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Resumo

VALENTINI, Sostenes Rosa. Atributos da validagdo da metodologia
analitica do Captopril num programa de garantia de qualidade.
Floriandpolis, 2002. 75f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de
Producado). Programa de PO4s-Graduacdo em Engenharia de Producéo,
UFSC, 2002.

Atualmente quando todos os caminhos levam a busca da qualidade
total, torna-se indispensavel conhecer perfeitamente cada fase de um processo
produtivo. Neste caso, a validacdo é a ferramenta adequada para garantir a
confiabilidade de instalacdo de um processo produtivo, de equipamento novo e,
inclusive, da metodologia analitica, seja do setor farmacéutico, alimenticio,
informética microeletrénico ou qualquer outra area onde a qualidade do produto
fabricado é uma das principais razfes da existéncia da empresa. O presente
trabalho teve por objetivo analisar os principais aspectos da validacdo de
métodos analiticos, buscando demonstrar que os resultados das andlises
executadas permitem uma avaliacdo dos parametros especificos da qualidade
do produto, assegurando tanto a implantacdo do método como a confiabilidade
dos resultados analiticos. A metodologia utilizada foi a revisdo bibliogréfica,
pesquisas na Internet e desenvolvimento de uma parte experimental. A escolha
de uma metodologia € de fundamental importancia para o procedimento do
controle de qualidade de uma substancia ativa ou forma farmacéutica. Porém,
ao se validar um método analitico, ndo significa que este possa ser aplicado
sem restricdes para diferentes medicamentos com o mesmo principio ativo,
uma vez que os resultados das analises séo influenciados por inimeros fatores
como a estrutura quimica do farmaco, o nivel das doses terapéuticas e as
diferencas nas formulas de um laboratorio para outro. Para cada caso ha
necessidade de resultados experimentais evidentes que garantam a
funcionalidade do método, bem como, do tratamento analitico adequado, da
avaliacdo estatistica dos resultados e da definicdo dos critérios de aceitacao.
Para cada metodologia foram estudadas a exatidéo, a precisdo, a linearidade,
a sensibilidade e a robustez com as devidas consideracfes estatisticas.
Considerando os atributos da validacdo estudados neste trabalho, o método
cromatografico demonstrou ser o mais adequado para as analises de
comprimidos de Captopril enquanto que os métodos espectrofotométrico por
Folin-Ciocalteau e titulométrico por oxido-reducdo também demonstraram
valores que satisfazem os critérios de aceitacdo, porém com maior
variabilidade e menor sensibilidade.

PALAVRAS CHAVES: validagéo, garantia de qualidade e metodologia
analitica.
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Abstract

VALENTINI, Séstenes Rosa. Validation attributes of the analytic
methodology of the Captopril in the quality assurance program.
Floriandpolis, 2002. 75f. Dissertation (Master Degree Course in Production
Engineering). Program of Post-Graduation in Production Engineering,
UFSC, 2002.

Actually when all the ways take to the search of the total quality, it becomes
indispensable to know each phase of a productive process perfectly. In this
case, the validation is the tool appropriated to guarantee the installation
reliability of a productive process, of new equipment and, besides, of the
analytic methodology, in various sectors where the quality of the manufactured
product is one of the main reasons of the company existence. The present work
had as objective to analyze the main aspects of the analytic methods
validation, looking for to demonstrate that the results of the executed analyses
allow an evaluation of the specific parameters of product quality, assuring the
implantation of the method so much as the reliability of the analytic results. The
used methodology was the bibliographical revision, researches in the Internet
and development of an experimental part. The choice of a methodology is of
fundamental importance for the procedure of the quality control of an active
substance of pharmaceutical form. Even so, when validating an analytic
method, it doesn’t mean that this can be applied without restrictions for different
medicaments with the same active principle, once the results of the analyses
are influenced by countless factors as the pharmaco chemical structure, the
therapeutic doses level and the differences in the formulas from a laboratory to
another. For each case there is need of evident experimental results that they
guarantee the functionality of the method, as well as of the appropriate analytic
treatment, of the statistical evaluation of the results and of the acceptance
approaches definition. For each methodology they were studied the accuracy,
the precision, the linearity, the sensibility and the robustness with the due
statistical considerations. Considering the attributes of the validation studied in
this work, the chromatographic method demonstrated to be more appropriated
for the analyses of Captopril tablets while the spectrophotometric methods
Folin-Ciocalteau and titulometric for oxide-reduction also demonstrated values
that satisfy the acceptance approaches, even so with larger variability and
smaller sensibility.

Key words: validation, quality assurance and analytic methodology.



1 INTRODUCAO

Atualmente, quando todos os caminhos levam a busca da qualidade total,
torna-se indispensavel conhecer perfeitamente cada fase de um processo
produtivo. Neste caso, a validacdo é a ferramenta adequada para garantir a
confiabilidade de instalacdo de um processo produtivo, de equipamento novos
e, inclusive, de metodologia analitica, seja do setor farmacéutico, alimenticio,
informatica, microeletrébnico ou qualquer outra area onde a qualidade do
produto fabricado seja uma das principais razfes da existéncia da empresa
(Athaide, 2000).

Quando se trata de medicamento, por exemplo, qualquer falha minima no
processo pode acarretar sé€rios prejuizos a saude dos consumidores e ao nome
da industria no mercado. Nos Ultimos anos, muito se tem falado sobre
validacéo, certificacdo e qualificacdo de instalacdo, equipamento, processo e
metodologia analitica, porém a falta de uma padronizacdo de linguagem do

setor cria uma barreira para o entendimento total dos termos (Athaide, 2000).

Assim, validar um processo, equipamento, sistema ou metodologia € tornar
legitimo, através do estabelecimento de documentacdes, tudo que envolve o
processo de producdo e controle de qualidade, desde as condicbes do
ambiente, até os insumos e matérias-primas que entram em sua composicao.
Em outras palavras, validar significa garantir que o produto seja sempre
fabricado da mesma forma, com a mesma qualidade e dentro dos limites de
tolerancia rigorosamente pré-estabelecidos (Athaide, 2000; Moretto, 2000;
Emanuelli, 2000).

Segundo Moretto (2000, p.44) o termo validacéo foi introduzido nas areas
produtivas afim de “entender o processo de fabricacdo, assegurando que estes
sejam realizados dentro dos limites de parametros estabelecidos, com o

proposito claro de obter produtos que apresentam uma qualidade consistente”.
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1.1 Justificativa

A escolha de uma metodologia analitica adequada é de fundamental
importancia para o procedimento do controle de qualidade de uma substancia
ativa ou forma farmacéutica, como tratada neste trabalho. Espires (1998, p. 1)
relata que a aplicabilidade dos métodos oficiais na analise de medicamentos
nem sempre € possivel de ser realizada, considerando a grande diversificacao
nas formulagdes farmacéuticas. Assim, ao se validar um método analitico n&do
significa que este possa ser aplicado sem restricbes para diferentes
medicamentos com o mesmo principio ativo, uma vez que os resultados das
analises sao influenciados por inUmeros fatores como a estrutura quimica do
farmaco, o nivel das doses terapéuticas e as diferencas nas férmulas de um
laboratério para outro. Para cada caso hé& necessidade de resultados
experimentais evidentes, que garantam a funcionalidade do método, bem como
do tratamento analitico adequado, da avaliacdo estatistica dos resultados e da
definicdo dos critérios de aceitagéo.

A validacdo da metodologia analitica constitui-se em atividade essencial e
inicial de um programa de garantia de qualidade bem estruturado, sendo que
esta € um fator critico na validacdo do processo produtivo (Moretto, 2000).
Assim, existem varias propostas nesta area descrevendo quais 0os parametros
principais que devem ser considerados para avaliacdo e desempenho de um
método analitico dentro do programa de validacdo (Pasteelnick,1993;Pecora,
2000).

De acordo com a United States Pharmacopeia 24 (1995, p.2149), validacéo
de métodos analiticos “é o processo pelo qual é estabelecido, por estudos de
laboratério, que as caracteristicas executadas do método satisfazem os
requisitos para as aplicacbes analiticas praticadas”. As caracteristicas
analiticas tipicas usadas na validacdo de métodos sdo: exatidao, preciséo,

especificidade, limite de deteccao, limite de quantificacéo, linearidade, intervalo
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de aceitacdo, robustez ou resisténcia e conformidade do sistema (Espires,
1998; Pecora, 2000).

A realizacdo da validacdo deve ser executada sempre que: i) de forma
direta ou indireta o processo de fabricacdo tenha sido alterado; ii) quando a
qualidade final do produto for duvidosa; iii) em equipamentos novos e iv) em

caso de implantacdo de um processo ou método analitico novo (Emanuelli,
2000; Pasteelnick,1993). Segundo Espires (1998, p.1), mesmo para um

método j& validado h& necessidade de novos estudos em funcdo de algumas
alteracdes que podem ocorrer. Podemos exemplificar com a mudanca na
composicao quimica do medicamento e variagdo na escala de producéo do lote

de medicamentos.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Analisar os principais aspectos da validacdo de métodos analiticos do
farmaco Captopril, buscando demonstrar que os resultados das analises
asseguram tanto a implantacdo do método como a confiabilidade dos

resultados analiticos.

1.2.2 Objetivos Especificos

Através da revisdo bibliografica da area e com base no modelo de
metodologias j& existentes, proceder a validacdo destas utilizando o produto
acabado Captopril produzido no LEPEMC/UEM (Laboratério de Ensino,
Pesquisa e Extensdo em Medicamentos e Cosméticos — Universidade Estadual

de Maringd), buscando:
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- Melhorar o entendimento do processo;
- Conhecer o potencial de falhas;
- Adotar medidas preventivas;

- Assegurar o cumprimento das normas regulatérias.

1.3 LimitagOes do Trabalho

A primeira, e talvez a mais forte limitagdo deste trabalho decorre do
LEPEMC estar inserido dentro de uma Universidade, empresa estatal. Este fato
dificulta a aquisicdo de equipamentos e materiais utilizados no processo da
validacdo, bem como na contratacdo de terceiros para execucdo de tarefas.
Uma vez que todo material adquirido pela InstituicAo necessita de licitacdo e
para todo pessoal contratado exigi-se teste seletivo ou concurso, tais

circunstancias atrasam o processo inviabilizando o programa.

A inexisténcia de equipamentos do tipo Cromatégrafo Ligquido nas
dependéncias do LEPEMC, foi outra limitacdo para a realizacao deste trabalho,
sendo necessario o desenvolvimento das andlises cromatograficas em outro

ambiente de rotina.

1.4 Estrutura do Texto

Este trabalho esta estruturado em cinco capitulos. Este primeiro capitulo,
dedica-se aos seguintes itens: conceito, justificativa, objetivos e dificuldades de

se trabalhar com o tema Garantia de Qualidade/ Validagéo.

O capitulo 2 abordara o referencial tedrico do tema validacdo. Conceituara
as carateristicas do assunto, discorrera sobre o farmaco Captopril, suas acoes,

seus usos e quais os métodos de analise utilizados na sua quantificagéo.
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O capitulo 3 refere-se a metodologia utilizada no trabalho. Neste, estdo
descritos 0s materiais, reagentes e equipamentos utilizados, e a técnica
realizada para cada teste do programa de validacdo. Também estdo descritos
os trés métodos analiticos (titulométrico, espectrofotométrico e cromatografico),

gue serdo utilizados para a quantificacdo do Captopril.

A aplicacdo da metodologia proposta e o0s seus resultados serdo
demonstrados no  capitulo 4, no qual os dados serdo analisados e

interpretados, avaliando-se as caracteristicas da validagao.

O presente trabalho finaliza-se com a conclusdo no capitulo 5, seguido de

algumas sugestdes para futuros trabalhos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Consideracdes sobre Qualidade

Os ultimos anos tém presenciado o crescimento de um género novo e sem
precedentes de mercado mundial com relagcédo a volume, variacdo e qualidade.
A amplitude e a complexidade dessas exigéncias compreendem 0 espectro
total dos problemas gerenciais — estrutura do preco e reducdo do custo,
relacées industriais e desenvolvimento organizacional, mudanca tecnoldgica e
mecanizacdo ou venda e introducdo de novos produtos. Tudo isto ocorrendo
dentro de uma estrutura na qual empresa e governo estdo caminhando para

relagdes inteiramente novas ( Feigenbaum, 1994).
Do mesmo autor (1994, p.45),

“ Solucbes efetivas para muitos dos problemas atuais ndo pertencem a
questdes de gerenciamento tradicional e metodologia da engenharia.
Elas s&@o problemas decisivamente importantes quanto ao novo
gerenciamento e significado da engenharia, como: gerenciar para
garantir produtividade de todos na companhia e ndo apenas da méo-de-
obra direta, gerenciar de modo que funcionérios, cientistas e
engenheiros sejam uma soma e ndo uma diferenca, gerenciar de modo
positivo a aproximacdo de consumismo, gerenciar lembrando a
necessidade de conservacdo de energia e materiais, com reducdo de
desperdicios e utilizacdo mais adequada dos recursos e gerenciar em
termos internacionais e ndo somente para o mercado nacional, apenas

observando outros mercados.”

Assim, em nenhuma outra area a necessidade de aperfeicoamento se faz
mais evidente do que na da qualidade em produtos e servicos. Segundo a
Associacao Brasileira de Normas Técnicas — ABNT/NBR ISO 8402 (1994,
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p.11), o termo qualidade é definido como a “totalidade de caracteristicas de
uma entidade que lhe confere a capacidade de satisfazer as necessidades
explicitas e implicitas”, e para a obtencdo da qualidade satisfatoria ha o
envolvimento das fases do ciclo da qualidade como um todo, que sdo: a
gualidade devido a definicdo das necessidades, a qualidade devido ao projeto
do produto, a qualidade devido a conformidade e a qualidade devido a

assisténcia ao produto ao longo do seu ciclo de vida.

Em 1957 surge o conceito de Controle de Qualidade Total, criado pelo Dr.
Armand V. Feigenbaum, sendo definido (apud Ishikawa, 1993 p.93) como:

“sistema eficiente para a integracdo do desenvolvimento de qualidade, da
manutencdo de qualidade e dos esforcos de melhoramento de qualidade dos
diversos grupos em uma organizacdo, para permitir producdo e servicos aos

niveis mais econdmicos, que levem em conta a satisfacéo total do consumidor.”

O controle de qualidade total (CQT) exige a participacdo de todas as
divisbes e para alcancar a qualidade em todos os setores da empresa de forma
eficaz é utilizado inicialmente o circulo do PDCA (Plan- Planejar, Do- Fazer,
Check- Checar, Act- Agir), girando repetidamente para evitar a reincidéncia de

defeitos.

O controle de qualidade total € iniciado (CQT) ap6s o uso do PDCA, sendo
definido de uma forma mais ampla, incluindo além dos produtos
manufaturados, questdes relativas a atividades de vendas, contratos e novos

Servicos.

Com a implantacdo do CQT surge a necessidade de se buscar a Garantia
da Qualidade. Uma infra-estrutura apropriada ou “sistema da qualidade”,
englobando a estrutura organizacional, os procedimentos, 0S processos e 0S
recursos e acdes sistematicas precisas para assegurar a confianga necessaria

de que determinado produto ou servigo satisfaca as exigéncias quanto a sua
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gualidade. A totalidade dessas acdes é chamada de Garantia da Qualidade
(Moretto, 1999).

2.2 Garantiada Qualidade e os Produtos Farmacéuticos

Segundo Moretto (1999, p.10) o conceito de Garantia de Qualidade é

definido como sendo:

A totalidade das providéncias tomadas com o objetivo de garantir que 0s
produtos farmacéuticos estejam dentro dos padrdes de qualidade exigidos,
para que possam ser utilizados para os fins aos quais tenham sido propostos,
englobando ainda as questdes que individual ou coletivamente influem na

gualidade de determinado produto.

Um programa apropriado de garantia de qualidade, aplicado a fabricacéo de

produtos farmacéuticos, devera assegurar que :

¢ Estes produtos sejam projetados e desenvolvidos de forma que levem em
consideracdo as necessidades das boas praticas de Fabricacdo, boas

praticas de Laboratério e de boas praticas Clinicas;

¢ As operacOes de producdo e controle sejam claramente especificadas por
escrito e que as exigéncias de boas praticas de Fabricacédo sejam adotadas;

¢ As responsabilidades gerenciais estejam claramente especificadas na

descricéo dos servicos;

¢ Sejam tomadas providéncias quanto a fabricacdo, ao suprimento e a

utilizacdo correta das matérias-primas e materiais de embalagem;
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¢ Todos os controles necessarios sobre as matérias-primas, produtos
intermedidrios, produtos a granel e outros controles em processo, além das

calibracbes e das validacbes, sejam realizados;

¢ produto acabado seja corretamente processado e conferido segundo

procedimentos definidos;

¢ Os produtos farmacéuticos ndo sejam vendidos ou fornecidos antes que o
pessoal autorizado ateste que cada lote tenha sido fabricado e controlado
de acordo com os requisitos do registro e 0s regulamentos relevantes

guanto a sua producéo, controle e liberagao;

¢ Sejam tomadas as providéncias necessarias para garantir, tanto quanto
possivel, que o0s produtos farmacéuticos sejam armazenados pelo
fabricante, distribuidos e consequentemente manuseados de forma que a

gualidade dos mesmos seja mantida por todo o prazo de validade.

¢ Haja procedimento de auto-inspecdo e/ou auditoria da qualidade, que
avaliem regularmente a efetividade e a aplicacéo do sistema de garantia da

qualidade.

¢ Exista a validacdo de metodologias analiticas, processos, limpeza e

equipamentos dentro da empresa.

2.3 Fundamentos da Validacdo da Metodologia Analitica

A temética da qualidade, segundo Moretto (2000, p.44), tem sofrido
evolucdo sem precedentes e reconhece quatro eras: i) era da qualidade da
inspecdo, ii) era da qualidade do controle estatistico, iii) era da qualidade da

garantia e iv) era da qualidade da gestéo estratégica. Nos ultimos 15 a 20 anos
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tem sido possivel identificar a quinta era da qualidade: era da validacao, sendo

este trabalho coerente com a mesma.

De acordo com Moretto (1999, p.12) a indastria farmacéutica deve se
responsabilizar pela qualidade dos produtos farmacéuticos, assegurando a
adequabilidade dos mesmos com relacdo aos fins para os quais tenham sido
produzidos, e cumprir com as exigéncias relativas ao registro, ndo colocando
0s pacientes em risco, em funcdo de sua inadequabilidade em termos de
seguranca, qualidade ou eficacia. Assim, para se conseguir alcancar o objetivo
da qualidade de forma confiavel, é necessario a implantacdo de um sistema de
garantia de qualidade, que incorpore as normas de boas praticas de
Fabricacdo e de Laboratério, no qual os estudos da validacao constituem parte

essencial destas normas.

O conceito do termo validacdo era utilizado em analises na Quimica
Analitica Inorgéanica, a fim de assegurar que o elemento quimico analisado
correspondia ao da questdo. A capacidade de fornecer dados oportunos,
exatos e confiaveis € parte central do papel da Quimica Analitica e isto é
especialmente verdadeiro na descoberta, desenvolvimento e fabricacdo de
produtos farmacéuticos. Os dados analiticos s&o usados na selecdo de
candidatos a drogas potenciais, no auxilio do desenvolvimento de sinteses de
drogas, nos estudos de apoio de formulacbes, no monitoramento da
estabilidade de farmacos em volume e nos produtos formulados e nos testes

de produtos acabados para liberacéo.

A qualidade dos dados analiticos representa um fator chave no sucesso de
um programa de desenvolvimento de uma droga. O processo do
desenvolvimento e validacdo do método tem impacto direto na qualidade
desses dados. Assim, a metodologia analitica que j& envolvia a exatidao,
precisdo e especificidade, se expandiu para as atividades industriais e esta

agora sob o enfoque da validacdo (Moretto, 2000).
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De acordo com Moretto (2000, p.44) o primeiro registro que se tem do uso
oficial do termo validacdo, encontra-se nas Good Manufacturing Products -
GMPs, as quais foram publicadas na Food and Drug Administration — FDA
(edicdo 1978), porém somente em 1980 recebeu a seguinte definicdo:
“Validagdo é o estabelecimento da evidéncia documentada de que o
desenvolvimento de um processo especifico permite cumprir com o objetivo
para o qual foi desenhado”. Em 1983, a FDA define validacdo de processos
como “um programa documentado que proporciona um alto grau de seguranca
de que um processo especifico produzira uma forma farmacéutica que satisfaz
as especificacfes e atributos de qualidade pré-determinados ”. Em 1992, a
validacdo de métodos e processos foi adotada nas GMPs da Organizacao
Mundial da Saude — OMS.

Segundo a ultima revisdo da Farmacopéia Americana (1999, p.2150), os
analistas néo sdo obrigados a validar sua metodologia analitica, simplesmente
devem verificar se a metodologia é adequada as suas condi¢cdes de uso.
Porém, se ndo houver um método ou série de métodos devidamente
adequados para a avaliacdo da qualidade dos produtos, o programa de

validacéo tera valor limitado (Pasteelnick, 1993).

O fato de validar uma metodologia, ndo significa que esta possa ser usada
indiscriminadamente, como por exemplo, na determinacdo de um mesmo
principio ativo em diferentes apresentacbes de diferentes laboratorio. Para
cada caso h& necessidade de resultados experimentais e respectiva analise
estatistica, assim como o estabelecimento de aceitacdo para garantir o

emprego seguro da metodologia em questao (Garfield, 1994).

Com relacéo a validacdo de métodos, Espires (apud Garfield, 1994) relata
gue esta pode ser definida como “o processo pelo qual atributos ou figuras de
mérito sdo determinados e avaliados, sendo estes importantes partes de um
programa de garantia de qualidade”, tendo como objetivo principal assegurar
gque determinado procedimento analitico selecionado dé resultados
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reprodutiveis e confiaveis, que sejam adequados aos fins para os quais tenha

sido planejado.

Os atributos normalmente recomendados nos programas de validacdo de
metodologia analitica sdo: exatiddo (acuracidade), precisdo, especificidade,
limite de deteccéo, limite de quantificacéo, linearidade, consisténcia, robustez e
teste de conformidade do sistema, além da seletividade e a sensibilidade do
método (Emanuelli, 2000).

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados por ele
obtidos comparado ao valor verdadeiro (Emanuelli, 2000). Estes resultados s&o
calculados através da diferenca entre o valor da concentracdo considerado
como verdadeiro e o valor experimental, obedecendo intervalos de seguranca
(USP, 1999).

A precisdo é o grau de concordancia entre os resultados de cada teste
guando aplicado repetidamente a varias amostragens de uma mesma amostra.
A partir dos valores obtidos, é calculado a média e o Desvio Padrédo (DP),
determinando-se o Coeficiente de Variacdo (CV), expresso em termos de
percentagem de uma série de medidas, nas quais duas delas podem ser a
reprodutibilidade e a repetibilidade do método analitico sob condi¢ées normais
de operacdo. Neste contexto, a reprodutibilidade refere-se ao uso de
procedimentos analiticos em diferentes laboratorios, diferentes analistas e em
diferentes dias, enquanto que a repetibilidade refere-se ao uso de
procedimentos analiticos num curto espagco de tempo utilizando os mesmos
analistas e 0s mesmos equipamentos. Para inameros propésitos, a
repetibilidade é o critério que interessa em um método analitico oficial(USP,
1999).

Segundo Pasteelnick (1993, p.412), a exatiddo e a precisdo sdo importantes
atributos da validacdo de metodologia analitica. O primeiro deles pressupfe
gue nao existe erros sistematicos inerentes ao processo, enquanto que o0

segundo reflete a dispersdo dos vérios resultados individuais do doseamento
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em relacdo ao valor médio estando ou ndo préximo do valor verdadeiro. Porém,
existem inumeros fatores que podem comprometé-los causando erros
ocasionais, por exemplo, a calibracdo de equipamentos, habilidade e
capacitacdo do analista, temperatura irregular do laboratério, umidade,

componentes da amostra.

Outra caracteristica da validacdo da metodologia analitica € a especificidade
ou seletividade. Este atributo é definido como sendo a capacidade de medir
exata e especificamente o farmaco na presenca de outros constituintes da
amostra (USP, 1999). Pode ser demonstrada comparando os resultados dos
testes de amostras contendo impurezas ou produtos de degradacdo, ou ainda
através do placebo, com valores encontrados apds analise da amostra sem 0s

interferentes.

O limite de deteccédo e quantificacdo séo outros dois atributos da validacéo
analitica. O primeiro refere-se a menor quantidade de uma substancia
presente em uma amostra que possa ser detectado, porém sem quantifica-lo.
E expresso em percentual ou partes por bilhdo. O segundo, esta relacionado a
menor quantidade de um composto presente em uma amostra que possa ser
determinado com precisdo e acuracidade aceitaveis sob condicdes

experimentais declaradas (USP, 1999).

A linearidade é a habilidade que o método tem de produzir resultados que
sao diretamente, ou através de transformacfes matematicas, proporcionais a
concentracdo da substancia em analise na amostra, dentro de uma variacédo
determinada. Este atributo da validacdo pode ser estabelecido pela avaliacdo
visual de um diagrama de sinais em funcdo da concentracdo ou conteudo
analisado. Havendo uma relacéo linear, os resultados da analise devem ser
avaliados com base em apropriados métodos estatisticos, como por exemplo,

0 método dos quadrados minimos (FDA, 1996).

A variacdo refere-se ao intervalo entre o maior e o menor nivel de

guantidade da substancia presente na amostra. Deriva geralmente dos estudos
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da linearidade e depende da aplicacdo do procedimento. Confirma que o
procedimento analitico fornece um aceitavel grau de exatiddo, precisdo e
linearidade quando aplicados em amostras que contém quantidades variaveis
do analisado, dentro ou nos extremos da variacdo especificada (FDA, 1996;
Emanuelli, 2000).

A consisténcia do método € o grau de reprodutibilidade dos resultados
obtidos das analises de mesmas amostras sob varias condi¢des, por exemplo:
laboratoérios diferentes, analistas diferentes, equipamentos diferentes, dias
diferentes. Esta caracteristica € expressa como a falta de conhecimento nos
resultados operacionais e variagdes do meio ambiente dos métodos analiticos
(USP, 1999).

Segundo a mesma referéncia (1999, p.2160), a robustez do método € a
medida da capacidade que o método apresenta em se manter inalteravel
através de pequenas, mas deliberadas modificacbes em seus parametros e

fornecer indicac6es de seguranca durante o uso normal.

2.4 Elementos Requeridos para a Validacdo do Doseamento

Na literatura oficial, para o ensaio de doseamento podem ocorrer grandes
variacfes nas suas determinacdes, desde determinacdes analiticas altamente
exatas até avaliacdo subjetiva de atributos. Considerando esta variedade de
doseamentos, diferentes métodos necessitam de diferentes programas de
validacdo. Desta forma, a United States Pharmacopeia 24, (1999, p. 2152)

classifica os métodos analiticos em quatro categorias:

Categoria I: Métodos analiticos para a quantificacdo do maior componente
de uma grande quantidade de substancias quimicas ou ingrediente ativo em

produto farmacéutico final.
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Categoria Il: Métodos analiticos para a determinacéo de impurezas em uma
grande guantidade de substancias quimicas ou compostos de degradacdo em
produto farmacéutico final. Estes métodos incluem doseamentos quantitativos e
testes limites.

Categoria Ill: Métodos analiticos para a determinacdo de caracteristicas de
desempenho.

Categoria IV: Sdo os testes de identificagéo.

De acordo com a categoria do doseamento, h& necessidade de se realizar
diferentes andlises. A tabela 1 lista os elementos que normalmente s&o

requeridos para cada uma das categorias dos doseamentos.

Tabela 1: Elementos de Dados Requeridos para Validacdo de Doseamentos

Caracteristicas Doseamento Doseamento Doseamento Doseamento
de Desempenho  Categoria | Categoria ll Categoria lll  Categoria IV
Analitico
Testes Testes

Quantitativos  Limites

Acuracidade Sim Sim * * Nao
Preciséo Sim Sim Nao Sim Nao
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Limite cie Nao Nao Sim * Nao
Deteccéo

Limite de ~ . ~ N x
Quantificaco Nao Sim Nao Nao
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Variagéo Sim Sim * * N&o

* Pode ser requerido dependendo da natureza do teste especifico
Fonte: United States Pharmacopeia XXIV (1999)

Considerando a tabela 1, o presente trabalho encontra-se classificado na
categoria I.
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2.5 Generalidades sobre o Captopril

A hipertensédo arterial segundo Magalhdes (1998, p.647), € o agravo mais
comum na populacdo adulta em todo o mundo e um fator de risco muito
importante para as doengas cardiovasculares, destacando-se o0 acidente
vascular cerebral (AVC). Cerca de 50 milhées de pessoas nos Estados unidos
da América tém pressdo sanguinea sistolica e diastolica acima de 140/90,
respectivamente (Jackson, 1996), enquanto que na Bahia estimativas
indicaram a ocorréncia de aproximadamente 950.000 pessoas adultas
hipertensas no ano de 1995. Destas, 40% tém a consciéncia do problema,

sendo que 15% estdo sob tratamento e controle (Magalhdes, 1998).

A pressdo arterial elevada provoca alteracdes patologicas nos vasos
sanguineos e hipertrofia do ventriculo esquerdo. Como consequéncia, a
hipertensédo é a principal causa de AVC, levando a doengas das artérias
coronarias com infarto do miocéardio e morte cardiaca subita. E também a
principal contribuinte para insuficiéncia cardiaca, renal e aneurisma dissecante
da aorta (Jackson, 1996).

As maiores dificuldades em se conseguir manter um individuo hipertenso
com niveis pressoricos normais sdo a auséncia de sintomas, auséncia de
“cura”, necessitando de tratamento para toda a vida, com mudanca drastica de
estilo de vida. Isto envolve educacéo da condicdo de pessoas ndo pacientes e
a presenca de uma equipe multidisciplinar. Mesmo assim, tratar a hipertenséo
arterial faz-se exigir, pois de acordo com a conclusdo de 14 grandes estudos
metodologicamente seguros realizados com 36.908 pessoas por um periodo de
cinco anos, o tratamento eficaz da hipertensdo reduz os acidentes

cerebrovasculares em 42% e eventos coronarios em 33% (Magalhaes, 1998).

A hipertensdo é definida de forma convencional como sendo a presséo
arterial sistolica igual ou superior a 140 mm Hg (milimetro de mercurio) por uma

pressdo arterial diastélica igual ou superior a 90 mm de Hg em pelo menos
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duas tomadas em momentos distintos. Isto serve para caracterizar um grupo de
pacientes com risco de doenca cardiovascular relacionada a hipertenséo alto o
suficiente para merecer atencdo meédica (Jackson, 1996).

Existem dois tipos de hipertensdo: a essencial ou idiopética, correspondente
a 97% dos casos, e a secundaria. Nas hipertensdes essenciais as causas
podem ser multifatoriais, como por exemplo, hereditariedade, obesidade,
inatividade fisica, ingesta de alcool e stress. Na secundaria sua causa pode ser
vascular, neurolégica ou endocrina podendo ser identificada e tratada com
especificidade. Assim, qualquer adicdo de medicacdo podera ser ineficaz para
o controle pressorico do individuo se ndo se tratar a causa pertinente a cada
caso (Magalhées, 1998).

Os agentes anti-hipertensivos podem ser classificados de acordo com seus
locais ou mecanismos de acdo como: i) diuréticos; ii) agentes simpatoliticos; iii)
vasodilatadores; iv) bloqueadroes dos canais de Célcio; v) inibidores da Enzima
Conversora da Angiotensina (ECA) e antagonistas do receptor da angiotensina
II. O Captopril, farmaco estudado neste trabalho, é classificado como inibidor
da ECA.

No inicio da década de 70 descobriu-se que os polipeptideos inibiam a
formacdo ou bloqueavam os receptores da angiotensina Il - octapeptideo
responsavel pela constricdo das arteriolas, produzindo imediata elevacdo da
pressdo sanglinea. Estudos experimentais realizados com estes inibidores
revelaram importantes papéis fisiologicos e fisiopatoldgicos para o sistema
renina-angiotensina. Com estes resultados foi possivel o desenvolvimento de
uma classe nova e muito eficaz de agentes anti-hipertensivos, os inibidores da
Enzima Conversora de Angiotensina (ECA). Posteriormente foram realizados
estudos experimentais e clinicos com estes inibidores que revelaram papéis
adicionais para o sistema renina-angiotensina na fisiologia da hipertenséo,
insuficiéncia cardiaca, vasculopatia e insuficiéncia renal, favorecendo o
desenvolvimento de classes adicionais de agentes que inibiam o sistema
(Jackson, 1996).
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O sistema renina-angiotensina é um importante elemento na regulacéo, a
curto e a longo prazo, da pressdo sanglinea arterial. Fatores que reduzem a
pressdo arterial causada por uma dieta hipossédica, diuréticos, perda
sangiinea ou através de reducdes na resisténcia periférica total provocada por
vasodilatadores, ativam a liberacdo de renina pelos rins. A renina € uma
enzima que atua no seu substrato, o angiotensinogénio, catalisando a
formacdo do decapeptideo angiotensina |. Este por sua vez é clivado pela
enzima conversora de angiotensina (ECA) produzindo o octapeptideo
angiotensina Il, um potente vasoconstritor enddégeno que também etimula a
secrecdo de aldosterona do coOrtex da adrenal, contribuindo para a retencao de
sodio e fluidos, provocando o0 aumento da presséo arterial por diferentes
mecanismos (Jackson,1996; Drugs Facts and Comparisons, 1996; Magalhéaes,
1998):

- Acao vasoconstritora direta;

- Interacdo com o sistema simpatico por varios mecanismos e locais;

- Exacerbacao da reposta ao estimulo alfa adrenegércio;

- Estimulo a producéo de aldosterona, levando a retencéo de sodio e 4gua,

- Crescimento das células musculares lisas devido a hipertrofia vascular.

Os inibidores ECA impedem a formacéo de angiotensiona Il, bloqueando o
sistema renina-angiotensina, e podem ser classificados em trés grandes
grupos, de acordo com sua estrutura quimica: i) inibidores ECA contendo
sulfidril estruturalmente relacionados ao Captopril; ii) inibidores ECA contendo
dicarboxil com estrutura relacionada ao enalapril e iii) inibidores ECA contendo
fésforo com estrutura relacionada ao fosinopril (Jackson, 1996), distinguindo-se

um do outro pela presenca ou auséncia do grupo sulfidril.

N&o existe um motivo que favoreca a utilizacdo de um inibidor ECA sobre o
outro, pois todos bloqueiam de forma eficaz a conversao de angiotensina | em
angiotensina I, sendo que todos possuem a mesma indicacdo terapéutica,
perfis de efeitos adversos e contra-indicagdo semelhantes. Porém, o Captopril

apresenta menor custo e efeito mais favoravel sobre a qualidade de vida.



32

Considerando que a hipertensdo costuma exigir tratamento para toda a vida,

este efeito melhora a obediéncia do paciente (Jackson, 1996).

O Captopril foi o primeiro farmaco de inibidores da ECA desenvolvido para o
tratamento da hipertensdo. Seu nome e formula quimica é 1-[(2S)-3-Mercapto-
2metilpropionil]-L-prolina e CgHisNO3 S, respectivamente. Tem um  peso
molecular de 217,29 e apresenta a estrutura quimica representada na Figura 1
(Merck & CO, 1996).

Este farmaco constitui-se em um pé cristalino, branco ou levemente
amarelado, com leve odor caracteristico de sulfeto, facilmente solivel em agua,
etanol, cloroférmio e metanol. Apresenta um ponto de fusédo entre 104 a 110°C
e € soluvel em solucdes alcalinas (The Pharmaceutical Codex, 1994; European
Pharmacopeia, 1997).

Figura 1: Estrutura quimica do farmaco Captopril
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\

Fonte: United States Pharmacopeia, The National Formulary, 23%ed, 1994.

A sintese do Captopril € descrita em varios trabalhos. Segundo a patente da
E.R Squibb & Sons, Inc. sob o niumero 4,046,889, seu processo inicia-se a

partir do substrato conforme demonstra a Figura 2.
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Figura 2: Substrato do Captopril
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Fonte: E. R. Squibb & Sons, 1990.

A letra R representa um grupamento alquil de baixo peso molecular. Neste
processo, o0 substrato € primeiramente tratado com um hidroxido de metal
basico aquoso capaz de formar um sal do substrato soluvel em agua, onde o
hidroxido de metal basico apresenta uma concentracdo de 4 molar ou mais. O
substrato € entdo neutralizado, preferencialmente com um acido mineral. Por
este processo, 0 Captopril pode ser obtido através da cristalizacéo direta com
solucdo aquosa, evitando o uso de solventes organicos e tratamento com zinco
para reduzir os niveis de sulfeto e disulfeto como impurezas respectivamente.
Em uma alternativa de incorporacdo, a neutralizacdo € carreada pelo

fornecimento de hidrogénio através da resina de troca ibnica.

Segundo Korolkovas (1988, p.384-392), jA no ano de 1988 existiam no
Brasil aproximadamente cerca de 7 milhfes de hipertensos, e, nos Estados
Unidos 23 milhdes. De fato, a hipertensédo essencial aflige 10% da populacao

mundial e constitui 80% do total de casos de hipertensao.

Sendo o Captopril um dos medicamentos anti-hipertensivos mais consumido
no Brasil, € possivel verificar a relagdo de laboratoérios que o produz na Tabela
2.
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Tabela 2: Relacdo dos laboratorios farmacéuticos que produzem

medicamentos contendo Captopril e suas respectivas apresentacoes e

concentracoes.
Laboratdrio Apresentacao Concentracéo
Bristol-M-Squibb comprimido 12,5; 25e 50 mg
Cibran comprimido 12,5; 25 e 50 mg
Legrand comprimido 125e 25 mg
Medley comprimido 12,5; 25 e 50 mg
Sanval comprimido 25 e 50 mg

Fonte: BPR — Guia de medicamentos,1998.

2.6 Métodos Empregados no Doseamento do Captopril

2.6.1 Método Titulométrico

Na analise titulométrica  ou titulometria, o constituinte desejado é
determinado medindo sua capacidade de reacdo frente a um reagente
adequado usado na forma de solugdo com concentragcdo conhecida,
denominada solucdo padrdo ou solucédo titulante. Esta solucdo é adicionada
progressivamente ao constituinte, até completar a capacidade de reacao deste.
Este procedimento é realizado utilizando-se uma bureta e denomina-se
titulacdo. A quantidade do constituinte € encontrada em fungéo do volume ou
peso da solucdo padrdo, gasto na titulacdo. Portanto, existem duas técnicas
titulométricas utilizadas na quimica analitica quantitativa: a titulometria
volumétrica, que mede o volume gasto na titulacdo e a titulometria gravimétrica,
gue mede o0 peso da solucdo padrdo consumida. A técnica utilizada neste
trabalho foi a titulometria volumétrica, também denominada de analise

volumétrica ou volumetria (Basset, 1981; Ohlweiler, 1985).
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A etapa considerada a mais critica da titulagcdo é a parte final, em que um
sinal qualquer deve indicar que a capacidade de reacdo do constituinte
esgotou-se. Esta etapa € denominada de ponto de equivaléncia ou ponto final
tedrico, e corresponde a adicdo do reagente titulante em quantidade

exatamente equivalente a quantidade do constituinte originariamente presente.

Para facilitar a visualizacdo do ponto de equivaléncia € adicionado ao
sistema um reagente auxiliar denominado de indicador, capaz de produzir uma
mudanca de coloracdo muito préxima do ponto final da titulagdo (Ohlweiler,
1985).

Os meétodos analiticos volumétricos sdo classificados de acordo com as
reacbes que ocorrem no sistema. Ha as reacdes de: i) neutralizacdo, ii)
precipitacdo e formacédo de complexos, iii) oxidacdo — reducéo e iv) substancia
gue ndo participa diretamente da reacéo de titulacdo. Neste trabalho iremos
tratar especificamente da titulometria de oxidacdo — reducéo, em especial da

iodatometria, pelo fato do farmaco necessitar desta metodologia.

Segundo Vogel (1981, p.73), a titulometria de oxidacdo-reducdo, também
chamada de oxi-reducdo, baseia-se na transferéncia de elétrons do agente
redutor para o agente oxidante. Em todos os processos de oxidacao-reducao,
existira um reagente que se oxida e um que se reduz porque as duas reacoes
sdo complementares uma da outra e ocorrem simultaneamente, ou seja, uma

nao pode processar sem que a outra processe.

Ohlweiler (1985, p.125) descreve que a iodatometria faz uso de solugéo
padrdo de iodato de potassio, baseando-se na reducdo de ion iodato a iodo

unipositivo:

03~ + 6H" +4e «— I" + 3H,0
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Para que a reducéo do ion iodato possa se processar de maneira indicada,
as condicbes do meio devem assegurar a estabilidade do iodo unipositivo, que
€ conseguida através da adicdo de acido cloridrico concentrado - método de
Andrews (Ohlweiler, 1985).

Analises volumétricas usando métodos titulométricos sdo muito baratas e
simples. Atualmente tem sido possivel automatizar estes meétodos, reduzindo
0os erros de operador e aumentando a amostragem. Estes métodos sao
utiizados na determinacdo quantitativa de pequenas concentracbes de
substancias. Exatiddo, precisdo e robustez sdo problemas frequentes em

analises volumétricas (Lough, 1995).

2.6.2 Método Espectrofotométrico

Quando a energia eletromagnética luminosa atravessa uma solucdo
contendo atomos e moléculas, parte desta radiacdo € absorvida e o restante é
transmitido. A radiacdo absorvida, por sua vez, depende da quantidade de
moléculas presente, ou seja, da concentracdo da solucéo e da estrutura destas
moléculas. Ao estudo desta dependéncia entre atomos e moléculas de
substancia e a natureza e quantidade de radiacédo eletromagnética absorvida
por elas, denomina-se espectrofotometria de absorcdo (Ohlweiler, 1985;
Farmacopéia Brasileira, 1996).

A radiacdo eletromagnética consiste de energia propagada na forma de
ondas. Estas, por sua vez, apresentam comprimento de onda caracteristico, ou
seja, distancia linear entre dois pontos correspondentes localizados sobre duas
ondas adjacentes. Estes comprimentos sdo expressos em nandémetros (nm) e
variam na regiédo do visivel de 380 a 780 nm, e no ultravioleta de 100 a 380 nm

(Farmacopéia Brasileira, 1996).

Conforme a peculiaridade da técnica, dos equipamentos e do intervalo de
frequéncia da energia eletromagnética aplicada, a espectrofotometria de

absorcdo enquadra-se nas regifes ultravioleta, visivel, infravermelho do
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espectro de luz e também a atbmica. Esta técnica é utilizada na identificacéo e

guantificacdo de substancias (Farmacopéia Brasileira, 1996).

O método espectrofotométrico esta fundamentado na absor¢cdo molecular
nas regides do ultravioleta e do visivel do espectro e depende da estrutura
eletrbnica da molécula. A absorcdo de energia é quantizada e conduz
passagem dos elétrons de orbitais do estado fundamental para orbitais de

maior energia em um estado excitado (Silverstein, 1994).

No caso da espectrometria na regido do visivel, método utilizado neste
trabalho para o medicamento Captopril, tem como principio a relacao
proporcional existente entre a quantidade de luz absorvida e a concentracao da

solucéo da substancia.

2.6.3 Método Cromatografico

Entre os métodos de analise, a cromatografia ocupa um lugar principal pois
apresenta facilidade em efetuar a separacéo, identificacdo e quantificacdo das
espécies gquimicas, tanto por si mesma quanto em conjunto com outras

técnicas instrumentais de analise.

A cromatografia é um método fisico-quimico de separacdo dos
componentes de uma mistura, que ocorre através da distribuicdo destes
componentes entre duas fases que estdo em intimo contato. Uma destas fases
permanece estacionaria enquanto que a outra move-se através dela. Durante a
passagem da fase movel pela fase estacionaria, o0s componentes da mistura
sao distribuidos entre estas duas, de forma que cada um dos componentes
seje seletivamente retido pela fase estacionaria resultando em migracoes

diferenciais destes componentes (Collins, 1990).

O termo cromatografia surgiu em 1903 pelo botanico russo Michael

Semenovich Tswett e deriva do grego “chrom” que significa cor e “graphe” que



38

significa escrever, todavia o0 método ndo depende da cor, apenas facilita a

identificacdo dos componentes separados (Logh, 1995).

Existem vérias formas de se realizar um processo cromatografico. Uma
delas é através da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A CLAE
usa coluna metalicas recheadas de materiais especialmente preparados e uma
fase movel liguida sob condicdo de altas pressfes. Estas pressdes sédo obtidas
com auxilio de uma bomba de alta pressdo que pode empurrar a fase mével
com vazao mais rapida, na qual sua caracteristica mais importante é a elevada
eficiéncia atingida na separacdo (Collins, 1990). Neste trabalho faremos uso

deste tipo de cromatografia.

2.7 Estatistica

Serdo definidos neste item, conceitos relacionados as analises estatisticas
utiizadas para a avaliacdo e interpretacdo dos resultados dos métodos
titulométrico, espectrofotométrico e cromatografico, segundo Triola (1999, p.
32, p.38, p.129, p. 236):

Média Aritmética: € de modo geral, a mais importante de todas as
mensuragdes numeéricas descritivas e é definida como sendo o valor obtido
somando-se todo os valores de um conjunto e dividindo-se o total pelo numero

de valores.

Desvio padréo: o desvio padrdo é a mais importante e mais util medida de
variacdo. Ele leva em conta todos os valores. Assim, desvio-padrédo de um
conjunto de valores amostrais € uma medida da variagdo dos valores em

relacdo a média.
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Erro padrdo: E a medida de variabilidade para distribuicio da média de
todas as amostrais aleatorias possiveis de tamanho n. E dado pela divisdo do
desvio-padrédo sobre araizde n ..

Boxplot: Também denominado Diagrama em Caixas, € definido como sendo
um grafico de dados que consiste em uma reta que se prolonga do menor ao
maior valor, e um retangulo com retas tracadas no primeiro quartil Q; , na
mediana e no terceiro quartil Qs. Este € usualmente conhecido por Boxplot dos
quartis. No Boxplot para a média é substituido o valor mediano pela média, os

valores maximos e minimos por + Dp e os quartis Q1 e Q2 por * Ep.

Coeficiente de Correlacéo linear r : o significado de correlagéo diz que existe
uma correlacdo entre duas variaveis, quando uma delas estd, de alguma forma,
relacionada com a outra, assim, o coeficiente de correlacdo linear r mede o
grau de relacionamento linear entre os valores emparelhados x e y em uma

amostra.

Este capitulo apresentou uma revisao de literatura que visou a formulacéo
do referencial tedrico necessario para a realizacdo da pesquisa. Desta forma,
foram abordadas algumas consideracfes sobre qualidade, garantia da
qgualidade e os produtos farmacéuticos, enfatizando a utilizacdo da validacéo
da metodologia analitica. Para tal metodologia foi escolhido o farmaco
Captopril, e algumas generalidades foram discorridas a seu respeito, bem
como os métodos empregados na sua quantificacao.

No préximo capitulo, serd apresentado a metodologia utilizada para a
validacdo da metodologia analitica do Captopril utilizando trés diferentes

métodos de doseamento do referido farmaco.



3 METODOLOGIA DO DOSEAMENTO

3.1 Proposicéo do Trabalho

Foi realizada uma analise critica de trés métodos analiticos para o
doseamento do Captopril em medicamentos. Estes métodos foram avaliados
considerando os atributos normalmente exigidos no programa de validacdo de
metodologia analitica no controle de qualidade de medicamentos. Assim, o

presente trabalho foi planejado de maneira a cumprir as seguintes fases:

a) preparacdo de uma amostra padronizada de comprimidos contendo
Captopril;

b) estudo do doseamento do Captopril presente na amostra padronizada e
no placebo através dos métodos:

- volumétrico através da oxido-reducéo;
- espectrofotométrico na regiao do visivel;

- cromatografico através da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

3.2 Parte Experimental

A metodologia de pesquisa adotada neste trabalho foi composta de uma
parte experimental, onde avaliou-se os métodos de quantificacdo do Captopril,

desenvolvidos por empresas e também presentes na literatura.

Os materiais utilizados nas analises referem-se a padrbes, amostras,

reagentes quimicos e equipamentos.
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3.2.1 Padrodes

As substancias quimicas de referéncia primaria — Captopril e dissulfeto de
Captopril identificadas respectivamente com namero de lotes 09120 e 09122
USP e apresentando um grau de pureza de 99,99% e 99.99%, foram
adquiridas da United States Pharmacopeia, através do Laboratorio de Ensino,
Pesquisa e Extensdo em Medicamentos e Cosméticos — LEPEMC da
Universidade Estadual de Maringd. A substancia quimica de referéncia
secundaria identificada com numero de lote 249/00 e apresentando grau de
pureza igual a 98,90% foi gentilmente cedida pela Fundacdo do Remédio
Popular do Estado de S&o Paulo — FURP.

3.2.2 Amostras

A amostra da matéria-prima Captopril identificada com numero de lote
00141 B e apresentando grau de pureza 99,64% foi prontamente cedida pela

empresa Royton Industria Farmacéutica, de Sao Paulo.

A partir desta amostra e das substancias de grau farmacéutico, procedentes
da distribuidora Forlab e utilizadas na manipulacdo da formulacdo da matriz,
preparou-se uma amostra padronizada de comprimidos, simulando
formulagbes encontradas no comeércio e desenvolvidas por este laboratorio,

conforme Tabela 3.

Foi preparado também um placebo da amostra padronizada de comprimidos
nas mesmas quantidades estabelecidas na férmula descrita acima, com

excecdo do Captopril.

As amostras de comprimidos contendo 25 mg de Captopril foram
manipuladas no LEPEMC com diferentes concentracdes as quais variaram de
40 a 120%.



Tabela 3 : Constituintes da Formulacao

do Captopril do

LEPEMC

Constituinte Quantidade (mg)
Captopril 25,00
Celulose Microcristalina MC 101 42,5
Lactose 45,73
Amido de Milho 10,00
Dioxido de Silicio 1,3
Glicolato de Amido Sadico 1,3
Estearato de Magnésio 3,9
Talco 2,6
Total 132,33

Fonte: LEPEMC,2001.

3.2.3 Reagentes e Equipamentos
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Utilizou-se para as analises do Captopril reagentes de grau farmacéuticos e

puros, enquanto que o equipamento utilizado nas andlises espectrofotométricas

foi um Espectrofotbmetro UV-Vis e nas analises cromatograficas foi um

Cromatoégrafo Liquido de Alta Eficiéncia.

a) Método Titulométrico por Oxido-Reducio

Solucéo de lodato de Potassio 0,1 N SV
Solucéo de Acido Sulfarico 3,6 N

Goma de Amido 1%

lodeto de Potassio

Bureta de 25 mL

Balanca Analitica 200
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b) Método Espectrofotométrico com Reagente de Folin-Ciocalteau

Padréo secundario de Captopril

Reagente de Folin-Ciocalteau (Reagente FC)
Balao volumétrico de 50 mL

Solucédo de Carbonato de Sédio a 10%
Espectrofotdmetro UV/Vis

Cubetas de acrilico de 1 cm

Balanca Analitica

c) Método Cromatogréfico por CLAE
Metanol

Padrao primario de Captopril

Padréo primario de Disulfeto de Captopril
Cromatégrafo Liquido

Detector 220 nanémetros

Coluna de Fase Reversa L1

Balanca Analitica

3.3 Doseamento por Método Analitico

3.3.1 Método Analitico Titulométrico por Oxido-Reduc&o

O procedimento analitico utilizado para as analises das amostras foi
adaptado da monografia oficial descrito na Farmacopéia Americana, referente a
matéria-prima do Captopril.
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Foi preparada uma solucéo de iodato de potassio 0,1N em agua destilada e
padronizada com solucéo de permanganato de potassio 0,1N S.V. Procedeu-se
a determinacdo do peso médio de cada comprimido e 3 aliquotas do po6 desta
amostra, equivalente a 300 mg de capotpril, foram pesadas. Cada tomada de
ensaio foi transferida para um erlenmeyer de 250 mL, onde foram adicionados
19 de iodeto de potassio, 100 mL de agua destilada, 10 mL de acido sulfarico
3,6 N e 2 mL de goma de amido 1%. Realizou-se a titulagédo utilizando iodato

de potéassio 0,1 N S.V. até coloracéo azul persistente por 30 segundos.

Foram pesadas 3 aliquotas, sendo que cada aliquota apresentava cerca de
300 mg de padrdo secundario de Captopril e procedeu-se a titulacdo das
mesmas. Um branco foi preparado nas mesmas condi¢cfes que a amostra, com

excecdo do Captopril, sendo também este titulado.

Para avaliacdo do placebo (formulacdo sem o ativo - Captopril), foram
pesadas 3 aliquotas do pd, com peso equivalente as tomadas de ensaio do po
dos comprimidos da amostra padronizada, descontando-se as 300 mg de
Captopril, as quais foram submetidas as mesmas condicbes da analise

anterior.

O calculo foi efetuado considerando que cada mL de iodato de potassio
0,1N equivale a 21,73 mg de Captopril, segundo a United States Pharmacopeia
XXIV (1999, p.263).

Os atributos da validacdo descritos nos itens 3.4.1.a ao 3.4.1l.e foram

analisados titulometricamente..

3.3.2 Método Espectrofotométrico

Segundo o trabalho de RAGHUVEER (1991, p.117-118), o método se
baseia na reacdo do Captopril com o reagente de Folin-Ciocalteau (reagente
FC). O farmaco interage com o reagente na presenca da solucdo de carbonato

de sédio formando uma coloracdo azul cromoégeno, o qual é exibido em uma
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absorcdo maxima de 670 nm. O cromégeno é estavel por uma hora e a lei de

Beer’s é obedecida na concentragdo meédia de 10-100 mcg/mL.

Utilizou-se para a determinacdo espectrofotométrica do Captopril um
espectrofotbmetro UV-Vis Cary 50 conc. O reagente FC foi diluido 1:2 e a
solucdo a 10% de carbonato de sodio foi preparada usando como diluente
agua destilada. Uma solugcdo padrdo USP de Captopril foi preparada
dissolvendo 50 mg deste em 50 mL de agua destilada em frasco calibrado.
Vinte comprimidos de Captopril foram pesados e triturados, sendo que 50 mg
deste p6 foram transferidos para baldo volumétrico de 50 mL, dissolvidos em

agua destilada e ap6s completado o volume do baldo a solucéo foi filtrada.

O procedimento do método foi realizado utilizando um volume de 2,5 mL da
solucéo do farmaco em frasco volumétrico de 25 mL e adicionando-se 6 mL da
solucdo de carbonato de sodio 10%. A mistura foi agitada por dois minutos
sendo posteriormente adicionados 4 mL de reagente FC sobre a mesma. O
tempo de reacao permitido foi de quinze minutos e, em seguida completou-se o
volume do frasco de 25 mL com &gua destilada. A solucéo foi medida em 670
nm frente a um branco, o qual foi preparado com todos os reagentes, porém

sem o principio ativo - Captopril.

Os atributos da validacdo descritos nos itens 3.4.1.a ao 3.4.1.e também

foram analisados espectrofotometricamente.

3.3.3 Método Cromatografico

A metodologia utilizada segue a descrita na United States Pharmacopeia
XXIV (1999, p. 2149-2163). Para a fase movel preparou-se uma mistura de
550 mL de metanol e 450 mL de agua contendo 0.50 mL de acido fosforico,
fazendo ajustes se necesséario. O padréo foi preparado utilizando 10,7 mg de
padrdo Captopril e 0,05 mg de disulfeto de Captopril em fase moével, obtendo
assim uma solucdo com concentracdo conhecida de 1,07mg/mL e 0,05

mg/mL, respectivamente.
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O doseamento foi realizado transferindo um minimo de 20 comprimidos para
um baldo volumétrico com capacidade de 25 mL onde foi adicionado a fase
movel até a sua metade e agitado por cerca de 15 minutos. Em seguida, foi
completado o volume do frasco volumétrico com fase mével, sendo o material
posteriormente centrifugado. Quando necessario, diluiu-se quantitativamente o
material com a fase movel, obtendo-se assim uma solugdo com concentracao

de cerca de 1 mg/mL de Captopril.

Também neste caso os atributos da validacao, descritos nos itens 3.4.1.a ao

3.4.1.e foram analisados cromatograficamente.

3.4 Validacdo de Métodos Analiticos

A validacdo de um método é uma etapa muito importante e necessaria para
gue o método desenvolvido possa ser utilizado. A Figura 3 mostra um
esquema das etapas envolvidas no processo de desenvolvimento, validacéo e

utilizacdo de um método analitico.

3.4.1 Testes dos Atributos dos Programas de Validagao

Os métodos titulométrico, espectrofotométrico e cromatografico utilizados
para a quantificacdo do principio ativo Captopril, nas andlises referentes aos
testes dos atributos do programa de validacéo, estdo descritos nos itens 3.3.1,

3.3.2 e 3.3.3, respectivamente.
a) Teste de Exatidado (Acuracidade)

A exatiddo foi verificada adicionando-se quantidades conhecidas do
principio ativo a formulacédo placebo em trés concentracdes diferentes: 80, 100
e 120% cobrindo a faixa especificada do produto que varia de 90 a 110%.
Também a exatiddo foi avaliada para o placebo e para o padrdo. As anélises
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foram realizadas em 3 replicatas para as concentracdes de 80% e 120%, bem
como para o placebo e padréo. Para a concentracdo de 100% foram realizadas
em 6 replicatas (FDA, 1996).

A reportagem dos resultados se deu através do calculo da porcentagem de
exatidao, através do ensaio da quantidade conhecida do Captopril, adicionada
a amostra. Para o calculo dos resultados de cada analise foi usada a seguinte
equacdo (Cass, 2001):

concentracdo obtida x 100%
concentracdo teorica

Exatidao =

Figura 2: Cronograma do Desenvolvimento, validagédo e utilizacdo de um
método analitico.

I Selecdo do Método I
I Desenvolvim ento d!) M étodo Escolhido I
I Validagéo|do M étodo I
I Especi|ficidade I
I Calibracao e-‘ Linearidade I
I Pret‘:iséo I
I Exa!idéo I
I Recup|eragéo I

I Sensibilidade e Limite de Deteccgao I

I Robustez I

I Utilizacso do Método I

Fonte: Cass, 2001.
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b) Teste de Precisao

O teste de precisdo avalia os critérios de repetibilidade, a precisdo
intermediéaria e a reprodutibilidade. Neste trabalho serd avaliado o critério
repetibilidade, considerado o mais importante pela United States Phamacopeia
XXIV (1999, p.2150).

Para a realizac&o do referido teste utilizou-se de uma formulacdo a 100% de
Captopril como amostra. Segundo a metodologia de Pecora (2000, p.1-45)
foram efetuadas analises por dois operadores: A e B. O operador A realizou por
quatro dias consecutivos, 6 replicatas da amostra 100%, enquanto que o
operador B realizou analises de 6 replicatas da mesma amostra por um periodo
de 6 dias consecutivos, sendo que este iniciou suas andlises na mesma data

gue o operador A.

A precisdo de um método é avaliada através do desvio-padrdo e/ou
coeficiente de variacdo das medidas obtidas, onde o coeficiente de variacéo

nao deve ultrapassar 15%.

Foram calculadas as medidas estatisticas de tendéncia central (média), de
variabilidade (desvio-padao, coeficiente de variacdo) e as medidas de posicao

(maximo e minimo) através do programa Microsoft Excel versdo 97.

c) Teste de Especificidade

A especificidade € habilidade de um método separar, do composto de
interesse, componentes que estao presentes na amostra. O teste assegura que
o procedimento ndo é afetado pela presenca de impurezas ou excipientes
(Cass, 2001). Assim, para este atributo foi realizado uma andlise geral dos
métodos de doseamento. No caso dos métodos volumétrico e
espectrofotométrico realizou-se uma analise de um placebo que foi comparado

com uma amostra, enquanto que no cromatografico foi realizada uma analise
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de um padrdo que comparou-se com uma amostra, demonstrando assim, se

havia ou nao interferéncia com o principio ativo em questao.

d)Teste de Linearidade e Variacédo

No critério de linearidade foram utilizadas cinco concentracfes diferentes
gue variaram de 80 a 120% da concentracdo do teste, ou seja, dentro e nos
extremos da faixa de aceitacdo do produto, tanto para o padrdo quanto para

amostra.

Foram utilizadas para a realizacdo do teste 3 replicatas das concentracdes
40, 60, 80 e 120% e 6 replicatas da concentracdo 100% do teor declarado para
o0 padrdo. Também foram realizadas 3 replicatas das concentracbes 80, 90,
110 e 120% e 6 replicatas da concentracdo de 100% do teor declarado para a

amostra.

A avaliacdo estatistica dos resultados se baseou no trabalho de Pecora
(2000, p.1-45), e se deu através da regressao linear utilizando o método dos
minimos quadrados, verificando-se 0 quanto esta reta descreve 0s pontos por
intermédio de seu coeficiente de correlacdo (r). Valores de r > 0,99 sao

aceitaveis na maioria dos métodos analiticos.

e) Robustez

Capacidade que o método apresenta em fornecer resultados inalterados
guando sujeito a pequenas mudancas como: diferentes analistas, dias
alternados, temperatura do ambiente, entre outros. Portanto, foi utilizado para

avaliacdo deste teste, condicbes de analistas e dias diferentes.

Este capitulo apresentou a metodologia utilizada no presente estudo, bem
como uma descricdo detalhada dos atributos da validacdo. A pesquisa
apresentou enfoque experimental qualitativo e quantitativo, sendo as analises

voltadas para o enfoque quantitativo .



50

O capitulo seguinte mostrara os resultados encontrados com a realizacdo
da pesquisa, através das andlises quantitativas dos métodos titulométrico,
espectrofotométrico e cromatografico no doseamento do Captopril.



4 RESULTADOS

4.1 Método Titulométrico

A titulacdo do Captopril padrdo secundario com iodato de potassio 0,1N forneceu
resultados compativeis com os limites de aceitacdo farmacopeicos. A média das
trés titulacbes foi de 99,57%. Os resultados da titulacdo do placebo da amostra
padronizada foram praticamente iguais aqueles obtidos com a titulagdo do branco do
solvente, ou seja, 0%.

A Tabela 4 apresenta os resultados com a titulacdo por o6xido-reducdo da
amostra padronizada dos comprimidos de Captopril, para o atributo da exatidao.

Este atributo foi determinado segundo a equagéo 3.4.1.a.

Tabela 4: Valores de exatiddo obtidos com a titulacdo por 6xido-reducdo.
CONCENTRAGAO DAS AMOSTRAS

AMOSTRA 80 mg 100 mg 120 mg
(An) Concentragdo Valoresda Concentracdo  Valoresda  Concentragédo Valores da
obtida exatidao obtida exatidao obtida exatidao
(mg) (%) (mg) (%) (mg) (%)
Al 79,02 98,77 98,62 98,62 119,6 99,66
A2 79,62 99,52 99,25 99,25 117,83 98,19
A3 79,07 98,83 99,02 99,02 119,68 99,73
A4 78,06 97,57 98,04 98,04 117,49 97,90
A5 78,02 97,52 99,06 99,06 117,93 98,27
A6 78,09 97,61 98,45 98,45 118,2 98,50

Fonte: LEPEMC, 2001.

A precisdo do método titulométrico foi avaliada através do desvio-padrdo (DP) e

do coeficiente de variacdo (CV) conforme Tabela 5.



Tabela 5: Resultados da precisdo obtidos através do desvio-padrdo e
coeficiente de variagéo .
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Amostra (An) Operador Operador Operador Operador Operador Operador Operador Operador
A B A B A B B B

Dia 02 dia 02 dia 03 Dia 03 dia 04 dia 04 dia 05 dia 06
Al 97,23 97,70 101,07 98,12 98,02 99,70 98,52 97,93
A2 98,04 97,72 100,69 98,25 98,78 99,89 98,24 98,02
A3 98,05 97,51 100,94 99,45 98,39 98,76 97,65 98,49
A4 98,73 98,53 99,62 98,34 99,61 99,29 98,42 98,73
A5 98,47 99,08 99,86 98,50 98,97 98,51 96,91 98,18
A6 97,44 98,55 100,92 98,04 98,93 99,20 98,52 97,99
Média 97,99 98,18 100,52 98,45 98,94 99,23 98,04 98,22
Max. 98,73 99,08 101,07 99,45 99,61 99,89 98,52 98,73
Min. 97,23 97,51 99,62 98,04 98,39 98,51 96,91 97,93
DP 0,577 0,626 0,619 0,516 0,441 0,529 0,644 0,320
Cv 0,590 0,640 0,620 0,520 0,450 0,530 0,660 0,330

Fonte: LEPEMC, 2001.

A figura 4 demonstra que a precisdo obtida através da média dos valores

encontrados com o método titulométrico se concentraram abaixo do valor tedrico

(100 mg). Os desvios-padrdes variaram do minimo de 0,320 observado no operador

B dia 6 até o desvio-padrdo maximo de 0,626 no operador B dia 2. Nota-se que 0s

valores medidos ndo convergiram a uma sé medida, variando de acordo com o

operador e 0

dia.

Para a observacdo da especificidade do método, verificou-se que ndo héa

interferéncia dos excipientes da formulacdo com o principio ativo da mesma,

independentemente da sua concentracdo, de acordo com os dados apresentados na

Tabela 06.



Figura 3: Desenho esquematico da precisdo em relacdo a média, erro padrao e
desvio-padrdo das concentracdes segundo o operador e o dia para o
método titulomeétrico.
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Tabela 6: Resultados da especificidade obtidos através do andlise titulométrica.

Concentracdo (mg) Placebo (%) Amostra (%)

80 0 78,06

80 0 78,02

80 0 78,09
100 0 99,62
100 0 100,69
100 0 100,94
120 0 118,53
120 0 119,75
120 0 117,49

Fonte: LEPEMC, 2001.
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Nas experiéncias para a determinacéo da linearidade, os ensaios com a amostra
padronizada de placebo mostraram que n&o houve reacdo colorimétrica. Quando
foram adicionadas quantidades sucessivas de amostra de Captopril neste placebo, a
reacdo desenvolveu-se normalmente com a formacdo do produto colorido. Na
Figura 5 esta ilustrado o resultado obtido para a amostra padronizada de

comprimidos apos o teste de linearidade.

Com um coeficiente de correlagdo (r) de 0,9994, a correlacdo se apresenta
praticamente perfeita, ou seja, 0s valores crescem no mesmo sentido e estdo muito
préximos de 1. A variagcdo Y em funcéo de X pode ser explicada pelo modelo linear
Y=-0,05 + 0,9927*X.

Figura 4. Reta de regressdo linear entre a concentracdo obtida e a
concentracao tedrica para o método titulométrico.

r=20,9994, y =-0,05 + 0,9927*x

119,64

108,36 ¢

99,07

Concentragao obtida (mg)

89,69

79,34

80 90 100 110 120

Concentragao teérica (mg)

Quando o método titulométrico foi submetido a aplicacdo do atributo robustez,
verificou-se que com a insercdo de pequenas e deliberadas mudancas, este pode
sofrer algum tipo de alteracdo, como por exemplo, variagdo na quantificacdo do

principio ativo do comprimido quando executado por outro analista.



55

4.2 Método Espectrofotométrico

O doseamento do padrédo secundario de Captopril com o reagente de Folin-
Ciocalteau forneceu resultados compativeis com os limites de aceitacédo
farmacopeicos. Foram realizadas trés analises espectrofotométricas e a meédia foi de

99,85%. Os resultados das analises do placebo foram praticamente 0%.

Para o atributo da exatiddo, os resultados obtidos com a analise
espectrofotométrica utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau da amostra
padronizada de comprimidos de Captopril estdo apresentados na Tabela 7. A
equacdo apresentada no item 3.4.1.a foi usada na determinacdo da exatiddo das

amostras.

Tabela 7: Valores de exatiddo obtidos com a analise espectrofotométrica
utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau.

CONCENTRAGAO DAS AMOSTRAS

AMOSTRA 80 mg 100 mg 120 mg
(An) Concentragd Valores da  Concentragcao Valores da Concentracao Valores da
o obtida exatidao obtida exatidao obtida exatidao

(mg) (%) (mg) (%) (mg) (%)
Al 79,67 99,58 101,10 101,10 120,30 100,25
A2 84,17 105,21 103,17 103,17 115,61 96,34
A3 84,75 105,93 100,81 100,81 115,07 95,89
A4 75,16 93,95 102,07 102,07 120,97 100,80
A5 81,15 101,43 100,46 100,46 116,94 97,45
A6 81,94 102,42 101,27 101,27 115,40 96,16

Fonte: LEPEMC, 2001.

A precisdo do método espectrofotométrico foi avaliada através do desvio-padréo

e do coeficiente de variacdo conforme demonstrado na Tabela 8.



Tabela 8: Resultados da precisdo obtidos através do desvio-padrdo e
coeficiente de variagéo.
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Amostra (An) Operador Operador Operador Operador Operador Operador Operador Operador
A B A B A B B B
Dia 02 dia 02 dia 03 dia 03 dia 04 dia 04 dia 05 dia 06
Al 101,27 99,50 98,61 100,90 98,47 98,81 97,19 97,12
A2 101,81 100,95 99,82 101,40 98,61 101,00 100,20 101,40
A3 101,28 102,57 98,31 99,50 99,50 101,40 99,82 100,20
A4 100,81 99,82 99,55 99,82 99,27 97,02 101,50 99,82
A5 98,31 100,30 99,27 97,02 101,00 102,10 102,20 101,50
A6 101,10 99,55 104,80 98,12 100,30 99,01 97,76 102,20
Média 100,76 100,45 100,06 99,46 99,73 99,88 99,77 100,37
Max. 101,81 102,57 104,80 101,40 101,00 102,20 102,20 102,20
Min. 98,31 99,50 98,31 97,02 98,61 97,02 97,19 97,12
DP 1,245 1,173 2,379 1,651 0,913 1,919 1,976 1,809
Ccv 1,24 1,17 2,38 1,66 0,92 1,92 1,98 1,80

Fonte: LEPEMC, 2001.

Com relacédo a precisdo do método espectrofotométrico, observa-se que apesar

da média deste se encontrar ao redor do valor tedrico, a variabilidade dos valores

encontrados sdo bem superiores ao método titulométrico, como pode ser observado

na Figura 6.

Na determinacdo da

linearidade,

0S ensaios apresentaram 0 mesmMo

comportamento do Método Titulométrico, ou seja, para 0S ensaios com a amostra

padronizada de placebo ndo houve reacdo colorimétrica, e quando adicionada de

guantidades sucessivas de Captopril houve a formacdo do produto colorido. Este

resultado pode ser observado na Figura 7.
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Figura 5: Desenho esquematico da precisdo em relacdo a média, erro padrao
(EP) e desvio-padréao (DP) das concentracdes segundo o operador e 0
dia para o método espectrofotométrico.
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Figura 6. Reta de regressdo linear entre a concentracdo obtida e a
concentracao teorica para o método espectrofotométrico.
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Na observacdo da especificidade do método, demonstrou-se que ndo ha
interferéncia dos excipientes da formulacdo com o principio ativo da mesma,
independentemente da sua concentracdo, de acordo com os dados apresentados na
Tabela 9.

Tabela 9: Resultados obtidos para as andlises do placebo e das amostras em
relacdo a especificidade.

Concentracdo (mg) Placebo (%) Amostra (%)

80 0 81,94

80 0 81,15

80 0 81,42

100 0 101,10
100 0 103,77
100 0 100,81
120 0 120,30
120 0 120,97
120 0 116,94

Fonte: LEPEMC, 2001.

A correlacédo entre as duas variaveis foi quase perfeita positiva (r = 0,9989). O
modelo linear proposto foi Y= 1,486 + 0,9883*X (Observar Figura 7).

Na aplicacdo do atributo robustez, as andlises espectrofotométricas
demonstraram idéntico comportamento as analises titulométricas, ou seja, verificou-
se que com pequenas mudancas o método pode sofrer variacdo. Como exemplo,

pode-se citar a variacdo de temperatura do ambiente.

4.3 Método Cromatografico

O padréao primario de Captopril USP — United States Pharmacopea, apresenta
um teor de 100%, valor este compativel com os limites de aceitacdo farmacopeicos.
As analises cromatograficas do placebo apresentaram resultados que foram

praticamente nulos.
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Os resultados da exatiddo, obtidos com a andlise cromatografica da amostra
padronizada de comprimidos de Captopril estdo na Tabela 10. A equacdo que se
encontra no item 3.3.1.a foi aplicada para determinacdo deste atributo nas

amostras.

Tabela 10: Valores da exatidéo obtidos com a analise cromatografica.
CONCENTRACAO DAS AMOSTRAS

AMOSTRA 80 mg 100 mg 120 mg
(An) Concentragdo Valores da Concentragdo Valores da Concentragao Valores da

obtida exatidao obtida exatidao obtida exatidao
(mg) (%) (mg) (%) (mg) (%)

Al 79,37 99,21 100,71 100,71 120,09 100,75

A2 83,61 104,51 98,81 98,81 120,13 100,10

A3 75,97 94,96 99,84 99,84 120,66 100,55

A4 85,86 107,32 99,91 99,91 122,57 102,14

A5 86,82 107,90 100,34 100,34 119,75 99,79

A6 83,54 104,42 99,64 99,64 124,48 103,73

Fonte: LEPEMC, 2001.

Para o atributo da precisao utilizou-se uma avaliacdo através do desvio-padréo e
do coeficiente de variacdo das analises cromatogréficas, conforme demonstrado na
Tabela 11.

Tabela 11 : Resultados da precisdo obtidos através do desvio-padréo e coeficiente de variagéo.

Amostra Operador A Operador B Operador A Operador B Operador A Operador B Operador B Operador B

(An) Dia 02 dia 02 dia 03 dia 03 Dia 04 dia 04 dia 05 dia 06
Al 100,71 98,81 100,88 100,79 99,13 99,91 100,72 98,81
A2 101,35 99,91 100,01 99,13 100,01 100,71 100,20 97,81
A3 98,81 99,13 102,59 101,81 101,14 100,34 99,13 99,15
A4 99,84 101,35 100,2 99,13 100,72 99,84 100,88 99,13
A5 99,91 100,20 100,72 100,71 100,90 98,86 99.91 100,20
A6 100,34 100,79 101,14 100,72 99,13 99,64 98,78 100,79
Média 100,16 100,03 100,92 100,38 100,17 99,88 99,94 99,315
Max. 101,35 101,35 102,6 101,8 101,14 100,7 100,88 100,79
Min. 98,81 98,81 100,00 99,13 99,13 98,86 98,78 97,81
DP 0,865 0,966 0,919 1,055 0,813 0,633 0,844 1,053

Ccv 0,86 0,97 0,91 1,05 0,81 0,63 0,84 1,06




60

De acordo com a Figura 8, os valores obtidos pelo método cromatografico

centraram em tordo do valor tedrico (100%), exceto para os dias 3 e 6, onde as

médias encontradas pelo operadores assumiram valores dispersos do restantes

dos dias. Percebe-se ainda que a variabilidade (desvio-padréo) oscilou de 0,633 a

1,055.

Figura 7: Desenho esquematico da precisdo em relacdo a média, erro
padréo (EP) e desvio-padrdo (DP) das concentracdes segundo o

operador e o dia para o método cromatografico.

102,00 T T T T T T

101,50 f

101,00 f o I ’

100,50 f

100,00 O

Valor obtido (%)

99,50

99,00

98,50

98,00 N . . . . .
Adia2 Bdia2 Adia3 Bdia3 Adia4

Operador

B dia 4

B dia 5

B dia 6

o Média
[ +epP
I +DP

Conforme pode-se observar, a determinacdo da especificidade do método

apresenta o mesmo comportamento do Método Titulométrico e Espectrofotométrico,

ou seja, ndo ocorre influéncia dos excipientes da formulagdo com o principio ativo da

mesma, independentemente da sua concentracdo. Estes dados estdo apresentados

na Tabela 12 e Anexos 7.1, 7.2 e 7.3.
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Tabela 12: Resultados obtidos para as analises do placebo e das amostras, em
relacdo a especificidade.

Concentragéo Placebo = Amostra de Captoprii  Amostra de Disulfeto de Captopril
(mg) (%) (%) (%)
80 0 79,37 0,1315
80 0 83,61 0,1226
80 0 75,97 0,1065

100 0 100,72 0,1868
100 0 100,01 0,1708
100 0 100,20 0,1476
120 0 119,75 0,2152
120 0 120,09 0,1674
120 0 121,42 0,2118

Fonte: LEPEMC, 2001.

Nos ensaios com a amostra de placebo para a determinacdo do atributo da
linearidade, foi possivel observar o mesmo comportamento dos Meétodos
Titulométrico e Espectrofotmétrico, ou seja, ndo houve a quantificacdo e
identificacdo do principio ativo, porém quando da adicdo do mesmo, a reacgao

desenvolveu-se normalmente. O resultado obtido esté ilustrado na Figura 9.

A correlacdo entre a concentracdo teorica e o valor encontrado tendeu para uma
correlacdo perfeita positiva (r = 0,9999) e o modelo linear pode ser dado pela
equacédo Y=-1,298 + 1,0118*X.

Na aplicagdo do atributo robustez, as analises cromatograficas demonstraram o
idéntico comportamento dos Métodos Titulométrico e Espectrofotométrico. Assim,
verificou-se que pequenas mudangas como analistas diferentes, temperatura

variada, podem influenciar o método.
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Figura 8: Reta de regressdo linear entre a concentracdo obtida e a
concentracao teorica para o método cromatogréfico.
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4.4 Analise Comparativa entre os Métodos

441 Exatidao

Observando a Figura 10, percebe-se que as amostras de concentracdo 100%
foram melhores medidas em relacdo a outras concentracdes, independente do
método, cujo os valores encontrados sdo 0s que mais se aproximam do valor

tedrico.

Com relacdo ao método utilizado, tem-se que o método titulométrico foi o melhor
na medicdo de amostras com diferentes concentracdes, sendo que apresenta uma
maior exatiddo para as concentracdes 80 e 100mg. O método espectrofotométrico
foi o0 que demonstrou valores mais distantes da concentracéo tedrica com grande
variacdo. O método cromatogréfico, por sua vez, apresentou para a concentracao
de 100 mg os melhores resultados (bem proximos ao valor tedrico), porém, o método

ndo teve a mesma exatiddo para as demais concentragoes.
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Figura 9: Comparacdo dos métodos titulométrico, espectrofotométrico e
cromatografico para o atributo exatidao.
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4.4.2 Precisao

O método titulométrico teve uma baixa variabilidade dos valores encontrados,
porém com uma menor precisdo, dado que a média esté afastada do valor tedrico de
100%. O método espectrofotométrico apresenta uma média mais préoxima do valor
tedrico, porém com uma alta variabilidade dos valores encontrados. De acordo com
a Figura 11, o melhor método em relacdo ao atributo da precisdo foi o método
cromatografico, onde obteve uma média bem proxima do valor tedrico, com a

vantagem da menor variabilidade entre os trés métodos.

4.4.3 Linearidade

Em relacdo ao atributo linearidade ndo percebe-se diferencas notaveis entre os
métodos, todas com forte correlacdo linear entre a concentracdo obtida com a
concentracdo teorica, porem, observando o coeficiente r, nota-se que o método

cromatografico foi o que apresentou maior correlagdo linear, e pode-se destacar
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também, que dentro dos limites é possivel se fazer uma interpolacdo, né&o

justificando uma extrapolacéo das analises, conforme demonstrado na Figura 12.

Figura 10: Comparacdao do atributo precisdo entre os métodos titulométrico,

espectrofotométrico e cromatografico.
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Figura 11: Comparativo entre os métodos titulométrico, espectrofotométrico e

cromatografico referente ao atributo linearidade.

r=0,9994, y= -0,05+0,9927*x
r=20,9989, y= 1,486 + 0,9883*x
r=20,9999, y=-1,298 + 1,0118*x

125 ¢

120 f

105 |

100 f

95 t

@& Titulométrico
“e_ Espectrofotométrico
“m_ Cromatogréfico

90 t

Concentracéo obtida (mg)

85

80 f

75

75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125

Concentracgao tedrica (mg)




65

4.5 Discussao

Para a apresentacdo de uma metodologia analitica por cdédigos oficiais é
necessario que esta tenha sido devidamente validada a partir de uma amostra
preparada especificamente para este fim. Neste trabalho, uma vez selecionada a
substancia (Captopril) que serviria de suporte para o estudo da validacao,
preocupou-se em analisar trés métodos com caracteristicas de qualidade e custo

diferentes para os laboratorios farmacéuticos.

Toda e qualquer mudanca na formula, no processo de fabricacdo ou na troca de
reagentes para as analises quantitativas do medicamento é fator determinante para
a revalidacdo do método. Assim, a amostra padronizada e preparada para este
trabalho é provavelmente diferente daquela utilizada para a validacdo da
metodologia oficial, necessitando desta forma nova validacdo. Além deste fator, o
LEPEMC também esta validando as metodologias analiticas que poderdo ser
utilizadas na quantificacéo do produto Captopril fabricado por este laboratério. Como
demonstrado, uma amostra de placebo também foi analisada pelos trés métodos,
para a observacdo de possiveis interferéncias dos excipientes. A quantificacdo do
placebo foi praticamente nula, valor este suficiente para inferir que ndo houve a

necessidade de estudo mais detalhado dos métodos.

Dispondo de uma amostra adequada, o analista deve dar atencdo a questdo da
escolha da técnica ou técnicas mais apropriadas as determinacdes de seu produto.
Uma das decis6es mais importantes a tomar é a escolha do processo mais eficaz
para a analise. Para poder chegar a uma decisdo correta, o analista deve estar
familiarizado com os detalhes praticos de varias técnicas e com os principios sobre
0s guais elas estdo baseadas: exatiddo, precisdo e linearidade, conhecendo em
guais condi¢des e qual método é confiavel. Deve-se também levar em consideragao
o tempo e o custo da andlise. Pode acontecer que o método mais exato para
determinacdo de analise seja demorado ou requeira reagentes e equipamentos
caros, como por exemplo a CLAE. Nestes casos, pode ser indicado a escolha de um

outro método, que embora um pouco menos exato, produza resultados satisfatérios
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num intervalo de tempo razoavel e sendo ainda econémico, como € o0 caso da

titulometria e da espectrofotometria.

4.6 Diagnostico

Os métodos titulométricos sdo, via de regra, susceptiveis de precisdo (uma parte
em mil), apresentam aparelhagem simples e sé@o de rapida execucgado, porém a sua
reacdo deve ser simples e praticamente instantdnea ou com grande velocidade.
Apresentam como desvantagem o ponto final da titulacdo, que na maioria das vezes
€ realizada através de mudanca de cor verificada através do olho humano.

Os métodos espectrofotométricos sdo largamente utilizados nas analises
guantitativas de farmacos por apresentarem bom nivel de exatiddo e precisao.
Muitos autores admitem que estes métodos, quando bem conduzidos, apresentam
valores de exatiddo e precisdo compativeis com os niveis de exigéncia adotados nos
cbédigos oficiais. Além disto, este método €é caracterizado por sua Otima
sensibilidade, permitindo trabalhar na quase totalidade das analises de farmacos e
medicamentos. Em relacdo a sensibilidade, pode ser feita certa restricdo devido a
imensa diversificacdo das estruturas quimicas encontradas entre os farmacos. O uso
de equipamentos simples e a utillizacdo da agua, como solvente para a
determinacdo das andlises espectrofofométricas, junto a facilidade de execucéo,
constituem vantagens complementares que justificam o largo emprego do método no

controle de qualidade. A estes fatores somam-se o custo relativamente baixo.

Entre os métodos modernos de anélise e de utilizagédo considerada indispenséavel
por laboratorios, a cromatografia ocupa lugar de destaque, devido a sua facilidade
em efetuar a separacao, identificacdo e quantificacdo das espécies quimicas. Dentre
os diversos tipos existentes, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é
uma das mais utilizadas, devido a sua caracteristica mais importante que é a

elevada eficiéncia atingida.
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A CLAE utiliza equipamentos sofisticados que podem ser totalmente
automatizados. E um tipo de cromatografia liquida que emprega colunas recheadas
de materiais especialmente preparados e uma fase mével que é eluida sob altas
pressfes. Apresenta capacidade de realizar separacdes e analises quantitativas de
uma grande quantidade de compostos presentes em varios tipos de amostras, em
escala de tempo de poucos minutos, com alta exatiddo, precisdo e sensibilidade. A
CLAE pode ser aplicada tanto para compostos organicos, como para inorganicos. As
amostras podem ser liquidas ou solidas, porém os gases sdo as Unicas amostras
gue ndo podem ser determinadas por este tipo de cromatografia.

Mesmo apresentando tantas vantagens, a CLAE também tem algumas restri¢des,
como por exemplo, o alto custo na aquisicdo da instrumentacdo nem sempre
compensador para alguns laboratérios, devido a um numero reduzido de anélises a
serem realizadas e também na manutencdo das fases méveis de alto grau de

pureza, das fases estacionarias e das colunas.

O método analitico titulométrico para o produto acabado Captopril, foi adaptado
da matéria-prima Captopril referendada na United States Pharmacopeia - USP XXIV
(1999). A técnica pode ser considerada simples, levando em consideracdo a
utilizacdo de reagentes faceis de serem obtidos, ndo havendo a necessidade de
tratamento da amostra. Porém, a mesma também pode ser considerada como nao
sendo sensivel, uma vez que ndo consegue quantificar seu produto de degradacéo
gue é o Disulfeto de Captoril, devido a sua pequena quantidade. Com relacédo ao
método espectrofotométrico, sua grande e facil utilizacdo envolvendo a técnica
selecionada e o0 uso do equipamento, justifica seu emprego. O método
cromatografico também apresenta execucdo de técnica simples e tém um
diferencial: pode ser considerado o método com melhor sensibilidade, porém de
custo elevado.

Com relacdo a exatiddo dos meétodos titulométrico, espectrofotométrico e
cromatografico os resultados foram aceitos, pois o atributo correspondeu em todos
0s casos, ficando somente para quatro amostras valores acima de 105%, que
mesmo assim estdo dentro da faixa de especificacdo determinada pela metodologia

seguida — USP XXIV (90 a 110%). Contudo, quando se analisa estatisticamente 0s
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métodos em relacdo aos valores que mais se aproximaram de 100%, o
espectrofotométrico e o cromatografico sdo o0s que apresentaram maior
variabilidade. Pode-se inferir que tal acontecimento deve-se justamente por estes
métodos apresentarem maior sensibilidade, necessitando assim que o analista tenha

maior critério na execucao das analises.

Os valores encontrados para a precisdo nos trés métodos foram considerados
precisos, pois todos apresentaram um coeficiente de variacdo menor que 15%,
ressaltando o método cromatografico que apresentou melhor resultado. Neste
atributo também pode-se observar que a medida que o método tornou-se mais
sensivel, maior a necessidade do operador em realizar a técnica com afinco, de
trabalhar com reagentes puros, de se controlar a temperatura e a umidade da sala e

do equipamento, evitando todo e qualquer tipo de interferente na andlise.

Com os dados da linearidade foi possivel observar que os trés métodos
guantificaram concentracdes diferentes, apresentando coeficiente de correlagéo (r)
maior que 0,99, significando assim, que os métodos podem ser considerados

lineares.

Em relagédo a especificidade, o método que melhor expressou tal atributo foi o
cromatografico, pois se conseguiu identificar e quantificar minimas quantidades do
produto de degradacao (Disulfeto de Captopril) presente no comprimido de Captopril,
enquanto que no método titulométrico e espectrofotométrico somente foi possivel

verificar a presenca ou ndo de Captopril através da analise de placebo.

No atributo da robustez p6de-se verificar que, independente do método, ocorreu
pequenas variacbes quando se mudou de analista ou de reagentes, porém estas

alteracdes ndo comprometeram a qualidade do método.

Desta forma, nas condi¢cdes do presente trabalho, pode-se avaliar que a titulacéo
do Captopril com iodato de potassio forneceu resultados satisfatérios para a maioria
dos atributos da validagdo, devendo-se levar em consideracdo que 0 presente
método ndo conseguiu quantificar o disulfeto de Captopril, devido a pequena
guantidade presente na amostra.
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Neste capitulo foram apresentados os resultados obtidos com a pesquisa
experimental, a qual foi realizada através de andlises titulométrica,
espectrofotométrica e cromatografica do farmaco Captopril, presente nas amostras

de comprimidos produzidos no LEPEMC.

No capitulo seguinte serdo apresentadas as conclusées finais do presente estudo

e algumas sugestdes para futuros estudos.



5 CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 Conclusdes

Na constante busca pela satisfacdo dos clientes, internos e externos,
destacam-se as empresas voltadas para o programa de Qualidade Total, cuja a
qualidade do processo é uma das caracteristicas de destaque. Para que o
processo possa resultar em produto ou servico que corresponda a uma
necessidade, utilizacdo ou aplicacdo que satisfaca o cliente, este deve atender
as especificacbes, estar disponivel e proporcionar lucro. Desta forma, foi
definido com objetivo geral deste trabalho a analise dos principais atributos da
validacdo de metodologia analitica do Captopril, assegurando tanto a

implantagédo como a confiabilidade dos resultados analiticos

A validacdo é um dos principais instrumentos da garantia de qualidade,
tornando-se ultrapassado o conceito de apenas controla-la. Com este intuito,
este trabalho proporcionou condi¢cbes para se ter uma visdo mais ampla da
validagdo, em particular da validagcdo de metodologia analitica, em fase de
implantacdo no LEPEMC, bem como sua importancia para outros setores da

empresa.

Através da revisdo bibliografica, constatou-se que a validacdo é a
ferramenta adequada para garantir a confiabilidade de instalacdo de um
processo produtivo, de equipamento e, inclusive de metodologia analitica, nos
diversos setores onde a qualidade do produto fabricado seja uma das principais

razbes da existéncia da empresa.

O modelo proposto e realizado através da parte experimental possibilitou
atingir os objetivos especificos do trabalho, definidos como: melhorar o
entendimento do processo; conhecer o potencial de falhas e adotar medidas

preventivas. Com estas caracteristicas alcancadas, pode-se assegurar 0
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cumprimento das normas regulatorias. Os resultados dos métodos foram
conclusivos e concretos, aumentando a credibilidade do departamento do
controle de qualidade, da producao e da garantia da qualidade.

De uma maneira geral, os trés métodos analiticos poderiam ser adotados
pelo LEPEMC como métodos de quantificacdo do Captopril, pois todos os
atributos da validacdo analisados proporcionaram bons resultados. Também,
estes mesmos atributos possibilitaram sugerir que o método cromatografico
pode ser considerado o melhor, tendo em vista que este foi o tnico método que
conseguiu quantificar o produto de degradacdo (Disulfeto de Captopril),

presente na forma farmacéutica comprimidos.

Avaliando os resultados obtidos da validacdo da metodologia analitica do
Captopril, pode-se verificar que mais de um analista, mais de um laboratorio e
as inumeras andlises, dificultam a implantacdo do programa. Havera a
necessidade de deslocar funcionarios do controle de qualidade somente para a
realizacdo da validacdo, deixando este departamento sem o seu quadro normal
de funcionérios, além do aumento do custo de producdo. Porém, se a alta
administracdo ndo estiver consciente da necessidade do programa de

validacéo, este pode correr o risco de deixar de existir.

5.2 Sugestdes

Dentro da validacdo de metodologia analitica sugere-se o estudo de novas
metodologias espectrofotométricas, como apresentadas por Raggi, Cavrini
Pietra e Lacché (1998, p. 19-22) e El Ashry e Ibrahim (1192, p. 1657-1672) na

quantificacao do Captopril.

Considerando que este trabalho apresenta a utilizacdo da validacdo de
metodologia analitica para o Captopril, poderia ser realizada a validacao
analitica das matérias primas e produtos acabados que compde a linha
farmacéutica do LEPEMC.
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Outro estudo importante a ser realizado é a implantagdo da validagcdo nos
processos produtivos e de limpeza, ou seja, em todas as etapas que compdem
a producdo do produto. Garantindo a validacdo no processo como um todo,

estard ocorrendo uma interatividade entre diversos setores da empresa.
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