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RESUMO

O trabalho aqui apresentado tem como objetivo jpahanostrar que na rotina do
laboratorio, no que concerne ao Controle de Quaddidde medicamentos, ndo é fato pouco
comum a obtencdo e resultados de qualidades distmesmo seguindo com todo rigor a
metodologia descrita em um compéndio tomado conferemcial. Foram citados, por
exemplo, alguns métodos de analise que utilizamm@rografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), cujos os resultados, por vezes, causamces@a® analista em termos de “System
Suitability”(retencdo, numero de pratos tedricogletvidade, resolucdo e simetria),
inviabilizando os resultados finais, ndo obstamiestem na monografia os dados referentes a
conformidade e adequacao do cromatograma.

Com esta finalidade, foi dado enfoque a Metodold¢aamacopeica do Maleato de
Enalapril, a do Acido Acetilsalicilico e a Metodgla Farmacopeica da Rifampicina e
Isoniazida. Foi apresentada alguma situacdo enm@juse obtiveram resultados satisfatorios,
mesmo utilizando os materiais e equipamentos wddglae seguindo as técnicas analiticas
oficiais acima. Depois de feita uma avaliacdo e extérios de possiveis causas, foram
propostas alteragcdes/modificacdes que, efetivampossam trazer vantagens metodologicas
e que se reflitam, obviamente, em resultados npaeceveis.

Foi desenvolvida uma metodologia por CLAE para dasacido acetilsalicilico e o
acido salicilico na Aspirina que apresentou dadésrentes ao “System Suitability” melhores
do que a metodologia por CLAE da Farmacopéia Araedc(USP 28) e vantagens
metodoldgicas sobre a metodologia volumétricaatanBcopéia Brasileira (FB 2002).

Essa tematica foi proposta para a discussdo dartémota do senso critico que o
profissional que trabalha na rotina do laborat@® Controle de Qualidade voltado para
Vigilancia Sanitaria de medicamentos (sendo no ISCGM nos LACENS), deve possuir ao
analisar criticamente algumas metodologias “Farpeicas”, quanto ao “System Suitability”

e ao Risco Sanitario para a populacao.

Palavras-chave Risco sanitario, Cromatografia liquida de alesgéio, Acido acetilsalicilico,

Acido salicilico.



ABSTRACT

This work has the purpose at showing that in theime of medicines a quality control
laboratory is common obtainment uncertain reseken following rigidity the Pharmacopoeia
official methodology.

Some ways of analysis by HPLC were mentioned beitgtSystem Suitability results
weren’'t good concerning about peak width, symmigtcyor our tailing, resolution, plate cont
and so on for enalapril maleato, acetylsalicylicdaand rifampin and isoniazid. More over
some cement were done and also were proposed changeorder to amend the
chromatograms.

A new HPLC methodology for acetylsalicylic and eglic acid quantification in tables
were also developed. These new method has butgter8ySuitability than USP method and
some advantages over Brazilian Pharmacopoeia.

This there has been proposed in order to show #mnimg of critical sense that the
INCQS or LACEN worker must have toward methodolsgieoncerning about System

Suitability and Sanitary Hazard of people.

Key words: Sanitary hazard, High pressure liquid chromatpigya Acetysalicylic acid,

salicylic acid.
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1 INTRODUCAO

1. 1 O PAPEL DA VIGILANCIA SANITARIA

O novo salto na concepgdo sanitaria nacional pedenais bem percebido através da
definicdo de Vigilancia Sanitaria da Lei n°. 8.@&01990, que regulamenta o SUS. “Entende-
se por Vigilancia Sanitaria um conjunto de acogmras de eliminar, diminuir ou prevenir
riscos a saude e de intervir nos problemas sarstatecorrentes do meio ambiente, da
producéo e circulacéo de bens de servicos de siseeda satde.!”

No bojo das conquistas sociais advindas da promddgda nova Constituicdo Federal,
surgiu o Cdédigo de Defesa do Consumidor, Lei n07®8. de 1990, que, entre outras
determinacfes, busca a protecdo da saude contrasaxs do consumo de produtos
considerados perigosos ou nocivos. O Codigo de shefdo Consumidor externa o
entendimento social de serem a qualidade e o msgponsabilidades do fabricante e ou
fornecedot’.

A acao da Vigilancia Sanitaria deve ocorrer quavelificada a existéncia de riscos
ou situacOes provaveis de ocorréncias de risdesnodo que, encontradas as causas, atua-se
para evitar a reincidéncia desses fatores. Assiprjnzipio da precaucdo €, por natureza, o
mais tipico dos atuais principios relacionadosgil8icia Sanitaria , porque é em funcéo dele
que os profissionais atuam. E para a existénci@t@boabilidade de existéncia) de risco que se
dirigem as ac8es dessa Instituféo

No dia 27 de janeiro de 1999 o Congresso Naciomahplgou a lei 9782 que dispbs
sobre o Sistema Nacional de Vigilancia Sanitar@ieu a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria. Conforme esta lei, ficou definida quAgéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa) teria por finalidade “promover a protegiosalde da populagéo, por intermédio do
controle sanitario da produgcdo e da comercializatggrodutos e servicos submetidos a
Vigilancia Sanitaria, inclusive dos ambientes, dosessos, dos insumos e das tecnologias a
eles relacionados, bem como o controle de poréwepartos e fronteiras”

Dentro de toda esta evolucdo e discussdo acercaaamgecimentos referentes a
Vigilancia Sanitaria, o Instituto Nacional de Caérde Qualidade em Saude (INCQS) acabou
por acompanhar todas estas alteracbes no cenarMigdancia. Suas atribuicbes foram
ampliadas e suas ac¢des acabaram por se tornaefei@ss no ambito da referéncia nacional
e das acOes cientificas e tecnologicas, relacienadacontrole de qualidade de produtos de



interesse da saude. Conforme a legislacéo vigenperodo, o INCQS tornou-se subordinado
tecnicamente a Anvisa e, administrativamente, ér&i’.

1.2 COMPETENCIAS DO INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLBE QUALIDADE
EM SAUDE

O Instituto Nacional de Controle de Qualidade emidga acumula diversas
competéncias conforme o artigo nimero 32, do decf@l5 de 09 de junho de 2003,
referentes ao Estatuto da Fiocruz. Dentre as fungievistas realizam-se o controle de
qualidade de produtos para o consumo humano, emciabps medicamentts

O INCQS atua em todo o territério nacional atendemag Sistema Nacional de
Vigilancia Sanitaria. Entre os parceiros do INCQ&®igse citar a Anvisa, 0os Laboratorios
Centrais e Centros de Vigilancia Sanitaria dasebagas Estaduais e Municipais de Saude.

Suas atribuicdes resumem-se a atividades excludev&stado. Suas missdes a serem
destacadas s&o: pericia analitico-laboratorial aotexto legal da Vigilancia Sanitaria;
desenvolvimento e transferéncia de tecnologia paeragao técnica com organismos nacionais
e internacionais. Desta forma, o INCQS acaba psempenhar papel de principal 6rgao
nacional para questfes tecnologicas e normatiedativias ao controle de qualidade de
insumos, produtos, ambientes e servicos no conxt8US. Este conjunto de atribuicbes
torna a atuacdo do INCQS estratégica para a VaidaBanitaria e mais ainda para a Antisa

O INCQS tem como Misséo — “Contribuir para a proéwe recuperacdo da saude e a
prevencdo de doencas, atuando como referéncianahgmara as questdes cientificas e
tecnologicas relativas ao controle da qualidadprddutos, ambientes e servigos vinculados a
vigilancia sanitaria™.

O INCQS tem como Visdo — “Ser reconhecido como @ alta competéncia para
as questdes cientificas e tecnoldgicas relativamatole da qualidade de produtos, ambientes
e servicos vinculados & vigilancia sanit4rta”



1.3 A FARMACOPEIA BRASILEIRA

As farmacopéias séo os Codigos Oficiais Farmaagutie um determinado pais onde
se estabelece a qualidade dos medicamentos eroigoem dia 0s objetivos das entidades
gue elaboram as farmacopéias (a Farmacopéia Brasiée elaborada pela Comissao
Permanente de Revisdo da Farmacopéia - CPRFBé gom comissao oficial, nomeada pelo
Diretor-Presidente da Agéncia Nacional de VigilanSanitaria, ANVISA) sdo mais amplos.
Estdo focadas na formacdo e aperfeicoamento desoschumanos na area de controle de
qualidade e apoio a pesquisa, visando aumentguaasea e eficacia dos farmacos enflso

No caso brasileiro, a escolha dos medicamentosreansancluidos no compéndio
oficial ndo é feita por acaso. Em primeiro lugag sscolhidos os medicamentos que constam
da Relacdo Nacional dos Medicamentos EssenciaiBlAIREE) ou da lista da Organizacao
Mundial de Saude. Séo, também, elaboradas em rca&@tprioridade, as monografias dos
medicamentos a serem selecionados pelos prograpesias de salude e dos novos produtos
de maior interesse terapéutitos

A Farmacopéia Brasileira elabora textos técnipos,exemplo: testes ou métodos de
analise e monografias para a matéria-prima (ingrédiativo do medicamento na sua forma
basica) e especialidades farmacéuticas (comprimmigssulas, cremes, pomadas, injetaveis,
etc.) .

Para elaborar as monografias para a Farmacopéslddra (FB), primeiramente, a
subcomissdo pertinente € um membro da CPRFB coneguipe ou um o6rgéo oficial de
controle de qualidade no Brasil (cuja referéncia dnstituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude — INCQS - na Fundacdo Oswalao €Cos demais laboratérios centrais
dos estados — LACEN) ou uma industria farmacéutjoa, poderédo propor a monografia de
um farmaca.

Esta ndo se caracteriza por uma monografia singptks/e ser submetida a uma série
de estudos especiais que comprovem o cumprimentod#s as exigéncias de um estudo
guimico, perfeitamente validado. Se a monografiagjdtyada adequada pela CPRFB, ela é
remetida para os outros colaboradores da FB, Bessegmentos que a compdem: INCQS e
orgaos oficiais de controle de qualidade, industaanacéutica e universidades, com o
objetivo de certificagdo, ou seja, verificar se atadologia funciona e fornece os mesmos
resultados em diferentes laboratorios.



Se os resultados forem adequados, a tal monograéavaliada pela CPRFB e, sendo
aprovada, é colocada em Consulta Publica duraégemeses, sob apreciagdo da comunidade
cientifica. Caso ndo ocorram manifestacdes coatridgque serdo analisadas, a monografia é

enviada & apreciacao e oficializacdo da ArVisa

1.4 PERICIA ANALITICO-LABORATORIAL DE MEDICAMENTOS

Este trabalho tem o foco voltado para pericia ticaliaboratorial de medicamentos, o
INCQS, sendo o cabeca da rede compostas dos LabosaCentras (LACENS). Possui uma
grande demanda de amostras diversificadas de meelitas provindos de todos os estados.
Sendo assim, 0 INCQS necessita dar respostas tmegs e com certa agilidade para que a
Anvisa tome decisdes estratégicas, a afim de nainti Risco Sanitario para a populacao.

A indicacdo de um medicamento é determinada pelaefinacia, em relacdo a sua
inocuidade, segundo indicada na bula ou em texéoprdpaganda ou publicidade; e sua
conformidade, com as especificagdes de identidegecto, teor, pureza, entre outras.

Desta forma existem fatores que determinam a géeitau rejeicdo de medicamentos
dentro dos critérios de qualidade. Para avaliao seedicamento atuard do modo previsto,
varios ensaios sdo especificados compreendendoconjunto de normas selecionadas junto
aos métodos de andlise correspondente. Estes £osaiétodos de analise estdo descritos na
monografia de cada produto na farmacopéia ofitsab porque a farmacopéia corresponde ao
cbdigo oficial, que estabelece os padrées a quendetada substancia deve satisfazer para ser
utilizada como medicamerifo

Do ponto de vista da definicdo de Vigilancia Saratéa Lei n°. 8.080 de 1990 é clara
guanto a preocupacgdo que deve ter um LaboratdimaDfle minimizar o Risco Sanitario.
Devido a este fato, a afirmacdo de Korolkovas (1984 paragrafo anterior é limitada,
fazendo-se necesséaria uma apurada investigacéendadaia e realizacdes de ensaios, muitas
vezes nao preconizados para determinado proddtrmdacopéia oficial.

E de vital importancia que o profissional que ttabana atividade analitica deste
Instituto possua, além de uma sélida experiéncsansmodalidade de analise, um elevado
senso critico investigativo para avaliar metod@sgnaliticas sendo de fabricantes ou sendo
Farmacopeicas. Esses atributos sdo fundamentasop@r 0 analista ndo seja um simples
reprodutor de metodologias, o que se torna incanglatom a demanda do laboratoério de
medicamentos do INCQS.



Devido ao fato de que as amostras que chegam aQ3Ngara serem analisadas vém
acompanhadas de uma denuncia,a mesma esta reticianarios fatores, como a falta de
efeito, intoxicacao, 6bito e outros. Faz-se necesgée o analista dé o tom investigativo, com
intuito de encontrar a causa desta denuncia pa&adinvisa tome as devidas providéncias
para minimizar o Risco Sanitario da populacéo.

E importante ressaltar que as amostras que chegdNC&S através de denlncia ndo
sao representativas de um Universo Amostral. S&s dimostras “batizadas”, ou seja, se o
laboratério encontrou a causa de uma determinadand@a em um lote de um produto
proveniente da Industria Farmacéutica esta andfieepodera ser representativa para os lotes
anteriores e nem para os lotes posteriores acalwhksado. Porém, a experiéncia e 0 senso
critico necessarios quanto ao Risco Sanitario mgsedem de acreditar que, durante a
fabricacdo de vérios lotes, a Vigilancia consegajwmeender somente aquele que de fato
apresentou desvio de qualidade, ficando, assimsusjeita os lotes imediatamente anteriores
e posteriores ao analisado.

As metodologias usadas em um Laboratorio de Centdé Qualidade de
Medicamentos de uma Industria Farmacéutica, gerdémieram desenvolvidas e validadas
para um determinado produto, produto este que morEcipientes especificos em sua
formulagdo. Fato semelhante acontece com as Meigidsl Farmacopeicas de produto
acabado: foram desenvolvidas e validadas por fatecde determinados medicamentos.
Devido a este fato, o profissional que trabalhdenggo de laboratério ndo tem dificuldades
em executar o controle deste medicamento, poisveénéixadas as condi¢cdes analiticas a sua
preocupacao sera apenas de manté-las até o finabtlae.

Diferentemente, o profissional que trabalha em wiolatério Oficial de Controle de
Qualidade de Medicamentos € obrigado, por Lesa & versdo mais atual da Metodologia
descrita na Farmacopéia Brasileira e, na auséresta,ddevera usar as Metodologias mais
atualizadas, descritas em outras Farmacopéiaspaliaar produtos diferentes que contenham
0 mesmo principio ativo, porém que apresentem wutgs diferentes e que nao
necessariamente gerem a mesma resposta quantgséeniSuitability” na CLAE.

Esta prioridade em se ter em Lei 0 uso da Farma®&pasileira € questionavel quanto
a atualizagdo do conhecimento de substancias oektas e produtos de degradacéo, ja
mencionados e controlados em outra farmacopéia ratializada. Nesta situacdo, o
profissional devera usar a metodologia oficial gee capaz de eliminar, diminuir ou prevenir
riscos a saude, provindos da produgédo como estédiena Lei n°. 8.080 de 1990 que define

a Vigilancia Sanitaria.



As dificuldades se tornam maiores devido ao fatawualista ndo dispor exatamente
das mesmas condi¢Bes instrumentais nas quais addegia Farmacopeicas foi validada.
Como exemplo, podemos citar tamanho e forma daicpkat da fase estacionaria e
percentagem de Recobrimento da Fase Ligada (Delesidia Carbono) que geralmente nao
sdo citadas na metodologia Farmacopeicas e quaraftitetamente um cromatograma, em
termos de retencéo (K), seletividadg,(nUmero de pratos tedricos (N) e simetria (Aeyez
varios parametros simultaneamente). Consequentemaaimpromete a resolugédo (R),
inviabilizando os resultados finais comparados ae gonsta na monografia os dados
referentes a conformidade e adequacéo do cromatadt&ystem Suitability”).

Outro fato importante € que nas metodologias Fasp®icas geralmente o analista ndo
encontra um procedimento detalhado para a exealgaensaio. Ele somente encontra as
condi¢cbes finais de analise; por vezes, devido ao fle 0 mesmo produto apresentar
diferentes dosagens faz-se necessario que o angjlistte ou até mesmo modifigue o modo
com que ele dissolve o padréo e a amostra conakdtide de garantir a total solubilizagéo de

ambos.

Morin (2000) alerta para o fato de que, mais vaha wabeca bem feita que
bem cheia. E explica:

O significado de “uma cabeca bem cheia” € 6bvio:

E uma cabeca onde o saber é acumulado,empilhado, e n&o dispbe de
um principio de selecdo e organizacdo que lhe dé sentido. “Uma
cabeca bem feita” significa que, em vez de acumular o saber, € mais
importante dispor ao mesmo tempo de:

— uma aptidao geral para colocar e tratar problemas;

— principios organizadores que permitam ligar os saberes e lhes dar

sentido™.



2 OBJETIVOS

Esse trabalho tem por objetivo propor, com basecenteitos quimicos e fisico-
guimicos, ajustes ao método Farmacopeico, a fitodg-lo mais adequado em termos de
conformidade e adequacdo do cromatograma (“Systetab8ity”) e quanto a solubilizacao
do principio ativo em amostras de diferentes pagjutle diferentes fabricantes. Com esta
finalidade foi feita a comparacéo do ensaio de tealizado em amostras fiscais de Maleato
de Enalapril, Rifampicina com Isoniazida e Acidetisalicilico, utilizando as Metodologias
Oficiais, descritas na USP 28 sem efetuar ajustesrea efetivacdo dos ajustes necessarios.

Foi desenvolvida uma metodologia alternativa porAEIUV para dosar o acido
acetilsalicilico e o acido salicilico, objetivandompor parte de um projeto para futura
validacdo em uma dissertacdo de Mestrado. Estadoietpa apresentou dados referentes ao
“System Suitability” melhores do que a metodolog@a CLAE da Farmacopéia Americana
(USP 28) e vantagens metodoldgicas sobre a mewidoMmlumétrica da Farmacopéia
Brasileira (FB 2002).

Outro objetivo € oferecer um instrumento de tiabapara todos profissionais
iniciantes nesta area e principalmente aos LACEPpEa que de fato a grande rede de
laboratorios oficial funcione. Através deste trélbak baseado em anos de experiéncia em
bancada, o autor e seu orientador buscam comparéitiuilo que aprendeu sobre andlises de
medicamentos voltados para a Vigilancia Sanitaria.

Através desse estudo, € proposta a discussdo desitarle de se modificar a
legislacdo que trata da prioridade de se usarmadeapeia Brasileira, mesmo ndo estando
atualizada em relacdo a outras Farmacopéias lotenaas, com a finalidade de minimizar o

Risco Sanitario, principalmente, quanto a exise&de produtos de degradacéo e impurezas.



3 MATERIAS E METODOS

3.1 BREVE HISTORICO DOS MEDICAMENTOS ANALISADOS

Foi realizado o ensaio de identificacdo e teor ma®stras fiscais de maleato de
enalapril, aspirina e rifampicina com isoniazid& dazem parte da rotina do INCQS, segundo
Metodologia Farmacopeica, sem nenhum ajuste e cdevido ajuste.

3.1.1 Maleato de enalapril

Maleato de Enalapril € um derivado de dois amirdmiL-alanina e L-prolina. Apos
administracdo oral, Maleato de Enalapril é rapidameabsorvido e, a seguir, hidrolisado a
enalaprilato, que é um inibidor da enzima conversde angiotensina (ECA) altamente
especifico, de longa acdo e nao sulfidrilico. Pseteusado isoladamente como terapia inicial
ou associado a outros anti-hipertensivos, particwdate os diuréticos. Maleato de Enalapril
inibe a formacdo de Angiotensina Il, um potenteovesnstritor (substancia que contrai 0s
vasos sanglineos e aumenta a pressao arterial)tagu@ém estimula a secrecdo de
Aldosterona (substancia responsavel pela retere&gula e soédio no organismo). Portanto, a
inibicdo da ECA resulta em um nivel plasmatico dimdo de Angiotensina Il, e como
consequéncia, leva a uma diminuicdo da atividadeprassora e diminuicdo da secrecdo da
Aldosterona (o que pode resultar em discreto aummaog niveis séricos do potassio). Atraves
desta acdo, o Maleato de Enalapril pode tambénitdaa trabalho do coragdo, tornando-o
mais eficiente, o que é importante em casos ddidiéncia cardiaca. O inicio da acdo do
Maleato de Enalapril € suave e gradativo; iniciademtro de uma hora e seus efeitos
geralmente continuam por 24 horas. O controle das@o arterial €, em geral, obtido apés
alguns dias de tratameflo A figura 1 mostra aepresentacdo estrutural do maleato de
enalapril.



CooH28N20s - GH4O,  492.52
L-Proline, 1-N-[1-(ethoxycarbonyl)-3-phenylpropyl]-L-alanyl]-Sf-, (2)-2-butenedioate (1:1).
1-[N-[(9-1-Carboxy-3-phenylpropyl]-L-alanyl]-L-prolinel 1-ethyl esterfjElen (1:1)
[76095-16-4].

Figura 1: representacao estrutural do maleato de enalapril

3.1.2 Rifampicina e isoniazida

3.1.2.1 Rifampicina

A Rifampicina é um derivado semi-sintético da Rifégcma B e esta € produzida no
processo de fermentacdo do Streptomyces meditercame acdo em diversas bactérias gram-
negativas e gram-positivds

O principal mecanismo de acdo é a inibicdo da d#tde RNA-polimerase DNA-
dependente. Embora tenha boa acédo antibactereamasitio reservado para o tratamento de
hanseniase e tuberculose, em associacdo com oamtdsacterianos, causando rapida
resisténcia, principalmente por mutacdo na unithadie RNA-polimerasé.

Tem boa absorcdo no trato gastrintestinal, se nedloizno entanto, na presenca de
alimentos. Apresenta boa distribuigéo, atinginddusive o sistema nervoso. Atravessa a
barreira placentéria e leite materno. Sua metadgdiz se faz no figado, com meia-vida de 3
horas de 600mg administrada, diminuindo um pouco doses repetidas o que € minimizado

porque apresenta ac&o antibacteriana com niveimposnle concentragéo sangiififea



A Rifampicina € indicada para o tratamento das rdag formas de tuberculos
hanseniase, causadas por microrganismos sensh&sspo que em ssciacdo com outr
antibacterianos, na tentativa de diminuir a res@t# E também o farmaco de escolh:
tratamento de portadores nasofaringeos N#esseria Meningitides, de individuos qt
mantiveram contato com portadores de meningite mgecbdcica a de criancas pequena
sem imunizacdo especifica, que tiveram contatoli@nmdom meningite pelo Haemophil
B?*. A figura 2 mostra a representacao estrutural danpicina.

CasHssN4O12 822.94
Rifamycin, 3-[[(4-methyl-1-piperazinyl)imino]methy!
5,6,9,17,19,21-Hexahydroxy-23-methoxy-2,4,12,12022-heptamethyl-8N-(4-methyl-1-
piperazinyl)formimidoyl]-2,7-(epoxypentadeca[1,13]itienimino)naphtho[2, blfuran-1,11-
(2H )-dione 21-acetate [13292-46-1].

Figura 2: representacao estrutural da rifampicina



3.1.2.2 Isoniazida

A Isoniazida é um derivado sintético do &cido isotinico, com acao inibidora da
sintese do &acido micdlico, componente important@atade celular da microbactéria. Nao
atua no entanto em outras bactérias. E considenadtirmaco primario para tratar todas as
formas de tuberculose, causadas por bacilos séhaietd”.

E bem absorvida pelo aparelho digestivo, mas pofiterssignificativa metabolizag
por primeira passagem hepatica. Distribui-se lamyge nos diversos tecidos e flui
corporais, incluindo o liquido cefalorraquidianonde forma niveis equivalentes a 2
daqueles presentes no sangue, mas que se elevareseaca de inflamacdo meninge:
igualando & concentracéo séfica

Atravessa a barreira placentaria e € excretad&iteo materno. A metabolizacgac
hepatica, por acetilacdo. Ha acetiladores rapiddsnts, sendo estes mais propens
manifestacdes de hepatotoxicidade. A meia-vidadimatorno de uma hora nos acalibre
rapidos e de 3 a 5 horas nos lentos, elevaedainda mais na presenca de hepatopat
duracdo da acdo € prolongada, pois 0s niveis s@ugliexigidos para agir contra
micobactérias sdo muito baixos. Permite uso de dosea ou em dias alteados. /
Isoniazida é indicada, em associa¢cdes com outtagmslr em todas as formas de tuberci
causadas por bactérias sensfels figura 3 mostra a representacéo estruturaolaiazida.

O

CsH;N;O 137.14
4-Pyridinecarboxylic acid, hydrazide.
Isonicotinic acid hydrazide [54-85-3].
Figura 3: representacao estrutural da isoniazida



3.1.3 Acido acetilsalicilico

A aspirina, como é conhecido nas farmacias o aawilsalicilico, completou 100
anos em 1997 e é o medicamento mais conhecidodideeem todo o0 mundo. SO nos EUA,
sdo consumidos mais de 30 bilhdes de comprimid@spieina por arfS.

O acido acetilsalicilico € provavelmente a drogasnaasociada com plantas, embora
ele seja uma substancia sintética. Sua sintesentamto, foi totalmente feita com base na
estrutura quimica de uma substancia natural isaladalgueiro branco,Zalix Alba®.

A historia deste acido, muito bem documentada, tei@o no século V a.C. com
Hipdcrates, filésofo e médico grego, consideradpao da medicina moderna. HipOcrates
prescrevia preparacdes que incluiam cascas e fothaslgueiro para o tratamento de febres e
para aliviar as dores do parto. Assim como HipésraDioscorides, um dos mais notaveis
médicos da Antiguidade, que viveu na Grécia noleécda era cristd e autor da obra "De
Matéria Médica", cujo uso se estendeu até o indcidRenascimento, receitava emplastros
feitos com cascas e folhas do salgueiro paraanteatto de dores reumaticas

A salicilina , o principio ativo do salgueiro bran@ encontrada em varias espécies dos
génerosSalix e Populus™.

A substancia foi isolada pela primeira vez em 182® farmacéutico francés H.
Leroux. As propriedades anti-reuméaticas da salgilassemelham-se muito as do acido
salicilico , no qual é convertido por oxidacdo ngamismo humarfo.

A figura 4 mostra somente agpresentacdes estruturais da salicilina, do acido
salicilico e do acido acetilsalicilico. A figurarBostra a representacdo estrutural do acido
acetilsalicilico com a sua fomula e seu peso mtdece, a figura 6 mostra a representacao

estrutural do acido salicilico com a sua fomulawe geso molecular.

ZHz0H
HOGHZ OH COOH COOH
0 OH OH om/
HO
8]
1-salicilina 2 - acido salicilico 3 - acido acetilsalicilico

Figura4: representacdes estruturais da salicilina, do &aticilico e do &cido acetilsalicilico
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CyHsO, 180.16
Benzoic acid, 2-(acetyloxy)-.
Salicylic acid acetate[50-78-2].

Figura 5: representacao estrutural do &cido acetilsalicilico

OH

OH

C,HsO; 138.12
Benzoic EXe, 2-hydroxy-.
[69-72-7].

Figura 6: representacao estrutural do &cido salicilico



3.2 A CROMATOGRAFIA A LIQUIDO

3.2.1 Definicéo

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAEu#a metodologia fisico-quimica
de separacdo onde os analitos se distribuem par fdises que se encontram em intimo
contato, a fase estacionaria (fe) e a fase mayeidd (fm). Na prética, a fase estacionaria € o
“suporte” contido no interior da coluna, pela gpaksa um fluxo continuo de fase mével ou
eluenté. A figura 7 mostra a representacdo esquematicandsistema de cromatografia a

liquido de alta eficiéncia.

O SISTEMA DE CLAE

REGISTRADOR |«
INTEGRADOR

AMOSTRA
FASE BOMBA
MOVEL | —» —>
COLETOR DH
FRAGOES COLUNA
4/\— DETECTOR

Figura 7: representacdo esquematica de um sistema de ografé a liquido de alta

eficiencia




Os componentes da amostra séo retidos, seletivamrenfase estacionaria, resultando
em migracdes diferenciais, devido ao fato de tenemor ou menor afinidade com a fase
movel. O grau de migragéo € determinado pela madmitias interacdes da fase estacionaria e

da amostra com a fase mdvél figura 8 mostra o esquema de separagao cronaditeay

E - Fase movel

Fase estacionaria
- @& [ e

== = -,

Figura 8: esquema de separacdo cromatografica

Existem varios tipos de cromatografia. S&o elas:

Cromatografia de Adsorcéo ou Liquido-Sdélido. A sapao entre os analitos presente
se d& devido as forcas de interacdo com o adsergéfitlo, que podem ser fortes, como as
ligacBes de hidrogénio, ou fracas como as forcagadeder WallS

Cromatografia de Particdo ou Liquido-Liquido. A@ggao entre os analitos sera em
funcdo do coeficiente de particdo do analito eareduas fases liquidas, sendo que uma se
encontra imobilizada

Cromatografia por Exclusdo ou Permeacdo em Geliltagao em Gel. A separacdo
dos analitos se da em funcéo de seus volumes nenlesisolvatados que sdo “filtrados” ou
“peneirados” em colunas que possuem poros precigameontrolados em seu

empacotamento

Cromatografia por Troca lonica. A separacdo doditesase baseia na troca seletiva

dos ions da amostra em sitios aniénicos ou catiénila fase estacionaria, que consiste,



geralmente, de um material polimérico ou silicajtendo grupamentos funcionais com carga
elétricd.

Cromatografia por Afinidade. A separacdo dos avsmlé devido ao fato que a fase
estacionaria contém reagentes bioquimicos imobiigaacoplados com ligantes especificos
gue tém afinidade especifica pelo analito de iss&e retendo-o, fato semelhante nas
interacdes antigeno-anticorpo, nas interacéegpddthave-fechadurd”

Cromatografia em Fase Normal. Em principio esteodetse baseia em adsorcéao, e
depende da polaridade da fase movel e da faseioggtaa. A fase estacionaria polar é
composta de silica ou de silica ligada a grupamsepttares (por exemplo, Ni¢ CN), e a
fase mével apolar, sem agua.

Cromatografia em Fase Reversa. Este tipo de crgmadi®, junto com a cromatografia
em fase normal, sdo os mais usados em CLAE, apkcadnalises de medicamentbs trés
formas para se trabalhar, conforme a estruturaaléama, séo elas:

a) Método classico; neste tipo de cromatografi@@Eamacdo se baseia em sucessivas
etapas de adsorcdo-desorcdo dos analitos entise anfédvel, que é polar (geralmente agua
mais solventes organicos) e com a fase estacipnque é apolar formada por silica
covalentemente ligada a compostos hidrofébicos,epemplo contendo cadeias n-alquilicas
(Si-O-G ou Si-O-Gg ). Esta maneira classica de trabalho nem sempreesifitados
satisfatorios quanto ao “System Suitability”.

b) Cromatografia por Supressao lonica; este tiperdenatografia de fase reversa é
aplicado na separacdo de compostos do tipo acidossf e bases fracas. Esta separacdo se
obtém pela reducdo de sua ionizacdo em solucdeéatdo controle de pH. O objetivo é
afastar o pH do pKa ou pKb. Quando os compostaarfaicidos, usa-se acido acético ou
acido fosforico para reprimir a ionizagdo abaixandmH. Quando os compostos forem bases,
devera ser usado hidroxido de aménio, trietilania%), dibutilamina ou fosfatos alcalinos
(para ajustar o pH entre 7 €.8)

c) Pareamento I6nico (Derivatizacéo); este tipacaenatografia em fase reversa se
aplica a separacdo de compostos idnicos de aciodssfe bases fortes que estdo
completamente ionizados na faixa de pH entre 2p@®anto, neste caso, a cromatografia por
supressao ibnica ndo € valida. A separacao dogcasnsé torna possivel, pois € adicionados
determinados contra-ions que formam, com os iomxigientes na solucdo, derivados com
radical alquil que possuem mais afinidade com e éasacionaria que é por natureza apolar

E importante destacar novamente que para analisenaticamentos é de vital

importancia que o analista tenha o conhecimentmigaie fisico-quimico das interacdes que



estdo acontecendo nas cromatografias em fase nereralfase reversa (as mais comumente
usadas). Este conhecimento é necessério pois amvep a metodologia farmacopeica nem
sempre obteremos um cromatograma adequado em telencsnformidade e adequacédo do

cromatograma (“System Suitability”). A figura 9 ni@sos tipos de cromatografias.

CROMATOGRAFIA
CROMATOGRAFIA
i A GAS
CROMATOGRAFIA
A LIQUIDO
COLUNA “FECHADA’" COLUNA “ABERTA”
CLAE
FASE CCF OU
—» NORMAL CCD |<—
FASE PAPEL
REVERSA
TROCA
L5 IONICA
CPG
ORGANICA
EXCLUSAO

CFG
AQUOSA

Figura 9: tipos de cromatografids




3.2.2 O “System Suitability”

O “System Suitability” € um conjunto de testes @lios a métodos cromatograficos.
S&o usados para verificar se 0s sistemas crométagréstdo adequados quanto a resolugéo e
a reprodutibilidade. Estes testes sdo baseadosnuoeito de que equipamentos, as operacdes
analiticas e as amostras para analise constituesigiema integral que podem ser avaliados
como um tod®.

Em outras palavras o que ressalta no paragrafgi@nte o que a experiéncia na
bancada demonstra é que ndo basta avaliar est@s paenores individualmente. Faz-se
importante checar e se, necessario, ajustar esti#s pnenores que agem como um todo, pois,
do contrario, podera ser significantemente desiigedio o todo e, com isso, tornar o
cromatograma inadequado para a andlise. E impertpottanto, que o analista verifique a
conformidade do sistema antes ou durante a arddigenostras desconhecidas e dos padrdes
gue serdo usados na identificacdo e quantificagdiasl amostras.

Os parametros a serem medidos e seus limites redames para garantir a
conformidade do sistema de acordo com a US-FDAWWSIR estdo demonstrados na tabela 1.

Tabela 1 limites dos parametros para o "System Suitabtff

Parametros (US-FDA, 2000) (USP 29, 2006)
Fator de retencao (K) K>2 K>2
N°. de pratos teoricos (N) Em geral N > 2000 Em geral N > 2000
Resolucéo (Rs) Rs>2 Rs>2,0
Fator de alargamento (TF) TF<2 TF<2
Repetividade (DPR) DPR < 1%, paran>5 DPR < 2%

Urge a necessidade de o analista possuir o conbetmnquimico e fisico-quimico
destes parametros. Somente com este dominio st@anpiidera chegar a uma conformidade
ideal para se trabalhar determinada amostra, ali@odh isto qualidade, custo e beneficio.
Estes mesmos conhecimentos estdo associados a€otbasnétodo analitico, que é um dos
requisitos para validacéo.

A Robustez de um método analitico é a medida decapacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variacbes dos parametriticagalndica uma medida da confianca
durante o uso normal. Durante o desenvolvimentan@todologia, deve-se considerar a
avaliagdo da Robustez. Constatando-se a suscilaiitdl do meéetodo as variagbes nas



condicbes analiticas, estas deverdo ser controladasecaucdes devem ser incluidas no
procedimentt

A tabela 2 relaciona os principais parametros go@em resultar em variagdo na
resposta do método, fatores estes que devem ssidemdos na avaliagdo da "Robustez" do

método analitico.

Tabela 26 principais parametros que devem ser avaliadosterdinacdo da "Robustez" na
validaca

-Estabilidade das solucfes analiticas
-Tempo de extracao
‘Variacao do pH da solucao
Espectrofotometria -Temperatura
-Diferentes fabricantes de solventes
‘Variacdo do pH da fase mével
-‘Variacdo na composicao da fase movel
Cromatografia Liquida -Diferentes lotes ou fabricantes de colunas
-Temperatura
-Fluxo da fase movel
-Diferentes lotes ou fabricantes de colunas
Cromatografia Gasosa -Temperatura
‘Velocidade do gas de arraste

Preparo das Amostras

Para entender estes fatores que afetam a Robustemélodo analitico na
Cromatografia Liquida sdo necessarios que sejaaihdeibs alguns conceitos quimicos e
fisico-quimicos associados aos parametros do “@yStgtability”.

O volume referente a coluna (Vo) € o volume commiEm entre o injetor e o detector
incluindo a coluna. O Vo da coluna representa céec85% do Vo total. O fato de que o Vo
dos injetores, das células de fluxo e dos detesteejam minimizados pelos fabricantes faz
com que o volume de solvente contido nestas paejesrelativamente pequeno (representa
cerca de 5% do Vo total). O volume referente a r@lfVo) podera ser determinado
experimentalmente ou calculado levando-se em @mtimensdes da coluna e o tamanho da
particuld”. A figura 10mostra a representacdo de um cromatograma e aseslde retencdo

dos picos.

Vo = (0,5 - 0,7) x (volume interno da coluna vazia)

Onde: 0,5 e 0,7 sao fatores matematicos para tamtnparticula igual a cinco micra
e dez micras respectivamehte
Volume interno da coluna vaziat&’ C



A retencdo ou fator de capacidade (K) é uma metkdguanto tempo um componente
passa imobilizado na fase estacionaria comparaticociempo que passa migrando no seio da
fase movel. A retencao (K) indica o grau de afidelgue a coluna e a fase movel possuem em
relacdo ao componerite

v

V2

Vo

V1

Figura 10: representacdo de um cromatograma e os volumesetiede dos picds

K. =(Vi—Vo)/Vo

Ko =(V2—Vo)/Vo

A retencédo (K) € um paradmetro que permite compatampo ou volume de retengéo
de um componente da amostra com o tempo ou voluon®.nEm outras palavras revela em
guantas vezes o valor de Vo (ou To) o analito elui.

Devem-se evitar valores de retencdo (K) proximod/a@ois a pouca interacdo do
composto com a fase estacionaria pode acarretduwigiee com um outro componente da
amostra. Da mesma forma néo se deve trabalhar almres excessivamente altos de retencéo
(maiores de trinta vezes o Vo) porque cresce &teria ao alargamento dos picos.

A seletividade ou fator de separacéd ¢ompara a retencdo de um componente com a
do outro componente. A seletividade indica até gua o sistema quimico (depende da
natureza quimica da coluna e da fase movel) estdvendo (separando) os componentes.
Indica o quanto a fase estaciondria ou a fase nmdehge com uma substancia comparada
com outrd*



a = KoKy = (V2 — Vo)/(Vi- Vo)

A eficiéncia (N) ou numero de pratos tedricos é unmedida de quanto o sistema
incluindo injetor, tubulagdes, conexdes, colunagfmdvel, fase estacionéria e detector esta
diluindo a banda do componente durante a corridenatografica. A eficiéncia (N) é uma

medida do alargamento que o sinal sofre durangssagem do analito pelo sistérha

N = f(Vn/L)?
L = Largura do sinal na metade da altura
f = Fator estatistico e igual a 5,54 (%5

Vn = Volume de elui¢cdo do sinal

A resolucéo (Rs) é o grau de separacdo entre ams pm um determinado sistema.
Este grau € afetado pela retencdo (K), pela silatie ) e pela eficiéncia (N) de forma

diferente conforme a equacéo da resolticéo

Rs=1/4 (@ -1)/a) (N%) (K/ (1+K))

s

Somente poderemos avaliar quando um método € nimienee que 0 outro
comparando as suas resolucées (Rs). E evidente goalista devera levar em conta o custo-
beneficio, ou seja, ele devera avaliar qual o giuesolucdo necessaria para determinada
analise, considerando que o cromatograma do predissa ter sinais referentes a degradacdes
ou a substancias relacionadas sem por em ris@sokados analiticos .

Geralmente as monografias oficiais especificam $ystem Suitability” as condi¢des
minimas a serem cumpridas; porém, sao condicdesnasgrpara determinado produto, ndo
podendo ser generalizadas para outros que possu@as édormulacdes e, portanto, poderao
requerer outras condi¢bes de adequacédo de “SystiatiBty”.

Outro fator importante em fase reversa é o fatqu#ea porcentagem de recobrimento
de fase covalentemente ligada ao suporte de §ltieasidade de carga"), pode variar muito,
conforme processo de manufatura do recheio. Estee@agem de recobrimento afeta
diretamente a retencdo (K) inerente a coluna, répjoom a area superficial do suporte, o
tamanho da particula e o didmetro da particula pado séo responsaveis pela maioria das

diferencas entre colunas, supostamente iguais.



E muito comum nas monografias das farmacopéiasjusoconcerne as condicbes
cromatograficas, s6 se fazer mencdo a naturezaiq@uiha coluna e suas dimensdes. Muito
raramente ha alguma referéncia quanto ao diametimadicula. Ndo sdo contemplados, em
momento algum outros parametros importantes tacdiametro de poro, densidade da fase
organica quimicamente ligada aos grupos silandigcipalmente em se tratando de
cromatografia a liquido em fase reversa, que é #dukgia mais preconizada nas
farmacopéias atuais.

Estas propriedades séo os diferenciais entre “aslul® mesmo nome”, por exemplo
L1, Lz, L1z (nomenclatura usada na “USP”). Exemplificando, $PWefine como coluna; L
qualquer coluna entre 3 e 10 micras, seja que nfarc&ste fato obriga ao analista, que
prefere seguir rigidamente a rota de andlise pieada, fazer ajustes ou, até mesmo,
modificacbes no método visando otimizar o perfibnsatografico quanto a resolucao,
seletividade, pratos teoricos, etc, 0 que demaedapd e reagentes. Isso ocorre com
freqUéncia em amostra multicomponentes ou quanéim do composto principal, coexistem
impurezas ou substancias relacionadas.

Outro parametro importante do “System Suitabilié/o fator de cauda ou “tailing
factor” (TF), ele mede a simetria do sinal, geraltaeos sinais ndo sao simétricos. De fato,
torna-se importante o controle da cauda porquecetapromete a qualidade do pico e
conseqientemente aumenta o desvio, apos a integiag&reas correspondentes as injecoes
de uma mesma amostra. Para manter este contr@eetmnizado, conforme a tabela 1 o valor
maximo de dois para o fator de cauda. A figura ldstma arepresentacdo de um

cromatograma contendo um sinal com cauda.



0,05

Figura 11: representacdo de um cromatograma contendo umcsimatauda

TF = Wo,o5/ 2f
W) 05 -Largura do sinal a cinco por cento da altura
f = Distancia da linha vertical do sinal maximo atén&d vertical e perpendicular a

linha de base que intercepta o trago a cinco pupaa altura.

O desvio padrao das replicatas (DPR) é o parardetf@ystem Suitability” que mede
a repetitividade do método analitico entre as dgsga mesma amostra. O valor preconizado,
conforme a tabela 1, € de no maximo dois por cgmoem em analises de produtos de
degradacao este percentual sobe geralmente pammon cento. Conforme especificado na
monografia oficial, esta diferenca se da deviddaém de ser bem menor a relagéo sinal/ruido

e consequentemente é aceitavel uma maior variatdido DPR.

DPR (%) = 100 (s / x)
s = desvio padrao das replicatas

X = média das replicatas



Vérios fatores afetam a retencdo (K), a seletivaddal) e a eficiéncia (N) e
conseqientemente alteram a resolucdo do sistemanimy € importante que o analista tenha
conhecimento suficiente para analisar um cromatogra@ assim poder controlar estes
parametros.

A retencdo (K) além de ser afetada pela polariddaldase moével como foi visto
anteriormente, também € afetada pela polaridadasgaestacionaria, pela area superficial do
suporte, pela percentagem de recobrimento da fsisei@naria (ja visto, “Densidade de
Carga”), tamanho do poro e temperatura da céluna

A Seletividade ¢) além de ser controlada pelas caracteristicasicasnda fase movel,
também é afetada pelo pH da fase mével e pelastegisticas da fase estaciondria

A eficiéncia (N) é controlada pelos seguintes patéms: tamanho medio das particulas
da fase estacionéria e pela forma destas parti@gdé&ica ou irregular), uniformidade do leito
da fase estacionaria, temperatura da coluna, wiutes da fase movel, fluxo da fase movel,
volume de injecao, carga (massa) de amostra igjetacthpo de retencdo do pico usado para o
calculo de N, formula usada para o calculo de Nppgrimento e diametro da coluna,
polaridade (forca de eluicdo) do solvente que corgéamostra e efeitos extra-coluna (como
conexdes, tubulacées, célula, injetor e &tc.)

3.2.3 Equipamentos e insumos
Todos os equipamentos e insumos usados pertenceataasl13, 114 e 115 do Setor
de Medicamentos do Departamento de Quimica do INGESocruz.

3.2.3.1 Maleato de enalapril

Cromatégrafo liquido n°. 3, fabricante Shimadzu dmtector ultravioleta-visivel com
arranjos de diodos (DAD), patrimdnio n°. 30-07-0D08

Coluna C 08, fabricante Merck, dimensdes de (260 mm e cinco micra.

Fosfato de s6dio monobdasico (pH 2,2), acetonigrigau "HPLC" e 4gua deionizada grau 0,22
micra.

Substancia Quimica de Referéncia Maleato de EnbtpUSP



3.2.3.2 Rifampicina com isoniazida

Cromatégrafo liquido n°. 3, fabricante Shimadzu dmtector ultravioleta-visivel com
arranjos de diodos (DAD), patrimdnio n°® 30-07-00081

Cromatoégrafo liquido n°. 6, fabricante Waters catedtor ultravioleta-visivel éptico,
patrimonio n°. 30-07-00133.

Coluna C 18, fabricante Merck, dimensodes de (260 mm e 5 micra e base desativada.
Fosfato de sodio dibasico (pH 6,8), acetonitrieugdPLC, metanol grau "HPLC" e agua
deionizada grau 0,22 micra.

Substancia Quimica de Referéncia Rifampicina da &SBbstancia Quimica de Referéncia
Isoniazida da USP.

3.2.3.3 Acido acetilsalicilico

Cromatégrafo liquido n°. 3, fabricante Shimadzu dmtector ultravioleta-visivel com

arranjos de diodos (DAD), patrimonio n°. 30-07-0D08

Cromatégrafo liquido n°. 6, fabricante Waters catedtor ultravioleta-visivel éptico,
patrimonio n°. 30-07-00133.

Coluna C 18, fabricante Merck, dimensdes de (2600 mm e 5 micra e base desativada.
Coluna C 18, Waters, novapack TM , dimensdes @&x(350)mm e 4 micra e base desativada
Heptanosulfonato de sédio, acido formico, acetibmigrau "HPLC", metanol grau "HPLC"
acido trifluoracético (ATF) e dgua deionizada gde22 micra.

Substancia Quimica de Referéncia Acido Acetildadizida USP e Substancia Quimica de
Referéncia Acido Salicilico da USP.

3.3 VALIDACAO DOS METODOS POR CROMATOGRAFIA A LIQUI DO

O objetivo de uma validacéo é demonstrar que odoétaapropriado para a finalidade
pretendida, ou seja, a determinacdo qualitativajcgeantitativa e/ou quantitativa de farmacos
e outras substancias em produtos farmacéuticos.

A validacédo deve garantir, por meio de estudos raxeatais, que o método atenda as
exigéncias das aplicagcbes analiticas, asseguracdofiabilidade dos resultados. Para tanto,



deve apresentar especificidade, linearidade, iakervprecisdo, sensibilidade, limite de
quantificacéo, exatiddo, adequada & arfalise

No caso de metodologia analitica ndo descrita emafzopéias ou compéndios oficiais
devidamente reconhecidos pela ANVISA, a metodolegia considerada validada, desde que

sejam avaliados os parametros relacionados a segoforme especificado nas tabelas 3.e 4

Tabela 3 classificacdo dos testes, segundo sua finalfdade
Categoria Finalidade do teste

| Testes quantitativos para a determinacdo do pio
ativo em produtos farmacéuticos ou matérias—primas
Testes quantitativos ou ensaio limite pare
Il determinacédo dempurezas e produtos de degrad
em produtos farmacéuticos e matérias-primas
Testes de performance (por exemplo: dissoll
liberacdo do ativo)
\Y Testes de identificacado

Tabela 4: parametros necessarios para a validacao do manadibico, segundo sua

finalidadé&
Parametro Catego Cf:\te.gorla ! —Catego- Catego
ra| Quantitati- Ensaio s~ g v
VO limite

Especificidade Sim  Sim Sim - Sim
Linearidade Sim  Sim Nao - Nao
Intervalo Sim  Sim - - Nao
Precisdo RepetibilidadeSim  Sim Nadao  Sim N&ao

Intermediaria - - Nao - Nao
Limite de deteccao Nao Nao Sim - N&ao
Limite de quantificacAoNao  Sim Ndao - N&o
Exatidao Sim  Sim - - Nao
Robustez Sim  Sim Sim N&ao N&ao

A metodologia analitica devera ser revalidada godrmuver mudangas na sintese da
substancia ativa; quando houver mudancas na cogdposio produto acabado ou, entdo ,
quando houver mudancas no procedimento andlitico

A Especificidade e Seletividade é a capacidade gumétodo possui de medir
exatamente um composto em presenca de outros cemtpsntais como impurezas, produtos
de degradac&o e componentes da nfatriz



A Linearidade € a capacidade de uma metodologititiaaade demonstrar que o0s
resultados obtidos sdo diretamente proporcionamaentracdo do analito na amostra, dentro
de um intervalo especificatio

O Intervalo especificado € a faixa entre os limdesguantificacdo superior e inferior
de um método analitico. Normalmente é derivado stode de linearidade e depende da
aplicacéo pretendida do método como mostra a tébdfaestabelecido pela confirmacdo de
gue o método apresenta exatiddo, precisdo e lilaelri adequadas quando aplicados a
amostras contendo quantidades de substancias denitrervalo especificado

Tabela 5: limites percentuais do teor do analito que devstareontidos no intervalo de
linearidade para alguns métoflos
Ensaio Alcance
Detgrmlna(;ao gu_ant_ltatlva De 80% a 120% da concentra
analito em matériaprimas ol___ .
A tedrica do teste
em formas farmacéuticas

Do nivel de impureza esperado
o _ 0 ey L o
Determinacéo de |mpureza3120/° do limite maximo espemflc:iu
Quando apresentarem importal
toxicolégica ou efeitos farmacologic
inesperados.

A quantificacdo e deteccdo devem
adequadas as quantidades de impu
a serem controladas

De 70% a 130% da concentra
tedrica do teste

De +20% sobre o valor especific:

Ensaio de dissolucéo para o intervalo. Caso a especifice
para a dissolucdo envolva mais que
tempo,

o alcance do método deve incluit3%«
sobre o0 menowalor e +20% sobre
maior valor.

Uniformidade de contetdo

A Precisdo é a avaliacdo da proximidade dos remsdtabtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesmatr@né&sta € considerada em trés
niveis: a Repetitividade (precisdo intracorridag gua concordancia entre os resultados dentro
de um curto periodo de tempo com 0 mesmo analistesma instrumentacdo; a Precisdo
intermediaria (precisdo intercorridas) que é a ocodéincia entre os resultados do mesmo
laboratorio, mas obtidos em dias diferentes, efou analistas diferentes e/ou equipamentos
diferentes e a Reprodutibilidade (precisdo intenatorial) que é a concordéncia entre os

resultados obtidos em laboratérios diferentes camo estudos colaborativos, geralmente



aplicados a padronizacdo de metodologia analfimagxemplo, para inclusdo de metodologia
em farmacopéids

Limite de deteccéo é a menor quantidade do araiteente em uma amostra que pode
ser detectado, porém ndo necessariamente quashtificab as condigbes experimentais
estabelecidas. O limite de deteccdo € estabelgmomeio da analise de solucdes de
concentracdes conhecidas e decrescentes do aatdimmenor nivel detectafel

Limite de Quantificacdo é a menor quantidade daitanem uma amostra que pode
ser determinada com precisdo e exatidao aceitageis, as condigcbes experimentais
estabelecidas. O limite de quantificacdo é um pan@ndeterminado, principalmente, para
ensaios quantitativos de impurezas, produtos deadagdo em farmacos e produtos de
degradacdo em formas farmacéuticas e é expressm @amsentracdo do analito. O limite de
guantificacdo é estabelecido por meio da andlisesalacbes, contendo concentracdes
decrescentes do farmaco até o menor nivel detevelindm preciséo e exatiddo aceitateis

A Exatiddo de um método analitico € a proximidade desultados obtidos pelo
método em estudo em relagdo ao valor verdadeimad/énetodologias para a determinagéo
da exatid&o estéo disponiveis

A Robustez de um método analitico é a medida decapacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variagcdes dos parametidgasalndica sua confianga durante o uso
normaf. Durante o desenvolvimento da metodologia, deveassiderar a avaliacdo da
Robustez. Constatando-se a susceptibilidade dodmétosariagdes nas condigbes analiticas,
estas deverdo ser controladas e precaucdes devencla@as no procedimentd tabela 2,
vista no itemlll. 2.2, mostra os principais parametros que devem ser deEnasios na

determinacéo da Robustez na validacdo, segundeiagn



3.4 PORQUE CALCULAR A INCERTEZA

A Incerteza na Medicdo Analitica é um requisito damental na confiabilidade
metrologica de um laboratério. A qualidade de ubotatério esta relacionada ao prazo, ao
custo e a qualidade cientifica. A qualidade cierdjfdentre outros fatores é pautada na
necessidade de medicdes e, portanto, perguntasotais. qual a grandeza e qual a incerteza
devem ser dimensionadas.

Devemos calcular a incerteza porque os resultasi#tiaos ndo sdo perfeitos; através
deste calculo se conhece melhor o processo apal#éic portanto, € assegurada a
comparabilidade de resultados; possibilita, tamb&rnomada de decisédo (aceitabilidade por
um Cliente ou um Orgéo Fiscalizador) e uma dasdgmuvantagens para o laboratério é a
melhor adaptacdo do custo analitico a necessi@agmis de efetuado a validacdo do método
guanto aos parametros descritos no capitulo antdB.2.3), devemos determinar a
especificacdo do mensurando, identificar as fondes incerteza, quantificacdo dos
componentes, calcular a incerteza combinada, eal@lincerteza expandida e analisar as
contribuicdes.

As principais referéncias para o Calculo de Ineagesdo o GUM - Guide to the
Expression of Uncertainty in Measurement (Guia gaExpressao da Incerteza de Medigéo) e
o Quantifying Uncertainty in Analytical MeasureméBturachem / CITAC).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 O MALEATO DE ENALAPRIL

Esta analise evidencia a necessidade de ajusi@®parcao dos componentes da fase
movel, de modo a acertar o formato do pico priricipamelhora no formato do pico se

consegue ao diminuir a retencéo (K) do pico.

5.1.1 Ajustes na fase movel

Na metodologia descrita na USP 28 para o maleaemadepril comprimido (anexo 1),
a fase modvel especificada é tampéo fosfato pH 2&tonitrila na proporgdo (75:25), porém,
conforme pode ser visto no cromatograma da figuta $QR USP de maleato de enalapril, a
gualidade (formato) do pico esta comprometida. @oobjetivo de melhorar estes parametros
foram feitos sucessivos ajustes na proporcao dopaoentes da fase movel (figuras 12 e 13),

obtendo-se um cromatograma apreciavel para ediaeana
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Figura 12: cromatograma da SQR USP Maleato de Enalapril @micGes preconizadas na
USP 28 (anexo 1): diluente tampéo tampéao fosfateddedo monobasico (pH 2,2), fase movel
composta de tampao fosfato de s6dio monobasic@ @ acetonitrila (75:25), concentracéo
igual a 0,2000 mg/mL, coluna C 8 (4,6 x 250)mm mibras, temperatura da coluna igual a
50 C, detector UV/VIS com DAD, comprimento de ondaal a 215 nm, fluxo de 2,0
mL/minuto, volume de injecdo de 20 microlitros
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Figura 13: cromatograma da SQR USP Maleato de Enalapril erdigd@s preconizadas na
USP 28 (anexo 1) com o primeiro ajuste na polagdialfase moével: diluente tampéo tampéao
fosfato de sodio monobasico (pH 2,2), fase mévehpmsta de tampéo fosfato de sodio
monobasico pH 2,2 e acetonitrila (65:35), con@adto igual a 0,2000 mg/mL, coluna C 8
(4,6 x 250)mm e 5 micras, temperatura da colungalig 50 C, detector UV/VIS com DAD,
comprimento de onda igual a 215 nm, fluxo de 2,0mihuto, volume de injecdo de 20
microlitros

35 s

Figura 14: cromatograma da SQR USP Maleato de Enalapril emdicOes preconizadas na
USP 28 (anexo 1) com o segundo ajuste na polaridadase movel (ajuste final): diluente
tampéo tampéo fosfato de s6dio monobésico (pH 23, movel composta de tampéo fosfato
de sodio monobasico pH 2,2 e acetonitrila (50:80)centracdo igual a 0,2000 mg/mL,
coluna C 8 (4,6 x 250)mm e 5 micras, temperaturaafizna igual a 50 C, detector UV/VIS
com DAD, comprimento de onda igual & 215 nm, fldeo2,0 mL/minuto, volume de injecéo
de 20 microlitros

Depois de feito o devido ajuste na fase mével gahse a proporgcédo de trabalho para
a SQR, foram realizadas injecdes da amostra utdzaas fases moveis correspondente aos
cromatogramas das figuras 13 e 14 para verifieards fato, o sistema esta respondendo
adequadamente, pois, na amostra, 0 principio gtide ndo esta isolado (junto a ele podem
estar o Enalaprilat e o Enalapril diketopiperazionge sédo produtos de degradacgdes citados na
monografia oficial e que podem aparecer também)crOsiatogramas das figuras 15 e 16

evidenciam a melhora no perfil no cromatogramandastra.
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Figura 15: cromatograma da amostra de Maleato de EnalapriardicOes preconizadas na
USP 28 (anexo 1) e com o primeiro ajuste na padedda fase movel: diluente tampéo
tampéo fosfato de sédio monobasico (pH 2,2), fadgemcomposta de tampéao fosfato de
soédio monobasico pH 2,2 e acetonitrila (65:35) ceotracédo igual & 0,2000 mg/mL, coluna C
8 (4,6 x 250)mm e 5 micras, temperatura da colignal a 50 C, detector UV/VIS com DAD,

comprimento de onda igual a 215 nm, fluxo de 2,0mnhuto, volume de injecdo de 20
microlitros
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Figura 16: cromatograma da amostra de Maleato de Enalaprid@rdicbes preconizadas na
USP 28 (anexo 1) e com o segundo ajuste na palierida fase mével (ajuste final): diluente
tampéo tampéo fosfato de s6dio monobésico (pH 23, movel composta de tampéo fosfato
de sbédio monobésico pH 2,2 e acetonitrila (50:80pncentracdo igual a 0,2000 mg/mL,
coluna C 8 (4,6 x 250)mm e 5 micras, temperaturaafizna igual a 50 C, detector UV/VIS
com DAD, comprimento de onda igual & 215 nm, fldeo2,0 mL/minuto, volume de injecéo
de 20 microlitros

A figura 17 mostra em modo de sobreposi¢céo o crognata da amostra e da SQR e
pode se observar a presenca de outros picos erasiostra. Através destes cromatogramas

€ possivel verificar que as condi¢cdes foram asuats.
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Figura 17: cromatograma da amostra fiscal em modo de sobg&msom o0 cromatograma
da SQR Maleato de Enalapril em condicOes precoagzath USP 28 (anexo 1) e com o
segundo ajuste na polaridade da fase movel (djust¢: diluente tampéo tampéo fosfato de
sédio monobasico (pH 2,2), fase mdvel compostahpdo fosfato de sddio monobéasico pH
2,2 e acetonitrila (50:50), concentracao igual®00 mg/mL, coluna

C 8 (4,6 x 250)mm e 5 micras, temperatura da colimel a 50 C, detector UV/VIS com
DAD, comprimento de onda igual a 215 nm, fluxo d&rL/minuto, volume de injecdo de 20
microlitros

Com o objetivo de se pesquisar 0s picos extrasetifies no cromatograma da amostra
(figura 16) em relagcdo ao cromatograma da SQRpfahtidos os respectivos espectros de
absorcdo molecular na regido ultravioleta destesspiutilizando o detector UV/VIS com
DAD, o tempo de retencédo e seus respectivos espetsr regiao do UV sdo mostrados nas
figuras 18 a 22.

Spectrum attime 1,01 min. Maleato.
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Figura 18: espectro de absor¢cdo molecular na regido ultrdsidie pico de tempo de retencéo
1,01 minutos no cromatograma obtido da amostra diedib de Enalapril (figura 16) em
condicbes com ajustes na polaridade da fase mdiegnte tampéo tampéo fosfato de sodio
monobasico (pH 2,2), fase mével composta de tarfgefato de sdédio monobéasico pH 2,2 e
acetonitrila (50:50), concentracdo igual a 0,200§nmh, coluna C 8 (4,6 x 250)mm e 5
micras, temperatura da coluna igual a 50 C, datddV/VIS com DAD, comprimento de
onda igual & 215 nm, fluxo de 2,0 mL/minuto, voludeeinjecdo de 20 microlitros



Spectrum at time 1,47 min. Estranho 1.
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Figura 19: espectro de absorcéo molecular na regido ultragidi@ pico de tempo de retencao
1,47 minutos no cromatograma obtido da amostra deedib de Enalapril (figura 16) em
condicbes com ajustes na polaridade da fase mdilegnte tampao tampéao fosfato de sédio
monobasico (pH 2,2), fase movel composta de tarfgstato de sdédio monobéasico pH 2,2 e
acetonitrila (50:50), concentracao igual a 0,200§nmh, coluna C 8 (4,6 x 250)mm e 5
micras, temperatura da coluna igual a 50 C, datdédV/VIS com DAD, comprimento de
onda igual a 215 nm, fluxo de 2,0 mL/minuto, voludeeinjecdo de 20 microlitros

Spectrum at time 2,75 min. Estranho 2.
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Figura 20: espectro de absor¢cdo molecular na regido ultrdsidie pico de tempo de retencéo
2,75 minutos no cromatograma obtido da amostra diedtb de Enalapril (figura 16) em
condicbes com ajustes na polaridade da fase mdiegnte tampéo tampéo fosfato de sodio
monobasico (pH 2,2), fase mével composta de tarfgefato de sdédio monobéasico pH 2,2 e
acetonitrila (50:50), concentracdo igual a 0,200§nmh, coluna C 8 (4,6 x 250)mm e 5
micras, temperatura da coluna igual a 50 C, datddV/VIS com DAD, comprimento de
onda igual & 215 nm, fluxo de 2,0 mL/minuto, voludeeinjecdo de 20 microlitros



Spectrum at time 3,37 min. Enalapril.
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Figura 21: espectro de absor¢cdo molecular na regido ultrdsidie pico de tempo de retencéo
3,37 minutos no cromatograma obtido da amostra diedib de Enalapril (figura 16) em
condicbes com ajustes na polaridade da fase mdiegnte tampéo tampéo fosfato de sodio
monobasico (pH 2,2), fase mével composta de tarfgefato de sdédio monobéasico pH 2,2 e
acetonitrila (50:50), concentracdo igual a 0,200§nmh, coluna C 8 (4,6 x 250)mm e 5
micras, temperatura da coluna igual a 50 C, datddV/VIS com DAD, comprimento de
onda igual & 215 nm, fluxo de 2,0 mL/minuto, voludeeinjecdo de 20 microlitros

Spectrum at time 4,10 min. Estranho 3.
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Figura 22: espectro de absor¢cdo molecular na regido ultrdsidie pico de tempo de retencéo
4,10 minutos no cromatograma obtido da amostra dedib de Enalapril (figura 16) em
condicbes com ajustes na polaridade da fase mdiegnte tampéo tampéo fosfato de sodio
monobasico (pH 2,2), fase mével composta de tarfgefato de sdédio monobéasico pH 2,2 e
acetonitrila (50:50), concentracdo igual a 0,200§nmh, coluna C 8 (4,6 x 250)mm e 5
micras, temperatura da coluna igual a 50 C, datédV/VIS com DAD, comprimento de
onda igual a 215 nm, fluxo de 2,0 mL/minuto, voludeeinjecao de 20 microlitros

Foram obtidos os respectivos espectros de absorgBzular na regido ultravioleta no
cromatograma da SQR USP (figura 14), utilizandoesmo detector (espectros das figuras 23
e 24).



Spectrum at time 1,09 min. Maleato
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Figura 23: espectro de absor¢cdo molecular na regido ultrdsidie pico de tempo de retencéo
1,09 minutos no cromatograma obtido da SQR Maléat&nalapril (figura 14) em condicbes
com ajustes na polaridade da fase movel: diluemg@o tampéo fosfato de sddio monobasico
(pH 2,2), fase movel composta de tampdao fosfateddiio monobasico pH 2,2 e acetonitrila
(50:50), concentracdo igual a 0,2000 mg/mL, col@e8 (4,6 x 250)mm e 5 micras,
temperatura da coluna igual a 50 C, detector US/&8m DAD, comprimento de onda igual a
215 nm, fluxo de 2,0 mL/minuto, volume de injec&2® microlitros

Spectrum at time 3,27 min. Enalapril.
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Figura 24: espectro de absorcdo molecular na regido ultragidi@ pico de tempo de retencao
3,27 minutos no cromatograma obtido da SQR MaléatBnalapril (figura 14) em condicdes
com ajustes na polaridade da fase mével: diluemgpdio tampao fosfato de sédio monobasico
(pH 2,2), fase movel composta de tampéo fosfateddiio monobasico pH 2,2 e acetonitrila
(50:50), concentracdo igual a 0,2000 mg/mL, col@a8 (4,6 x 250)mm e 5 micras,
temperatura da coluna igual a 50 C, detector US/&m DAD, comprimento de onda igual a
215 nm, fluxo de 2,0 mL/minuto, volume de injec&o2® microlitros

Comparando 0s respectivos espectros obtidos natram@guras 18 a 22) com os
obtidos na SQR USP (figuras 23 e 24), podemos atanstjue, de fato, o pico referente ao
principio ativo enalapril elui em 3,37 minutos, ambos os casos.

Foram observados, também, que 0s outros picos osbtn 1,47 minutos, 2,75
minutos e 4,10 minutos, cujos espectros sao senteao do enalapril, muito provavelmente
podem ser produtos de degradacdo que, na épocastmeandlise foi feita, ndo foram



identificados, pois ndo se possuia os produtosedeadacdo. Estes sdo segundo a USP 28; o
Enalaprilat e o Enalapril diketopiperazina.

O teor de maleato de enalapril encontrado nestataantoi de 74,0%. Este teor ficou
abaixo do especificado (minimo de 90,0 %), o quieer explicado, muito provavelmente,
pela presenca dos picos extras identificados comdup de degradacdo, partindo-se da
hipétese de que o medicamento contenha 100,0% alaraéo pelo fabricante de maleato de
enalapril.

Para identificar o primeiro pico obtido de temporeiencao de aproximadamente 1,01
minutos no cromatograma da SQR USP (figura 14)jMetado o reagente acido maleico
(figura 25), este acido possui duas ionizacOesjzsgrKa 1,83 e pKa 6,10. Através dos
espectros obtidos (figuras 26 e 27), verifica-se glespectro do pico de tempo de retencdo
1,09 e 1,31 minutos sdo similares ao encontradtm tam SQR USP como na amostra,
indicando que este pico trata-se do acido mal@ientido na férmula como principio ativo
maleato de enalapril. Devido ao fato de o pH da fasvel (pH 2,2) ser muito proximo ao
pKa; (pKa 1,83), coexistem duas espécies em solucdo, umaiamipada e a outra
proveniente da primeira ionizagao, consequéntenudriéan-se dois picos.
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Figura 25: cromatograma do reagente acido maleico em condm@&e®nizadas na USP 28
(anexo 1) e com o segundo ajuste na polaridadasgarhével (ajuste final): diluente tampéo
tampéo fosfato de sédio monobasico (pH 2,2), fadgemcomposta de tampéao fosfato de
soédio monobasico pH 2,2 e acetonitrila (50:50) ceotracéo igual & 0,2000 mg/mL, coluna C
8 (4,6 x 250)mm e 5 micras, temperatura da colignal a 50 C, detector UV/VIS com DAD,
comprimento de onda igual a 215 nm, fluxo de 2,0mihuto, volume de injecdo de 20
microlitros



Spectrum at time 1,09 min.
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Figura 26: espectro de absorcdo molecular na regido ultragidi@ pico de tempo de retencao
1,09 minutos no cromatograma obtido do reagenoatialeico (figura 25) em condi¢bes
com ajustes na polaridade da fase mével: diluemgdio tampao fosfato de sédio monobasico
(pH 2,2), fase movel composta de tampéo fosfateddiio monobasico pH 2,2 e acetonitrila
(50:50), concentracdo igual a 0,2000 mg/mL, col@a8 (4,6 x 250)mm e 5 micras,
temperatura da coluna igual a 50 C, detector US/&8m DAD, comprimento de onda igual a
215 nm, fluxo de 2,0 mL/minuto, volume de injec&o2® microlitros

Spectrum at time 1,31 min.
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Figura 27: espectro de absor¢cdo molecular na regido ultrdsidie pico de tempo de retencéo
1,31 minutos no cromatograma obtido do reagentoatialeico (figura 25) em condi¢des
com ajustes na polaridade da fase movel: diluemg@o tampéao fosfato de sddio monobasico
(pH 2,2), fase movel composta de tampéao fosfateddiio monobasico pH 2,2 e acetonitrila
(50:50), concentracdo igual a 0,2000 mg/mL, col@e8 (4,6 x 250)mm e 5 micras,
temperatura da coluna igual a 50 C, detector US/&8m DAD, comprimento de onda igual a
215 nm, fluxo de 2,0 mL/minuto, volume de injec&o2® microlitros



5.2 RIFAMPICINA E ISONIAZIDA

A andlise de rifampicina com isoniazida ratificatancdo que o analista deve ter ao
solubilizar o seu padréo e a sua amostra no déuesyptecificado na monografia oficial (anexo
2), antes de dar prosseguimento na analise doforodu

Algumas indagacdes devem ser consideradas. A Bdade deste analito neste
diluente é boa? As metodologias preconizadas na28SBpesar de ndo detalharem o modo
de preparo do padrdo e da amostra, sempre fornacesncentracao final destas diluicdes.
Serd que ela esta adequada, considerando difefenteslacdes em diversos produtos. No
caso de concentracdes altas de principio ativo pedeecessario grande volume de diluente
na primeira diluicdo, principalmente se o diluemde for ideal para solubilizar.

Esta analise nos faz refletir também sobre a diorigalade do uso de metodologia
preconizada na Farmacopéia Brasileira, mesmo quistaeem outra Farmacopéia uma
metodologia mais atual e com maior relevancia ffieat que, conseqientemente, acarretara
em um menor Risco Sanitario para a sociedade. Mast® a metodologia da Farmacopéia
Brasileira para produtos que contém rifampicinaicada espectrofotometria de absorcéo
molecular na regido do visivel, usando 475nm conwnpimento de onda. A
espectrofotometria ndo € uma técnica de separagdop € a cromatografia a liquido.
Portanto, se houver produtos de degradacdo ouerdgstes na amostra, estes acarretardo
incrementos na absorbancia do principio ativo agsantificado naquele comprimento de
onda. Por isso a metodologia usada no ensaio deségmiu a USP 28, que emprega a

cromatografia a liquido como sera visto adiante.

5.2.1 Ajustes no modo de solubilizag&o

A metodologia preconizada na USP 28 (anexo 2) geeterminar o teor de rifampicina
com isoniazida em capsulas estabelece que, paia abl padrbes usa-se o diluente formado
de tampéo fosfato de sédio dibésico pH 6,8 e me{@aoproporcdo de 96:4), e na amostra
deve ser usado, somente, tampéo fosfato de sdsfisidd pH 6,8.

Apesar de todas as metodologias proposta nas fap#ias serem validadas, tratar
padrédo e amostra de diferentes modos quanto awdidsoé incomum na pratica. Este fato,

aliado ao conhecimento que a rifampicina € pout@dvebem meio aquoso e que a mesma



encontra-se em uma concentragdo alta no produwocdm que fosse necessérios realizar
testes preliminares antes de comecar a analise.

O primeiro teste foi colocar uma massa de um pdad Comprimidos) referente a 10
mg de isoniazida e 15 mg de rifampicina em baldométrico de 100,0 mL, adicionar 70 mL
de tampéo fosfato de sodio dibasico (pH 6,8), @ddbi submetido ao ultra-som por 10
minutos. Apos este tempo foi observada uma grandatmglade de solido frente a massa
nominal do comprimido no fundo do baldo, sugeringmssivelmente solubilizacéo
incompleta ou deficiente.

Em seguida foi realizado testes com os padrbesantgresados 15,30 mg de
rifampicina e 10,10 mg de isoniazida para um batiométrico de 10,0 mL. Completando-se
0 volume com um diluente constituido de tampéadafosde sédio dibasico (pH 6,8) e
metanol (na proporcdo de 96:4). A seguir, submsg¢ea-baldo volumétrico ao ultra-som por
15 minutos. ApOs este procedimento foi observade qu massa também ndo havia
completamente solubilizado, mesmo assim, o baldomadrico foi aferido com diluente,
homogeneizado e filtrado com auxilio de membraB2a ficra e transferido para frasco de um
mililitro. Foram injetados 20 microlitros no croragtafo.

Em um segundo modo de solubilizar foram pesadaseamas quantidades de padrdes
e foram transferidas para baldo volumétrico de hfl,0e adicionados 0,4 mL de metanol. O
baldo foi submetido ao ultra-som por 10 minutoso#pste tempo completou-se o volume
com a solucdo tampéo fosfato e, apdés homogeneizalgi@ye-se dissolucdo completa. A
seguir um volume da solucéo foi filtrado com auxidie membrana 0,22 micra e transferido
para frasco de um mililitro. Foram injetados 20 nolitros no cromatégrafo usando auto
injetor.

A figura 28 mostra a sobreposi¢cdo dos cromatograefasentes aos dois modos de
solubilizacdo dos padrbes. Pode ser observado oehauve diferenca significativa de
intensidade do sinal no que concerne a isoniazetapo de retencdo aproximadamente 3,9
minutos), no entanto o mesmo ndo se pode afirma @aifampicina (tempo de retencéo
aproximadamente 11,7 minutos).
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Figura 28: cromatogramas em modo de sobreposicdo obtidosroo&fo primeiro modo e o
segundo modo de solubilizacdo das SQR USP IsomiagidRifampicina em condi¢cbes
preconizadas na USP 28 (anexo 2): fase movel cdmpestampao fosfato de sédio dibasico
pH 6,8 e acetonitrila (gradiente: 0 a 5 minutos4R65 a 6 minutos (45:55), 6 a 23 minutos
(45:55), 23 a 25 minutos (96:4), 25 a 45 minutds4}y), concentracdo igual a 0,2010 mg/mL
de isoniazida e 0,1530 mg/mL de rifampicina, colial8 (4,6 x 250)mm e 5 micras,
temperatura da coluna igual a 25 C, detector UVBfiico, comprimento de onda igual a 238
nm, fluxo de 1,5 mL/minuto, volume de injecdo den@@rolitros

A amostra foi tratada da mesma forma que a mistasapadrdes. As figuras 29 e 30
mostram respectivamente os cromatogramas da ammsivaniente do primeiro modo e
segundo modo referente ao procedimentos de saad@o. A figura 31 mostra a superposicao
dos cromatogramas da amostra de acordo com amb@soosdimentos de solubilizagéo
(primeiro modo e segundo modo).

A diferenca de 51% entre as areas dos picos dapiféna sugere a ineficiéncia de
solubilizacdo seguindo o primeiro procedimento emgaracdo com o segundo procedimento

(dissolucéo prévia em metanol).
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Figura 29: cromatograma da amostra obtido conforme o primaiodo de solubilizacdo em
condicbes preconizadas na USP 28 (anexo 2): fagelmdmposta de tampéao fosfato de sodio
dibésico pH 6,8 e acetonitrila (gradiente: 0 a &utos (96:4), 5 a 6 minutos (45:55), 6 a 23
minutos (45:55), 23 a 25 minutos (96:4), 25 a 4Butus (96:4)), concentracdo igual a 0,1000
mg/mL de isoniazida e 0,1500 mg/mL de rifampice@una C 18 (4,6 x 250)mm e 5 micras,
temperatura da coluna igual a 25 C, detector UVEfiico, comprimento de onda igual a 238
nm, fluxo de 1,5 mL/minuto, volume de injecdo den@@rolitros
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Figura 30: cromatograma da amostra obtido conforme o segunaldonde solubilizag&o
(dissolugéo prévia em metanol) em condi¢bes preadas na USP 28 (anexo 2): fase mével
composta de tampéo fosfato de sédio dibasico pH: &8etonitrila (gradiente: 0 a 5 minutos
(96:4), 5 a 6 minutos (45:55), 6 a 23 minutos (85:23 a 25 minutos (96:4), 25 a 45 minutos
(96:4)), concentracao igual a 0,1000 mg/mL de &xda e 0,1500 mg/mL de rifampicina,
coluna C 18 (4,6 x 250)mm e 5 micras, temperataraaiuna igual a 25 C, detector UV/VIS
Optico, comprimento de onda igual a 238 nm, flugolgs mL/minuto, volume de injecdo de
20 microlitros



040

0.0
_ 0204
= |

0.104

— — ~ *+ I - - r r 1 T r r T T T r T T T
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00
Minutes

Figura 31: cromatogramas em superposicdo da amostra obtidioromn o primeiro e o
segundo modo de solubilizac&o (dissolucéo prévianetanol) em condi¢cdes preconizadas na
USP 28 (anexo 2): fase mével composta de tampdatdosle sédio dibasico pH 6,8 e
acetonitrila (gradiente: 0 a 5 minutos (96:4), & rminutos (45:55), 6 a 23 minutos (45:55), 23
a 25 minutos (96:4), 25 a 45 minutos (96:4)), catregdo igual a 0,000 mg/mL de
isoniazida e 0,1500 mg/mL de rifampicina, colunal® (4,6 x 250)mm e 5 micras,
temperatura da coluna igual a 25 C, detector UVRfiico, comprimento de onda igual a 238
nm, fluxo de 1,5 mL/minuto, volume de injecdo den@@rolitros

Trata-se de um bom procedimento sempre dissolvpades antes da amostra (que
contém excipientes) porque a avaliacdo criteriosdagilidade com que se dissolvem as
substancias puras em algum tipo de solvente owuraisie solventes, sob determinadas
condi¢cBes (ultra-som, agitacdo mecanica, etcfupéamental para se evitar erros grosseiros
na analise quantitativa por métodos cromatograficos

5.2.2 Ensaio de teor

Apés a definicdo do procedimento de solubilizaggeggndo modo de solubilizacéo,
dissolucdo prévia em metanol), foi feito 0 ensagotelor para os principios ativos desta
amostra. As figuras 32 e 33 mostra os cromatograpsaa SQR USP Isoniazida e

Rifampicina, respectivamente.
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Figura 32: cromatograma da SQR Isoniazida obtido conforme gursgp modo de
solubilizacdo (dissolucdo prévia em metanol) endggiies preconizadas na USP 28 (anexo
2): fase movel composta de tampéo fosfato de sditisico pH 6,8 e acetonitrila (gradiente:
0 a 5 minutos (96:4), 5 a 6 minutos (45:55), 6 and3utos (45:55), 23 a 25 minutos (96:4), 25
a 45 minutos (96:4)), concentracdo igual a 0,12@&8mh de isoniazida, coluna C 18 (4,6 x
250)mm e 5 micras, temperatura da coluna igual aC25detector UV/VIS optico,
comprimento de onda igual a 238 nm, fluxo de 1,9Ymihuto, volume de injecdo de 20
microlitros
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Figura 33: cromatograma da SQR Rifampicina obtido conformeegusdo modo de
solubilizacdo (dissolucdo prévia em metanol) endgdies preconizadas na USP 28 (anexo
2): fase movel composta de tampéo fosfato de sdfid@sico pH 6,8 e acetonitrila (gradiente:
0 a 5 minutos (96:4), 5 a 6 minutos (45:55), 6 an23utos (45:55), 23 a 25 minutos (96:4), 25
a 45 minutos (96:4)), concentragdo igual a 0,14¢inrh de rifampicina, coluna C 18 (4,6 x
250)mm e 5 micras, temperatura da coluna igual aC25detector UV/VIS Ooptico,
comprimento de onda igual a 238 nm, fluxo de 1,5mmhuto, volume de injecdo de 20
microlitros



Em seguida, foram injetados 20 microlitros da s@ducontendo os dois padrdes, com
0 objetivo de verificar se 0o cromatograma obtidbstsia as condicbes de adequacdo do
“System Suitability” preconizada na monografia. igufa 34 mostra o cromatograma desta
solucao e os parametros do “System Suitabilityfdmist
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1 | lzoniazida 3869 | 2605335 | 1.464130e+000 1409551 e+003
2 | Rifampicing | 11610 | 4025024 | 6.394950e+000 | 4 367769e+000 | 6.820970e+004 | 2 339631 e+001

Figura 34: cromatograma da solucdo contendo a SQR Isoniazitfaenpicina obtido
conforme o segundo modo de solubilizacdo (dissolyg&via em metanol) em condi¢bes
preconizadas na USP 28 (anexo 2): fase movel campestampéao fosfato de sédio dibasico
pH 6,8 e acetonitrila (gradiente: 0 a 5 minutos4R66 a 6 minutos (45:55), 6 a 23 minutos
(45:55), 23 a 25 minutos (96:4), 25 a 45 minutds4}y), concentracdo igual a 0,1203 mg/mL
de isoniazida e 0,1411 mg/mL de rifampicina, colial8 (4,6 x 250)mm e 5 micras,
temperatura da coluna igual a 25 C, detector UVBfiico, comprimento de onda igual a 238
nm, fluxo de 1,5 mL/minuto, volume de injecdo den@@rolitros

A figura 34 mostra o cromatograma referente a &gea amostra solubiliza da mesma
forma que os padrodes.

O resultado encontrado para o ensaio de teor diesigios ativos na amostra foi de
100,0 % do declarado de isoniazida (satisfatorid®d568 % do declarado de rifampicina,
(insatisfatoria, segundo as especificacfes da WBSEsA amostra ndo se encontra dentro dos

valores limitrofes declarados pelo fabricante).
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Figura 35: cromatograma da amostra de Isoniazida e Rifampalaido conforme o segundo
modo de solubilizacdo (dissolucdo prévia em mejarl condigbes preconizadas na USP 28
(anexo 2): fase movel composta de tampao fosfatedde dibasico pH 6,8 e acetonitrila
(gradiente: 0 a 5 minutos (96:4), 5 a 6 minutos58p 6 a 23 minutos (45:55), 23 a 25
minutos (96:4), 25 a 45 minutos (96:4)), conceidtoaigual a 0,1000 mg/mL de isoniazida e
0,1500 mg/mL de rifampicina, coluna C 18 (4,6 x »» e 5 micras, temperatura da coluna
igual a 25 C, detector UV/VIS 6ptico, compriment® anhda igual a 238 nm, fluxo de 1,5
mL/minuto, volume de injecdo de 20 microlitros

Para assegurar a reprovacao do produto em questiid em paralelo, e, utilizando
0 mesmo procedimento de solubilizacdo uma repetigdanalise de um produto (s6 contendo
rifampicina) cujo teor do principio ativo foi obtidoor outro analista. A figura 36 mostra o
perfil deste re-teste.

O resultado desta nova analise para o ensaio ddoiede 98,0 % do declarado pelo
fabricante em rifampicina (indicando satisfatori. ensaio original de teor o resultado foi de
101,0 % do declarado pelo fabricante.
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Figura 36: cromatograma de uma amostra re-teste de Rifampatitido conforme o segundo
modo de solubilizacdo (dissolucdo prévia em mejarl condigbes preconizadas na USP 28
(anexo 2): fase movel composta de tampao fosfatedde dibasico pH 6,8 e acetonitrila
(gradiente: 0 a 5 minutos (96:4), 5 a 6 minutos58p 6 a 23 minutos (45:55), 23 a 25
minutos (96:4), 25 a 45 minutos (96:4)), concemdtoaigual a 0,1500 mg/mL de rifampicina,
coluna C 18 (4,6 x 250)mm e 5 micras, temperataraaiuna igual a 25 C, detector UV/VIS
Optico, comprimento de onda igual a 238 nm, flugolgs mL/minuto, volume de injecdo de
20 microlitros

5.2.3 Investigagdo do pico cromatografico extra olato no cromatograma da amostra

Através do cromatograma da figura 35 pode ser vhdara presenca de um ou mais
picos extras no cromatograma da amostra de teatisfadrio entre os tempos de retencéo
11,0 minutos e 11,4 minutos.

Foi observado também que no cromatograma da fig8rareferente a SQR USP,
rifampicina, também apareciam picos estranhos netdesalo de tempo de retencdo, porém
de menor intensidade. Para verificar se haveriangdgcorrelacdo dos picos estranhos com o
pico principal de rifampicina de tempo de retengédl1,5 minutos, foram feitas injecbes do
mesmo frasco por quatro dias consecutivos, apdsparacdo da solucéo e deixando o frasco
exposto a luz ambiente do laboratorio.

As figuras 37 e 38 mostram os cromatogramas enoraodreposicdo da solucdo da
SQR USP rifampicina, obtidos durante os quatros di@s exposi¢do a luz. Observa-se que
apesar de haver uma pequena variacdao em rela¢gémpo de retencao do pico de rifampicina
(este fato pode ser devido a defeito na bomba, poesma encontrava-se com o prazo de
manutencédo vencido), verifica-se uma possivel amé@e entre o pico principal de rifampicina
e 0s sinais estranhos. Nota-se que quanto memoalale rifampicina, mais acentuados séo os
picos estranhos, indicando que muito provavelmestes picos se tratam de degradacéao,

visto que a rifampicina é fotossensivel.
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Figura 37: cromatogramas em modo de sobreposicdo da SQR Rdiampm escala normal,
injecdes feita do mesmo frasco em quatro dias cotises (0,1,2 e 3 dias) ap0s exposi¢ao a
luz ambiente, obtido conforme o segundo modo debfdacdo (dissolugcdo prévia em
metanol) em condi¢cbes preconizadas na USP 28 (a2)exase mdvel composta de tampéo
fosfato de sodio dibasico pH 6,8 e acetonitriladgnte: 0 a 5 minutos (96:4), 5 a 6 minutos
(45:55), 6 a 23 minutos (45:55), 23 a 25 minutds4} 25 a 45 minutos (96:4)), concentragcao
igual & 0,1411 mg/mL de rifampicina, coluna C 4&(x 250)mm e 5 micras, temperatura da
coluna igual a 25 C, detector UV/VIS 6éptico, commnto de onda igual a 238 nm, fluxo de
1,5 mL/minuto, volume de injecdo de 20 microlitros
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Figura 38: cromatogramas em modo de sobreposicdo da SQR Rdfampem escala
ampliada, injecbes feita do mesmo frasco em quda® consecutivos (0,1,2 e 3 dias) apés
exposicdo a luz ambiente, obtido conforme o segunddo de solubilizacdo (dissolucéo
prévia em metanol) em condi¢des preconizadas na2gdBnexo 2): fase mével composta de
tampéo fosfato de sédio dibasico pH 6,8 e acetlan{gradiente: 0 a 5 minutos (96:4), 5 a 6
minutos (45:55), 6 a 23 minutos (45:55), 23 a 2butas (96:4), 25 a 45 minutos (96:4)),
concentracdo igual a 0,1411 mg/mL de rifampicowdyna C 18 (4,6 x 250)mm e 5 micras,
temperatura da coluna igual a 25 C, detector UVBfiico, comprimento de onda igual a 238
nm, fluxo de 1,5 mL/minuto, volume de injecdo den@@rolitros

Dando continuidade a esta investigacdo, preparaursenova solucdo da SQR USP
rifampicina e uma aliquota de 20 microlitros fojetada no cromatégrafo a liquido com
detector UV/VIS com DAD. A figura 39 mostra o craiwmgrama obtido e as figuras 40 e 41
mostra 0s espectros de absor¢do molecular na rglgideioleta (entre 190 e 370 nm).
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Figura 39: cromatograma de uma nova preparacdo da SQR Rifemambtido conforme o
segundo modo de solubilizac&o (dissolucéo prévianetanol) em condi¢cdes preconizadas na
USP 28 (anexo 2): fase mével composta de tampdatdosle sédio dibasico pH 6,8 e
acetonitrila (gradiente: 0 a 5 minutos (96:4), & rminutos (45:55), 6 a 23 minutos (45:55), 23
a 25 minutos (96:4), 25 a 45 minutos (96:4)), catregdo igual a 0,1505 mg/mL de
rifampicina, coluna C 18 (4,6 x 250)mm e 5 micregnperatura da coluna igual a 25 C,
detector UV/VIS com DAD, comprimento de onda igaa38 nm, fluxo de 1,5 mL/minuto,
volume de injecdo de 20 microlitros



Spectrum at time 10,53 min. Estranho.
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Figura 40: espectro de absorcdo molecular na regido ultragidi@ pico de tempo de retencao
10,53 minutos no cromatograma da SQR Rifampiciigarrd 39), obtido conforme o segundo
modo de solubilizacdo (dissolucdo prévia em mejarl condicbes preconizadas na USP 28
(anexo 2): fase movel composta de tampao fosfatedde dibasico pH 6,8 e acetonitrila
(gradiente: 0 a 5 minutos (96:4), 5 a 6 minutos58h 6 a 23 minutos (45:55), 23 a 25
minutos (96:4), 25 a 45 minutos (96:4)), concemdoaigual a 0,1505 mg/mL de rifampicina,
coluna C 18 (4,6 x 250)mm e 5 micras, temperataraaduna igual a 25 C, detector UV/VIS
com DAD, comprimento de onda igual a 238 nm, fldeol,5 mL/minuto, volume de injecéo
de 20 microlitros

Spectrum at time 11,36 min. Rifampicina.
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Figura 41: espectro de absorcdo molecular na regido ultragidi@ pico de tempo de retencao
11,36 minutos no cromatograma da SQR Rifampiciigarrd 39), obtido conforme o segundo
modo de solubilizacdo (dissolucao prévia em mejarl condicbes preconizadas na USP 28
(anexo 2): fase movel composta de tampéo fosfatedde dibasico pH 6,8 e acetonitrila
(gradiente: 0 a 5 minutos (96:4), 5 a 6 minutos58h 6 a 23 minutos (45:55), 23 a 25
minutos (96:4), 25 a 45 minutos (96:4)), concemdtoaigual a 0,1505 mg/mL de rifampicina,
coluna C 18 (4,6 x 250)mm e 5 micras, temperataraaiuna igual a 25 C, detector UV/VIS
com DAD, comprimento de onda igual & 238 nm, fldeol,5 mL/minuto, volume de injecéo
de 20 microlitros



Apbs injecdo da SQR rifampicina foi injetada umigwdta de 20 microlitros de uma
nova preparacdo da amostra - a figura 42 mostexfo go cromatograma obtido. Apesar dos
picos obtidos apresentarem distor¢cdes (muito pelssente devido as condi¢cdes da coluna
gue ja era muito usada e apresentava sinais dgafaipressdo alterada), este fato ndo
interferiu na obtencdo do espectro na regido dawdieta, como mostra 0os espectros de
absorcéo molecular na regido do ultravioleta dagdis 43 e 44.

Comparando o espectro na regidao do UV do pico edtitmlo no cromatograma da
amostra (figura 42), verifica-se uma notoria sermafla com o espectro do pico obtido no
mesmo tempo de retencdo no cromatograma da SQRrité@#picina (figura ). Este fato,
aliado ao fato ja anteriormente relatado sobreammatograma da figura 37 e 38 permite
sugerir que este pico extra no cromatograma dastmé uma possivel fotodegradacdo da

rifampicina e que necessita ser estudado em opdaite futura.
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Figura 42: cromatograma de uma nova preparacdo da amostreadigtan e Rifampicina,
obtido conforme o segundo modo de solubilizacades(diicdo prévia em metanol) em
condicdes preconizadas na USP 28 (anexo 2): fagel mdmposta de tampéo fosfato de sodio
dibésico pH 6,8 e acetonitrila (gradiente: 0 a &utos (96:4), 5 a 6 minutos (45:55), 6 a 23
minutos (45:55), 23 a 25 minutos (96:4), 25 a 4butas (96:4)), concentragdo igual a 0,1000
mg/mL de isoniazida e 0,1500 mg/mL de rifampice@una C 18 (4,6 x 250)mm e 5 micras,
temperatura da coluna igual a 25 C, detector UV&d® DAD, comprimento de onda igual a
238 nm, fluxo de 1,5 mL/minuto, volume de injec&2® microlitros



Spectrum at time 10,72 min. Estranho.
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Figura 43: espectro de absorcdo molecular na regido ultragidi@ pico de tempo de retencao
10,72 minutos no cromatograma da amostra de I9daia&z Rifampicina (figura 42), obtido
conforme o segundo modo de solubilizacdo (dissolyg&via em metanol) em condi¢des
preconizadas na USP 28 (anexo 2): fase movel camplestampéo fosfato de sédio dibasico
pH 6,8 e acetonitrila (gradiente: 0 a 5 minutos4R65 a 6 minutos (45:55), 6 a 23 minutos
(45:55), 23 a 25 minutos (96:4), 25 a 45 minutds4), concentracdo igual a 0,1000 mg/mL
de isoniazida e 0,1500 mg/mL de rifampicina, colial8 (4,6 x 250)mm e 5 micras,
temperatura da coluna igual a 25 C, detector UV&d® DAD, comprimento de onda igual a
238 nm, fluxo de 1,5 mL/minuto, volume de injec@&2® microlitros

Spectrum at time 11,46 min. Rifampicina.
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Figura 44: espectro de absorcéo molecular na regido ultragidi@ pico de tempo de retencao
11,46 minutos no cromatograma da amostra de I9daia&z Rifampicina (figura 42), obtido
conforme o segundo modo de solubilizacdo (dissolyg&via em metanol) em condi¢des
preconizadas na USP 28 (anexo 2): fase movel camplestampéo fosfato de sédio dibasico
pH 6,8 e acetonitrila (gradiente: 0 a 5 minutos4R65 a 6 minutos (45:55), 6 a 23 minutos
(45:55), 23 a 25 minutos (96:4), 25 a 45 minutds4), concentracdo igual a 0,1000 mg/mL
de isoniazida e 0,1500 mg/mL de rifampicina, coluhal8 (4,6 x 250)mm e 5 micras,
temperatura da coluna igual a 25 C, detector UVRAA4® DAD, comprimento de onda igual a
238 nm, fluxo de 1,5 mL/minuto, volume de injec&o2® microlitros

Conforme citado anteriormente, a metodologia preeala na Farmacopéia Brasileira
visando a analise de rifampicina utiliza a espéatometria de absor¢cdo molecular na regido
do UV/VIS (comprimento de onda igual a 475 nm). Betp o cromatograma da figura 45



pode se observar que a amostra apresenta tambéregtianho no comprimento de onda 475
nm (fixado no DAD), e a area deste pico em relag&@vea do pico referente a rifampicina

representa 16,7%.
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Figura 45: cromatograma de uma nova preparacdo da amostredgtzn e Rifampicina,
fixando o comprimento de onda em 475 nm, obtidofamome o segundo modo de
solubilizacdo (dissolucdo prévia em metanol) endgies preconizadas na USP 28 (anexo
2): fase movel composta de tampéo fosfato de sdfid@sico pH 6,8 e acetonitrila (gradiente:
0 a 5 minutos (96:4), 5 a 6 minutos (45:55), 6 an&3utos (45:55), 23 a 25 minutos (96:4), 25
a 45 minutos (96:4)), concentracdo igual a 0,19@0mL de isoniazida e 0,1500 mg/mL de
rifampicina, coluna C 18 (4,6 x 250)mm e 5 micresnperatura da coluna igual a 25 C,
detector UV/VIS oOptico, comprimento de onda igua##& nm, fluxo de 1,5 mL/minuto,
volume de inje¢éo de 20 microlitros

Visto que as absorbancias séo aditivas, utilizasela-metodologia espectrofotométrica
descrita na Farmacopéia Brasileira havera intarééméno valor nominal de absorbancia
referente a rifampicina, ocasionando um erro erpantal. O teor de rifampicina, determinado
pela metodologia da USP 28 foi de 85,3 % do dedtapeelo fabricante para a amostra.

Nos ultimos trés meses, o Laboratorio de Medicaosedb Departamento de Quimica
do INCQS vem reprovando varios lotes de rifampiciee foram comprados pelo Ministério
da Saude para abastecer o programa de tratamentta eaduberculose. Os teores encontrados
em alguns lotes analisados chegam, até a 40 %agepicina em relacdo ao declarado pelo
fabricante.

Apés a realizacdo de algumas pericias de contrapronde foi ratificado este teor de
40% de rifampicina, os fabricantes alegaram tedasametodologia espectrofotométrica da
Farmacopéia Brasileira, a qual, por forca da Lei,géie deveria ser usada no INCQS para este

fim.



Algumas consideracfes, quanto ao paragrafo aciéw,importantes. O fato de a
analise espectrofotométrica ser mais rapida e deonmmisto em relacdo a CLAE ndo é, em
hipotese alguma, motivo para os fabricantes se itimdo Risco Sanitario para com 0s
enfermos (tuberculosos).

A espectrofotometria ndo é uma técnica de sepaagfo € a CLAE, portanto € papel
da Vigilancia Sanitaria, através do Laboratorioc@fi a escolha da metodologia Oficial que
minimize o Risco Sanitario para a populacdo. Estpansabilidade ndo esta descrita em uma
simples Resolugéo e sim em uma Lei maior - a Le81@80 de 1990 que regulamenta o SUS.
“Entende-se por Vigilancia Sanitaria um conjuntoagées capazes de eliminar, diminuir ou
prevenir riscos a saude e de intervir nos problesaagarios decorrentes do meio ambiente, da
produco e circulacéo de bens de servico de isedssaide.>”

Além da Lei n°.8080 de 1990, temos o Cdédigo de €zefito Consumidor - Lei n°.
8.079, de 1990 que, entre outras determinacdesalauprotecdo da saude contra os riscos do
consumo de produtos considerados perigosos ouasod Codigo de Defesa do Consumidor
externa o entendimento social de serem a qualieladesco, responsabilidades do fabricante e
ou fornecedd.

4.3 ACIDO ACETILSALICILICO

A analise do &cido acetilsalicilico demonstra aessitlade que o Laboratério Oficial
possui em desenvolver metodologias alternativas @bAE, quando a metodologia
preconizada na Farmacopéia ndo apresenta paramefessntes ao “System Suitability”
(principalmente resolucdo) suficientemente adeqgigoiara a analise, mesmo depois de

realizados possiveis ajustes.



4.3.1 Reproducédo da metodologia preconizada na UZB

A metodologia preconizada na USP 28 para a Asp{enaxo 3) utiliza a CLAE, onde
sdo dosados dois acidos, sendo o limite de 90)@ &% do declarado pelo fabricante para o
acido acetilsalicilico e teor menor que 3,0 % pacalo salicilico em comprimidos sem
revestimento. Esta metodologia apresentou os p&@sneeferentes ao “System Suitability”
(principalmente resolucédo e o fator de cauda) adenuados. Este sistema cromatografico
apresentou, também, uma relagcéo sinal/ruido maitcabo que ndo é desejavel em qualquer
método cromatografico.

Apesar de terem sido feitos varios ajustes na pgdpoda fase movel e de terem sido
usadas varias colunas de diferentes dimensdesmatiore didmetro da particula, ndo houve
melhora nos parametros de adequacao “System Sitytabmpregando a metodologia da
USP 28.

Alguns fatos causam espécie. Um deles é o uschaptanosulfonato de sédio (PIC 7)
em meio acido para derivatizar analitos do tipd@diaco (pKa AAS = 3,5 e pKa AS = 3,0).
Esse tipo de derivatizante € apropriado para reamin bases fortes que encontram-se
fortemente ionizadas no intervalo operacional de ytiizado na CLAE em fase reversa,
2,0<pH<7,5. Além disso o pH da fase movel devaaeajue favoreca a ionizacdo do analito
para que a derivatizacdo possa ter um rendimemexidpel. Neste caso tratando-se de dois
acidos fracos e o pH acido favorece a néo ionizdedambos.

Seria mais apropriado para se derivatizar os asatiesta amostra a utilizacdo de
reagentes basico do tipo sal de amonio quateragemanter o pH da fase movel bem acima
dos valores do pKa dos acidos, respeitando-seitelsuperior da faixa operacional de pH no
sentido de evitar que a silica se dissolva, damifio a coluna.

Seguindo a metodologia da USP 28 foi feita a &gegde 20 microlitros em separado;
de solucdo do SQR USP acido acetilsalicilico e @lacGdo do SQR USP acido salicilico,

conforme os cromatogramas das figuras 46 e 47 cigp@ente.
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Figura 46: cromatograma da SQR Acido salicilico, obtido comfer as condicdes

preconizadas na USP 28 (anexo 3): diluente compmtestacetonitrila e acido formico (99:1),
fase mével composta de 1-heptanosulfonato de sadi@m e acetonitrila (2 g : 850 mL : 150
mL) (pH ajustado para 3,4), concentracdo iguaDa32 mg/mL de acido salicilico, coluna C
18 (4,6 x 250)mm e 5 micras, temperatura da coignal a 25 C, detector UV/VIS 6ptico,

comprimento de onda igual a 280 nm, fluxo de 2,0mmhuto, volume de injecdo de 10
microlitros
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Figura 47: cromatograma da SQR Acido Acetilsalicilico, obtidonforme as condi¢bes
preconizadas na USP 28 (anexo 3): diluente compmtestacetonitrila e acido formico (99:1),
fase mével composta de 1-heptanosulfonato de sadi@m e acetonitrila (2 g : 850 mL : 150
mL) (pH ajustado para 3,4), concentracdo igual5®21) mg/mL de &cido acetilsalicilico,
coluna C 18 (4,6 x 250)mm e 5 micras, temperataraaduna igual a 25 C, detector UV/VIS
optico, comprimento de onda igual & 280 nm, flueo2¢d mL/minuto, volume de injecéo de
10 microlitros



Apés determinar o tempo de retencdo referente a pam, foi feita uma solucéo
contendo os dois padrdes, esta solucao foi fereagzhar os parametros referentes ao “System
Suitability”. A figura 48 mostra o perfil cromat@dico e os parametros obtidos para o
“System Suitability”.

Observamos que a resolucdo obtida (Rs = 1,6) s@ode acordo com 0 minimo
preconizado pelo FDA ou pela USP 28 (tabela 1)dgwe ser de no minimo de dois; o fator
de cauda (FT) para o acido acetilsalicilico esttha@o maximo permitido (FT < 2). Além
deste sistema nédo satisfazer o “System Suitahilgfifica-se que a absorbéncia dos sinais é
baixa, comprometendo a relacdo sinal/ruido paracidoésalicilico. A proposito o DPR

preconizado pela monografia oficial (anexo 3) énéximo 2,0%.
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Figura 48: cromatograma das SQR Acido salicilico e Acido #satcilico com os parametros
do “System Suitability” determinados, obtido comfer as condi¢cdes preconizadas na USP 28
(anexo 3): diluente composto de acetonitrila e @démtmico (99:1), fase movel composta de
1-heptanosulfonato de sédio, agua e acetonitrilg (B50 mL : 150 mL) (pH ajustado para
3,4), concentracao igual a 0,0135 mg/mL de acitloiseo e 0,4518 de acido acetilsalicilico,
coluna C 18 (4,6 x 250)mm e 5 micras, temperataraaduna igual a 25 C, detector UV/VIS
optico, comprimento de onda igual & 280 nm, flueo2¢d mL/minuto, volume de injecéo de
10 microlitros

ApOs a tentativa anterior, foi feita uma outra wkaoma nova coluna com a mesma
fase estacionaria, porém de outro fabricante. Bado também outro cromatdgrafo com
detector UV/VIS com DAD. Mesmo ap0s varios ajustasgproporcdo da fase movel, ndo se
conseguiu uma resolucéo satisfatoria (Rs>2) conue @er visto na figura 49. Observamos
uma melhora no fator de cauda, provavelmente deaadato de a coluna possuir maior

namero de grupos silandis derivatizados com grupgselquilsilila (coluna endcapped).
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Figura 49: cromatograma das SQR Acido salicilico e Acido #sadttilico utilizando uma
outra coluna (de outro fabricante, coluna endcappeditro cromatografo, obtido conforme as
condi¢cbes preconizadas na USP 28 (anexo 3): ddueomnposto de acetonitrila e &cido
formico (99:1), fase moével composta de 1-heptafiosato de sodio, 4gua e acetonitrila (2 g :
850 mL : 150 mL) (pH ajustado para 3,4), conce@dimagual a 0,0135 mg/mL de acido
salicilico e 0,4518 de &acido acetilsalicilico, c@duC 18 (4,6 x 250)mm e 5 micras,
temperatura da coluna igual a 25 C, detector UVRAA4® DAD, comprimento de onda igual a
280 nm, fluxo de 2,0 mL/minuto, volume de injec&ol® microlitros

4.3.2 Metodologia desenvolvida no laboratério de ndée&camentos do DQ/INCQS/Fiocruz

Baseado na relevancia cientifica de que os acideslsalicilico e o salicilico sdo
acidos fracos, cujos antilogaritimos (pKa) da cam& de ionizacdo sdo 3,5 e 3,0,
respectivamente, a metodologia em fase reversa indisada é a supressdo io6nica da
ionizacdo das mesmas . Este tipo de cromatografifase reversa € aplicado para os acidos
fracos e as bases fracas, suprimindo-se as foonemdas em solucao, atraveés do controle de
pH, conforme descrito no Capitulo 3.2.1.

Foi desenvolvida no laboratério de medicamentoa umetodologia por CLAE para
analise dos dois &cidos, que apresentou dadogmeferao “System Suitability” melhores do
gue a metodologia da Farmacopéia Americana (USRe 28ntagens metodoldgicas sobre a
metodologia volumétrica da Farmacopéia Brasildi 2002). Foi feita, também, a curva de
calibracdo do acido acetilsalicilico e do acidacfiaio onde se obteve bons resultados quanto
a estatistica da regresséo.

As condicbes cromatograficas usadas foram: colul(®18) novapack TM, quatro
micras, (3,9 x 150) mm , fase movel composta ptucdo 0,05% de acido trifluoracético



(ATF) e acetonitrila (80:20) e pH 2,2 (ajustad@tetttor ultravioleta/visivel (comprimento de
onda 230 nm), fluxo de 1,0 mL/minuto, volume dee@gdio de 10 microlitros, diluente
composto por acetonitrila e acido formico (99:1pneentracdo da SQR USP &cido
acetilsalicilico igual a aproximadamente 0,4 mg/mla concentragcdo da SQR USP &cido
salicilico igual a aproximadamente 0,016 mg/mL.

As 50 e 51 mostram os cromatogramas obtidos pejlesies separadas do SQR USP

acido acetilsalicilico e do SQR USP &acido saliojliespectivamente.

=
0604 @
=T
0.40
o
=
0.204 o
)
)]
P
]
0.00 iy i
L L L L I L L B B R
1.00 200 3.00 4.00 5.00 §.00 7.00 g.00 9.00 10.00
hinutes
I@ Mame Titme Area K Prime Selectivity Tangent ISP Reszolution ﬂ
1 | Acido acetilzaliciico | 4.933 | 8868765 | 4.542414e+000 1.661974e+003
2 | Acido =alicilico 7932 5364 | ¥.912016e+000 | 1.7420072+000 | 1 .570169:+003 | 4,381 676e+000 A
o Peym— B L — - " Ll T

Figura 50: cromatograma da SQR Acido Acetilsalicilico, obtidonforme as condi¢bes
desenvolvida no laboratério de medicamentos do INCfjluente composto de acetonitrila e
acido formico (99:1), fase mével composta de sawguosa de acido trifluoracético (ATF)
0,05% e acetonitrila (80 : 20) (pH ajustado pag3,Z;oncentracdo igual a 0,3125 mg/mL de
acido acetilsalicilico, coluna C 18 novapack TM9(g, 150)mm e 4 micras, temperatura da
coluna igual a 25 C, detector UV/VIS o6ptico, commento de onda igual a 230 nm, fluxo de
1,0 mL/minuto, volume de injecao de 10 microlitros
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Figura 51: cromatograma da SQR Acido salicilico, obtido comfer as condicdes
desenvolvida no laboratério de medicamentos do INCdjluente composto de acetonitrila e
acido formico (99:1), fase mével composta de sawgguosa de &cido trifluoracético (ATF)
0,05% e acetonitrila (80 : 20) (pH ajustado pa8j,Z;oncentracdo igual a 0,0152 mg/mL de
acido salicilico, coluna C 18 novapack TM (3,9 0tbm e 4 micras, temperatura da coluna
igual a 25 C, detector UV/VIS ¢éptico, compriment® ohda igual & 230 nm, fluxo de 1,0
mL/minuto, volume de injecdo de 10 microlitros

Apés determinar o tempo de retencdo de cada sueisstén feita a injecdo de uma
nova solugcdo contendo os dois padrdes. Podemosvabgmla tabela do cromatograma
valores muito mais adequados para o “System Slifyalfprincipalmente quanto a resolucéo,
Rs = 4,9 aproximadamente). Observamos, tambéntgepido ao fato de os picos serem mais
finos (estreitos) e a relagdo sinal/ruido sdo apradamente dez vezes maiores que a relagdo
sinal/ruido do sistema apresentado na metodol@gidSP 28. Este fato pode ser verificado ao
comparar a escala de absorbéancia do cromatograriiguda 52 com a escala de absorbancia

do cromatograma da figura 48.
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Figura 52: cromatograma das SQR Acido Acetilsalicilico e AcBHticilico, obtido conforme
as condi¢Bes desenvolvida no laboratorio de medingrs do INCQS: diluente composto de
acetonitrila e acido formico (99:1), fase movel posta de solucdo aquosa de acido
trifluoracético (ATF) 0,05% e acetonitrila (80 :)APH ajustado para 2,2), concentracdo igual
a 0,3782 mg/mL de &cido acetilsalicilico e 0,0164/mi de &cido salicilico, coluna C 18
novapack TM (3,9 x 150)mm e 4 micras, temperataraaluna igual a 25 C, detector UV/VIS
optico, comprimento de onda igual & 230 nm, fluroldd mL/minuto, volume de injecéo de
10 microlitros

Antes de proceder a quantificagdo da amostra ifiai éena curva de calibracdo para o

acido acetilsalicilico e outra curva para o acidlicgico, usando os padrées da USP. O nivel



n°. 3 é equivalente ao nivel de concentracdo edpela acido acetilsalicilico na amostra de
aspirina.

O cromatograma da figura 53 mostra, em modo despobicéo, os picos obtidos dos
cromatogramas dos cinco niveis de concentracdoudea ode calibragdo para o acido
acetilsalicilico e, em seguida, a tabela 6 mostraiveis de concentracdo e area média obtida
nas injecoes usadas na curva de calibracdo egehatdba analise residual obtida usando o
programa Statistica 5.0 na obtencéo da curva daagdo.

O gréafico 1 mostra a curva de calibracdo da SQR AS#o Acetilsalicilico usando o
programa Statistica 5.0 e o grafico 2 mostra aliaggo da curva de calibracdo da SQR USP
Acido Acetilsalicilico e a obtencdo pelo métodofig@do Limite de Deteccéo (LD = 0,032
mg/mL) e o Limite de Quantificacdo (LQ = 0,049 mgjm
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Figura 53: cromatogramas da curva de calibracdo da SQR US#o Aitetilsalicilico em
modo de sobreposicdo, obtido conforme as condigiEsenvolvida no laboratério de
medicamentos do INCQS: diluente composto de adetane &acido formico (99:1), fase
movel composta de solucdo aquosa de &cido trithéticen (ATF) 0,05% e acetonitrila (80 :
20) (pH ajustado para 2,2), concentracdo iguall@282 mg/mL (nivel 1), 0,20564 mg/mL
(nivel 2), 0,30846 mg/mL (nivel 3), 0,41128 mg/mmivel 4) e 0,51410 mg/mL (nivel 5) de
acido acetilsalicilico, coluna C 18 novapack TM9(g, 150)mm e 4 micras, temperatura da
coluna igual a 25 C, detector UV/VIS 6éptico, commnto de onda igual a 230 nm, fluxo de
1,0 mL/minuto, volume de injecdo de 10 microlitros

Tabela 6:niveis de concentracdo e area média obtida recdieg usadas na curva de
calibracdo do acido acetilsalicilico

Nivel Concentracdo (mg/mL) area
1 0,10282 2947197,6
2 0,20564 5870712,9
3 0,30846 8853575,2
4 0,41128 11672260,3
5 0,51410 14618299,1




Tabela 7:andlise residual obtida usando o programa StaiSti@ na obtencéo da curva de
calibracdo do acido acetilsalicilico

Residual Analysis

Dep.Var. : Var 2 Multiple R :.99996900 F =48387.79
R%: .99993800 df=1,3
N° of cases : 5 adjusted® : F99991734 p = .000000

Standard error of estimate : 41898993
Intercept : 49283.900000 std. error: 43941.40( 3)=1,1216 p <.3437

CURVA DE CALIBRACAO DO ACIDO ACETILSALICILICO
area = 49284. + 2834E4 * concentragéo
Correlation: r = .99997
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Grafico 1: grafico da curva de calibracdo da SQR USP Aciaetifsalicilico usando o
programa Statistica 5.0

Observando a tabela 7, verifica-se, que além dehgad.inearidade demonstrada pela
obtencdo de um coeficiente de correlacdo (R = ©B99naior que 0 minimo aceitavel pela
Anvisa, de 0,99 verifica-se também e, principalmente, a ausédeiarros sistematicos, pois

o valor de p < 0.3437, portanto p > 0,05.
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Grafico 2: ampliagdo do gréafico da curva de calibragdo d& SIIP Acido Acetilsalicilico
usando o programa Statistica 5.0; obtencdo pelodudrafico do Limite de Deteccéo (LD) e
o Limite de Quantificacédo (LQ)

Do mesmo modo, foi feita a curva de calibracdo padaido salicilico. O nivel n°. 3 é
equivalente ao nivel maximo permitido de acidocfiado na amostra de aspirina.

O cromatograma da figura 54 mostra, em modo despobicéo, os picos obtidos dos
cromatogramas dos cinco niveis de concentracaarga de calibracdo para o acido salicilico
e, em seguida, a tabela 8 mostra os niveis de nacéo e a area média obtida nas injecbes
usadas na curva de calibragédo e, a tabela 9 asan@sidual obtida usando o programa
Statistica 5.0 na obtencé&o da curva de calibracao.

O gréafico 3 mostra a curva de calibracdo da SQR B8Ho salicilico usando o
programa Statistica 5.0 e o grafico 4 mostra aliaggo da curva de calibracdo da SQR USP
acido salicilico e a obtencéo pelo método grafdichite de Detecgéo (LD = 2{89/mL) e o
Limite de Quantificacdo (LQ = 33g/mL).
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Figura 54: cromatogramas da curva de calibracdo da SQR USd Ailicilico em modo de
sobreposicéo, obtido conforme as condigbes desadaaho laboratorio de medicamentos do
INCQS: diluente composto de acetonitrila e acidanfoo (99:1), fase médvel composta de
solucdo aquosa de &cido trifluoracético (ATF) 0,Gb%cetonitrila (80 : 20) (pH ajustado para
2,2), concentracdo igual a 3,042 pg/mL (nivel 1078 pg/mL (nivel 2), 10,140 pg/mL (nivel
3), 15,210 pg/mL (nivel 4) e 20,280 pg/mL (nived®)acido salicilico, coluna C 18 novapack
TM (3,9 x 150)mm e 4 micras, temperatura da coigoal a 25 C, detector UV/VIS éptico,
comprimento de onda igual a 230 nm, fluxo de 1,0mmhuto, volume de injecdo de 10
microlitros

Tabela 8:niveis de concentracdo e area média obtida recdeg usadas na curva de
calibracdo do acido salicilico

Nivel Concentracéo (1g/mL) area
1 3,042 56475,4
2 5,070 142910,0
3 10,140 290264,7
4 15,210 435941,8
5 20,280 584213,8

Tabela 9:analise residual obtida usando o programa StaiStiz na obtencéo da curva de
calibracdo do acido salicilico

Residual Analysis

Dep.Var. : Var 2 Multiple R :.99894005 F=1412.916
R’: .99788123 df=1,3
N° of cases : 5 adjusted’ : F99717497 p =.000041

Standard error of estimate : 113638444
Intercept : - 20881.19909 std. error: 9983.027( 3)=-2,092 p<.1276




CURVA DE CALIBRAGAO DO ACIDO SALICILICO
area = -208E2 + 30036. * concentracéo
Correlation: r = .99894
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Grafico 3: grafico da curva de calibragio da SQR USP Acidlicfico usando o programa
Statistica 5.0

Observando a tabela 9, verifica-se, que além dehgoad.inearidade demonstrada pela
obtencdo de um coeficiente de correlacdo (R = 9498naior que 0 minimo aceitavel pela
Anvisa, de 0,99 verifica-se também e, principalmente, a ausédeiarros sistematicos, pois
o valor de p < 0.1276, portanto p > 0,05.
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Grafico 4: ampliacdo do grafico da curva de calibracdo dR SI3P Acido Salicilico usando
0 programa Statistica 5.0; obtencdo pelo métodéicgralo Limite de Deteccdo (LD) e o
Limite de Quantificacdo (LQ)

Depois de feita a curva de calibragédo, foi reabtizad ensaio de teor de acido
acetilsalicilico e o ensaio limite de acido salicil na amostra de aspirina, usando esta
metodologia. O resultado encontrado foi de 99,6 @cddclarado de &cido acetilsalicilico
(especificado é 90,0% a 110,0% do declarado pélocknte), portanto, satisfatoria. O teor
encontrado no ensaio limite de acido salicilico dei 0,1% (especificado é no maximo de
3,0 %), portanto, também, esta satisfatorio o te3teromatograma da figura 55 mostra o

perfil do cromatograma obtido na amostra de aspirin
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Figura 55: cromatograma da amostra fiscal de aspirina, obtideforme as condigbes
desenvolvida no laboratério de medicamentos do INCfjluente composto de acetonitrila e
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acido formico (99:1), fase movel composta de sawgguosa de acido trifluoracético (ATF)

0,05% e acetonitrila (80 : 20) (pH ajustado pa8j,Z;oncentracdo igual a 0,4200 mg/mL de
acido acetilsalicilico, coluna C 18 novapack TM9(g, 150)mm e 4 micras, temperatura da
coluna igual a 25 C, detector UV/VIS 6éptico, commnto de onda igual a 230 nm, fluxo de
1,0 mL/minuto, volume de injecdo de 10 microlitros

4.3.3 Determinacéo do teor na mesma amostra fisaasando a metodologia preconizada
na F.B. 2002

A metodologia de dosagem do teor para o acidolsaitilico na Aspirina, definida na
FB 2002 (em anexo), € por volumetria acido-base pdto, e seu limite é de (95,0 a 105,0)%
do declarado pelo fabricante. Na Aspirina, confoenteB 2002, devemos também controlar o
produto de degradacdo do acido acetilsalicilico §ue acido salicilico. Este € controlado
através do ensaio de pureza realizado por umaaeaaarimétrica com uma solucdo de
sulfato férrico amoniacal nitrico, onde € gerada waor violeta. Esta cor é comparada a olho
nu com a cor gerada por um padrédo, cuja conceotragée 0,01 % (p/v). A cor gerada na
amostra ndo podera ser mais intensa que a do padrdo

O método preconizado na FB 2002 (anexo 4) consistalissolver uma massa pré-
determinada de um pool de vinte comprimidos da & um volume quantitativo de
hidroxido de so6dio 0,5 M em excesso. Apos fervuoa gez minutos para eliminar os
carbonatos, deve-se dosar o excesso de alcali cioim doridrico 0,5 M guantitativamente,
utilizando como indicador o vermelho de fenol. F&to, também, um branco em paralelo.
Cada mL de hidréxido de sédio 0,5 M equivale ®48,mg de acido acetilsalicilito

O resultado encontrado nas trés triplicatas indafithente deste pool de vinte
comprimidos foi de 111,1% , 108,8% e 109,2% . A iaéld resultado gerado desta triplicata
ficou em 109,7%, resultado este superior ao querioontrado por cromatografia a liquido,
por supressao ionica, que foi de 99,6 %. Comoditeenca ficou muito grande em torno de
10,1% foi realizado um simples teste para verifigasensibilidade e a especificidade do
método volumétrico.

Foi pesada uma nova massa (aproximadamente 90%) nuessas pesadas
anteriormente na analise de teor (do mesmo "poél"gsta massa foi acrescentada outra
massa de &cido salicilico. Em resumo, a massa dissmlvida e titulada de acordo com o
procedimento da FB 2002 foi composta por 87,4 %dido acetilsalicilico e 12,6% de acido
salicilico. Apos a titulagéo, o resultado encordréml de 108,9%, resultado este semelhante
aos resultados encontrados nas trés triplicatagdiodis da analise de teor.



O teste realizado vem mostrar indicios de que aienq®r volumetria ndo é seletivo e
nem especifico para dosar o &cido acetilsalicildém deste fato, a diferenca encontrada
pode ser devido a presenca de algum excipientetajubém deve esta reagindo com o
hidroxido de sddio em excesso. Estes fatos juatifia necessidade de se ter um outro método
gue seja capaz de separar e quantificar cada uidcairss.

Verificamos que o valor encontrado na analise deatlicdo de &cido acetilsalicilico
para esta amostra, realizado no Laboratorio deoiggo do INCQS por outro analista e
usando a metodologia preconizada na USP 28 (aneymBespectrofotometria de absorgéo
molecular na regido do ultravioléldoi de (95 + 3)% do declarado em trinta minutos -
resultado este que ratifica o teor encontradazatililo a metodologia por CLAE, desenvolvida
no laboratério de medicamentos do INCQS que foi @98 + 5) mg/comprimido. Este
resultado € equivalente a 99,6% do declarado pékichnte.

Outro detalhe importante € que esta amostra sspi@vada se o resultado realizado
pela FB 2002 fosse considerado, pois o limite efpado na FB 2002 para o acido
acetilsalicilico é de (95,0 a 105,0)% do declarpdto fabricante, diferentemente do limite
preconizado na USP 28, que é de (90,0 a 110,0)#%edarado pelo fabricante, especificado
mais comum quando se trata de formas farmacéadrasistradas por via oral.

Esta analise novamente tras a discusséo o assoht@ a obrigatoriedade do uso de
metodologia preconizada na Farmacopéia Brasilgiesmo que exista em outra Farmacopéia
uma metodologia mais atual e com maior relevan®atifica, o que conseqiientemente
acarretara um menor Risco Sanitario para a soaedbéste caso a metodologia da
Farmacopéia Brasileira para este produto, ao anadisacido acetilsalicilico por volumetria
acido-base, ndo apresentou resultado satisfatbiamtq a seletividade e especificidade ao
adicionar 12,6 % de acido salicilico na amostrasjgrina, como foi visto anteriormente.

A tabela 10 mostra o resumo dos resultados encw#raa amostra analisada por

diferentes metodologias.

Tabela 10 comparacao dos resultados encontrados na arnfissttbde acido acetilsalicilico
no ensaio de teor, usando metodologias diferentes

Técnica, Metodologia Teores (% do declarado)

CLAE por supresséo idnica, DQ/INCQS (498 = 5) mg/comprimido  (99,6% d.d.)
0,1% de &cido salicilico

Volumetria acido-base, FB 2002 (548 £ 15) mg/comprimido (109,6% d.d.)

Espectrofotometria, USP 28 (Dissolu¢do) (95 + 3) % d.d. em trinta minutos




5 CONSIDERACOESFINAIS

Esperamos que com bases na definicdo de VigilaBeiaitaria expressa na Lei
n°. 8.080 de 1990, do Cadigo de Defesa do Consumitlei n°. 8.079, de 1990 e da nossa
Misséo Institucional (todas externa o0 mesmo olgetde “...eliminar, diminuir ou prevenir
riscos a saude e de intervir nos problemas sarstatecorrentes do meio ambiente, da
producdo e circulacdo de bens de servicos de ssterda satde.l’), em ter mostrado a
importancia que o profissional que trabalha naneotle um laboratério oficial, sendo no
INCQS ou nos LACENS, tem que possuir ao analisgicamente algumas metodologias
“Farmacopeicas”, quanto ao “System Suitability’'oeRisco Sanitario para a populacéo.

Mostramos com este trabalho que existe a necegsida com base em conceitos
guimicos e fisico-quimicos, fazer ajustes ao métedanacopeico, a fim de torna-lo mais
adequado em termos de conformidade e adequacammatograma (“System Suitability”).
Este fato ocorre com freqiiéncia em amostras contiaomlponentes ou quando, além do
composto principal, coexistem impurezas ou substémelacionadas.

E bom ressaltar que os trés exemplos de metodslatig@utidos nesta monografia
(Maleato de Enalapril, Rifampicina com Isoniazida\&do acetilsalicilico) ndo s&o casos
isolados, existem tantas outras monografias farpé&cas que sao necessarios efetuar ajustes
ou, até mesmo, modificacdes no metodo visando zdina perfil cromatografico assegurando
com isso a confiabilidade analitica.

Através desse estudo, € necessario que se reegislacdo que trata da prioridade de
se usar a Farmacopéia Brasileira, quando esta staereatualizada em relacdo a outras
Farmacopéias Internacionais, quanto a existéngmatkitos de degradacao e impurezas.

Atualizar e modernizar a Farmacopéia Brasileira t@®es na competéncia analitica
deste Instituto, transferindo conhecimentos addpsriem experimentos no laboratério durante
a nossa rotina de trabalho faz parte da nossa Missfitucional. E necessario que o Setor de
Medicamentos do INCQS assuma esta responsabilidadpie diz respeito ao Controle de
Qualidade de Medicamentos.

Futuramente, fica a proposta de, além de fazea®utirvas de calibracdo para ambos
os acidos, fazer ainda uma bateria de testes prectms na Legislacdpara que, de fato, este
método possa ser validado. A validacdo e a corigirdge uma planilha de incerteza deste
método poderdo fazer parte do pré-projeto da DeésgBy de Mestrado, a ser iniciada
("pretendida) em 2006 no INCQS.



Devido ao fato discutido nesta monografia no queefere a rifampicina, e que
segundo trabalhos internacionais parece ser umgonabde varios paises, ndo somente do
Brasil. A intencdo que sera decidida junto com o mentador e baseado em levantamento
bibliografico a continuacdo dos estudos dessa mlaléffigura 2) e seus produtos de
degradacao para a Dissertacdo de Mestrado, adada("pretendida™) em 2006 no INCQS.

Este estudo constard em expor esta molécula asVianées de estresse (luz, calor,
temperatura, umidade, radiacdes ultravioleta e.etidentificar as possiveis degradacoes,
estudar os mecanismos cinéticos envolvidos, datamai correlacdo destes mecanismos com
a estabilidade relacionada ao acondicionamentorddufps e matéria-prima que contém
rifampicina, desenvolver e validar uma metodolagtarnativa por CLAE (modo isocratico)
gue apresente menor tempo e custo do que a megagoeconizada na USP 28 (modo
gradiente), onde dependendo do produto € precistermpo muito grande de corrida (minimo
25 minutos e mais 20 minutos para reequilibrarlana), tornando este método inviavel para
0 uso de um laboratério de controle de qualidadenaiz industria.

Esperamos que através deste trabalho e baseadwosmdeexperiéncia em bancada, o
autor e seu orientador buscam compartilhar a speréncia sobre andlises de medicamentos
voltados para a Vigilancia Sanitéria, oferecendo ingtrumento de trabalho para todos os
profissionais iniciantes nesta area e principalmaos LACENS.

Com muito orgulho pretendemos lembrar a todos ofisgionais que trabalham de
alguma forma para Anvisa, o "Principio da Precatiéapor natureza, o mais tipico dos atuais
principios relacionados a Vigilancia Sanitaria,cuar € em funcdo dele que os profissionais
atuam. E para a existéncia (ou probabilidade dsté@ngia) de risco que se dirigem as acées
dessa Instituic&o.

Como diz Hurd (1987)
... O alfabetismo cientifico e tecnolégico como finalidade de ensino
traduz-se na capacidade de um estudante interpretar as realizacdes e
as deficiéncias da ciéncia e tecnologia em termos de for¢cas humanas
e sociais que as sustém (...).

Quando a ciéncia e a tecnologia estao relacionadas com o bem-
estar humano e social, levantam-se problemas éticos de valores: a
ciéncia e tecnologia nunca estdao isentas de valores, nem s&o

eticamente neutras, quer para os cientistas, quer para os cidadaos.
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