina com NBD-F, seguido do método de derivatizacdo com

94|Pagina



Comparacdo de métodos analiticos na quantificacdo do teor de Gabapentina em diversas
capsulas de diversos laboratdrios

NBD-CI e fluorescamina. Utilizando a técnica de absorcdo Uv-Vis, o método de
derivatizacdo da gabapentina com Ninidrina é 0 que apresenta melhores resultados a
nivel de limites, seguido dos métodos de derivatizacdo com TCNQ, DDQ e é&cido
cloranilico. O método com menor gama de linearidade é o método da Ninidrina, seguido
do método Quinalizarina, &cido picrico e DNP. O método quimioluminescente, luminol-
hipocloreto, obteve um intervalo de recuperacao superior a todos os outros métodos. Os
métodos que obtiveram os maiores resultados a nivel das recuperagdes das capsulas,
superiores a 100 % foi a titulagdo com HCIO, e CH3CO,(0).

9 Conclusao

Nesta monografia pretendeu-se demonstrar a aplicabilidade de alguns métodos
analiticos no doseamento de gabapentina em capsulas, comparando os métodos a nivel
dos seus limites, parametros, precisdo, exatiddo, recuperacdes e, em ultima instancia
comparar o teor de gabapentina nas capsulas existentes no mercado.

A gabapentina foi analisada por espetroscopia de absor¢do Uv-Vis, sem
derivatizacdo, pelo método Direto (anéalise a 192 nm), Etanol/Agua (194 nm) e HCI 0,1
M (206 nm), tendo obtido linearidade na gama de concentracbes 6,40-142,42, 58,37-
724,44 e 84,02-811,60 ppm, respetivamente. Foram usados métodos de derivatizacdo da
gabapentina, analisados também por absorcdo UV-vis, 0 método p-benzoguinona
(analise a 350 nm) foi linear numa gama de concentracdes 7,30-241,48 ppm, 0 método
Vanilina (392 nm) foi linear numa gama de concentrac¢des 34,55-712,08 ppm, 0 método
Hipoclorito (588 nm) foi linear numa gama de concentragdes 2,50-73,68 ppm. Por fim o
método fluorimétrico, de derivatizacdo da gabapentina com NBD-CI, foi analisado a um
comprimento de onda de excitacdo de 464 nm e emissdo de 542nm, tendo apresentado
linearidade numa gama de concentragdes 1,86-49,12 ppm.

O método com maior sensibilidade foi o método fluorimétrico de derivatizacéo
da gabapentina com NBD-CI, seguido do meétodo Hipoclorito, com sensibilidade
1,770,040 e (1,685+0,02;,)x10% ppm™ (95 % de confianca). Os métodos p-
benzoquinona e Hipoclorito obtiveram valores de sensibilidade superiores aos
respetivos métodos de referéncia. O método HCI 0,1 M foi o método menos sensivel,
tendo obtido (3,135%0,07,)x10™* ppm™.
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O método espetrofluorimétrico obteve também melhores resultados a nivel dos
limites de detecdo e quantificacdo relativamente aos métodos de espetroscopia de
absorc¢do, 0,56 e 1,86 ppm, respetivamente. Comparando os métodos de absorcdo, o
meétodo Hipoclorito foi o que obteve limites mais baixos, nomeadamente 0,56 e 2,50
ppm, respetivamente para o limite de detecdo e quantificacdo, enquanto que o método
HCI1 0,1 M foi novamente o que apresentou piores resultados com limites de detegéo e
quantificacdo de 25,21 e 84,02 ppm.

Os métodos NBD-CI e Direto mostraram elevada estabilidade das solucbes
padrédo, com uma razdo entre o declive das retas ao longo de 120 horas, a 4°C e ao
abrigo da luz, entre 98,84- 99,52 e 98,18-100,10 %, respetivamente. O método Vanilina
mostrou estabilidade das solu¢bes ao longo de 72 horas com uma razdo entre 99,82-
100,51 % e o método Hipoclorito obteve estabilidade das mesmas durante apenas 4
horas com uma razéo de 99,56 % entre as retas de calibracdo, nas mesmas condicoes.

A precisdo dos métodos verificou-se pela repetibilidade e precisdo intermédia. O
método Hipoclorito mostrou melhor precisdo no que toca a avaliacdo da repetibilidade,
com coeficientes de variacdo entre 0,14 e 0,96 %, e 0 método NBD-CI mostrou-se mais
preciso quando se alterava o fator dia (avaliacdo da precisdo intermédia), com
coeficientes de variagéo entre 0,13 e 0,48 %.

A exatiddo dos metodos foi avaliada pelo erro relativo e ensaios de recuperacao.
Tendo em conta o erro relativo, 0 método Vanilina foi o que obteve melhores valores,
entre 0,10 e 0,54 %, para andlises efetuadas no dia de preparacdo das solucdes e 0,10 a
0,40 % para ensaios efetuados nos dias seguintes. Relativamente aos ensaios de
recuperacdo, o método Hipoclorito mostrou-se o0 mais especifico para a gabapentina,
tendo obtido uma recuperacdo média de 100,0£2,0 %.

As recuperacOes obtidas para as capsulas de gabapentina mostram que o método
Direto tem exatiddo e precisdo estatisticamente mais proxima do método de referéncia
no doseamento espetroscopico, com valores de t-student e Fisher entre 0,02 e 1,50 e
1,21 e 2,92, respetivamente, para 95 % de confianca. O método Titulagdo com HCI foi o
que obteve exatiddo mais préxima do método de referéncia no doseamento volumeétrico,
com valores de teste t-student entre 1,22 e 7,08. No entanto, 0 método Titulagdo com
NaOH foi 0 que obteve precisdo mais concordante com o método de referéncia, com

valores de teste Fisher entre 1,16 e 4,14 (95 % de confianca).
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O teor de gabapentina obtido por método e cépsula provou que o método
espetrofluorimétrico (método NBD-CI) foi o método que mais se aproximou do valor
indicado pelo fabricante, com um teor médio de 100,01,y mg. Nos métodos
espetroscéopicos de absorcdo, os métodos com derivatizagdo da gabapentina foram os
que obtiveram teores mais proximos do valor de referéncia, com teores médios de
100,3,+0,6¢ e 100,6¢+0,61 mg, para os métodos Vanilina e Hipoclorito, respetivamente,
seguidos do método sem derivatizacdo (Direto), que obteve um teor médio de 99,1+1,3
mg. Os métodos volumétricos foram os que mais se afastaram do valor de referéncia,
com teores médios de 100,,+4,o € 100,,+5,; mg, para 0 método Titulagdo com HCI e
NaOH, respetivamente.

A capsula que mais aproximou o valor obtido experimentalmente e o valor
indicado pelo fabricante foram as capsulas de Neurotin® e as capsulas da Generis as que
mais se afastaram desse valor, tendo obtido uma média de 99,4%1,, e 103,0+2,; mg,
respetivamente.

Todos o0s metodos espetroscOpicos obtiveram exatiddo considerada
estatisticamente concordante, no que toca a comparagdo dos metodos efetuados
experimentalmente entre si, com valores de teste t-student entre 0,46 e 2,38, para 95 %
de confianca, tendo sido os métodos mais semelhantes a este nivel, os métodos Vanilina
e Hipoclorito. A comparacdo da precisdo dos meétodos efetuados mostrou diferencas
significativas entre 0os métodos espetroscopicos e 0s métodos volumétricos. Entre as
diferentes técnicas os métodos mostraram diferencas na precisdo ndo estatisticamente
significativas, com valores de teste de Fisher entre 1,16 e 4,42, tendo os métodos
Vanilina e Hipoclorito obtido a maior concordancia.

O método com menos custos de reagentes foi 0 método Hipoclorito, com o custo
de apenas 2,008 € por método, sendo no entanto necessario um tempo de analise
bastante elevado. Considerando ambos os custos (reagentes e tempo de analise) e 0s
resultados obtidos, o método Direto foi aquele que mostrou maior potencial de

aplicabilidade.
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Anexo

Tabela Al- Aferigdo da solugdo NaOH 0,1 M.

Ensaio  MasSasaiaterem (0)  Veamten(ML)  MoleSeiaan (Mol)  Volumeyaok gastotevol (ML) Concyaor (M)”

1 0,4423+0,0001 25,00+0,03 0,002166 22,40+0,05 0,09668
2 0,4435+0,0001 25,00+0,03 0,002172 22,60+0,05 0,09609
3 0,4467+0,0001 25,00+0,03 0,002187 22,80+0,05 0,09594
4 0,4446+0,0001 25,00+0,03 0,002177 22,70+0,05 0,09591
5 0,4423+0,0001 25,00+0,03 0,002166 22,50+0,05 0,09626
6 0,4560+0,0001 25,00+0,03 0,002233 22,20+0,05 0,09625

MédiaConcyaonzSD (M)  0,0961,+0,0003;
Tabela A2- Preparacdo das amostras para os métodos volumétricos NaOH e HCI 0,1 M.

Amostra MassaGBp (mg) Vpipetaiepipeta (mL) CGBpieconc(M)l)

Gabamox®  Céapsula 100 mg 20,00+0,04 0,0292,+0,0001,
Neurotin® Cépsula 100 mg 20,00+0,04 0,0292,+0,0001,4
Ratiopharm Cépsula 100 mg 20,00+0,04 0,0292,+0,0001,
Teva Cépsula 100 mg 20,00+0,04 0,0292,+0,0001,
Generis Capsula 100 mg 20,00£0,04 0,0292,+0,0001,

Tabela A3- Valor de pH para ao longo do volume de NaOH 0,1 M adicionado em duplicado para as
diferentes capsulas.

Gabamox® Neurotin® Ratiopharm Teva Generis
pH=0,01 pH=0,01 pH=0,01 pH=0,01 pH=0,01
Vnaon20,05 (ML) Ensaiol Ensaio2 Ensaiol Ensaio2 Ensaiol Ensaio2 Ensaiol Ensaio2 Ensaiol Ensaio2
0,00 5,89 5,99 6,44 6,22 6,11 6,03 6,22 6,33 6,01 5,99
0,05 6,03 6,21 8,27 6,90 6,33 6,19 8,57 8,55 6,21 6,19
0,10 6,49 6,43 8,97 7,89 6,78 6,30 8,99 8,94 6,52 6,47
0,15 7,11 7,16 9,40 8,83 7,45 6,64 9,43 9,24 7,52 6,73
0,20 7,65 7,83 9,54 9,31 8,23 7,45 9,56 9,40 8,18 7,41
0,25 8,55 8,85 9,66 9,55 8,89 8,73 9,69 9,56 8,84 8,68
0,30 8,99 9,13 9,78 9,65 9,15 9,06 9,80 9,69 9,10 9,01
0,35 9,32 9,30 9,83 9,78 9,36 9,28 9,86 9,84 9,31 9,23
0,40 9,54 9,44 9,92 9,88 9,48 9,41 9,94 9,90 9,43 9,36
0,45 9,58 9,54 9,97 9,94 9,58 9,52 10,00 9,99 9,53 9,47
0,50 9,66 9,62 10,04 9,97 9,67 9,61 10,06 10,04 9,62 9,56
0,55 9,72 9,69 10,07 10,01 9,73 9,69 10,10 10,09 9,68 9,64
0,60 9,79 9,75 10,08 10,05 9,79 9,76 10,12 10,11 9,74 9,71
0,65 9,85 9,79 10,09 10,10 9,85 9,87 10,14 10,13 9,80 9,82
0,70 9,90 9,86 10,11 10,11 9,89 9,90 10,15 10,14 9,83 9,83
0,75 9,95 9,90 10,13 10,13 9,92 9,95 10,17 10,15 9,86 9,86
0,80 9,99 9,94 10,15 10,15 9,97 9,99 10,18 10,15 9,90 9,90
0,85 10,03 9,98 10,17 10,17 10,00 10,03 10,19 10,16 9,94 9,90
0,90 10,07 10,01 10,18 10,18 10,05 10,07 10,19 10,17 9,96 9,91
0,95 10,09 10,05 10,19 10,19 10,07 10,11 10,20 10,17 10,01 9,97
1,00 10,16 10,10 10,19 10,19 10,11 10,18 10,21 10,18 10,05 10,00
1,25 10,23 10,19 10,20 10,20 10,18 10,22 10,23 10,22 10,15 10,11
1,50 10,25 10,22 10,21 10,21 10,22 10,28 10,27 10,26 10,17 10,12
1,75 10,30 10,28 10,23 10,23 10,28 10,33 10,32 10,31 10,24 10,20
2,00 10,34 10,32 10,27 10,25 10,33 10,38 10,37 10,35 10,28 10,24
2,50 10,39 10,36 10,32 10,30 10,38 10,44 10,44 10,42 10,31 10,26
3,00 10,45 10,42 10,37 10,34 10,44 10,53 10,48 10,46 10,38 10,34
3,50 10,55 10,51 10,44 10,39 10,53 10,59 10,54 10,52 10,46 10,41
4,00 10,60 10,56 10,48 10,45 10,59 10,64 10,60 10,57 10,52 10,48
4,25 10,63 10,60 10,54 10,55 10,64 10,68 10,62 10,60 10,55 10,50

4,50 10,68 10,64 10,60 10,60 10,68 10,72 10,64 10,63 10,60 10,56



Tabela A3 (continuacéo)

Gabamox” Neurotin® Ratiopharm Teva Generis
pH=0,01 pH=0,01 pH=0,01 pH£0,01 pH=0,01
VNaon®0,05 (ML) Ensaiol Ensaio2 Ensaiol Ensaio2 Ensaiol Ensaio2 Ensaiol Ensaio2 Ensaiol Ensaio2
4,75 10,71 10,69 10,63 10,63 10,72 10,74 10,67 10,66 10,65 10,61
5,00 10,73 10,72 10,66 10,68 10,74 10,75 10,71 10,70 10,67 10,64
5,05 10,74 10,72 10,70 10,71 10,75 10,75 10,74 10,73 10,68 10,66
5,10 10,75 10,73 10,73 10,73 10,75 10,76 10,75 10,74 10,70 10,68
5,15 10,75 10,74 10,74 10,74 10,76 10,76 10,76 10,75 10,72 10,70
5,20 10,76 10,75 10,75 10,75 10,76 10,77 10,77 10,76 10,73 10,72
5,25 10,77 10,75 10,77 10,75 10,77 10,78 10,78 10,77 10,74 10,73
5,30 10,78 10,76 10,78 10,76 10,78 10,79 10,79 10,78 10,75 10,74
5,35 10,78 10,77 10,79 10,77 10,79 10,81 10,80 10,79 10,76 10,75
5,40 10,79 10,78 10,80 10,77 10,81 10,81 10,81 10,80 10,77 10,76
5,45 10,80 10,79 10,81 10,79 10,81 10,82 10,82 10,81 10,79 10,79
5,50 10,82 10,79 10,83 10,80 10,82 10,82 10,83 10,83 10,80 10,80
5,55 10,82 10,81 10,85 10,82 10,82 10,83 10,83 10,85 10,82 10,82
5,60 10,83 10,81 10,87 10,83 10,83 10,84 10,88 10,87 10,83 10,83
5,65 10,84 10,82 10,92 10,84 10,86 10,85 10,93 10,92 10,84 10,84
5,70 10,85 10,83 10,99 10,89 10,92 10,89 10,95 10,94 10,84 10,84
5,75 10,85 10,84 11,03 10,98 11,00 10,95 11,02 10,98 10,85 10,85
5,80 10,86 10,84 11,09 11,05 11,09 11,00 11,20 11,04 10,86 10,86
5,85 10,87 10,85 11,14 11,09 11,14 11,09 11,28 11,19 10,87 10,87
5,90 10,88 10,86 11,27 11,13 11,29 11,18 11,35 11,33 10,87 10,87
5,95 10,88 10,87 11,33 11,20 11,36 11,32 11,47 11,39 10,89 10,89
6,00 10,89 10,88 11,38 11,35 11,40 11,39 11,50 11,49 10,89 10,89
6,05 10,90 10,89 11,44 11,45 11,46 11,45 11,55 11,54 10,90 10,91
6,10 10,90 10,90 11,52 11,51 11,50 11,52 11,59 11,58 10,91 10,91
6,15 10,91 10,92 11,59 11,59 11,57 11,58 11,64 11,63 10,91 10,92
6,20 10,93 10,93 11,66 11,67 11,63 11,65 11,68 11,68 10,92 10,92
6,25 10,95 10,96 11,70 11,70 11,67 11,68 11,73 11,72 10,94 10,93
6,30 10,96 10,98 11,75 11,74 11,70 11,72 11,74 11,72 10,95 10,95
6,35 10,98 11,00 11,79 11,79 11,74 11,75 11,75 11,74 10,96 10,97
6,40 11,01 11,03 11,83 11,84 11,77 11,78 11,78 11,77 11,00 11,00
6,45 11,07 11,09 11,86 11,86 11,79 11,79 11,79 11,78 11,05 11,11
6,50 11,21 11,14 11,89 11,89 11,82 11,80 11,80 11,79 11,10 11,17
6,55 11,28 11,20 11,91 11,90 11,84 11,81 11,81 11,80 11,23 11,29
6,60 11,33 11,33 11,93 11,91 11,85 11,83 11,83 11,83 11,28 11,36
6,65 11,41 11,40 11,94 11,91 11,86 11,86 11,84 11,83 11,39 11,44
6,70 11,49 11,49 11,95 11,92 11,87 11,87 11,85 11,84 11,49 11,49
6,75 11,57 11,55 11,96 11,92 11,87 11,87 11,87 11,86 11,55 11,55
6,80 11,64 11,59 11,97 11,93 11,88 11,88 11,89 11,88 11,59 11,59
6,85 11,68 11,64 11,97 11,94 11,88 11,88 11,89 11,88 11,64 11,64
6,90 11,70 11,68 11,97 11,95 11,89 11,89 11,89 11,88 11,68 11,66
6,95 11,73 11,73 11,98 11,97 11,90 11,90 11,90 11,89 11,70 11,68
7,00 11,75 11,76 11,99 11,97 11,91 11,91 11,91 11,90 11,73 11,73
7,25 11,77 11,81 12,04 12,00 11,91 11,94 11,95 11,94 11,75 11,76
7,50 11,80 11,84 12,09 12,04 11,92 11,99 11,99 11,98 11,77 11,81
7,75 11,84 11,88 12,13 12,09 11,93 12,02 12,03 12,02 11,84 11,84
8,00 11,88 11,99 12,19 12,12 11,95 12,09 12,08 12,08 11,88 11,88
9,00 11,95 12,08 12,23 12,19 11,99 12,14 12,13 12,12 12,00 11,92
10,00 12,03 12,16 12,30 12,26 12,10 12,23 12,18 12,17 12,06 11,98
12,00 12,19 12,22 12,36 12,33 12,22 12,30 12,29 12,28 12,15 12,05
14,00 12,33 12,31 12,42 12,36 12,31 12,36 12,35 12,34 12,25 12,18
16,00 12,39 12,38 12,47 12,40 12,38 12,42 12,41 12,39 12,32 12,26
18,00 12,45 12,43 12,50 12,46 12,44 12,46 12,43 12,42 12,36 12,30
20,00 12,50 12,47 12,52 12,50 12,48 12,53 12,45 12,46 12,42 12,35

25,00 12,56 12,54 12,55 12,56 12,54 12,55 12,52 12,54 12,50 12,45




Tabela A4- Aferigdo da solugédo HCI 0,1 M.

Ensaio  Massaporaxtem(d) Veamo*en(ML)  MoleSgaan(mol) Vhcl gastotevoi(ML) Concycr (M)?
1 0,4750+0,0001  25,00%0,03 0,00125 24,70%0,05 0,10084
2 0,4790+0,0001  25,000,03 0,00126 25,00+0,05 0,10047
3 0,4730+0,0001  25,00+0,03 0,00124 24,70%0,05 0,10041
4 0,4760+0,0001  25,000,03 0,00125 24,90+0,05 0,10024
5 0,4710+0,0001  25,00+0,03 0,00123 24,60%0,05 0,10040
6 0,4680+0,0001  25,00+0,03 0,00123 24,30%0,05 0,10099

MédiaConcyc £SD(M)”

0,10056+0,0003,4

Tabela A5- Valor de pH para ao longo do volume de HCI 0,1 M adicionado em duplicado para as diferentes

capsulas.
Gabamox® Neurotin® Ratiopharm Teva Generis
V20,05 pH pH+0,01 pH=0,01 pH=0,01 pH=0,01 pH=0,01
(mL) Ensaiol Ensaio2 Ensaiol Ensaio2 Ensaiol Ensaio2 Ensaiol Ensaio2 Ensaiol Ensaio2
0,00 6,00 6,20 6,17 6,11 6,30 6,14 5,98 6,11 6,35 6,11
0,05 5,99 6,09 6,02 5,99 6,21 6,06 5,72 5,98 6,26 6,02
0,10 5,87 6,02 5,88 5,95 6,11 6,00 5,63 5,95 6,17 5,92
0,15 5,69 5,95 5,69 5,90 6,04 591 5,50 5,89 6,09 5,81
0,20 5,56 5,90 5,57 5,87 5,94 5,87 5,46 5,83 5,99 571
0,25 5,49 5,81 5,49 5,81 5,88 5,83 5,30 5,78 5,94 5,65
0,30 5,43 5,77 5,42 5,76 5,80 5,80 5,27 5,74 5,85 5,58
0,35 5,34 5,70 5,36 5,72 5,78 5,76 5,24 5,69 5,83 5,45
0,40 5,29 5,68 5,30 5,69 5,70 5,70 521 5,64 5,76 5,36
0,45 5,26 5,62 5,26 5,62 5,67 5,65 5,19 5,60 5,72 5,30
0,50 5,22 5,59 5,23 5,60 5,64 5,62 5,17 5,56 5,69 5,26
0,55 5,19 5,55 5,19 5,59 5,59 5,57 5,14 5,52 5,65 521
0,60 5,18 5,50 5,17 5,55 5,55 5,54 5,13 5,49 5,60 5,15
0,65 5,13 5,46 5,15 5,50 5,50 5,49 511 5,47 5,55 511
0,70 5,12 5,41 5,13 5,48 5,48 5,46 5,09 5,45 5,54 5,09
0,75 5,12 5,38 5,12 5,43 5,43 5,44 5,08 541 5,49 5,08
0,80 5,09 5,34 5,10 5,39 5,39 5,42 5,06 5,39 5,44 5,06
0,85 5,08 5,32 5,08 5,34 5,34 5,37 5,05 5,34 5,40 5,05
0,90 5,08 5,25 5,07 5,31 5,31 5,34 5,03 531 5,39 5,03
0,95 5,04 5,21 5,06 5,27 5,27 5,31 5,02 5,26 5,32 5,02
1,00 5,04 5,10 5,05 5,22 5,22 5,28 5,01 521 5,28 5,01
1,25 4,97 5,02 4,97 5,10 5,10 5,22 4,97 5,09 5,24 4,97
1,50 4,91 4,94 4,92 5,01 5,01 5,13 4,90 5,03 5,06 4,90
1,75 4,84 4,89 4,84 4,91 4,91 5,00 4,83 4,93 4,97 4,83
2,00 4,80 4,82 4,79 4,81 4,81 4,93 4,78 4,84 4,86 4,75
2,50 4,69 4,73 4,71 4,72 4,72 4,85 4,72 4,74 4,78 4,69
3,00 4,63 4,65 4,64 4,63 4,63 4,74 4,63 4,65 4,72 4,62
3,50 4,58 4,54 4,58 4,50 4,56 4,65 4,52 4,55 4,64 4,51
4,00 4,49 4,46 4,50 4,42 4,47 4,54 4,45 4,46 4,55 4,46
4,25 4,38 4,37 4,38 4,33 4,36 4,42 4,36 4,35 4,49 4,38
4,50 4,30 4,29 4,29 4,24 4,26 4,38 4,25 4,27 4,40 4,29
4,75 4,18 4,20 4,20 4,16 4,17 4,26 4,18 4,19 4,35 4,20
5,00 4,17 4,13 4,18 4,13 4,08 4,12 4,09 4,08 4,27 4,15
5,05 4,16 4,11 4,16 4,11 4,06 4,09 4,07 4,05 4,20 4,13
5,10 4,13 4,10 4,14 4,09 4,04 4,07 4,03 4,03 4,17 4,11
5,15 4,12 4,08 4,12 4,08 4,02 4,05 4,00 4,00 4,15 4,10




Tabela A5 (Continuagéo)

Gabamox” Neurotin® Ratiopharm Teva Generis
V20,05 pH pH+0,01 pH=0,01 pH=0,01 pH=0,01 pH=0,01
(mL) Ensaiol Ensaio2 Ensaiol Ensaio2 Ensaiol Ensaio2 Ensaiol Ensaio2 Ensaiol Ensaio2
5,20 4,10 4,07 4,09 4,06 4,01 4,04 3,97 3,95 4,14 4,09
5,25 4,08 4,06 4,06 4,04 4,00 4,03 3,94 3,97 4,12 4,07
5,30 4,03 4,04 4,00 4,01 3,98 4,01 3,89 3,94 4,10 4,07
5,35 4,00 4,00 3,96 3,95 3,97 4,00 3,82 3,89 4,09 4,06
5,40 3,98 3,97 3,93 3,92 3,96 3,99 3,76 3,86 4,07 4,05
5,45 3,95 3,95 3,89 3,87 3,94 3,97 3,65 3,79 4,06 4,04
5,50 3,91 3,91 3,84 3,83 3,92 3,93 3,54 3,74 4,05 4,03
5,55 3,86 3,85 3,77 3,78 3,87 3,91 3,41 3,65 4,03 4,02
5,60 3,79 3,80 3,69 3,70 3,80 3,81 3,30 3,56 4,02 4,00
5,65 3,74 3,74 3,60 3,61 3,74 3,74 3,22 3,48 4,01 3,99
5,70 3,70 3,69 3,53 3,55 3,62 3,68 3,17 ) 4,00 3,98
5,75 3,63 3,62 3,45 3,41 3,55 3,59 3,01 3,22 3,99 3,97
5,80 3,55 3,55 3,35 3,32 3,42 3,50 2,95 3,14 3,99 3,96
5,85 3,46 3,44 3,19 3,22 3,38 3,38 2,90 3,07 3,97 3,95
5,90 3,43 3,37 3,10 3,13 3,35 3,27 2,86 2,99 3,94 3,94
5,95 3,35 3,32 3,02 3,05 3,30 3,18 2,81 2,92 3,86 3,93
6,00 3,23 3,20 2,94 2,96 3,26 3,09 2,76 2,86 3,80 3,91
6,05 3,14 3,13 2,87 2,89 3,20 2,99 2,73 2,81 3,75 3,87
6,10 3,06 3,06 2,80 2,84 3,16 2,90 2,68 2,75 3,63 3,83
6,15 2,98 2,97 2,73 2,76 3,11 2,84 2,65 2,71 3,59 3,79
6,20 2,91 2,92 2,68 2,72 3,07 2,79 2,62 2,66 3,43 3,73
6,25 2,85 2,85 2,63 2,66 3,03 2,75 2,59 2,62 3,37 3,68
6,30 2,80 2,79 2,60 2,59 3,00 2,72 2,56 2,58 3,29 3,60
6,35 2,76 2,75 2,58 2,56 2,96 2,70 2,54 2,55 3,22 3,55
6,40 2,72 2,72 2,57 2,53 2,89 2,67 2,52 2,52 3,16 3,44
6,45 2,67 2,67 2,55 2,50 2,84 2,65 2,51 2,49 3,10 3,31
6,50 2,64 2,63 2,54 2,48 2,76 2,63 2,50 2,46 3,04 3,20
6,55 2,61 2,61 2,53 2,46 2,72 2,62 2,49 2,44 3,02 3,10
6,60 2,58 2,57 2,52 2,45 2,66 2,61 2,48 2,43 2,95 3,02
6,65 2,56 2,55 2,51 2,44 2,59 2,60 2,48 2,42 2,87 2,94
6,70 2,54 2,54 2,51 2,43 2,56 2,59 2,46 2,41 2,83 2,89
6,75 2,53 2,52 2,50 2,43 2,53 2,57 2,45 2,40 2,78 2,85
6,80 2,51 2,52 2,50 2,42 2,50 2,57 2,43 2,39 2,73 2,81
6,85 2,50 2,50 2,49 2,41 2,48 2,56 2,43 2,39 2,68 2,76
6,90 2,49 2,49 2,49 2,40 2,46 2,55 2,41 2,37 2,65 2,73
6,95 2,48 2,48 2,48 2,40 2,45 2,54 2,40 2,36 2,61 2,68
7,00 2,48 2,46 2,47 2,39 2,44 2,54 2,38 2,35 2,58 2,64
7,25 2,37 2,23 2,39 2,23 2,43 2,46 2,29 2,28 2,52 2,52
7,50 2,29 2,18 2,30 2,17 2,34 2,40 2,23 2,22 2,43 2,46
7,75 2,24 2,08 2,24 2,10 2,29 2,36 2,18 2,17 2,38 2,40
8,00 2,15 2,03 2,16 2,04 2,22 2,32 2,11 2,12 2,29 2,35
9,00 2,05 1,87 2,05 1,87 2,01 2,22 2,07 2,05 2,16 2,20
10,00 1,97 1,76 1,96 1,75 1,92 2,13 1,97 1,98 2,10 2,14
12,00 1,83 1,64 1,85 1,66 1,79 1,99 1,86 1,89 2,01 2,06
14,00 1,73 1,55 1,74 1,56 1,62 1,87 1,74 1,78 1,89 1,93
16,00 1,63 1,48 1,63 1,48 1,59 1,79 1,65 1,66 1,75 1,84
18,00 1,51 1,40 1,52 1,39 1,50 1,66 1,54 1,54 1,64 1,69
20,00 1,45 1,33 1,45 1,35 1,46 1,47 1,46 1,40 1,55 1,56

25,00 1,40 1,31 1,39 1,32 1,32 1,34 1,33 1,38 1,39 1,41




Tabela A6- Preparacdo das solugGes Stock e amostra de Gabapentina para o método Direto.

Solugéo Modo preparacéo
Stock  Massacerpuraten (MY)  Veamoteeam (ML) Coepec (ppm)”
890,10,1 500,00%0,25 1780,5+1,0.
Massacgpem (Mg) Viaztegaiz (ML) Caer (ppm)”
AT 100,0+0,1 100,000,1 1000

Tabela A7- Preparacdo das solucBes padrdo para o método Direto.

Meétodo Direto

Sol UQGES Vsolucéo Stockiepipeta (m I—) VBaIéoieBaléo (ml—) CGBPiec (ppm)j)

Branco 0,000+0,000 25,00+0,03 0,04%0,00
1 0,100+0,003 25,00+0,03 7,1,+0,45
2 0,200+0,003 25,00+0,03 14,2,+0,4,
3 0,300+0,004 25,00+0,03 21,34%0,5¢
4 0,400+0,004 25,00+0,03 28,45t0,6,
5 0,500+0,004 25,00+0,03 35,60%0,6;
6 0,600+0,008 25,00+0,03 42,7,%0,7;
7 0,700+0,008 25,00+0,03 49,85+0,85
8 0,800+0,008 25,00+0,03 56,9,+0,9;
9 0,900+0,008 25,00+0,03 64,11,
10 1,000+0,008 25,00+0,03 71,,%1,3
11 2,00+0,01 25,00+0,03 142,,+£1,;
12 3,000+0,015 25,00+0,03 213,6x2,5

Tabela A8- Absorvéncia de cada solucdo padrdo a 192 nm para o método Direto e respetivos residuais.

Padroes Cggpte. (ppm)) Abs 192 nm  Residuais”

Branco 0,0020,0, 0,000 -1,08x10*
1 7,1,40,4, 0,025 -3,15x10°
2 14,2,40,4, 0,045 -5,01x10™*
3 21,35+0,5, 0,060 -2,85x10°
4 28,45+0,6, 0,080 -1,95x10*
5 35,6,+0,6, 0,099 1,46x10°
6 42,7,40,7; 0,116 1,11x10°
7 49,8:+0,85 0,135 2,74x10°
8 56,9,+0,9; 0,152 2,39x10°
9 64,.+1,, 0,172 5,05x10°
10 71,415 0,191 6,72x10°
11 142,441, 0,367 9,25x10°
12 213,6t2,5 0,520 -1,12x107




Tabela A9- Leituras do branco fortificado para a estimativa dos limites de detecéo e quantificacdo
para 0 método Direto

Branco Sinal

1 0,011

2 0,011

3 0,011

4 0,010

5 0,011

6 0,013

7 0,012

8 0,011

9 0,011

10 0,012

11 0,011

12 0,012

13 0,016

14 0,013

15 0,014

16 0,015

17 0,013

18 0,015

19 0,013

20 0,013

Desvio padréo® 0,00163

LDss (ppm)” 1,92
LQs» (ppm)” 6,40

Tabela A10- Absorvéncia das solug¢bes padrao ao longo de 120 horas de analise para 0 método Direto.

Método Direto

Solucdes Cggpte: (ppm)? 0 horas

Branco 0,0,%0,0,
7,1,£0,45
14,2,+0,4,
21,36+0,5¢
28,44+0,6,
35,64%0,6,
42,7,+0,73
49,8:+0,85
56,9,+0,9;
64,,%1,,
71,,%1,5
11 142,,+1,;
12 213,625

Boovouoarwnek

0,000
0,025
0,045
0,060
0,080
0,099
0,116
0,135
0,152
0,172
0,191
0,367
0,530

4 horas 24 horas 48 horas 72horas 96 horas

0,001
0,029
0,049
0,063
0,082
0,100
0,119
0,136
0,153
0,175
0,199
0,368
0,531

0,000
0,028
0,045
0,065
0,084
0,103
0,121
0,138
0,154
0,177
0,200
0,370
0,535

0,000
0,027
0,047
0,066
0,082
0,103
0,117
0,137
0,152
0,178
0,200
0,372
0,533

0,000
0,027
0,046
0,063
0,081
0,104
0,120
0,135
0,154
0,176
0,199
0,374
0,534

0,000
0,029
0,047
0,062
0,083
0,104
0,121
0,136
0,156
0,179
0,198
0,369
0,532

120 horas
0,000
0,028
0,048
0,062
0,082
0,103
0,117
0,137
0,155
0,176
0,198
0,370
0,534

Tabela A11- Preparacéo das solucdes para avaliar a precisdo do método Direto.

Recuperagdo  VucaointermediaEpipeta (ML) Vaaimotesaizo (ML)  Concegptec (ppm)”
1 0,150+0,003 25,00+0,03 10,64+0,4,
2 0,350+0,003 20,00+0,02 31,1:40,7,
3 0,550+0,004 25,00+0,03 39,,+1,,




Tabela A12- Coeficientes de variaco e erro relativo para estimativa da precisdo em ensaios dentro do
mesmo dia para 0 método Direto.

Ensaios dentro do mesmo dia (N=6)

Ensaio  CcppesperagateC (PPM)”  Abs 194nm  Cggprec(ppm)®  SD®  RSD (%)® RE (%)

1 0,034 10,126
2 0,033 10,4226
3 0,034 10,126
4 10,6¢+0,4,4 0,033 10,4226 0,295 2,752 0,254
5 0,034 10,6126
6 0,035 11,426
Média 0,034 10,7226
Ensaio  CcppesperagateC (PpM)?  Abs 194nm  Cggptec(ppm)®  SD?  RSD (%)? RE (%)
1 0,087 315225
2 0,084 30,3%2,5
3 0,085 30,7£2,5
4 31,15+0,7,4 0,087 31525 0,589 1,901 -0,500
5 0,084 30,0+2,5
6 0,087 31,512,5
Média 0,086 31,012,5
Ensaio  CogppesperagateC (PPM)?  Abs 194nm  Cggptec(ppm)®  SD?  RSD (%)? RE (%)
1 0,106 39,0125
2 0,107 39,512,
3 0,108 39,7425
4 39,,%1,, 0,110 40,5225 0,576 1,452 1,303
5 0,107 39,5425
6 0,109 40,125
Meédia 0,108 39,7225

Tabela A13 - Coeficientes de variagdo e erro relativo para estimativa da precisdo em ensaios em dias
alternados para o método Direto.

_Ensaios em dias alternados (N=4)
Ensaio  CaggpesperadateC (PPM)?  Abs 194nm  Cggptec(ppm)® SD? RSD (%)Y RE (%)

1 0,033 10,412,6
2 0,034 10,512,6
3 10,65%0,4, 0,033 10,412,6 0,196 1,868 -1,884
4 0,033 10,422,6

Média 0,033 10,5126

Ensaio  CogpesperadateC (PPM)?  Abs 194nm  Cggprec(ppm)? SD? RSD (%)? RE (%)
1 0,087 31,5125
2 0,085 30,7£2,5
3 31,15+0,7,4 0,086 23,7£2,5 0,375 1,2 0,233
4 0,087 31,525

Média 0,086 31,,12,5

Ensaio  CogpesperadareC (PPM)?  Abs 194nm  Cggprec(ppm)?  SD? RSD (%)? RE (%)
1 0,108 39,7425
2 0,109 40,1%2,5
3 39,,%1,, 0,109 40,1+2,5 0,375 0,941 1,72
4 0,107 30,542,5

Média 0,108 39,5%2,5




Tabela Al4- Preparacéo das solucdes para os ensaios de recuperacao.

Ensaio
Recuperacéo
1
2
3

(mL)
0,200+0,003
0,200+0,003
0,200+0,003

Vsolucéolnte rmédiaiepipeta

Vamostraiepipeta
(mL)
0,200+0,003
0,500+0,004
0,800+0,008

VBaIéoieBaléo

(mL)

CGBpiQC
(ppm)”

25,000,038 22,2,+0,95

25,00+0,03
25,00+0,03

34,,+1,,
46,,%1,;

Tabela A15- Recuperacdes para cada nivel de fortificacdo e respetivo desvio padrao.

Recuperacdo CeggpesperadateC (PPM)Y)  Abs 192nm  Cggptec(ppm)® Recuperacdo(%)™ SDY
1 0,093 33,0125 97,38
2 0,093 33,012, 97,38
3 0,095 34,7225 102,88
4 34,,+1,, 0,094 34,512 5 100,13 2,702
5 0,095 34,7225 102,88
6 0,093 33,612, 97,38
Média 0,094 34,,12 5 99,67
Recuperacdo CeppesperadateC (PPM)?  Abs 192nm  Cggptec(ppm)® Recuperacdo(%)™  SDY
1 0,062 21,7425 96,43
2 0,064 22,5125 101,93
3 0,063 22,1325 99,18
4 22,2,4+0,95 0,063 22,1125 99,18 2,458
5 0,064 22,512 5 101,93
6 0,062 21,425 96,43
Meédia 0,063 22,1125 99,18
Recuperacdo CeppesperadateC (PPM)?  Abs 192nm  Cggptec(ppm)® Recuperacdo(%)™  SDY
1 0,125 46,,+2,5 101,07
2 0,124 46,0%2,5 98,32
3 0,126 46,5125 103,82
4 46,,%1,; 0,126 46,5125 103,82 3,213
5 0,125 46,,+2,5 101,07
6 0,123 45,6125 95,58
Meédia 0,125 46,5125 100,62

Tabela A16- Preparacdo do método adicdo de padrdo, concentracdo e absorvéncia dos padrfes para o

método Direto.

SOlU(}é_O Vsolugéo Intermédiaiepipeta VAmostraiepipeta VBaIéoieBaléo CGBP"—'e_C AbS
(mL) (mL) (mL) (ppm)? 192 nm

Branco 0,000+0,000 0,450+0,004 25,00+0,03  18,00+0,3,4 0,059
1 0,100+0,003 0,450+0,004 25,00+0,03 25,1+16 0,077
2 0,200+0,003 0,450+0,004 25,00+0,03 32,,+1,, 0,091
3 0,300+0,004 0,450+0,004 25,00+0,03 39,4415 0,109
4 0,400+0,004 0,450+0,004 25,00+0,03 46,5115 0,127
5 0,500+0,004 0,450+0,004 25,00+0,03 53,6t1,4 0,143
6 0,600+0,008 0,450+0,004 25,00+0,03 60,722, 0,162
7 0,700+0,008 0,450+0,004 25,00+0,03 67,012,1 0,180
8 0,800+0,008 0,450+0,004 25,00+0,03 75,012,1 0,201
9 0,900+0,008 0,450+0,004 25,00+0,03 82,112, 0,217
10 1,000+0,008 0,450+0,004 25,00+0,03 89,,12,, 0,241
11 2,00+0,01 0,450+0,004 25,00+0,03 160,,+3,5 0,428




Hipoclorito e NBD-CI.
Solugdo Stock Amostra

Tabela A17- Preparacdo das amostras de gabapentina para os métodos espetroscopicos Direto,

Amostra I\/Iassa-GBPiem (mg) VBaIéoieBaléo (mL) VStockamostraiepipeta(mL) VBaIéoieBaléo(mL) CGBPesperada(ppm)J)
Gabomox® 1 cépsula 100,00+0,1 0,500+0,004 25,00+0,03 20
Neurotin® 1 cépsula 100,00+0,1 0,500+0,004 25,00+0,03 20

Teva 1 cépsula 100,00+0,1 0,500+0,004 25,00+0,03 20
Generis 1 cépsula 100,00+0,1 0,500+0,004 25,00+0,03 20
Ratiopharm 1 cépsula 100,00+0,1 0,500+0,004 25,00+0,03 20
Tabela A18- Teor de gabapentina nas capsulas para o0 método Direto.
Gabomox®  Abs 192nm  Cggpxec (ppm)”  Coiockamostrateeone (PPM)Y  Teorggpte. (Mg)’  SDY  RSD(%)?
1 0,057 19,6126 (0,94%0,1,)x10° 98,85+0,23
2 0,057 19,6126 (0,94%0,1,)x10° 98,85+0,25
3 0,058 20,,42,5 (1,0,%0,1,)x10° 100,8,0,2¢
4 0,058 20,0125 (1,0,%0,1,)x10° 100,8,£0,2 1,598 1,605
5 0,058 20,,142,5 (1,0,%0,1,)x10° 100,8,#0,2¢
6 0,056 19,4126 (0,9,%0,1,)x10° 96,9:+0,2
Média 0,057 19,6226 (1,00%0,1,)x10° 99,5,40,2,
Neurotin®  Abs 192nm  Cggpec (PPM)?  CstockamostratEeonc (pg) m))  Teorggpte. (Mg)” sDY  RSD(%)?
1 0,057 19,6126 (0,94+0,1,)x10 98,85+0,23
2 0,055 19,0+2,6 (0,95+0,1,)x10° 94,9,40,2,
3 0,056 19,442, (0,9,%0,1,)x10° 96,9:+0,2¢
4 0,058 20,125 (1,0,#0,1,)x10° 100,84%0,29 2,476 2,504
5 0,058 20,,12,5 (1,0,#0,1,)x10° 100,8,£0,2
6 0,058 20,125 (1,0,#0,1,)x10° 100,8,£0,2
Média 0,057 19,812,5 (0,9910,14)X:|.03 98,8810,28
Ratiopharm  Abs 192nm  Cggpec (ppmM)?  Csiockamostrat€conc (PPM)?  Teorggete, (Mmg)’)  SD¥Y  RSD(%)?
1 0,057 19,612,6 (0,94+0,1,)x10° 98,85+0,23
2 0,056 19,,42,6 (0,9,+0,1,)x10° 96,9:+0,2
3 0,057 19,612,6 (0,94+0,1,)x10° 98,85+0,23
4 0,055 19,0+2,6 (0,95+0,1,)x10° 94,9,0,2; 2,053 2,097
5 0,056 19,,42,6 (0,9,#0,1,)x10° 96,9:+0,23
6 0,058 20,,12,5 (1,0,#0,1,)x10° 100,8,£0,2
Média 0,057 19,62, (0,9¢+0,1,)x10° 97,9+0,2¢
Teva Abs 192nm  Cggpxec (Ppm)”  Csookamostrat€eonc (PPM)”  Teorggete, (Mg))  SDY  RSD(%)”
1 0,056 19,,42,6 (0,9,#0,1,)x10° 96,9:+0,2g
2 0,056 19,,42,6 (0,9,+0,1,)x10° 96,9:+0,2
3 0,057 19,642,6 (0,94+0,1,)x10° 98,85+0,23
4 0,056 19,,42,6 (0,9,+0,1,)x10° 96,9310,23 1,598 1,627
5 0,058 20,,12,5 (1,0,+0,1,)x10° 100,8,£0,2
6 0,057 19,542,6 (0,94+0,1,)x10° 98,85+0,2¢
Média 0,057 19,612,6 (0,95£0,1,)x10° 98,2;20,25
Generis Abs 192nm  Cggpec (ppm)®  Cstockamostrateconc (PPM)’  Teorggpte. (mg)’ sDY  RSD(%)?
1 0,059 20,612,5 (1,05+0,1,)x10° 102,8,+0,3
2 0,056 19,,42,6 (0,9,£0,1,)x10° 96,9:+0,2g
3 0,059 20,6%2,5 (1,050,1,)x10° 102,8,+0,3
4 0,059 20,6%2,5 (1,05+0,1,)x10° 102,80%0,3, 2,288 2,262
5 0,058 20,,12,5 (1,0,%0,1,)x10° 100,8,£0,2
6 0,058 20,5125 (1,0,%0,1,)x10° 100,8,£0,2
Média 0,058 20,,12,5 (1,0,+0,1,)x10° 101,1,£0,2




Tabela A19- Preparacéo das solugdes Stock e Intermédia de Gabapentina para o método Etanol/Agua.

Solucéo Modo preparacéo
Stock Massaggp+em (Mg) Vaasotesamn (ML) Cogprec (ppm)”
603,7+0,1 100,0+0,1 603;+13
Vsolucéo stockiepipeta (ml—) VBaléoieBaléo (mL) CGBPieC (ppm) U
Intermédia 10,00+0,02 20,00+0,04 301911,

Tabela A20- Preparacéo das solugdes padrdo para o método Etanol/Agua.

Método Etanol/Agua
SOI UCfJeS Vsolucéo stockiepipeta (ml—) SOI U950 VBaIéoieBaléo (mL) CGBPieC (ppm)J)

Branco 0,000+0,000 - 25,00+0,03 0,00+0,00
1 0,400+0,004 Stock 25,00+0,03 96,60+0,9
2 0,500+0,004 Stock 25,00+0,03 120,7,+0,9
3 0,600+0,008 Stock 25,00+0,03 144,0+2
4 0,700+0,008 Stock 25,00+0,03 169,0+2,0
5 0,800+0,008 Stock 25,00+0,03 193,,+2,0
6 0,900+0,008 Stock 25,00+0,03 217,5%2,9
7 1,000+0,008 Stock 25,00+0,03 241,5%2,
8 3,000+0,015 Intermédia 25,00+0,03 362,,%2,,
9 2,00+0,01 Stock 25,00+0,03 483,0%2,6

10 5,000+0,015 Intermédia 25,00+0,03 603,7+2,;
11 3,000+0,015 Stock 25,00+0,03 724,5%3,5
12 5,000+0,015 Stock 25,00+0,03 1207,,+4,,

Tabela A21- Absorvéncia de cada solucdo padrdo a 194 nm e respetivos residuais para 0 método

Etanol/Agua.

Padrdes Cggpte. (ppm)” Abs 194 nm  Residuais”

Branco 0,0020,0, 0,002 -2,21x10°
1 96,612, 0,087 -1,25x10%
2 120,742, 0,114 -4,35x10°®
3 144,943, 0,137 -2,12x10*
4 169,¢+4,0 0,159 2,93x10°
5 193,44, 0,167 -7,93x10°
6 217,514, 0,200 6,21x10°
7 241,44, 0,211 -1,64x10°
8 362,44, 0,314 7,06x10°
9 483,15, 0,425 2,38x107
10 603,745,4 0,513 1,75x107
11 724,547 6 0,615 2,52x107
12 1207,418,, 0,933 -3,40x107




Tabela A22- Leituras do branco fortificado para a estimativa dos limites de detecéo e quantificagéo para
o método Etanol/Agua.

Brancos Sinal
1 0,000
2 0,002
3 -0,003
4 -0,004
5 0,003
6 -0,005
7 -0,004
8 0,009
9 0,008
10 0,005
11 -0,004
12 0,006
13 0,008
14 0,004
15 -0,002
16 0,009
17 0,007
18 0,005
19 0,006
20 -0,001
Média 0,00245
Desvio padrdo®  0,00490
LDsgp, (ppm)” 17,51
L Qs (ppm)” 58,37

Tabela A23- Preparacdo das solucdes Stock e Intermédia de Gabapentina para o método HCI 0,1 M.

Solugéo Modo preparacao
Stock Massaggpen (Mg) Vgasotesamn (ML) Cogptec (ppm)”
405,8+0,1 100,0+0,1 4058,08,,
Vsolucéo stockiepipeta (ml—) VBaIéoieBaléo (ml—) CGBPi'eC (ppm) D
Intermédia 10,00+0,02 20,00+0,03 2024115

Tabela A24- Preparacéo das solucdes padrdo para o método HCI 0,1 M.

Método HCI 0,1 M
Solugbes  Violugao stockEEpipeta(ML) Solucgéo VBaizot€raz (ML)  Cgpptec (ppm)’)

Branco 0,000+0,000 - 25,00+0,03 0,04%0,00
1 0,250+0,004 Stock 25,00+0,03 40,55+0,6¢
2 0,500+0,004 Stock 25,00+0,03 81,,%0,6;
3 0,600+0,008 Stock 25,00+0,03 97,414
4 0,700+0,008 Stock 25,00+0,03 113,6%1,4
5 0,800+0,008 Stock 25,00+0,03 129,6%1,4
6 0,900+0,008 Stock 25,00+0,03 146,1%1,,
7 1,000+0,008 Stock 25,00+0,03 162,5%1,4
8 2,00+0,01 Stock 25,00+0,03 324,6+1,g
9 5,000+0,015 Intermédia 25,00+0,03 405,5+1,g

10 3,000+0,015 Stock 25,00+0,03 487,0+2,6
11 5,000+0,015 Stock 25,00+0,03 811,6+2,5




Tabela A25- Absorvéncia de cada solucdo padrdo a 206 nm para o método HCI 0,1 M.

Padrdes Cggpte. (ppm)”  Abs 206 nm  Residuais”

Branco 0,0020,00 0,000 -1,12x10°
1 40,6+1,4 0,014 2,36x10™
2 81,,+1,, 0,025 -1,41x10°
3 97,4127 0,027 -4,47x10°
4 113,642, 0,032 -4,53x10°®
5 129,042, 0,039 -2,59x10°
6 146,,+2,, 0,044 -2,64x10°
7 162,542,7 0,066 1,43x107
8 324,513,5 0,106 3,71x10°
9 405,53, 0,128 4,20x10™*
10 487,515,, 0,154 1,13x10°®
11 811,5+5,6 0,251 -3,04x10°®

Tabela A26- Leituras do branco fortificado para a estimativa dos limites de detecdo e quantificacdo
para 0 método HCI 0,1 M.

Brancos Sinal
1 0,002
2 0,004
3 0,005
4 0,002
5 0,001
6 0,007
7 0,004
8 0,005
9 0,002
10 0,008
11 0,007
12 0,008
13 0,004
14 0,002
15 -0,001
16 0,002
17 0,003
18 0,004
19 0,008
20 0,001

Média 0,0039

Desvio padrdo® 0,0026
LDsp(ppm)” 25,20
LQss(ppm)” 84,01

Tabela A27- Preparacédo da solugdo Stock para o método p-benzoquinona.

Solugéo Modo preparagao _
Stock Massaggptem (Mg)  Vpaisotesaizo (ML)  Cgpptec (ppm)')
603,7+0,1 100,0+0,1 603,+1;




Tabela A28- Preparacdo do tampdo fosfato e Reagente p-benzoquinona.

Tamp&o Fosfato
Massaten(mg) Veaaete€saz(mML) Conc (M) pH

Na,HPO, 3582,3+0,1 100,0£0,1 0,1
NaH,PO, 1199,8+0,1 100,0£0,1 0,1 7,5
NaOH 803,2+0,1 200,00+0,15 0,1
Reagente p-benzoquinona
Massaten(Mg) Veametesazo(ML) Solvente  Conc (M)
p-benzoquinona 1081,0+0,1 100,0+0,1 Etanol 0,1

Tabela A29- Preparacéo das solugdes padréo para o método p-benzoquinona.

Método p-benzoquinona

50|U9593 Vsolugéo Stockiepipeta VTampaoieBaléo Vp-benzoquinona"—'eBaléo VBaIéoieBaIéo CGBPie_C
(mL) (mL) (mL) (mL) (ppm)”
Branco 0,000+0,000 2,00+0,01 0,500+0,004 25,00+0,03  0,04+0,00
1 0,100+0,003 2,00+0,01 0,500+0,004 25,00+0,03 24,1%1 5
2 0,200+0,003 2,00+0,01 0,500%0,004 25,00+0,03 48,3115
3 0,300+0,004 2,00+0,01 0,500+0,004 25,00+0,03 72,4£2,0
4 0,400+0,004 2,00+0,01 0,500+0,004 25,00+0,03 96,6%2,0
5 0,500+0,004 2,00+0,01 0,500+0,004 25,00+0,03 120,722,
6 0,600+0,008 2,00+0,01 0,500+0,004 25,00+0,03 144,4+3 4
7 0,700+0,008 2,00+0,01 0,500+0,004 25,00+0,03 169,0£3,9
8 0,800+0,008 2,00+0,01 0,500+0,004 25,00+0,03 193,,%4,9
9 0,900+0,008 2,00+0,01 0,500+0,004 25,00+£0,03 217,34,
10 1,000+0,008 2,00+0,01 0,500+0,004 25,00+0,03 2414,
11 2,00+0,01 2,00+0,01 0,500+0,004 25,00+£0,03  483,0x5,;

Tabela A30- Absorvéncias das solucBes padrdo a 350 nm e respetivos residuais, para 0 método p-
benzoquinona.

Padrdes Cggpte. (ppm)” Abs350 nm  Residuais”

Branco 0,00+0,0, 0,000 -6,10x10°
1 24,1+ ¢ 0,168 -1,18x10%
2 48,3+ ¢ 0,342 4,34x107
3 72,4220 0,414 -3,39x10°
4 96,612, 0,527 -9,19x10°
5 120,742, 0,642 -1,30x1072
6 144,4+3 0,777 3,20x10°°
7 169,013, 0,898 5,40x10°
8 193,44, 1,026 1,46x107
9 217,514, 1,164 3,38x107
10 241,544, 1,289 4,00x10%
11 483,15, 2,395 -4,20x107




Tabela A31- Absorvéncias do branco fortificado para a estimativa dos limites de detecdo e quantificagdo
do método p-benzoquinona.

Brancos Sinal
1 0,009

2 0,002

3 0,003

4 0,007

5 0,004

6 0,005

7 0,012

8 0,002

9 0,004

10 0,002

11 0,003

12 0,012

13 0,008

14 0,003

15 0,007

16 0,010

17 0,012

18 0,007

19 0,010

20 0,013

Desvio padrdo® 0,00381

LDss(ppm)” 2,19
LQso(ppm)” 7,30

Tabela A32- Preparacdo das solucdes Stock e Intermédia para o método Vanilina.

Solugéo Modo preparacao
S Massaceppuratem (MY)  Veaimo*esaino (ML)  Copptec (ppm)J)
296,7+0,1 50,00+0,06 593,+15 )
o H Vsolucéo stockiepipeta (ml—) VBaIéo"—'eBaléo (ml—) CGBPi'eC (ppm)J
Intermedia 10,00+0,02 20,00+0,04 2067+15
Massaggp+em (Mg) VBazotegaizo (ML) Coer(ppm)”
Amostra 100,040, 100,00£0,1 1000
Sol U(;E?IO amostra Vsolucéo stockiepipeta (ml—) VBaIéo"—'eBaléo (ml—) CGBP(ppm)J)
diluida 10,00+0,02 20,00+0,04 500

Tabela A33- Preparacdo do tampéo Mcllvaine e Reagente Duquenois.

Tampdo Mcllvaine

Massater, (mg) VBaiaot€satao (ML) Conc (M) Volume (mL) pH
_Na,HPO, 3583,2+0,1 50,00+0,06 0,20 35,5 75
Acido citrico 1921,7+0,1 100,0+0,1 0,10 64,5 '
NaOH 801,5+0,1 200,00+0,15 0,10 -
Reagente Duquenois
Massaiem (mg) VOIacetaIdeido (ml—) VBaIéoieBaléo (ml—) Solvente

Vanilina 2006,2+0,1 0,300+0,003 50,00+0,06 Etanol




Tabela A34- Preparacdo das solugdes padrdo para o método Vanilina.

Método Vanilina

Solugdes

Branco

0,000+0,000
0,100+0,003
0,200+0,003
0,300+0,004
0,400+0,004
0,500+0,004
0,600+0,008
0,700+0,008
0,800+0,008
0,900+0,008
1,000+0,008
3,000+0,015
2,00+0,01
5,000+0,015
3,000+0,015
5,000+0,015

Vsolugéoiepipeta (m I—)

Solugédo

Stock
Stock
Stock
Stock
Stock
Stock
Stock
Stock
Stock
Stock
Intermédia
Stock
Intermédia
Stock
Stock

VDuquenoisieBaléo

(mL)
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015

VTam péoieBal ao

(mL)
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015
3,000+0,015

VBalao*€Balzo
(mL)
25,00+0,03
25,00+0,03
25,00+0,03
25,00+0,03
25,00+0,03
25,00+0,03
25,00+0,03
25,00+0,03
25,00+0,03
25,00+0,03
25,00+0,03
25,00+0,03
25,00+0,03
25,00+0,03
25,00+0,03
25,00+0,03

CGBpieC
(ppm)”

0,00%0,09
23,7+1,5

47,5215

71,,%2,9

94,4429

118,72,
142,413,9
166,,%3,9
189,0%3,9
213,6x3,9
237,,£3,9
356,043
474,.%5,,
593,,5,4
712,147 6
1186,5£8,3

Tabela A35- Absorvéncias das solucdes padrdo a 392 nm e respetivos residuais para 0 método Vanilina.

Padrdes  Cggpte, (ppm)”  Abs 392 nm  Residuais”

Branco 0,00+0,0, 0,016 -3,92x10%
1 23,7415 0,075 -5,76x107
2 47 o1 ¢ 0,085 -2,13x10%
3 71,420 0,133 1,19x10°
4 94,02, 0,145 -1,23x10%
5 118,742, 0,194 1,11x107
6 142,43, 0,203 -5,38x10°
7 166,,%3,9 0,235 1,09x10°
8 189,43, 0,269 9,57x10°
9 213,6£3,9 0,294 9,05x10°
10 237,4£3,9 0,315 4,52x10°
11 356,¢t4,3 0,447 8,90x10°
12 474,745, 0,587 2,13x107
13 593,,45,4 0,727 3,37x107
14 712,476 0,857 3,60x1072
15 1186,518,5 1,279 -5,24x1072




Tabela A36- Absorvéncias do branco fortificado para estimativa dos limites de detecdo e quantificacdo
para 0 méetodo Vanilina.

Brancos Sinal

1 0,004

2 0,002

3 0,005

4 0,007

5 0,004

6 0,006

7 0,008

8 0,012

9 0,011

10 0,011

11 0,011

12 0,011

13 0,012

14 0,011

15 0,012

16 0,012

17 0,013

18 0,015

19 0,014

20 0,016

Desvio padrdo®  0,00395

LDg, (ppm)" 10,36
LQsp (ppm)” 34,55

Tabela A37 — Variagéo da absorvéncia das solu¢bes padrdo do método Vanilina ao longo de 120 horas.

Solucdes Cggpe. (ppm))

Branco

0,00+0,00
23,7*1,5
47,5x1,5
71,,¥2,0
94,0+2,0
118,7+2,0
142,4+3,9
166,,+3,9
189,0+3,9
213,6%3,9
237,4%3,9
356,0+4,3
474,745,
593,,#5,4
712,1+7 6
1186,5+8,3

0 horas
0,016
0,075
0,085
0,133
0,145
0,194
0,203
0,235
0,269
0,294
0,315
0,447
0,587
0,727
0,857
1,279

4 horas
0,014
0,072
0,084
0,129
0,144
0,193
0,206
0,238
0,270
0,301
0,318
0,450
0,589
0,728
0,855
1,277

Vanilina

24 horas 48 horas
0,015 0,012
0,074 0,075
0,083 0,085
0,130 0,128
0,144 0,145
0,192 0,189
0,200 0,199
0,235 0,239
0,268 0,268
0,296 0,298
0,317 0,317
0,449 0,446
0,590 0,581
0,726 0,728
0,854 0,849
1,269 1,243

72 horas
0,011
0,072
0,088
0,116
0,134
0,143
0,176
0,199
0,218
0,257
0,279
0,442
0,563
0,706
0,836
1,245

96 horas
0,011
0,062
0,088
0,106
0,124
0,153
0,166
0,189
0,210
0,247
0,269
0,389
0,529
0,656
0,797
1,121

120 horas
0,009
0,056
0,077
0,095
0,118
0,142
0,159
0,177
0,208
0,237
0,252
0,355
0,518
0,646
0,785
1,172

Tabela A38- Preparacédo das solucgdes para estimativa da precisdo do método Vanilina.

Recuperagdo  Vucaostock€pipeta (ML) Veaizo€saizo (ML) Concegptec (ppm)”
1 0,350+0,004 25,00+0,03 83,112,
2 0,650+0,008 25,00+0,03 154,5+3,9
3 0,850+0,008 25,00+0,03 201,543,




Tabela A39- Coeficientes de variacéo e erro relativo para ensaios efetuados dentro do mesmo dia para o
método Vanilina.

Ensaios dentro do mesmo dia (N=6)

Ensaio
1

2
3
4
5
6

Média
Ensaio

OO WN -

Média
Ensaio

O b wpN

Média

CospesperadateC (Ppm)”  Abs 392nm  Cegptec (ppm)°”

201,5%3,9

CoppesperadateC (ppm)?  Abs 392nm  Cggpec (ppm)?

154,5%3,9

Cospesperadat€C (ppm)”’  Abs 392nm  Cogpitec (ppm)”

83,1%2,0

0,275 20,+15
0,276 20,41
0,274 205+ 15
0,275 20,%1s
0,277 205+15
0,276 20,41
0,276 20,+15
0,222 155+15
0,221 15,+15
0,220 154+15
0,218 15,415
0,222 155+15
0,220 155+15
0,221 154+15
0,140 8:+1s
0,141 8.1
0,142 8st1s
0,140 81
0,139 8,+1s
0,139 8,+1s
0,140 8:t1s

SDY RSD (%)? RE (%)"

0,917 0,455 -0,102

SD?Y  RSD (%)? RE (%)”

1,326 0,864 -0,538

SD? RSD (%)? RE (%)"

1,022 1,229 0,153

Tabela A40- Coeficientes de variacdo e erro relativo para ensaios efetuados em dias alternados para o
método Vanilina.

Ensaios em dias alternados (N=4)

Ensaio

1

2

3

4
Média
Ensaio

C:GBPesperadaiec (ppm)J) Abs 392nm CGBPiec (ppm)O)

201,5+3,9

CGBPesperadaiec (ppm)J) Abs 392nm CGBPieC (ppm)O)

154,5%3,9

CoppesperagateC (ppm)?  Abs 392nm  Cggpec (ppm)°

83,1%2,0

0,276 20,1
0,275 20,15
0,277 2051
0,274 20015
0,276 20,1
0,222 155+15
0,219 15,%1s
0,221 15,+1s
0,221 15,+1s
0,221 15,+1s
0,142 8515
0,140 81s
0,139 8,15
0,140 81s
0,140 815

SDY RSD (%)? RE (%)”

1,129 0,560 -0,102

SD? RSD (%)? RE (%)"

1,100 0,716 -0,396

SD? RSD (%)? RE (%)"

1,100 1,321 0,241




Tabela A41- Preparacédo das solucdes de recuperacdo para o método Vanilina.

Ensaio feCUpel’aQéo Vsolucéostockiepipeta(mI—) Vamostradiluidaiepipeta(mL) VBaIéoieBaléo (mL) CGBPesperadaieConc (ppm)J)

1 0,600+0,008 15,00+0,03 25,00+0,03 44,41, '
Ensaio fECUpefaf;éO VsolucéoStockiepipeta(mI—) Vamostraiepipeta (ml—) VBaIéoieBaléo (mL) CGBPesperadaieConc (ppm)J)

2 0,600+0,008 1,000+0,008 25,00+0,03 18,15,;

3 0,600+0,008 0,250+0,004 25,00+0,03 15,6,4

Tabela A42- Ensaios de recuperacao para o método Vanilina.

Recuperagdo Cggpesperadateconc (PPM)?  Abs 392nm  Cggpec (ppm)®  Recuperacdo (%)™  SD?

1 0,549 44,415 98,81
2 0,547 434115 97,58
3 0,550 44,415 99,43
4 44,21, 0,549 Adyt1, 98,81 1,058
5 0,548 444+15 98,20
6 0,552 44,415 100,65
Média _ 0,549 44.+15 98,91
Recuperacdo Cggpesperadat€conc (PPM)?  Abs 392nm  Cegpec (ppm)®  Recuperagéo (%)™  SD?
1 0,255 18,15 100,85
2 0,254 18515 100,23
3 0,257 185415 102,08
4 18,45, 0,255 18,£14 100,85 1,009
5 0,254 185415 100,23
6 0,256 18,+15 99,01
Média _ 0,255 18,15 100,54
Recuperagdo Cggpesperadateconc (PPM)?  Abs 392nm  Cggpec (ppm)®  Recuperacdo (%)™  SD?
1 0,219 15,15 99,81
2 0,218 15,15 99,19
3 0,220 15515 100,42
4 15,46, 0,218 15,+1, 99,19 0,604
5 0,220 15515 100,42
6 0,218 15,15 99,19
Média 0,219 15,+1¢ 99,71

Tabela A43- Preparacdo das amostras para o método Vanilina.

AmOStra VStockamostraiepipeta(ml—) VBaIéoieBal éo( ml—) CGBPesperada(pp m)J)

Gabomox® 5,000+0,015 25,00+0,03 200
Neurotin® 5,000+0,015 25,00+0,03 200
Teva 5,000+0,015 25,00+0,03 200
Generis 5,000+0,015 25,00+0,03 200

Ratiopharm 5,000£0,015 25,00+0,03 200




Tabela A44 — Determinacao do teor de gabapentina nas capsulas pelo método Vanilina.

Gabomox®  Abs 392nm  Cggptec (ppM)?  CsiockamosreC (ppm)’  Teorgge+ec (mg)?  SD®  RSD (%)?
1 0,276 20,15 10106~ 100,940, 2,

2 0,272 19415 99,6, 99,2,%0,2,

3 0,274 20015 100,6- 100,1,%0,2,

4 0,275 20,15 10066+ 100,54%0,2, 0,770 0,771
5 0,272 19415 99,%6; 99,2,%0,2,

6 0,272 19415 99,6, 99,2,%0,2,

Meédia 0,274 20015 99,+6- 99,9,%0,2,

Neurotin®  Abs 392nm  Cggptec (ppm)®  CsiockamosreC (ppmy’  Teorggetec (mg)?  SD?  RSD (%)?
1 0,275 20,15 10066+ 100,560, 2

2 0,273 194415 99,46, 99,65+0,2

3 0,274 20015 100,6- 100,1,%0,2

4 0,273 19415 99,+6- 99,65+0,2, 0,663 0,661
5 0,275 20:x15 1006+67 100,56+0,24

6 0,277 20515 101,46 101,4,%0,2,

Média 0,275 20,15 10046~ 100,3,%0,2,

Ratiopharm Abs 392nm  Cggptec (ppm)®  CsiockamosirteC (ppm)?  Teorggptec (mg))  SD?  RSD (%)
1 0,274 20015 100,%6- 100,1,%0,2

2 0,272 19415 99,16- 99,2,40,2,

3 0,275 20.x15 1006x67 100,56+0,24

4 0,273 194415 99,46- 99,6¢+0,29 0,644 0,643
5 0,276 20,+15 10106~ 100,94%0,2,
6 0,273 194415 99,46- 99,6¢+0,29

Média 0,274 200115 1000167 100,05i0,29

Teva Abs 392nm  Cggptec (ppm)?  CstockamosrteC (ppm)’  Teorggetec (mg)?  SD?  RSD (%)?
1 0,276 20,115 10106~ 100,94%0,2,
2 0,274 200t1s 100,6- 100,1,%0,2
3 0,272 19g+1s 99,16- 99,2,%0,2,

4 0,275 20,115 100416+ 100,56%0,2, 0,701 0,700
5 0,272 19g+1s 99,16- 99,2,%0,2,
6 0,274 200t1s 100,6- 100,1,%0,2

Média 0,274 200115 1000167 100,05i0,29

Generis  Abs392nm  Cggptec (ppm)®  CstockamosreC (ppmy’  Teorggetec (mg)?  SD?  RSD (%)?
1 0,279 205115 102516+ 102,3,%0,2,
2 0,276 20,115 101y+6- 100,94%0,2,
3 0,274 200t1s 1006~ 100,1,%0,2,

4 0,280 205115 102,46 102,7,%0,3, 1,086 1,070
5 0,275 20,£1s 1006~ 100,560, 2,
6 0,279 205115 102516+ 102,3,%0,2

Média 0,277 20515 1015%6; 101,50%0,24

Tabela A45- Preparacéo das solucgdes Stock e Intermédia para o0 método Hipoclorito.

Solugéo Modo preparagao _
Stock MassaGBppuraiem (mg) VBazoteBalso (mL) Cecpptec (ppm)’)
61,4+0,1 100,0+0,1 614,0£2,3
Vsolucéo stockiepipeta (ml—) VBaIéoieBaléo (ml—) CGBPieC (ppm)J)

Intermédia 10,00+0,02 20,00£0,04 307,02,




Tabela A46- Preparacdo do tampéo Kolthoff, solu¢do de nitrito de sédio, solugdo de hipoclorito de sddio
e Reagente amido-iodeto de potassio.

Tampé&o Kolthoff

Massaten, (Mg)  Vpastesaz (ML)  Conc (M)’ Volume (mL) pH
KH,PO, 1363,3+0,1 100,0+0,1 0,20 62,3 70
Tetraborato de sodio 953,4+0,1 50,00+0,06 0,10 37,3 ’
Soluc&o de nitrito de sodio .
Massaten(mg) Vpazotesazo(mL) Solvente Conc (M)')
NaNO; 276,5+0,1 100,0£0,1 Agua destilada 0,04
Solucéo de hipoclorito de sodio _
Volume (ML) Vaamo*esan(mL) Solvente Conc (M)
NaOCI 2,00+0,01 100,0+0,1 Agua destilada 0,012
Reagente amido-iodeto de potéassio
Massaten(mg) Veazotesazo(mL) Solvente
Am'd?(SIOIUVEI 170507 zi,zoiiod,ll 100,0+0,1 Agua destilada
Tabela A47- Preparacao das solucdes padrdo para o método Hipoclorito.

Vsolugéoiepip Vtampéoiepip VNaOCI iepip VNaNOZiepip VReagenteiepip VBaIaoieBalao CGBPiec
Solucoes (mL) Solugéo (mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (ppm)”
Branco  0,00+0,00 - 3,000+0,015 3,000+0,015 3,000+0,015 3,000+0,015 25,00+0,03 0,00+0,09

1 0,100+0,003 Intermédia 3,000+0,015 3,000+0,015 3,000+0,015 3,000+0,015 25,00+0,03 1,224+0,075
2 0,250+0,004 Intermédia 3,000+0,015 3,000+0,015 3,000+0,015 3,000+0,015 25,00+0,03  3,0++0,1;
3 0,500+0,004 Intermédia 3,000+0,015 3,000+0,015 3,000+0,015 3,000+0,015 25,00+0,03 6,1,+0,1;
4 0,800+0,008 Intermeédia 3,000+0,015 3,000+0,015 3,000+0,015 3,000+0,015 25,00+0,03 9,8,+0,2;
5 0,700+0,008 Stock  3,000+0,015 3,000+0,015 3,000+0,015 3,000+0,015 25,00+0,03 17,14+0,4,
6 2,00£0,01 Intermédia 3,000+0,015 3,000+0,015 3,000+0,015 3,000+0,015 25,00+0,03 24,5+0,3;
7 3,000+0,015 Intermédia 3,000+0,015 3,000+0,015 3,000+0,015 3,000+0,015 25,00+0,03 36,84+0,4¢
8 2,00+0,01 Stock  3,000£0,015 3,000+0,015 3,000+0,015 3,000+0,015 25,00+0,03 49,1,+0,5,
9 3,000+0,015 Stock  3,000+0,015 3,000+0,015 3,000+0,015 3,000+0,015 25,00+0,03 73,6+0,8;
10 5,000+0,015 Stock  3,000+0,015 3,000+0,015 3,000+0,015 3,000+0,015 25,00+0,03 122,80,+0,9;
11 10,0040,02 Stock  3,000+0,015 3,000+0,015 3,000+0,015 3,000+0,015 25,00+0,03 245,+1,s

Tabela A48- Absorvéncias das solucdes padrdo a 588 nm e respetivos residuais, para o método

Hipoclorito.
= ~ CGBPiec . - p)
adroes 0 Abs 588 nm  Residuais
(Ppmy)
Branco 0,00%0,00 0,000 2,19x10'2
1 1,225+0,075 0,010 1,03x10°
2 3,0,£0,1; 0,038 5,81x107
3 6,1,£0,1; 0,098 1,17x10%
4 9,8,+0,2; 0,152 7,23x10™
5 17,1,+0,4, 0,292 1,08x10°
6 24,5¢+0,3; 0,400 -1,11x10*
7 36,8,+0,4¢ 0,597 -3,06x10°
8 49,1,+0,5, 0,822 -2,21x10*
9 73,6410,8; 1,239 -3,82x10*
10 122,8,+0,9;3 2,184 4,07x10%
11 245,7+1 5 fake -




Tabela A49- Absorvéncias do branco fortificado para estimativa do limite de detecéo e quantificagéo
para o método Hipoclorito.

Brancos Sinal
1 -0,001
2 0,002
3 -0,003
4 0,004
5 0,006
6 0,004
7 -0,003
8 -0,004
9 -0,002
10 0,003
11 0,008
12 0,007
13 0,003
14 0,009
15 -0,002
16 0,007
17 -0,004
18 0,004
19 0,004
20 0,005
Média 0,00235
Desvio padrao®  0,0042
LDs, (ppm)’ 0,74
LQs» (ppm)” 2,48

Tabela A50 — Variagdo das absorvéncias das solucdes padrdo ao longo de 120 horas para 0 método

Hipoclorito.

Solucdes Cggpte. (ppm)) Ohoras 4horas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas

Branco 0,00+0,00 0,000 0,001 0,002 0,000 0,001 0,001 0,000
1 1,225+0,075 0,010 0,012 0,020 0,017 0,011 0,007 0,003
2 3,0.+0,1; 0,038 0,039 0,039 0,038 0,030 0,011 0,007
3 6,1,+0,1; 0,098 0,099 0,102 0,101 0,087 0,075 0,055
4 9,8,+0,2; 0,152 0,154 0,211 0,162 0,111 0,099 0,087
5 17,15+0,4, 0,292 0,295 0,376 0,309 0,198 0,155 0,332
6 24,56+0,3; 0,400 0,402 0,523 0,421 0,284 0,145 0,323
7 36,8,£0,44 0,597 0,599 0,746 0,622 0,445 0,467 0,405
8 49,1,+0,5,4 0,822 0,831 1,004 0,852 0,721 0,466 0,691
9 73,65+0,8; 1,239 1,244 1,539 1,345 0,942 0,673 0,723
10 122,8,+0,9; 2,184 2,230 2,992 2,193 1,643 0,955 0,653
11 245,715 *x ol ol ol ol 1,542 2,025

Tabela A51- Preparacéo das solugdes para estimar a precisdo do método Hipoclorito.

Recuperacio Vioucaostockt€pipeta(ML)  Vaamtesas(mML)  Concegptec (ppm)”

1
2
&

0,300+0,004
1,000+0,008
2,00+0,01

25,00+0,03
25,00+0,03
25,00+0,03

7,37%£0,2

24,5¢+0,4,
49,1,+0,5,




Tabela A52- Coeficiente de variagdo e erro relativo para ensaios efetuados dentro do mesmo dia para o
método Hipoclorito.

Ensaios dentro do mesmo dia (N=6)

Ensaio CoppesperadateC (ppm)”  Abs 588nm  Cggpxec (ppm)® SD?  RSD (%)® RE (%)”
1 0,116 7,4%1,3
2 0,118 7,5x1,5
3 0,117 7,5t1,3
4 7,37£0,2¢ 0,118 7,5t1,3 0,072 0,959 1,651
5 0,119 76113
6 0,116 7,4%1,3
Média 0,117 7,5t1,5
Ensaio CoppesperadateC (ppm)?  Abs 588nm  Cggpxec (ppm)?  SD?  RSD (%)? RE (%)”
1 0,404 24,5413
2 0,402 24,413
3 0,401 24,3+1 5
4 24,5¢+0,4, 0,403 24.,£1,5 0,062 0,255 -0,647
5 0,402 24,41 3
6 0,403 24,41 ,5
Média 0,403 24,41 3
Ensaio CoppesperadateC (ppmM)?  Abs 588nm  Cggpxec (ppm)?  SD?  RSD (%)? RE (%)”
1 0,832 49,0115
2 0,830 49,6115
3 0,832 49,615
4 49,1,+0,5, 0,833 50,0%1,3 0,072 0,144 1,451
5 0,831 49,6415
6 0,830 49,6115
Média 0,831 49,9i1,3

Tabela A53- Coeficiente de variagdo e erro relativo para ensaios efetuados em dias alternados para o
método Hipoclorito.

Ensaios em dias alternados (N=4)

Ensaio CoppesperagateC (PPM)?  Abs 588nm  Cggpzec (ppm)®  SD?  RSD (%)? RE (%)”

Dia 1l 0,116 1,415

Dia 2 0,117 7,5t1,3

Dia 3 7,3:20,2, 0,119 T,6xl,3 0,077 1,021 1,785
Dia 4 0,118 7,5t1,3

Média 0,118 1,5t1,5

Ensaio  CagpesperadaeC (ppm)”  Abs 588nm  Cggpec (ppm)®  SD?  RSD (%)? RE (%)"
Dial 0,404 24 5415

Dia 2 0,403 24,,£1,5

Dia 3 24,5¢+0,4, 0,404 24 5415 0,048 0,198 -0,285
Dia 4 0,405 24,6x1,5

Média 0,404 24 5415

Ensaio  CagpesperadaeC (ppm)”  Abs 588nm  Cggpec (ppm)®  SD?  RSD (%)? RE (%)"
Dia 1l 0,831 49,6+1,3

Dia 2 0,830 49,6+1,3

Dia 3 49,1,+0,5; 0,830 49,6+1,3 0,048 0,097 1,290
Dia 4 0,829 49,.+1,5

Média 0,830 49,5115




Tabela A54- Preparacéo das solucdes fortificadas para a estimativa das recuperacfes do método

Hipoclorito.
Ensaio VsolugéoIntermediaiepipeta Vamostraiepipeta VBaIéoieBaléo CGBPesperadaiec
recuperagao (mL) (mL) (mL) (ppm)”
1 0,300+0,004 0,100+0,003 25,00+0,03 7,650, 75
2 0,300+0,004 0,300+0,004 25,00+0,03 15,741,
3 0,300+0,004 0,900+0,008 25,00+0,03 39,743,3

Tabela A55- Ensaios de recuperacao e respetivo desvio padrdo para o0 método Hipoclorito.

Recuperacdo  CappesperadateC (PPM)”  Abs 588nm  Cggptec (ppm)®  Recuperacdo (%)™  SDY
1 0,121 7,713 100,63
2 0,120 7,6tl,3 99,02
3 0,12 7,6xl,3 99,02
4 7,620, 73 0,122 T,6xl,3 102,24 1,689
5 0,121 7,713 100,63
6 0,119 7,6x1l,3 97,41
Média 0,121 7,713 99,82
Recuperacdo  CoppesperadateC (PPM)?  Abs 588nm  Cggptec (ppm)®  Recuperacdo (%)™  SDY
1 0,255 15,7415 99,18
2 0,254 15,615 97,57
3 0,256 15,7413 100,79
4 15,7#1,4 0,257 15,6415 102,40 1,689
5 0,256 15,7415 100,79
6 0,255 15,13 99,18
Meédia 0,256 15,7413 99,99
Recuperacdo  CcppesperadateC (PpPM)”  Abs 588nm  Cggpxec (ppm)®  Recuperacdo (%)™  SDY
1 0,661 39,7415 101,28
2 0,663 39,5t1,3 104,50
3 0,660 39,7415 99,673
4 39,743,3 0,659 39,6x1,3 98,06 2,820
5 0,661 39,7415 101,28
6 0,658 39,6x1,3 96,45

Média 0,660 39,713 100,21




Tabela A56 — Determinacao do teor de gabapentina nas diversas capsulas pelo método Hipoclorito.
Gabomox® Abs 588nm  Cggptec (ppM)?  C stockamostrat€C (PPM)?  Teorggpte, (mg))  SD?  RSD (%)

1 0,331 20,5115 100455 100,8,10,24
2 0,332 20,,%1,5 101,455 101,15%0,24
3 0,329 20,0x1,5 100,455 100,2,%0,24
4 0,331 20,,%1,5 100g+55 100,80%0,24 0,519 0,514
5 0,334 20,3t1,5 101,455 101,64%0,24
6 0,333 20,3t1,5 1015455 101,40%0,24
Média 0,332 20,,%1,5 101%55 101,00%0,24
Neurotin®  Abs 588nm  Cggptec (ppm)®  C stockamostrateC (ppm)?  Teorgeptes (mg)?  SD?  RSD (%)?
1 0,333 20,3t1,5 101,455 101,4%0,24
2 0,332 20,,%1,5 101,455 101,15%0,24
3 0,331 20,,%1,5 100g+55 100,80%0,24
4 0,329 20,0t1,5 100,455 100,2,%0,24 0,484 0,480
5 0,330 20,1%1,5 1005+55 100,5,%0,24
6 0,333 20,3t1,5 101,455 101,40%0,24
Média 0,331 20,211,3 1009155 100,90i0,29
Ratiopharm Abs 588nm  Cggptec (ppmM)®  C stockamostrateC (PPM)?  Teorgepre, (mg)y)  SD?  RSD (%)?
1 0,328 20,0x1,5 999+55 99,9,+0,2,
2 0,331 20,,%1,5 100g+55 100,80%0,24
3 0,333 20,3t1,5 101,455 101,4%0,24
4 0,330 20,1%1,5 1005155 100,5,%0,24 0,519 0,516
5 0,329 20,0x1,5 100,455 100,2,%0,24
6 0,331 20,,%1,5 100g+55 100,80%0,24
Média 0,330 20,115 1006+55 100,6,%0,24
Teva Abs 588nm  Cggptec (ppM)?  C stockamostrateC (ppmy  Teorgepte. (Mg)Y  SDY  RSD (%)
1 0,329 20,0x1,5 100,%55 100,2,%0,24
2 0,328 20,0x1,5 994+55 99,9,+0,2,
3 0,328 20,0x1,5 99455 99,9,+0,2,
4 0,326 19,0%1,5 99545 99,3,+0,24 0,459 0,461
5 0,325 19,6+1,5 99,55 99,05+0,2,
6 0,326 19,0%1,3 995+5¢ 99,3,+0,24
Média 0,327 19,911,3 995155 99,621‘0,29
Generis  Abs588nm  Cggpxec (ppM)°  C siockamostrateC (ppmY’  Teorggee. (Mg)?  SD?  RSD (%)?
1 0,331 20,0%1,5 100g+55 100,80%0,24
2 0,334 20,3%1,5 101,455 101,64%0,24
3 0,335 20,,%1,5 102¢%55 101,94%0,24
4 0,331 20,,%1,5 100g+55 100,8,%0,24 0,783 0,774
5 0,334 20,5%1,5 101,+5¢ 101,64+0,24
6 0,328 20,0115 994155 99,9,+0,24
Média 0,332 20,5115 101,+5¢ 101,15+0,24

Tabela A57- Preparacédo das solucdes Stock e Intermédia para o método NBD-CI.

Solugéo Modo preparagao _
Stock MassaGBppuraiem (mg) VBazoteBalso (mL) Cecpptec (ppm)’)
61,4+0,1 100,0+0,1 614,0£2,3

Vsoluqao stockiepipeta (ml—) VBaIéoieBaléo (ml—) CGBPieC (ppm)J)
Intermédia 10,00+0,02 20,00+0,04 307,02,



Tampéo borato

Tabela A58- Preparacdo do tampé&o borato e reagente NBD-CI.

Massaten (Mg)  Veasotesaz (ML)  Conc (M)” Volume pH
Acido bérico 1240,0+0,1 100,040,1 0,20 100
Tetraborato de sddio 1900,0+0,1 100,040,1 0,05 10 7,1
Reagente NDB-CI .
Massaten (Mg)  Vsazmotesazo (ML)  Solvente Conc (mg/mL) )
NDB-CI 80,0+0,1 100,040,1 Metanol 0,8
Tabela A59- Preparacdo das solugdes padrdo para o0 método NBD-CI.
Método NBD-CI
50|U9595 Vsolucéo stockiepipeta Sol U950 VNDB-CIieBaIéo VTampéoieBaléo VBaIéoieBaléo CGBPie_C
(mL) (mL) (mL) (mL) (ppm)”
Branco 0,000+0,000 - 5,00040,015 10,00+0,02 25,00+0,03 0,00%0,09
1 0,100+0,003 Intermédia  5,000+0,015 10,00+0,02 25,00+0,03 1,224+0,075
2 0,200+0,003 Intermédia  5,000+0,015 10,00+0,02 25,00+0,03 2,45¢+0,07¢
3 0,300£0,004 Intermédia  5,000+0,015 10,00+0,02 25,00+0,03 3,6s+0,1;
4 0,400+0,004 Intermédia  5,000+0,015 10,0040,02 25,00+0,03 4,91+0,1,
5 0,500£0,004 Intermédia  5,000+0,015 10,00+0,02 25,00+0,03 6,1,20,1;
6 0,600+0,008 Intermédia  5,000+0,015 10,00+0,02 25,00+0,03 7,3:20,2;
7 0,900£0,008 Intermédia  5,000+0,015 10,00+0,02 25,00+0,03 11,05+0,2,
8 0,800+0,008 Stock 5,00040,015 10,00+0,02 25,00+0,03 19,65+0,4,
9 2,00+0,01 Intermédia  5,000+0,015 10,00+0,02 25,00+0,03 24,5¢+0,3,
10 2,00+0,01 Stock 5,00040,015 10,00+0,02 25,00+0,03 49,1,+0,53
11 3,000+0,015 Stock 5,000£0,015 10,00+0,02 25,00+0,03 73,65+0,8,
12 5,000+0,015 Stock 5,00040,015 10,00+0,02 25,00+0,03 122,8,+0,8,

Tabela A60- Intensidade de fluorescéncia das solu¢Bes padrdo e respetivos residuais para 0 método

NBD-CI.

Padrdes  Cggpte. (ppm)) IF Residuais”

Branco 0,0420,0, -0,081 -5,29
1 1,224+0,075 2,546 -4,33
2 2,45¢+0,074 4,674 -3,88
3 3,6510,1,; 6,784 -3,44
4 4.91+0,1, 8,419 -3,47
5 6,1,+0,1, 10,021 -3,54
6 7,3:20,24 12,995 -2,23
7 11,05+0,2, 21,654 -0,58
8 19,65+0,4, 34,792 -0,13
9 24,54+0,3, 44,691 6,09
10 49,1,+0,5; 87,086 15,09
11 73,6510,8 125,105 19,71
12 122,8,10,84 153,192 -18,99




AB1- Absorvéncias do branco fortificado para estimativa do limite de detecdo e quantificacdo para o
método NBD-CI.

Brancos Sinal
1 0,133
2 -0,470
3 -0,990
4 0,271
5 0,412
6 0,069
7 -0,502
8 -0,213
9 -0,314
10 0,075
11 -0,123
12 0,075
13 0,149
14 -0,169
15 -0,029
16 -0,310
17 -0,146
18 -0,012
19 0,388
20 0,082
Média -0,0812
Desvio padrdo®  0,3312
LDy, (ppm)” 0,56
LQsy (ppm)” 1,86

Tabela A62 — Variagéo da absorvéncia das solu¢Ges padrdo ao longo de 120 horas para o método NBD-

Cl.
NBD-CI

Solugbes Cgppte. (ppm)” Ohoras 4horas 24horas 48horas 72horas 96 horas 120 horas

Branco 0,04%0,09 -0,081 -0,012 -0,015 -0,005 -0,011 -0,015 -0,009
1 1,224+0,075 2,546 2,731 2,643 2,534 2,594 2,654 2,714
2 2,45¢+0,07¢ 4,674 4,973 4,623 4,673 4,985 4,635 4,685
3 3,6510,1; 6,784 6,887 6,813 6,811 6,844 6,947 6,873
4 4,91+0,1, 8,419 8,532 8,542 8,341 8,401 8,461 8,521
5 6,1,£0,1, 10,021 10,723 10,345 10,320 10,735 10,357 10,332
6 7,3:£0,2, 12,995 13,235 13,330 13,323 13,055 13,295 13,390
7 11,05%0,2, 21,654 22,713 21,943 21,567 21,627 21,687 21,747
8 19,65+0,4, 34,792 35,091 34,561 35,012 35,103 34,573 35,024
9 24,5¢+0,3, 44,691 45,343 44,754 44,562 44,751 45,403 44,814
10 49,1,+0,5; 87,086 87,918 87,765 88,132 88,192 88,252 88,312
11 73,650,8, 113,105 114,542 114,140 113,832 114,554 114,156 113,844
12 122,8,+0,84 160,192 157,512 159,870 160,300 160,252 157,572 159,925

Tabela A63- Preparacédo das solugdes para estimar a precisdo do método NBD-CI.

Recupera(;éo Vsolugaostockiepipeta (m I—) VBaIéoieBaléo (ml—) ConCGBPieC (ppm)J)
1 0,200+0,003 25,00+0,03 4,9,+0,15
2 0,800+0,008 25,00+0,03 19,65+0,4,

Recupera@ﬁo VsolucéoIntermédiaiepipeta (ml—) VBalzot€saao (ml—) Concggptec (ppm)J)
3 3,000%0,015 25,00+0,03 36,8,%0,45




Tabela A64- Coeficiente de variagdo e erro relativo para ensaios efetuados dentro do mesmo dia para o
método NBD-CI.

Ensaios realizados no mesmo dia (N=6)

Ensaio
1

2

3

4

5

6
Meédia

Ensaio
1

2

3

4

5

6
Média

Ensaio
1

O wpN

Média

CGBPesperadaiec (ppm)J)

36,8,+0,45

CGBPesperadaieC (ppm)J)

19,65+0,4,

CGBPesperadaieC (ppm)n

4,9:+0,15

IF
66,532
66,958
66,934
66,412
66,846
66,745
66,739

IF
35,435
35,578
34,956
35,874
35,201
35,776
35,470

IF

9,153
9,199
9,174
9,001
9,109
9,062
9,116

Coeeec (ppm)®  SD?  RSD (%)? RE(%)"

37,3%1,3
37,5113
37,5%1,3
37,5113
37,5113
37,4%1,3
37,4113

0,125 0,334 1,569

Cespec (ppm)®  SDY

19,5+1,;
19,0+1,;
19,5¢1,;
20,11,
19,/#1,;
20,0+1,1
19,5+1,;

RSD (%) RE(%)"

0,196 0,987 0,964

Caseec (ppm)®  SD?

5,011
5111,,
5.%1,,
5,0t1,1
5,011,
5,0t1,1
5,011,

RSD (%)? RE(%)"

0,042 0,835 2,195

Tabela A65- Coeficiente de variagdo e erro relativo para ensaios em dias alternados para 0 método
NBD-CI.

Ensaios em dias alternados (N=4)

Ensaio  Cgppesperagatec (ppm)” IF Cgprtec (ppm)”  SD?  RSD (%) RE (%)"
Dia 1 65,946 37,013

Dia 2 66,587 37,5%1 3

Dia 3 36,84+0,45 65,913 37,013 0,177 0,477 0,710
Dia 4 66,254 37,%1,3

Média 66,175 37,1£1,3
Ensaio CGBPesperadateC (ppm)j) IF Cgpptec (ppm)°) sSDY RSD (%)e) RE (%)"
Dia 1 35,686 20,0£1,;

Dia 2 35,454 19,5%1,,

Dia 3 19,65+0,4, 35,789 20,0£1,; 0,080 0,401 1,426
Dia 4 35,596 19,0%1,,

Média 35,631 19,0£1,;
Ensaio  Cgppesperagatec (ppm)” IF Cepptec (ppm)?  SD?  RSD (%)? RE (%)"
Dia 1 9,221 5,1x1,;

Dia 2 9,204 5,1£1,;

Dia 3 4,9:1£0,15 9,199 5,1x1,; 0,006 0,127 3,207
Dia 4 9,195 5,1£1,;

Média 9,205 5,1x1,;




Tabela A66- Preparacédo das solucdes fortificadas para a estimativa das recuperacfes do método NBD-CI.

Ensaio recuperacao

Vsolucéolnte rmediaiepipeta (ml—)

Vamostraiepipeta(mL) VBaIéoieBal éo( mL)

CGBPesperadaiec (p p m)J)

1 0,300,004 0,100,003 25,000,03 7,65£0,5,
2 0,300,004 0,300,004 25,000,03 15,65£0,6,
3 0,300,004 0,950+0,008 25,000,03 41,741,

Tabela A67- Ensaios de recuperacao e respetivo desvio padrdo para o0 método NBD-CI.

Recuperacdo  CggpesperadateC (Ppm)” IF Coeptec (ppm)®  Recuperacdo (%)™  SDY

1 74,345 41,7%1,5 100,31
2 74,564 41,641,3 103,65
3 74,241 41,6.1,3 98,72
4 41,71 4 74,325 41,7%1,5 100,00 2,260
5 74,176 41 ,6+1,5 97,73
6 74,496 41,641,3 102,61
Média 74,358 41,7413 100,51
Recuperacdo  CggpesperadateC (ppm)” IF Coertec (ppm)®  Recuperacdo (%)™  SDY
1 27,934 15,6+1,1 97,73
2 28,032 15,741, 99,22
3 27,946 15,6+1,1 97,91
4 15,6¢+0,6; 28,084 15,,#1,, 100,02 1,452
5 28,187 15,/#1,, 101,59
6 27,992 15,611, 98,61
Média 28,029 15,71, 99,18
Recuperagdo  CggpesperadaeC (ppm)” IF Coertec (ppm)®  Recuperacdo (%)™  SDY
1 13,732 T,6xl,1 98,13
2 13,824 7,7x1,, 99,53
3 13,878 7,7£1,1 100,36
4 7,6£0,5;, 13,842 7,7x1,, 99,81 1,098
5 13,904 7,721, 100,75
6 13,735 T,6xl,1 98,17
Meédia 13,819 7,7£1,1 99,46

Tabela A68- Preparacdo método adicao de padrdo para o método NBD-CI, concentracdo e intensidade de
fluorescéncia de cada padréo.

= Vsolugéoiepipeta = VStockAmostraiepipeta VBaIéoieBal ao CGBP"—'ec

Solugéo (mL) Solugéo (mL) (mL) (ppm)” IF

Branco 0,000+0,000 - 0,100+0,003 25,00+0,03 21,+1,, 38,043
1 0,100£0,003 Intermédia 0,100+0,003 25,00+0,03 22,5+2,, 40,005
2 0,200£0,003 Intermédia 0,100+0,003 25,00+£0,03 23,7%#1,; 42,475
3 0,300£0,004 Intermédia 0,100+0,003 25,00+£0,03 24,4+1,; 44,641
4 0,400£0,004 Intermédia 0,100+0,003 25,00+0,03 26,,%1,3 46,063
5 0,500£0,004 Intermédia 0,100+0,003 25,000,038 27,,+1,5 49,612
6 0,600£0,008 Intermédia 0,100+0,003 25,00+0,03 31,,#2,, 51,043
7 0,900£0,008 Intermédia 0,100+0,003 25,000,038 39,6+2,, 58,218
8 0,800+0,008 Stock 0,100+0,003 25,00+0,03 44,+2,9 74,647
9 2,00+0,01 Intermédia 0,100+0,003 25,00+0,03 69,,#4,; 83,605
10 2,00+0,01 Stock 0,100+0,003 25,00+£0,03 93,7455 126,066




Tabela A69 — Determinacao do teor de gabapentina nas capsulas pelo método NBD-CI.

Gabomox®  IF  Cggptec (ppm)® Cstookamostratec(ppm)’  Teorgsptec (mg)? SDY  RSD (%)%

1 35,714 20,,+1,, 99,15, 99,8,%0,2,
2 36,124 20,41,, 1015, 101,05%0,2,
3 35,667 19,0+1,, 99,45, 99,7,%0,2
4 35,956 20,,+1,» 10065, 100,550, 2, 0,725 0,722
5 36,342 20,5+1,, 1016+5, 101,64%0,2
6 35,832 20,0+1,» 100,15, 100,2,%0,2,
Média 35,939 20,,+1,, 1005+5, 100,5,%0,2,
Neurotin®  IF  Cggpzec (ppm)® Cosockamostratec(ppm)? Teorgsptec (mg)?  SD?  RSD (%)%
1 36,043 20,,+1,, 100g+5, 100,8,%0,2
2 35,379 19,641, 98415, 98,9;+0,25
3 35,784 20,0+1,> 100,%5,; 100,0,20,2,
4 35,865 20,,+1,, 10055, 100,3,%0,2, 0,864 0,867
5 35,564 19,0+1,, 9915, 99,45+0,2,
6 35,234 19,.41,, 985+5; 98,5,+0,25
Média 35,645 19,0+1,, 99,45, 99,65+0,2,
Ratiopharm IF  Cggprec (ppM)?  Cstockamostratec(ppm)?  Teorggerec (mg)’ SD?  RSD (%)?
1 35,843 20,0+1,> 100,%5, 100,2,%0,2,
2 35,479 19,6+1,, 99,45, 99,2,+0,2,
3 35,932 20,,+1,5 1005+5, 100,44%0,2,
4 35,832 20,0+1,» 100,15, 100,2,%0,2, 0,659 0,656
5 36,164 20,,+1,5 101,45, 101,1,4%0,2,
6 36,043 20,,+1,» 10045, 100,8,%0,2
Média 35,882 20,,+1,5 1003+5, 100,35%0,2,
Teva IF Cospec (pPpM)? Csrockamostraec(ppm)”  Teorgeetec (mg))  SD?  RSD (%)”
1 35,242 19,71, 98515, 98,5:+0,2;
2 35,873 20,.%1,, 1005£5, 100,3,+0,2
3 34,675 19,4£1,, 97,15, 96,9:+0,2;
4 35,542 19,0%1,, 99,15, 99,340,2¢ 1,334 1,354
5 34,721 19,41, 97,15, 97,050,25
6 35,456 19,6+1,, 99,45, 99,150,2
Média 35,252 19,711,2 985151 98,57"_'0,28
Generis  IF  Cegptec (ppmM)? Cstockamostratec(ppm)’  Teorggezec (mg)?  SDY  RSD (%)
1 35,993 20,.£1,, 100,45, 100,660,24
2 36,312 20,5t1,, 10145, 101,5:+0,2
3 36,189 20,,%1,, 101,15, 101,2,+0,2
4 35,899 20,.%1,, 1004£5, 100,34+0,2, 1,127 1,113
5 36,966 20,7£1,, 103,415, 103,340, 3,
6 35,932 20,.%1,, 1005£5, 100,44+0,24
Média 36,443 20,511, 10155, 101,25+0,24

Tabela A70- Médias dos teores de gabapentina obtidos para as diferentes capsulas e métodos.

\olumetria Métodos de derivatiza¢éo Sem derivatiza¢éo
Titulacéo Titulagéo Método Método Método Método
NaOH HCI Vanilina  Hipoclorito  NBD-CI Direto
Capsulas TeorggptSD  TeorgepxSD  Teorggpte, TeOrggpte, TeOrgppte. Teorggpte; Média:;SD
(mg)” (mg)” (mg)” (mg)” (mg)” (mg)” (mg)®
Gab0m0X® 106,711,2 101,211,2 99,9010,29 101,0010,29 100,5110,29 99,5410,29 101,512,6
Neurotin® 96,5+1,, 98,6+1,1 100,3,£0,29 100,90+0,29 99,65+0,2 98,85+0,2¢ 99,,+1,4
Ratiopharm 96,35+0,5¢ 96,0%2,, 100,05+0,24 100,6,+0,29 100,350,249 97,910,245 98,7+1,9
Teva 94,95+0,8 97,35£0,5, 100,0s+0,29  99,6,£0,29  98,5;£0,2 98,25+0,2 98,1+1,s
Generis 105,0+1,; 106,,+1,7 101,50+0,29 101,15+0,29 101,24+0,29 101,1,£0,2 102,0+2,6
R O 100,,15,; 100,514, 100,3,+0,6¢ 100,66+0,6;  100,0+1,; 99,%+1,3

(mg)?



Anexo de equacoes

a) y = mx+b, quando y=0, entre o valor maximo e minimo de ApH%/AV?
b) CaVa:Cbe

c) Teor = ConcCagr X Mmolecutar X Viitulante

2T o} — (L)’
d) Desvio padrdo: s = \X (i)
n—1
e) Coeficiente de variagdo (RSD) —— x 100 %; RSDrorwirz = 2419
f) Erroabsoluto (ER)=  —— x 100 %
X - X

g) tealculado: T = 1 : 2 .

2 Sxixz - Tt

5
h -
)F = -

]

i) Caélculo da concentracéo e erro associado a solugdo Stock e Intermédia:

j) Caélculo da concentracao e erro das concentracdes das solugcdes padrdo: C,V,=Cy,Vs

k) Expressdes utilizadas para o calculo dos parametros da reta pelo método dos minimos quadrados:
2
X.
:z‘(i _)_(f :inZ_L
Xy
Yi_ m=<—
Syy = z ‘/ y z y| Q Sxx

~ ~ X 3 i
Sxy Zz«i _)_(/‘/i_y/zzxiyi _ETy

S

w
Il
<




S :\/Z‘/i_YiEZ\/SW_mZ'SXX

Y N-2 N -2

I) Calculo dos pardmetros de avaliagdo do método:

3sy 10sy 3sb 10sb LL
L =, r=—;L = —, =—;GD=—;
DS - Lgs - DSh - Lasy - 0
r= Sy
Se Sy
m) Ensaios de recuperagéo (%) x 100 %

n) Calculo da concentracdo da solucdo de amostra pelo método da adi¢do de padréo e erro das

concentragoes:

S 1 -y’
CoNnCamostra  —; €conc=S, = —y\/+ —+ &

0) Calculo da concentragéo da solucdo de amostra pelo método da reta de calibracéo e erro das

concentragoes:

s, 1 1 —y’
ConCamostra ———; €conc=$ =—y\/—_|-__|._C S/

p) Residuais: Yobtido-Yreta



