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RESUMO

A solucao injetavel de cloridrato de bupivacaina tem na sua poténcia e no tempo de
duracdo de sua acdo, os grandes diferenciais clinicos que a tornam uma das
solucbes anestésicas mais utilizadas. Esse farmaco possui em sua estrutura um
carbono assimétrico, apresentando assim, dois isdmeros, a levobupivacaina e a
dextrobupivacaina, com comportamentos farmacologicos independentes em
decorréncia da estereosseletividade. Até o momento, os métodos analiticos
presentes nos compéndios oficiais avaliam o somatorio dos isdmeros na solucao
injetavel de cloridrato de bupivacaina, ndo havendo separacdo e quantificacdo das
proporc¢des de cada um desses isdmeros. O desenvolvimento de métodos analiticos
adequados para determinar precisamente as concentracdes dos isomeros de um
farmaco em preparacdes farmacéuticas € um pré-requisito essencial para controlar a
qualidade. O objetivo deste estudo foi desenvolver e validar um método analitico
para determinar as propor¢des dos isbmeros presentes na solugcdo injetavel de
cloridrato de bupivacaina por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O
método desenvolvido utilizou coluna cromatografica com fase estacionaria quiral
chirobiotic V — Vancomycin (250 x 4,6) mm, 5,0um e fase moével constituida de uma
mistura de agua: meOH: TEA (60: 40: 0,2) pH= 5,0 ajustado com acido acético. O
fluxo empregado foi de 0,8 mL/min e deteccdo no ultravioleta a 230 nm. Este estudo
demonstrou que o método desenvolvido apresentou linearidade no intervalo de
concentracdo de 0,20 a 1,40 mg/mL e mostrou-se satisfatorio na avaliacdo dos
parametros de seletividade, precisdo, exatiddo, efeito matriz e robustez. Esse
método podera ser empregado no laboratério de controle de qualidade do INCQS a
fim de elucidar possivel fonte de agravo a saude, relacionada as diferentes
propor¢cdes dos isébmeros presentes na solucdo injetavel de cloridrato de
bupivacaina, gerando resultados capazes de auxiliar na atuacdo de vigilancia

sanitaria.

Palavras-chave: Bupivacaina. Levobupivacaina. Dextrobupivacaina. CLAE.

Desenvolvimento. Validacao.



ABSTRACT

Potency and time of action are the major clinical advantages of bupivacaine
hydrochloride injection which makes it one of most useful anesthesic solutions. This
drug has in its structure one assimetric carbon which leads to two forms of isomers,
levobupivacaine and dextrobupivacaine, with independent pharmacological behavior
because of its stereoselectivity. At the moment, available oficial analytical methods
are able to evaluate the total isomers presented in injection solution of bupivacaine
hydrochloride and do not separate and quantificate each one individually. Developing
analytical methods to determine concentrations of each isomers individually of a drug
in final products is a requisite to quality control. The aim of this study was to develop
and validate a high performance liquid chromatography (HPLC) analytical method to
quantificate bupivacaine hydrochloride isomers in injection. The method was
developed using a chromatographic column with chiral chirobiotic V (vancomicyn)
stationary phase and 250mm length, 4,6mm diameter and 5um particle size. Mobile
phase was water:methanol:TEA (60:40:0,2) with pH = 5,0 adjusted with acetic acid;
flow rate was 0,8 mL/min and detection was made by ultraviolet at 230 nm. This
study have shown analytical method linearity from concentration 0,2 mg/mL to 1,4
mg/mL and evaluation of selectivity, precision, accuracy, matrix effects and rugdness
was demonstrated to be satisfactory. This analytical method could be employed by
the quality control laboratory in INCQS to elucidate possible risk factors to public
health related to different isomers proportion in bupivacaine hydrochloride injection,

leading to results able to help health surveillance.

Keywords: Bupivacaine. Levobupivacaine. Dextrobupivacaine. HPLC. Development.

Validation.
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1 — INTRODUCAO

A maioria dos farmacos quirais obtidos por vias sintéticas sdo comercializados
como racematos, ou seja, misturas contendo quantidades iguais dos dois
enantidbmeros, embora para alguns deles, ja tenha sido demonstrado que os efeitos
farmacoldgicos e/ou toxicos estejam relacionados apenas a um dos enantibmeros.
Além disso, é conhecido o fato de que os enantibmeros podem apresentar perfis
farmacocinéticos e farmacodinamicos diferentes (SINGH, 2006).

Existem na literatura cientifica varias citacbes que descrevem o uso da
cromatografia liquida de alta eficiéncia com fase estacionaria quiral (CLAE — FEQ)
em estudos farmacolégicos da solucéo anestésica de cloridrato de bupivacaina, mas
nao na analise quantitativa dos enantibmeros em suas preparacdes farmacéuticas.
O desenvolvimento de métodos analiticos adequados para determinar precisamente
as concentra¢gfes dos enantibmeros de um farmaco em preparacdes farmacéuticas
é um pré-requisito essencial para controlar a qualidade desses medicamentos. E
conhecido o fato de que o método CLAE-FEQ oferece vantagens sobre as técnicas
classicas de separacdo e andlise de estereoisbmeros, especialmente para 0s
enantiomeros (SINGH, 2006).

Do ponto de vista sanitario, a manutencdo da qualidade do medicamento
significa a garantia de que o mesmo apresentar-se-a4 sempre seguro e eficaz em
consonancia com as evidéncias constantes na literatura e nos dados apresentados
as autoridades quando de seu registro. Um desvio de qualidade pode significar uma
perda de eficacia ou de segurancga, expondo o0 paciente a riscos desnecessarios. A
possibilidade de ocorrer modificacbes no medicamento acabado e,
consequentemente, prejudicar a qualidade do medicamento a ser dispensado,
mesmo dentro de seu prazo de validade, deve ser levada em consideragdo e
estudada pelo fabricante do medicamento (COSTA, 2005).

Atualmente, o controle da qualidade sob regime da Vigilancia Sanitaria € feito
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e pelos Orgéos de Vigilancia
Municipais e Estaduais em conjunto com os laboratérios oficiais: Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) e os Laboratérios Centrais de Saude
Plblica dos Estados, que atuam como fonte geradora de informacdes capaz de
desencadear acdes de vigilancia sanitaria. A analise realizada por estes laboratorios

pode gerar dados que eliminem, diminuam ou previnam riscos a saude (SILVA,
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2000). O direito a saude esta garantido na Constituicdo Federal de 1988, que o
define como “direito de todos e dever do Estado” (BRASIL, 1988).

A acdo da Vigilancia Sanitaria deve ocorrer quando verificada a existéncia de
riscos ou situacdes provaveis de ocorréncias de riscos de modo que, encontradas as
causas, atue-se para evitar a reincidéncia desses fatores. Assim, o principio da
precaucdo €, por natureza, o mais tipico dos atuais principios relacionados a
Vigilancia Sanitaria, porque é em funcdo dele que os profissionais atuam. E para a
existéncia ou probabilidade de existéncia de risco que se dirigem as acbes da
ANVISA (SILVA & COROA, 2005).

O INCQS atua como laboratério de referéncia nacional para o controle da
qualidade de produtos e servi¢os vinculados a Vigilancia Sanitaria e constitui-se num
dos alicerces do Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria, desempenhando
importante papel na protecéo da populagéo contra as situagdes de risco e os fatores
nocivos associados a producdo e a comercializacdo de produtos e servigcos
vinculados a saude. Entre as suas principais competéncias estdo as analises
laboratoriais previstas na legislacdo sanitaria e o desenvolvimento, adequacéo e
implantagcdo de metodologias analiticas aplicadas a verificagdo da qualidade de
produtos de saude (INCQS, 2009).

1.1 —Vigilancia Sanitaria de medicamentos no Brasil - Historico

Quando se faz um retrospecto sobre a histéria e o aparecimento dos
primeiros produtos para fins terapéuticos, observa-se que o homem primitivo era
tanto o produtor quanto o consumidor. Mais tarde, com o posterior desenvolvimento,
o homem que produzia passou a vender seus produtos a outros, separando-se
assim o produtor do consumidor. Com a revolucéo industrial surgiu a necessidade do
intermediario ou comerciante. O tamanho cada vez maior das empresas exigiu um
tipo diferente de organizacdo. Um soé individuo ja ndo era capaz de controlar a
qualidade. Foi assim desenvolvendo-se a inspecdo com o auxilio da estatistica
(SANTORO, 1988).

No Brasil, as atividades de vigilancia sanitaria tiveram inicio no século XVI e
acompanharam o modelo existente em Portugal. Com a chegada da familia real, em
1808, intensificou-se o fluxo de embarcacgdes, passageiros e mercadorias e com iSso

fez-se necessario aumentar o controle sanitario para evitar epidemias de doencgas e
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também criar condicbes de aceitacdo dos produtos brasileiros no mercado
internacional. Mas foi s6 com a instauracdo da Republica, em 1889, é que se
observou a organizacdo das administracdes sanitarias estaduais e em 1897 foi
criada a Diretoria Geral de Saude Publica (DGSP), que foi substituida em 1920 pelo
Departamento Nacional de Saude Publica (DNSP) (COSTA & ROZENFELD, 2000).

No periodo correspondente a 1930, Costa & Rozenfeld (2000) relatam que foi
evidenciado um aumento no desenvolvimento da inddstria quimico-farmacéutica e
de agrotoxicos, principalmente devido a Il Guerra Mundial e, em consequéncia,
houve intensa producdo normativa e legal. As estruturas de saude publica passaram
por varias reformas, com a criacao e especializacdo de 6rgdos e ampliacdo das suas
funcdes. O Instituto Oswaldo Cruz, além de pesquisar e fabricar produtos
farmacéuticos passou a realizar exames laboratoriais, inclusive os relacionados ao
controle sanitario de produtos quimico-farmacéuticos.

O periodo seguinte a queda de Getulio Vargas (1945) se destacou pelo
intenso movimento de entrada de capital estrangeiro, inclusive o da industria
quimico-farmacéutica que passou a ser regulada pelo Decreto n° 20.397/1946.
Apesar da preocupacdo com a nocividade dos produtos, o conteudo normativo deste
Decreto estava intensamente voltado para legalizacdo das atividades e para
regulamentar a concorréncia entre os fabricantes (COSTA & ROZENFELD, 2000).

Em 1953 foi criado o Ministério da Saude e no ano seguinte, a fim de se
realizar analises e estabelecer padrdes, criou-se o Laboratério Central de Controle
de Drogas e Medicamentos (LCCDM) que, em 1961 incorporou a area de alimentos,
passando a ser denominado Laboratério Central de Controle de Drogas,
Medicamentos e Alimentos (LCCDMA) (COSTA & ROZENFELD, 2000).

De acordo com Costa & Rozenfeld (2000), a legislacdo editada apos 1960 foi
influenciada pela ocorréncia de graves denuncias na area de alimentos e
medicamentos: as mortes por consumo de peixes contaminados com mercurio no
Japado, as mortes de animais que se alimentavam de racdo com aflatoxinas, a
revelacdo da contaminacdo da carne brasileira com anabolizantes, o nascimento de
bebés mal formados em virtude do uso da talidomida. Em 1961 foi regulamentado o
Cddigo Nacional de Saude que estabelecia normas gerais sobre defesa e protecdo a
saude.

A criacao da Central de Medicamentos (CEME), em 1971, teve o propdésito de

regular a producéo e distribuicdo de medicamentos, além de efetivar no pais um
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sistema de farmacovigilancia. Mundialmente, havia uma preocupac¢éo com os efeitos
do lancamento no mercado de inumeros farmacos com pouco conhecimento
toxicoldgico. Nesse periodo também ocorreu importante revisdo da legislacédo
sanitaria, com a edicdo de leis e decretos que vigoram até os dias de hoje. Entre
essas leis, destacam-se a Lei n°5.991/1973 que dis pde sobre o controle sanitario do
comércio de drogas, medicamentos, insumos farmacéuticos e correlatos, e define
medicamento como “produto farmacéutico, tecnicamente obtido ou elaborado, com
finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para fins de diagndstico” e a Lei n°
6.360/1976 que fundamentada no controle de qualidade, consagrou a Vigilancia
Sanitaria como atividade permanente. Esta lei define controle de qualidade como
“conjunto de medidas destinadas a garantir, a qualquer momento, a producédo de
lotes de medicamentos e demais produtos abrangidos por esta Lei, que satisfacam
as normas de atividade, pureza, eficacia e inocuidade” e representou um marco
importante no processo de conformacdo da vigilancia sanitdria de produtos
farmacéuticos. A partir de uma concep¢do mais abrangente para além do conceito
de fiscalizacdo, a vigilancia sanitaria foi estabelecida nesta lei como acao
permanente e rotineira dos 6rgdos de saude. Um destaque que a diferenciou dos
regulamentos anteriores deve-se ao fato de ter incorporado a preocupacdo com o
medicamento e demais produtos, atentando para a qualidade, eficacia e seguranca.
Véarias reformulacbes na chamada lei de Vigilancia Sanitaria vém sendo
incorporadas, em resposta as necessidades que vém surgindo ao longo do tempo,
devido as inovacfes tecnoldgicas industriais do ramo farmacéutico (COSTA &
ROZENFELD, 2000; BRASIL, 1973; BRASIL, 1976).

A década de 1980 se caracterizou pelo movimento em dire¢cao ao exercicio da
cidadania e, em 1988, a Constituicdo Federal afirmou ser a saude um direito de
todos e destacou as atribuicbes da Vigilancia Sanitaria como obrigacdo do Estado
(COSTA & ROZENFELD, 2000; BRASIL, 1988).

Na segunda metade dos anos de 1990 surgem no mercado uma grande
quantidade de produtos falsificados e comércio ilegal de medicamentos. Esta
situacdo impulsionou a edigdo de muitas normas para melhorar a qualidade dos
produtos e uma reformulacdo no modelo institucional, culminando com a criacao da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (COSTA & ROZENFELD, 2000).

A qualidade do medicamento é algo que se obtém como resultado da

consideracao de todos os fatores que, de uma maneira ou outra, entra na concepcao,
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desenvolvimento, producéo, distribuicdo e uso do farmaco. Atualmente é cada vez
maior a preocupacgao de assegurar-se a administracdo de medicamentos eficazes e
in6cuos (SANTORO, 1988).

O controle de qualidade no medicamento propriamente dito € um processo
bastante complexo pela propria natureza das amostras. Para que se possa ter
confiabilidade nos resultados de uma analise, varias considera¢des devem ser feitas
em relacdo a amostra, ao método empregado e ao analista. Em relacdo a amostra,
devem ser considerados alguns parametros como: conteudo do principio ativo dentro
dos limites experimentais; uniformidade de conteldo em cada dose; auséncia de
contaminantes, incluindo a contaminacdo cruzada com outros farmacos;
manutencdo da poténcia, eficacia terapéutica e aspecto até o momento do uso;
liberacdo do ingrediente ativo de tal maneira que seja exercida a maxima
disponibilidade biolégica (SANTORO, 1988).

Em outras palavras, qualidade significa cumprimento de especificacdes. As
especificacoes da qualidade dos produtos farmacéuticos, desde a matéria-prima até
a embalagem e, consequentemente, de todos os insumos utilizados na fabricacéo
de formas farmacéuticas, é competéncia exclusiva das farmacopéias. Essas
especificacdes regulam as relacbes com o0 comércio exterior (importacdo e
exportacdo), como requisitos de qualidade da matéria-prima e especificacdes
farmacéuticas produzidas no pais, servindo, ainda, de parametro para acées legais
da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude (BITTENCOURT, 1997).

Especificar as matérias-primas e as técnicas utilizadas na preparacdo de
medicamentos é pratica tdo antiga como a prépria histéria do uso de produtos para
fins terapéuticos. Com o advento da escrita, as farmacopéias — livros que
descreviam as matérias-primas, as formulas as indicacbes e as posologias das
drogas — passaram a ser o cofre desse saber e ganharam autoridade, embora de
uso nao obrigatério (SILVA, 2000).

No Brasil, até a Independéncia, em 1822, usava-se a farmacopéia portuguesa
de 1794. Mas com a influéncia do positivismo passou-se a adotar a farmacopéia
francesa a partir de 1837. A obrigatoriedade legal do uso da farmacopéia, porém, sé
se estabeleceu através do Decreto n° 828/1851. O artigo 45 desse decreto
estabelecia que “... para a preparacdo dos remedios officinaes seguir-se-4 a
pharmacopeia franceza, até que esteja composta uma pharmacopeia brasiliense...”
(SILVA, 2000).
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A primeira Farmacopéia Brasileira foi aprovada pelo Decreto n°17.509/1926.
Esse Decreto estabelecia a obrigatoriedade do uso da mesma na elaboracdo e no

controle de medicamentos, o que sO aconteceu em 1929 (SILVA, 2000).

1.2 - O papel da Farmacopéia

Os meétodos e limites farmacopéicos nao séo estabelecidos com o intuito de
garantir a qualidade total de um determinado insumo ou produto. Sua finalidade é,
simplesmente, a de criar exigéncias que estes insumos ou produtos devem cumprir
para adequar-se a qualidade farmacopéica. Esta ultima, por outro lado, também néao
constitui necessariamente um requisito nacional de qualidade. A qualidade
farmacopéica implica que um determinado produto e matérias-primas encontram-se
integralmente dentro dos limites de todos os ensaios recomendados, tanto para
procedimentos laboratoriais gerais, quanto para técnicas especificas de controle do
produto. Do ponto de vista da seguranca do consumidor, entretanto, 0 cumprimento
integral dos requisitos nem sempre € suficiente, visto que as especificacbes
farmacopéicas ndo dizem respeito as boas praticas de fabricacdo, aos ensaios pré-
clinicos e clinicos e aos ensaios de estabilidade. A utilizacdo de requisitos
farmacopéicos pelo produtor ndo € obrigatéria e sim indicacdo de requisitos de
qualidade cujo cumprimento podera ser avaliado oficialmente no ato do registro ou
quando for submetido a controles laboratoriais pelos 6rgdos governamentais em
gualguer momento do prazo de validade do produto (ROSENBERG & SILVA, 1997).

1.3 - Os Laboratérios Oficiais

Os Laboratodrios Oficiais (L.O.) tém, como principal funcdo, a avaliacao
analitica para fornecer subsidios e elucidar davidas quanto a qualidade minima dos
produtos sujeitos a vigilancia sanitaria. Como 6rgaos de controle oficial da qualidade
de insumos e de prote¢do a saude, devem manter posicdo neutra e objetiva que
concilie os interesses e a defesa do consumidor com o desenvolvimento de uma
indUstria moderna e eficiente e, ao mesmo tempo, forneca dados imprescindiveis a
execucao dos programas de Vigilancia Sanitéria, tanto no nivel federal quanto nos
niveis estaduais e municipais de saude (SILVA, 2000).
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O Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), em
parceria com a Geréncia Geral de Laboratérios de Saude Publica, coordena a Rede
Nacional de Laboratoérios Oficiais de Controle de Qualidade em Saude. Nos estados
€ municipios, atua em parceria com 0s servicos locais de vigilancia sanitaria na
criacdo e execucdo de programas de analise e monitoramento (FIOCRUZ, 2009a).

O INCQS foi incorporado a Fundacédo Oswaldo Cruz em 1978 em substitui¢cdo
ao Laboratorio Central de Controle de Drogas, Medicamentos e Alimentos (LCCDMA)
e teve sua nova instalacdo oficialmente inaugurada em 1981, como parte do
processo de desenvolvimento do Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS)
(FIOCRUZ, 2009a).

O INCQS como membro integrante do Sistema de Vigilancia Sanitaria
Brasileira, tem como responsabilidade as acdes tecnolégicas e normativas
correspondentes ao controle e fiscalizagcdo de produtos e substancias de interesse
para a saude verificando o cumprimento da legislacdo. Estdo no escopo de sua
competéncia: executar analises laboratoriais previstas na legislacdo sanitaria ou por
demanda de oOrgaos oficiais; desenvolver, adequar ou implantar metodologias
analiticas aplicadas a verificagdo da qualidade de produtos de saude; avaliar
tecnicamente e emitir pareceres sobre requerimento de registro de produtos para o
Ministério da Saude (INCQS, 2009).

1.4 — As modalidades de analises

Séo trés as modalidades de analise previstas em lei: andlise prévia, analise
de controle e analise fiscal. Cada uma dessas analises estd sempre relacionada a
um momento do ciclo da fiscalizacdo. A primeira avalia a eficacia e a seguranca do
produto, e se da no momento da avaliagdo da concessao do registro; a segunda se
refere a avaliacdo da capacidade de produzir, de acordo com os termos concedidos
no registro; a terceira avaliard a capacidade de se seguir produzindo, conforme o
estabelecido nos termos do registro, durante toda a vida atil do produto. Esta ultima
corresponde a rotina da fiscalizagdo, para apuracdo das fontes de agravo, fortuitas
ou eventuais, sendo a modalidade mais praticada pelos fiscais através de
apreensoes (SILVA, 2000).

Os medicamentos chegam para a analise no INCQS através de apreensdes

fiscais por programas de andlise com a ANVISA, Vigilancias Estaduais ou Municipais,
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enviadas pelos Laboratdrios Centrais, para analise em processos judiciais ou através
de apreensdes de denudncias de possiveis irregularidades, feitas por usuarios ou por
profissionais de saude.

A denuncia € uma fonte importante de informacdo para todos os 0Orgaos
envolvidos na fiscalizagéo, pois assumem uma relevancia importante no contexto da
Saude Publica, ja que a suspeita de irregularidade do produto esta latente e a
veracidade da denuncia necessita ser elucidada (BEZERRA, 2000). O fato gerador
da denuncia deve ser devidamente apurado pelo fiscal, para se verificar a
procedéncia, ou ndo, da denuncia. Uma denuncia bem apurada, com relato
circunstanciado, podera permitir uma abordagem laboratorial incisiva sobre as
possiveis fontes de agravo, e dara agilidade ao processo de elucidacdo dos fatos.
Em alguns casos de denuncia, a elucidacdo do problema vai além da avaliacdo
analitica executada pelo laboratério oficial, pois as possiveis causas sédo inumeras:
falta de estabilidade do produto, defeitos ou impropriedades na embalagem,
condi¢cBes improprias de transporte e/ou armazenamento, etc; nesse caso pode ser
necessaria uma investigacdo conjunta dos agentes fiscais e o produtor (SILVA,
2000).

1.5 - A avaliagdo analitica e a monografia oficial

Os resultados das analises laboratoriais irdo nortear as acdes fiscalizadoras
dando subsidios para dirimir ddvidas quanto a qualidade minima de produtos
sujeitos a vigilancia sanitaria. Essas analises sao realizadas de acordo com normas
contidas em compéndios oficiais e contribuirdo para elucidar possiveis
irregularidades. As normas oficiais devem incorporar o padrdo minimo de qualidade
suficiente, no entender do Estado, para a aceitagdo do produto tendo em vista as
tecnologias de producdo em uso no pais (SILVA, 2000).

O conjunto de normas aplicadas a avaliacdo analitica chama-se Monografia
Oficial cujo objetivo € estabelecer padroes para a tomada de decisdo quanto a
aceitacdo ou a recusa de produtos (SILVA, 2000). O Decreto n°79.094/1977, que
regulamenta a Lei n° 6360/1976, instrumento legal m aior sobre vigilancia sanitaria
de produtos, diz, no Artigo 158: “Para efeito de fiscalizacdo sanitaria os ensaios e
analises destinados a verificacdo de eficiéncia da férmula, serdo realizados

consoantes as normas fixadas pelo laboratério de controle do Ministério da Saude”
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(BRASIL, 1976; BRASIL, 1977). Estas normas incluem, além da Farmacopéia
Brasileira, Normas Técnicas publicadas no Diario Oficial da Unido (DOU) e,
dependendo do produto, normas formalmente adotadas pelos laboratorios oficiais. A
RDC n° 37/2009 estabelece que, na auséncia de monog rafias oficiais inscritas na
Farmacopéia Brasileira, podera ser adotada monografia oficial, Ultima edicdo, de um
dos seguintes compéndios internacionais: Farmacopéia Alema, Americana,
Argentina, Britanica, Européia, Francesa, Internacional, Japonesa, Mexicana e
Portuguesa (BRASIL, 2009). E importante lembrar, entretanto, que as monografias
oficiais sdo consideradas como padrdo minimo de qualidade para a aceitagdo do
produto, objetivando assegurar a eficicia e a seguranca do mesmo. Significa dizer
gue, no minimo, 0s ensaios nelas inscritos, deverao ser realizados, sem detrimento
de outros testes que o laboratorio julgue necessario para elucidar denuncias de
sinistros ou qualquer outra irregularidade. Excetua-se do cumprimento integral das
monografias oficiais os programas especificos de monitoramento ou fiscalizacao,
assim como denuncias apuradas que permitem direcionar 0s ensaios para aqueles
mais diretamente vinculados as causas da denuncia. Este também sera o caso
daqueles para os quais ndo exista nenhuma monografia oficial disponivel (FIOCRUZ,
2009b).

O alvo principal da avaliagéo laboratorial da Vigilancia Sanitaria € a realizacao
de testes que se relacionam com a seguranca dos produtos. Ou seja, é a verificacdo
da presenca de determinados contaminantes, ou sua quantificacdo, nos casos de
limites pré-estabelecidos na Monografia Oficial. Os testes relacionados com a
efichcia do produto, de um modo geral, se restringem a identificacdo e a
quantificacdo da(s) substancia(s) que, segundo se declara no registro, tem esta
funcao (SILVA, 2000).

A Lei n° 6.360/1976 define controle de qualidade como o “conjunto de
medidas destinadas a garantir, a qualquer momento, a producao de lotes de
medicamentos e demais produtos abrangidos por esta Lei que satisfacam as normas
de atividades, pureza, eficacia e inocuidade” (BRASIL, 1976). Nado é funcdo do
Laboratorio Oficial (L.O.) garantir a qualidade de qualquer linha de producgédo ou
realizar controle de qualidade; estas sdo fungbes do fabricante. Por isso, o termo
mais apropriado para definir a funcéo do L.O. ndo seria controle de qualidade, e sim

avaliacdo da qualidade analitica ou avaliacdo laboratorial, entendida como a que se
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deve efetuar para se assegurar a qualidade minima de um produto ao chegar ao
consumidor (SILVA, 2000).

Quando uma apreensao entra no L.O., sdo varias as incognitas de dificil
elucidacdo. Desconhece-se 0 processo de sintese da matéria-prima utilizada e se
supbe que a mesma tenha a qualidade estabelecida na Monografia Oficial,
fundamental para a qualidade do produto final. Em geral ndo se repetem, no produto
acabado, como exemplo, os testes de contaminantes previstos para a matéria-prima
(SILVA, 2000).

As normas vém sofrendo sucessivas revisdées com o intuito de acompanhar o
conhecimento cientifico do risco e o desenvolvimento tecnolégico da producao.
Entretanto, € importante lembrar que existe uma defasagem muito grande entre as
descobertas cientificas e a elaboracdo de normas, que por dependerem de
negociagdes politicas, s6 absorvem o conhecimento cientifico muito tempo depois.
Falta, na Legislacdo Sanitaria, explicar que, na auséncia de um teste especifico para
elucidacdo de agravos a saude, prevalecerdo os ultimos conhecimentos cientificos
sobre o0 assunto (SILVA, 2000).

1.6 — Ineficacia terapéutica e o processo de sintes e dos farmacos

Apesar da politica nacional de medicamentos assegurar qualidade, eficacia e
seguranca, medicamentos contendo o mesmo farmaco, na mesma concentracao e
forma farmacéutica ndo necessariamente apresentam o efeito terapéutico na mesma
intensidade. Por exemplo, alteracdes na rota de sintese podem provocar alteragées
nas caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e das substancias empregadas na
formulagédo, comprometendo a eficacia do medicamento (BRASIL, 1998; ZHANG et
al., 2004).

Muitas vezes, os fatores que poderiam provocar alguma alteracdo na
molécula do farmaco nédo séo avaliados adequadamente na etapa de sintese. Porém
€ nesta etapa que podem ocorrer modificacdes na molécula, provocando alteracoes
na efichcia do medicamento. Por isso, € essencial que as rea¢cdes de uma rota
sintética possam ser controladas e planejadas adequadamente para a obtengéo da
molécula desejada (STRENG, 1997).

O processo de descoberta de novos farmacos caracteriza-se por sua

complexidade, fruto da multiplicidade de fatores que envolvem o planejamento
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molecular de novas estruturas capazes de apresentarem os efeitos farmacoldgicos
desejados (BARREIRO, 1997).

Uma das maiores complicacbes numa rota de sintese é que ocorra uma
alteracdo no seu desenvolvimento e, com isso, uma provavel alteracdo no perfil de
impurezas. Portanto, é necessario desenvolver métodos analiticos para a
determinacao de produtos de degradacéo na substancia ativa (BAUER et al., 1998).

Baseado na complexidade e na extensao de sintese de uma molécula até a
obtencdo de um novo farmaco, torna-se necessaria uma analise de todos os fatores
gue possam afetar cada uma das possiveis rotas (BAUER et al., 1998).

Entre os fatores mais importantes relacionados a sintese de farmacos que
pode ser modificado durante sua obtencédo, acarretando uma provavel alteracdo na
eficacia do produto final, destacam-se a estrutura cristalina dos farmacos e o

comportamento estereoquimico das moléculas (GASPAROTTO, 2005).

1.7 — A estrutura cristalina dos farmacos

A estrutura cristalina dos farmacos pode ser alterada durante sua sintese
através de etapas especificas como precipitacdo e cristalizagdo ou durante as
operacoOes para a obtencao da forma farmacéutica (MARTIN & VILADROSA, 2000).

As formas cristalinas comuns encontradas sdo os polimorfos e os solvatos.
Os polimorfos tém a mesma composi¢cdo quimica, mas sdo diferentes na estrutura
interna e, consequentemente, possuem propriedades fisico-quimicas diferentes. Os
solvatos, conhecidos também como pseudopolimorfos, sdo sélidos cristalinos que
contém moléculas de solventes dentro da estrutura cristalina. Se o solvente
incorporado for a agua, o solvato é chamado de hidrato (VIPPAGUNTA et al., 2001).

Os farmacos ocorrem ndo s6 na forma cristalina identificavel, mas também
como particulas amorfas sem estrutura definida, podendo influenciar na estabilidade
quimica e na atividade biologica (ANSEL et al., 2000).

Quando se comparam as formas cristalinas e amorfas, espera-se que a
amorfa seja menos estavel quimicamente e mais sollvel que a forma cristalina. Isso
se da devido aos cristais apresentarem menor energia livre, enquanto que na forma
amorfa, a auséncia de uma rede cristalina tridimensional proporciona maior
mobilidade molecular. A energia cinética decorrente das diferentes formas de

cristalizacdo (amorfos, polimorfos ou solvatos) € responsavel pelas diferencas na
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solubilidade e velocidade de dissolucdo. Assim, diferentes formas polimérficas
apresentam significantes diferencas em suas propriedades fisicas, se comportando
como entidades quimicas diferentes. Assim, ponto de fusdo, densidade,
compressibilidade, solubilidade e velocidade de dissolucdo sdo freqientemente
muito diferentes para cada polimorfo (ANSEL et al., 2000).

A avaliagdo da estrutura cristalina de farmacos € caracterizada por um
conjunto de metodologias, pois nhdo ha um sistema universal para investigar o
polimorfismo de farmacos aplicavel a todas as substancias existentes (KALINKOVA,
1999).

Um meétodo muito adequado para detectar a presenca de polimorfos é a
difracdo de raios X (DRX) em pos. Uma vez detectada a presenca de polimorfos,
outras técnicas, tais como absor¢cdo por espectroscopia de estado sodlido
(infravermelho, Raman e ressonancia magnética nuclear), cristalografia, microscopia
e métodos de analise térmica, tais como calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e
analise termo-gravimétrica (TGA), podem ser empregados para futura caracterizacao
do polimorfo (AGUIAR, 1999; KALINKOVA, 1999; VIPPAGUNTA et al.,, 2001,
BUCKTON, 2005).

O principio da difracdo de raios X consiste em um fendmeno de interagédo
entre o feixe de raios X incidente e os atomos (elétrons) do material, relacionada ao
espalhamento coerente em atomos arranjados periodicamente no espaco (CULLITY
& STOCK, 2001).

Um sdlido cristalino consiste em um arranjo de atomos ordenados com
periodicidade regular numa rede tridimensional (figura 1), bem definida e continua,
denominada rede cristalina que pode ser visualizada como resultado da repeticao
continua, em trés dimensdes, de uma unidade de construcdo estrutural, a célula
unitaria (SKOOG, 2002).

solido cristalino so6lido amorfo (vidro)

Figura 1 — Exemplo de estrutura de um sélido cristalino e um amorfo
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Se o0s atomos que geram espalhamento estiverem arranjados de maneira
sistematica, como em uma estrutura cristalina, apresentando entre eles distancias
proximas ao do comprimento de onda da radiacao incidente, pode-se verificar que as
relacbes de fase entre os espalhamentos tornam-se periodicas e que efeitos de
difracdo dos raios X podem ser observados em varios angulos (CULLITY & STOCK,
2001).

Os planos de difracdo e suas respectivas distancias interplanares, bem como
as densidades de atomos (elétrons) ao longo de cada plano cristalino, séo
caracteristicas especificas e Unicas de cada substancia cristalina, da mesma forma
qgue o padrao difratométrico por ela gerado (equivalente a uma impressao digital)
(CULLITY & STOCK, 2001).

1.8 — O comportamento estereoquimico das moléculas e a interacao farmaco-

receptor.

Grande parte das moléculas biolégicas é quiral, significa dizer que
apresentam na sua estrutura quimica carbono assimétrico sem plano de simetria e
composicdo quimica idéntica. A maior parte das rotas de sintese leva a producao de
racematos, ou seja, de uma mistura equimolar de estereoisbmeros que Sao
opticamente inativas. A falta de atividade Optica, neste caso, € decorrente do fato de
gue enquanto um dos enantidomeros desvia o plano da luz para um determinado
valor e, 0 seu par o desvia, na mesma propor¢cao, na direcdo exatamente oposta,
anulando o resultado final (LIMA, 1997; RENTSCH, 2002).

Estereoisbmeros sao aqueles isbmeros cujos atomos ou grupos de atomos
possuem uma distribuicdo espacial diferente na molécula. Eles podem ser divididos
em geomeétricos ou opticos. Os isbmeros geomeétricos sdo estereoisdmeros que ndo
apresentam atividade O6ptica (capacidade que certas substancias possuem de
desviar o plano da luz polarizada) e sua terminologia € designada (Z) (do mesmo
lado) e (E) (lados opostos) para descrever sua posicdo espacial. Isdmeros 6pticos
sdo aqueles que apresentam atividade Optica, possuindo centros quirais ou centros
assimétricos (LIMA, 1997; SOLOMONS, 2000).

As moléculas com um elemento de quiralidade apresentam enantiomeria. Os
enantibmeros sao estereoisdmeros relacionados entre si por uma simetria em

relacdo a um plano e possuem as mesmas caracteristicas fisicas, como solubilidade
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ou ponto de fusdo. As moléculas que apresentam dois ou mais elementos de
quiralidade apresentam a diastereocisomeria. Diastereoisomeros ndo Ss&o
enantiomeros e podem apresentar diferentes propriedades fisicas e também
quimicas. Os enantibmeros apresentam desvios polarimétricos opostos de mesma
magnitude, se o desvio for para a direita ela serd dextrorotatoria adotando o sinal (+)
ou d, se for para a esquerda, levorotatoria e adota o sinal (-) ou | (LIMA, 1997).

Aparentemente, € irrelevante essa diferenca espacial entre os enantibmeros
(moléculas que sdo imagem uma da outra e ndo sao sobreponiveis), mas estes
compostos podem apresentar atividades biolégicas distintas (LIMA, 1997).

Portanto, sdo inumeros os efeitos oriundos da quiralidade de uma molécula, o
que pode ocasionar seérias consequéncias se esta molécula for de interesse
farmacoldgico, pois se existem enantibmeros que possuam a mesma atividade
biolégica, ha também aqueles que diferem em relacdo a intensidade da acdo ou
mesmo aqueles que possuem atividades completamente diferentes. O que se sabe,
€ que os estereoisbmeros demonstram interesses terapéuticos diferentes, por
apresentarem, na grande maioria das vezes, perfis terapéuticos diferentes (LIMA,
1997; RENTSCH, 2002).

O exemplo mais trdgico de consequéncias terapéuticas resultantes da
administrac@o de mistura racémica € o da talidomida. Quando o farmaco foi usado,
ambos enantidmeros produziram a atividade terapéutica desejada (sedacdo branda
para nausea), mas somente um dos enantibmeros foi responsavel pelo efeito
teratogénico (CALDWELL, 1995).

Nesse caso, em que um isOmero possuiu o efeito terapéutico enquanto o
outro foi responsavel pelo efeito ndo desejavel, a decisdo de uma mistura racémica ir
para o mercado ao invés do farmaco enantiomericamente puro deveria ser precedida
de estudos clinicos do farmaco para isdbmeros separados a fim de justificar a deciséo
tomada (KRSTULOVIC, 1989).

A possibilidade de um enantidbmero racemizar em solucao permite que ocorra
o fenbmeno da inversdo quiral. Esta caracteristica conduz a uma aceitacdo da
comercializacdo de farmacos estereoisomeéricos na forma de recemato (LIMA, 1997).

Considerando que o0 organismo contém receptores farmacolbgicos
constituidos por macromoléculas (proteinas e acidos nucléicos), que por sua vez,

sdo compostas por aminoacidos e agucares, estruturas passiveis de estereoisomeria
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por possuirem centros quirais, pode-se dizer que, o organismo € um meio quiral
(CALVEY, 1995).

Os receptores farmacoldgicos sé@o passiveis de apresentar estereoisomeria.
Sendo assim, diferentes enantibmeros de um farmaco quiral podem apresentar
diferencas de interacdo com estes receptores, desencadeando diferentes reacoes
(CALVEY, 1995). Como resultado, diferencas podem ocorrer na farmacocinética,
farmacodinamica e toxicidade desses enantibmeros, sendo possiveis diferentes
interacbes, como: dois enantiomeros podem ter eficacia e toxicidade idénticas
gualitativa e quantitativamente; enantibmeros podem ter os mesmos efeitos
terapéuticos e toxicos, mas diferem em magnitude desses efeitos; um dos
enantiomeros pode possuir toda atividade farmacologica, e o outro pode ser inativo
biologicamente ou apresentar atividade indesejavel; ambos enantibmeros podem ser
famacologicamente ativos, mas qualititivamente diferentes em efeitos terapéuticos e
toxicos (CALDWELL, 1995; LIMA, 1997; RENTSCH, 2002).

Como os enantibmeros nao apresentam diferencas fisicas nem quimicas, nao
podem ser analisados pelos métodos comuns, necessitando de técnicas analiticas
especiais, tanto do ponto de vista qualitativo quanto quantitativo. Alguns métodos
empregados sdo: polarimetria, ressonancia magnética nuclear, cromatografia liquida
de alta eficiéncia e cromatografia gas-liquido com fase estacionaria quiral e
dicroismo circular (LIMA, 1997).

Atualmente no Brasil, para o registro de medicamentos genéricos e
medicamentos similares, é preconizado que o solicitante do registro apresente
documentacdo do fabricante do farmaco contendo informacdes, no caso de
farmacos que apresentam quiralidade, sobre os teores dos estereoisémeros, cuja
proporcdo de estereoisbmeros possa comprometer a eficacia e a seguranca do
medicamento (BRASIL, 2007; BRASIL, 2007a).

De acordo com Rentsch (2002), os farmacos enantidbmeros tornaram-se mais
importantes nos ultimos 20 - 30 anos, ja que 56% dos farmacos sdo compostos
quirais e 88% destes farmacos sintéticos sdo usados terapeuticamente como
racematos.

Grande parte dos anestésicos utilizados apresenta quiralidade, em funcéo da
presenca de carbono assimétrico (quiral) em suas moléculas. Tem sido possivel,
com o avanco do desenvolvimento no campo da estereoquimica, a separacédo de

enatiomeros, bem como o estudo das caracteristicas de cada um deles



31

separadamente, com o0 objetivo de aumentar a efichAcia e a seguranca destes
agentes anestésicos (ABERG, 1972).

1.9 — A descoberta da anestesia

Antes da era moderna, apenas algumas poucas civilizagbes do mundo
deixaram escrituras que relatam a tentativa de aliviar a dor durante os
procedimentos cirurgicos. Os chineses se beneficiavam com a milenar acupuntura.
Os Incas da América do Sul usufruiam a anestesia pela mastigacdo das folhas de
coca. Nas sociedades cristads européias da ldade Média o controle da dor através de
ervas ou outros compostos quimicos podia ser interpretado como magia ou bruxaria,
e a doenca, a dor e o sofrimento eram vistos como castigos divinos para purificacéo
da alma. Mulheres eram severamente punidas se usassem de qualquer ritual ndo
religioso para alivio da sua dor durante o parto (MAIA & FERNANDES, 2002).

Os estudantes de Medicina imitavam seus mestres e muitas vezes omitiam o
registro de qualquer sofrimento do paciente, ao tomarem notas das operacdes que
testemunhavam. Como havia pouco que pudesse ser feito para alivia-la, e
parecendo ser um componente aparentemente inseparavel das lesbes, a dor era
enobrecida e a capacidade de suporta-la era uma nobre virtude (MAIA &
FERNANDES, 2002).

A falta de anestesia satisfatdria constituia grande obstaculo para o
desenvolvimento e aperfeicoamento de novas técnicas cirdrgicas. Utilizavam-se
drogas como alcool e derivados do Opio, administrados por via oral para se
proporcionar algum conforto. Entretanto, 0 método mais efetivo era a contencao do
paciente pela forca. Os gritos de dor ecoavam a grandes distancias, motivo pelo qual
0s primeiros hospitais tinham seus anfiteatros de cirurgia localizados na sua parte
mais alta e isolada, as famosas cupulas. O bom cirurgido era aquele que operasse
rapido. Para a maioria dos cirurgides da época, era utopia separar a dor do bisturi
(MAIA & FERNANDES, 2002).

Foi a partir de 16 de outubro de 1846, que o mundo tomou conhecimento da
possibilidade de se operar sem dor. Um jovem estudante da Faculdade de Medicina
de Harvard e odontologista, William Thomas Green Morton, demonstrou e divulgou

publicamente, em importante ambiente médico, o0 uso, ainda que extremamente
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precario, da anestesia geral para cirurgia, utilizando vapores de éter sulfurico (REIS,
2006).

No Brasil, a primeira anestesia foi realizada pelo Dr. Roberto Jorge Haddock
Lobo, nascido em Portugal, em um estudante da Escola de Medicina do Rio de
Janeiro, Francisco d'Assis Paes Leme, com intengéo apenas experimental, em 20 de
maio de 1847 (REIS, 2006).

Em agosto de 1884, Karl Koller descobriu referéncias sobre analgesia topica
causada pela injecdo de cocaina sob a pele, ocasionando a perda do tato e da dor.
Estudou com atencdo a famosa publicacdo de Freud, "Uber Coca", e reviu o
compéndio de farmacologia pelo qual estudara na Universidade. Apds essas leituras,
Kdller tirou imediatas conclusdes, pois, praticando clinica e cirurgia oftalmoldgica, foi
levado a examinar com sucesso o efeito da droga em olhos de animais e em seus
préprios olhos (REIS, 2009).

As observacbes preliminares de Koller foram apresentadas no Congresso
Oftalmolégico da Sociedade Germanica, realizado em Heidelberg, em 15 de
setembro 1884 e, em poucos meses, humerosos casos bem-sucedidos de aplicacéo
da nova descoberta foram relatados em varios paises (REIS, 2009).

Complicacdes clinicas com o uso da cocaina, algumas tragicas, levaram a
pesquisas de outros anestésicos locais menos toxicos. Apods investigacdes com mais
de uma centena de amino-ésteres derivados do acido paraminobenzéico, Einhorn
em 1904, sintetizou a procaina (éster dietil-amino-etilico), obtendo grande avanco
cientifico e pratico no campo da anestesia regional. Outros anestésicos locais foram
sintetizados até 1932, como benzocaina, piperocaina e tetracaina. A partir de 1943,
iniciou-se a fase dos anestésicos locais modernos, amino-amidas, como lidocaina,

prilocaina, etidocaina, bupivacaina, levobupivacaina e ropivacaina (REIS, 2008).

1.10 — Cloridrato de Bupivacaina

O cloridrato de bupivacaina (figura 2), quimicamente descrita como 1-butil-
2',6’-pipecolidilxilidida, sendo relacionada quimica e farmacologicamente com o0s
anestésicos locais do tipo amino-amida, se apresenta na forma de um pé cristalino
com férmula molecular C1gH2sN20 . HCI, peso molecular de 324,9 e com a seguinte

formula estrutural:
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Figura 2: Formula estrutural do cloridrato de bupivacaina.

3

A solubilidade do cloridrato de bupivacaina em agua é cerca de 100mg/mL a
20°C, o coeficiente de particdo (alcool oleilico/agua) é 1565 e o pKa € 8,09 (THE
MERCK INDEX, 2006).

A solucéo injetavel de cloridrato de bupivacaina é usada como anestésico
local na forma de mistura racémica. Esse farmaco apresenta em sua estrutura um
carbono assimétrico, apresentando assim, dois isdmeros, a levobupivacaina (S (-)
BVC) e a dextrobupivacaina (R (+) BVC) (figura 3), com comportamentos

farmacoldgicos independentes em decorréncia da estereosseletividade (BRAGA,

2009).
o) 0
ers -0
\H H/H

S{-) bupivacaina R{+) bupivacaina
Levobupivacaina Dextrobupivacaina

Figura 3: Férmula estrutural da levobupivacaina e dextrobupivacaina

O cloridrato de bupivacaina tem, na sua poténcia e no tempo de duracao de
sua acao, os grandes diferenciais clinicos que o tornam o anestésico mais utilizado
em procedimentos de anestesia locorregional. Além disso, a capacidade de
promover bloqueio diferencial sensitivo-motor o0 posicionou como agente de grande
valia para a anestesia obstétrica e outras que demandassem necessidade de
deambulacéo precoce. Contudo, o potencial cardiotéxico da droga tem impedido sua
utilizacdo com a seguranca necessaria ao anestesiologista e ao paciente (ABERG,
1972).

A obtencédo dos enantibmeros isolados da bupivacaina permitiu um melhor
conhecimento das caracteristicas individuais na acdo da bupivacaina racémica.

Estudos demonstraram que ambos os isdbmeros possuem atividade anestésica local,
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porém a R (+) BVC é responsével pela cardiotoxicidade da bupivacaina racémica. J&
a S (-) BVC, quando comparada a bupivacaina racémica, € menos cardiotoxica
(BRAGA, 2009) mas, segundo Lacassie e Columb (2003), este isbmero possui
menor grau de bloqueio motor.

A interagao farmaco-receptor se faz de maneira tridimensional, resultando em
diferengas significativas na afinidade e na atividade intrinseca de cada enantibmero
com seu receptor especifico. Assim, o efeito farmacoldgico varia potencialmente em
relacéo direta com a quiralidade da droga e do receptor (DELFINO & VALE, 2000).

A menor toxicidade do isdmero S (-) BVC deve-se a sua menor afinidade
pelos canais de sodio das células cardiacas (VALENZUELA, 1995). Entretanto, o
isbmero R (+) BVC é trés vezes mais potente em se ligar ao canal de sédio, o que
torna a ligacéo ibnica mais estavel e o desacoplamento mais lento, resultando num
maior efeito cardiotdéxico, bem como maior duracdo do bloqueio motor (DELFINO &
VALE, 2000).

Trabalhos experimentais realizados com os isdmeros isolados da bupivacaina
demostraram que além de maior seguranca, o isbmero S(-) BVC possui boa eficacia
clinica. Simonetti e colaboradores (1997) avaliaram a atividade anestésica local da
S(-) BVC em nervo ciatico de ratos e concluiram que este enantibmero possui a
mesma poténcia anestésica e a mesma duracdo de bloqueios motor e sensitivo que
a bupivacaina racémica (SIMONETTI; VALINETTI; FERREIRA, 1997). Entretanto,
alguns relatos apontam para relativa perda da eficiéncia anestésica da S(-) BVC em
relacdo a bupivacaina racémica. Mathias e colaboradores (1997) apresentaram
resultados nado favoraveis a S(-) BVC em termos de qualidade de bloqueio,
requerendo, com freqUéncia significativamente maior que a forma racémica,
complementacdo da anestesia (MATHIAS et al, 1997). Esta tentativa de otimizar o
blogueio motor se faz as custas do aumento da toxicidade, pois sendo a toxicidade
dose-dependente, o aumento em miligramas da dose total invalida a finalidade para
a qual a S(-) BVC foi obtida, ou seja, para reducdo do potencial cardiotoxico em
relacdo a mistura racémica (SIMONETTI, 1999).

Anestesias loco-regionais requerem, as vezes, doses elevadas de
anestésicos locais, podendo ocorrer reacdes toxicas, principalmente nos sistemas
cardio-vascular e nervoso central se injetadas inadvertidamente em estruturas
vasculares, ou se infiltradas localmente em grandes extensdes do organismo,

permitindo absor¢cdo em quantidades consideraveis (TRACHEZ, 1999).
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As observagbes realizadas com os isémeros isolados da bupivacaina
levantaram a idéia de que misturas ndo racémicas pudessem manter a eficacia
anestésica da bupivacaina racémica, e a seguranca do isbmero levogero. Alguns
pesquisadores passaram entdo a avaliar estas possibilidades para misturas com
diferentes proporcdes entre o dextro e o levo enantibmero (SIMONETTI, 1999;
FERREIRA, 1999).

Ferreira (1999) avaliou comparativamente em nervo ciatico de rato,
parametros de qualidade anestésica para a bupivacaina racémica, levobupivacaina
pura (100%), ropivacaina e para misturas com 90/10% e 75/25% de levo e
dextrobupivacaina respectivamente. Seus achados mostraram que, para
concentracfes de 0,5%, a mistura com 75% levo e 25% dextrobupivacaina obteve
tempo de laténcia significativamente menor que a mistura racémica, além de tempo
de analgesia superior a quaisquer das outras misturas avaliadas (FERREIRA, 1999).

Porém, Coértes e colaboradores (2003), com o objetivo de avaliar a qualidade
da anestesia com o emprego da bupivacaina racémica a 0,5%, da mistura
enantiomérica da bupivacaina (S75 — R25) a 0,5% e ropivacaina a 0,75%
associadas ao fentanil em anestesia peridural em gestantes submetidas a
cesarianas, observaram que nao houve diferenca entre oS grupos, exceto na
qualidade da anestesia que foi inferior sob o aspecto clinico nos grupos com
predominéncia da fracdo levogira, havendo necessidade de complementacdo da
anestesia em alguns casos (CORTES et al, 2003).

Com o objetivo de encontrar uma relacdo enantiomérica que assegurasse
blogueio motor e maior margem de seguranca em relacdo a bupivacaina racémica,
pesquisas sobre estereosseletividade levaram ao desenvolvimento de novas rotas
de sintese, permitindo uma nova formulacdo de bupivacaina que contém 25% do
isobmero R (+) e 75% do isbmero S (-), fruto de trabalho genuinamente nacional
(SIMONETTI, 2006; BRAGA, 2009).

Até o momento, os métodos analiticos presentes nos compéndios oficiais
avaliam o total de isdmeros em solucéo, ndo havendo separacao e quantificacdo das
proporcdes de cada isbmero na solucao injetavel de cloridrato de bupivacaina (USP
34, 2011; FARMACOPEIA, 2010; BRITISH, 2009). Assim, durante a anélise
realizada pelos laboratorios oficiais de controle da qualidade, ndo € possivel atraves
das metodologias farmacopéicas, avaliar diferentes propor¢cdes dos isdémeros

presentes na nova formulacdo de bupivacaina que ja esta sendo comercializado no
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Brasil. Como também observado por Rio (2009), ndo € possivel avaliar se as
propor¢cdes dos isbmeros na solugdo racémica de cloridrato de bupivacina,
provenientes de denuncias com suspeita de ineficacia terapéutica, contém realmente

50% de cada um desses isdbmeros (RIO, 2009).

1.11 — Desenvolvimento de método analitico por Crom  atografia Liquida de Alta

Eficiéncia com Fase Estacionaria Quiral (CLAE-FEQ)

O desenvolvimento de métodos analiticos adequados para determinar
precisamente as concentracées dos enantibmeros de um farmaco em preparagdes
farmacéuticas é, segundo Bonato, Jabor e Gaitani (2005), um pré-requisito essencial
para controlar a qualidade. As principais técnicas analiticas capazes de fornecer
essas informacdes sé&o baseadas na ciéncia da separacdo (BONATO, JABOR,
GAITANI, 2005).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € a técnica mais utilizada
para a separacao de enantibmeros e pode ser realizada através de procedimentos
indiretos e diretos. No procedimento indireto, o par de enantibmeros é submetido a
uma reagdo de derivagdo com um reagente quiral e enantiomericamente puro,
visando obter os diastereoisdbmeros, que podem ser separados empregando fases
estacionarias nado quirais. Nos procedimentos diretos, a separacdo do par de
enantiobmeros acontece pelo uso de fases moveis contendo aditivos quirais, ou entéo,
pelo uso de fases estacionarias quirais. Nao ha davidas de que o desenvolvimento e
a comercializacdo das fases estacionarias quirais empregadas em CLAE facilitou
enormemente a obtencdo de separacOes enantiosseletivas de farmacos quirais
(BONATO, JABOR, GAITANI, 2005).

1.11.1 — Fases estacionarias quirais (FEQs)

O conceito basico de resolucao quiral teve inicio em 1809, com o critalografo
Hauy, mas foi Pasteur, em 1848, que efetivamente descobriu a diferenca de
atividade entre dois enantibmeros, ao publicar que a enzima Penicillium glaucum
consome mais rapidamente o enantibmero (+) tartarato de amoénio do que o (-)
tartarato de aménio (BERTHOD, 2006).
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Pasteur também foi responsavel pela primeira resolucdo de enantidmeros.
Apbs observar que os cristais do racemato de amonio tartarato de sédio possuiam
duas formas enantiomoérficas distintas, ele separou-os manualmente, com o auxilio
de uma pin¢ca e uma lente de aumento, e demonstrou que os dois tipos de cristais
rotacionavam a luz polarizada em sentidos opostos. Este experimento de Pasteur é
conhecido como marco da resolucdo quiral (KOSTYANOVSKY, 2003).

A primeira técnica de relativo sucesso na resolucdo de enantibmeros foi a
cromatografia em papel, tendo sido eficiente na separacédo de alguns aminoacidos
aromaticos. Baseado nestes trabalhos de separacdo em papel, Dalgliesh, em 1952,
propds o modelo de “interacdo de trés pontos” entre enantiomeros e o seletor quiral
(DALGLIESH, 1952). Segundo este modelo, sdo necessarias trés interacbes
simultaneas entre um dos enantibmeros e o0 seletor quiral, sendo que pelo menos
uma delas deve ser dependente da estereoquimica do analito. Além disso, estas
interacfes devem ser de sitios distintos tanto no enantibmero quanto no seletor
quiral (figura 4a). O outro enantibmero interage somente com dois sitios do seletor

quiral, conforme mostrado na figura 4b.

a) b)

(R)-enantidmero (S)-enantibmero

i

a) '[IIIII[.IIQ
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I/ Seletor Quiral Seletor Quiral

Figura 4: Representacao do modelo de interacdo de trés pontos.

Q)@

Este modelo considera que apenas as interacfes atrativas sdo responsaveis
pela discriminagdo quiral. Atualmente, porém, € aceito que as interagfes repulsivas
também participam do mecanismo de resolugdo enantiomérica. Assim, por exemplo,

duas interacdes podem ser repulsivas se uma terceira for atrativa e forte o suficiente
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para promover a formacgdo de, no minimo, um dos complexos diastereoisomeéricos
transitérios enantibmero/seletor quiral. Se as trés interacbes séo atrativas, entdo o
enantiomero da figura 4a estard mais fortemente ligado ao seletor do que o
enantiomero na figura 4b (DAVANKOV, 1997).

Os principais tipos de interacdes, responsaveis pela discriminagéo, entre 0s
enantibmeros de um analito e o seletor quiral, no sentido decrescente de intensidade,
sao: interacdo coulbémbica, ligacdo de hidrogénio e interacdo estérica (muito forte),
interacdo TeTT € ion-dipolo (fortes), interacdo dipolo-dipolo (intermediaria), interacao
dipolo-dipolo induzido (fraca) e dispersdo de London (muito fraca). As interacdes
coulébmbicas e do tipo Te1T podem ser atrativas ou repulsivas, a estérica € repulsiva e
as demais sédo todas atrativas (BERTHOD, 2006).

O modelo de “interagdo de trés pontos” € bem aceito no meio cientifico,
principalmente para explicar a discriminacdo de aminoacidos em FEQ do tipo troca
de ligantes. Entretanto, este mesmo modelo é freqientemente questionado para
explicar as separacfes em seletores quirais de proteinas. Devido a complexa
estrutura tridimensional das proteinas, o0 mecanismo de discriminacao quiral ndo &
completamente conhecido, sendo considerado estéreo-especifico para cada mistura
enantiomérica (YANG & HAGE, 1997).

Os processos envolvidos na formagdo dos complexos diastereocisoméricos
transitérios analito/FEQ ndo sdo simples e singulares, visto que varias interacdes
simultaneas s&o requeridas para discriminar um enantibmero do outro. Nos
mecanismos enantiosseletivos, muitas vezes as interacbes fracas podem
desempenhar um papel tdo decisivo quanto as interacbes fortes (PIRKLE &
POCHAPSKY, 1986). Além disso, geralmente os seletores quirais possuem varios
grupos que podem apresentar mais de um tipo de interacdo com o analito.
Adicionalmente, a fase mdvel desempenha um papel importante na resolugédo
enantiomérica. Mesmo assim, usualmente a escolha do seletor quiral € feita
considerando as interacdes mais fortes entre os enantibmeros e a fase estacionaria
quiral (BERTHOD, 2006).

O crescente niumero de FEQs desenvolvidas e comercialmente disponiveis se,
por um lado, possibilita a separacdo de enantibmeros de uma variedade de
compostos, a0 mesmo tempo dificulta a escolha da fase estacionaria mais

apropriada para cada tipo de separacdo. Em vista disto, Wainer (1993) classificou as
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FEQs em cinco tipos diferentes (I-V), de acordo com as intera¢des analito/FEQ que
levam ao reconhecimento quiral:

Tipo I: A grande maioria das fases do tipo | é baseada em derivados de
aminoacidos, cujos grupos funcionais atuam como sitios de interacao entre o analito
e a FEQ. Os complexos diastereocisoméricos analito/FEQ sédo formados,
principalmente, por meio de interacbes TeT, ligacdo de hidrogénio e interacbes
dipolo-dipolo e estéricas.

Tipo Il: Neste grupo estao classificadas as FEQs baseadas em derivados de
polissacarideos. A formacédo dos complexos diastereoisoméricos analito/FEQ ocorre,
principalmente, devido a interacdes 1Ty, ligagdo de hidrogénio e interacbes dipolo-
dipolo. Entretanto, a formacdo de complexos de inclusdo contribui de forma efetiva
para o mecanismo de discriminag&o quiral.

Tipo lll: O reconhecimento quiral é devido a formacdo de complexos de
inclusdo decorrente da entrada do analito na cavidade quiral da fase estacionaria.
Interacdes secundarias, tais como ligacdo de hidrogénio e interacbes estéricas,
estabilizam os complexos diastereoisémeéricos formados. Ciclodextrinas, polimeros
impressos molecularmente (MIPs), éteres de coroa e alguns polimeros sintéticos,
sao fases quirais pertencentes a este grupo.

Tipo IV: O mecanismo de separacao dos enatibmeros € baseado na formacao
de complexos diastereocisoméricos ternarios envolvendo enantibmero de uma
molécula quiral (L), usualmente um aminoacido; um ion de um metal de transicao
(M), normalmente Cu?*; e os enatiémeros do analito racémico (R e S). Os complexos
formados, representados por L-M-R e L-M-S, podem ser separados se possuirem
estabilidades diferentes. As FEQs baseadas em troca de ligantes séo classificadas
neste tipo V.

Tipo V: Quando a FEQ é uma proteina, 0 mecanismo de reconhecimento
quiral é baseado, principalmente, em interacdes polares e hidrofébicas.

Em outra classificacdo, sugerida por Berthod (2006), as FEQs foram
agrupadas de acordo com o tipo de seletor quiral, natural ou sintético, da fase
estacionaria (tabela 1).
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Tabela 1: Seletores quirais e principais interagfes com analitos quirais

Seletor Quiral FEQs Principais Interacfes
Proteinas InteragGes hidrofobicas e eletrostaticas
Ciclodextrinas Complexo de incluséo e ligagédo de hidrogénio
Polissacarideos Complexo de incluséo e interagdo atrativas
Natural

Glicopeptideos . o o
o Complexo de inclusao e intera¢des idnicas
Macrociclicos

Cinchona Interacdes eletrostaticas
Tipo Pirkle Interacdo TeTt e ligacdo de hidrogénio
Troca de Ligantes InteragBes couldmbicas e ion-dipolo
Eteres de Coroa Complexo de incluséo e ion-dipolo

Sintético
o Interacao TeT, ligacdo de hidrogénio e interacao
Polimeros Sintéticos
dipolo-dipolo

MIPs Especifico para cada analito

Fonte: BERTHOD, 2006.

Neste estudo, 2 tipos diferentes de colunas com fase estacionaria quiral serao
usadas, uma baseada em proteinas e a outra baseada em glicopeptideos

macrociclicos.

1.11.1.1 — Proteinas

As proteinas apresentam uma estrutura altamente complexa e possuem
diferentes sitios que podem interagir com analitos quirais. Apesar do mecanismo de
reconhecimento quiral ndo estar totalmente elucidado, € conhecido que as principais
interacbes envolvidas na discriminacdo quiral sdo eletrotasticas, hidrofébicas e
ligacdes de hidrogénio (ALLENMARK, 1989).

As fases quirais protéicas podem ser preparadas por dois métodos distintos.
Em um deles, o seletor quiral é adsorvido no suporte da fase estacionaria,
usualmente silica, enquanto no outro a proteina € quimicamente ligada ao suporte
cromatografico por meio de ligagbes covalentes (HAGINAKA, 2001).

Diferentes proteinas tém sido utilizadas no preparo de colunas comerciais e
dentre elas destacam-se a albumina sérica bovina, a albumina sérica humana, a
ovomucéide e a aj-glicoproteina &cida (HAGINAKA, 2008). Estas FEQs séo
altamente sensiveis a variacbes nas condi¢cdes cromatograficas, uma vez que

alteracdes no pH da fase maovel, solventes organicos, aditivos e temperatura podem
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modificar a conformacédo espacial e os sitios de discriminagéo quiral destes seletores.
Desta forma, a alteragdo nestes parametros pode afetar a retencdo e a
enantioseletividade dos analitos (HAGINAKA, 2001).

Devido a sua baixa capacidade de carga, decorrente da pequena quantidade
de seletor quiral que pode ser imobilizado por grama de silica, as fases estacionarias
protéicas ndo sdo utilizadas para a separacdo de enantibmeros em escala
preparativa. Entretanto, as mesmas encontram grande aplicabilidade na area
biomédica, principalmente em estudos de interacéo farmaco-proteina (FRANCOTTE,
2001).

1.11.1.2 — Glicopeptideos Macrociclicos

As fases quirais baseadas em glicopeptideos macrociclicos foram
introduzidas por Armstrong em 1994. Vancomicina, rifamicina B e tiostreptona,
covalentemente ligadas a silica gel, demonstraram excelente enantiosseletividade
para uma grande variedade de compostos quirais (ARMSTRONG et al, 1994).

A molécula de vancomicina possui 18 centros quirais; 3 cavidades
macrociclicas, as quais contém 5 anéis aromaticos; além de duas cadeias laterais,
uma € um carboidrato dimero e a outra um N-metil aminoécido. Ha também diversos
grupos funcionais: 9 grupos hidroxila, 2 amino, 7 amida e 2 atomos de cloro
substituintes em dois anéis aromaticos diferentes (ILISZ; BERKECZ; PETER, 2006).

Devido a presenca das cavidades quirais e de diversos tipos de grupos
funcionais, a enantiosseparacao pode ocorrer por diferentes mecanismos: formagéo
de complexos de inclusdo, ligacdo de hidrogénio, interacdo TeT, eletrostaticas,
estéricas, dipolo-dipolo e dispersédo de London. A fase movel determina quais destas
interacbes irdo predominar no mecanismo de reconhecimento quiral (ILISZ;
BERKECZ; PETER, 2006).

Um dos grandes atrativos deste tipo de FEQ é que elas podem ser usadas no
modo normal, reverso, polar organico e polar idnico. Entretanto, os modos reverso e

polar ibnico sdo os mais eficientes para este tipo de FEQ (BERTHOD, 2009).
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1.11.2 — Adequacéo do Sistema Cromatografico

A adequacédo do sistema é formada por um conjunto de testes aplicados a
meétodos cromatograficos. Para verificar se o0s sistemas cromatograficos estao
adequados quanto a resolucdo e a repetitividade sdo usados varios parametros
(fator de retencdo, numero de pratos tedricos, fator de seletividade, resolucéo, fator
de cauda e desvio padrao relativo entre as replicatas). Estes testes sdo baseados no
conceito de os que equipamentos, as operacOes analiticas e as amostras para
analise constituem um sistema integral que devem ser avaliados como um todo

(USP 34, 2011).

1.11.2.1 — Volume interno (Vi) e o volume “morto” referente a coluna (Vo)

Para determinar os parametros anteriormente mencionados faz-se necessario
calcular o volume “morto”(Vo) referente a coluna, que € o volume compreendido
entre o injetor e o detector incluindo a coluna. O Vo da coluna representa cerca de
95% do Vo total. O fato de que o Vo dos injetores, das células de fluxo e dos
detectores sejam minimizados pelos fabricantes faz com que o volume de solvente
contido nestas partes seja relativamente pequeno (representa cerca de 5% do Vo
total). O volume referente a coluna (Vo) podera ser determinado experimentalmente
ou calculado levando-se em conta as dimensfes da coluna e o tamanho da particula.
As expressoOes abaixo correlacionam o volume interno da coluna vazia (Vi) com o Vo
da coluna e o diametro da particula de seu preenchimento (CASS & DEGANI, 2001;
FERRAZ, 2001).

Vi=TtR*C
Vo =(0,50u0,7) X Vi

Sendo:

=3,14159...

R =raio interno da coluna

C = comprimento da coluna

0,5 e 0,7 séo fatores matematicos para tamanho de particula igual a 5um e 10um,

respectivamente.
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1.11.2.2 — Fator de retencéo ou fator de capacidade (K)

O fator de retencéo ou fator de capacidade (K) € a razdo entre o tempo que
um componente permanece imobilizado na fase estacionaria e o tempo em que ele
migra no seio da fase movel. A retencado (K) indica o grau de afinidade que a coluna
e a fase movel possuem em relacdo ao componente (CASS et al., 2001; FERRAZ,
2001).

O fator de retencédo (K) é um parametro que permite comparar o tempo ou
volume de retengcdo de um componente da amostra com o “volume morto” (Vo). Em
outras palavras, revela em quanto tempo em relagcdo ao valor de Vo o analito elui
(CASS & DEGANI, 2001; FERRAZ, 2001).

Devem-se evitar valores de retencao (K) proximos ao Vo pois, neste caso,
ocorrera pouca interagdo do composto analisado com a fase estacionaria podendo
ocorrer a coeluicdo com um outro componente da amostra. Da mesma forma, nao se
deve trabalhar com valores excessivamente altos de retencado, porque isto fara com
qgue ocorra o alargamento dos picos. Idealmente, o valor de (K) deveria variar entre
um e vinte. A expressao a seguir correlaciona o fator de retencéo (K) de um soluto
com o seu volume de retencdo (Vr) e o volume “morto” (Vo) referente a coluna
(CASS & DEGANI, 2001; FERRAZ, 2001).

K=Vr—-Vo
Vo

1.11.2.3 — Eficiéncia ou numero de pratos teoricos (N)

A eficiéncia ou numero de pratos teoricos (N) é uma medida de quanto o
sistema incluindo injetor, tubulagbes, conexdes, coluna, fase movel, fase
estacionaria e detector esta diluindo a banda do componente analisado durante a
corrida cromatografica. A eficiéncia (N) € uma medida do alargamento que o sinal
sofre durante a passagem do analito pelo sistema. As expressfes abaixo séo
usadas para o calculo do numero de pratos teéricos (N). Os célculos que usam a
largura a meia altura do pico sdo mais confiaveis, ja que o erro na medida da largura
do pico na meia altura € menor que a medida da largura do pico na linha de base
(CASS & DEGANI, 2001; FERRAZ, 2001).
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N = 16(Vn/W)? ou N=5,54(Vn/W¥5)?
Sendo:
Vn = Volume de eluicdo do pico
W = Largura do pico na linha de base

W% = Largura do pico na meia altura

1.11.2.4 — Fator de separacao ou fator de seletividade (a)

O fator de separacao ou fator de seletividade (a) compara a retencdo de um
componente (K1) com a do outro componente (K2) mais retido. A seletividade indica
até que grau o sistema quimico (depende da natureza quimica da coluna e da fase
movel) esta resolvendo (separando) os componentes. Indica o quanto a fase
estacionaria ou a fase movel interage com uma substancia em comparagdo com
outra. Valores de fator de separacdo maior que um indica que o sistema quimico
esta resolvendo (separando) os componentes (CASS & DEGANI, 2001; FERRAZ,
2001).

a= ﬁg
K1

1.11.2.5 — Fator de resolucéo ou resolucao (R)

A resolucdo (Rs) mede o grau e a qualidade da separagao entre dois picos
em um determinado sistema. Pode ser calculada a partir das larguras dos picos e
seus respectivos tempo de retencéo, pela expressao abaixo (CASS & DEGANI, 2001;
FERRAZ, 2001).

R=__(b-ti)
Yo (W1+W2)

Sendo:
t, e ty = tempo de retencao de dois picos
W, e W; = Largura dos picos na meia altura

A resolucao é afetada pela retencéo (K), pela seletividade (a) e pela eficiéncia
(N) de forma diferente conforme a equacao da resolugéo abaixo (CASS & DEGANI,
2001; FERRAZ, 2001).

R=1/4((a-1)/a)(@N) (K (1+Kz))
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Uma resolugcdo entre picos de 1.0, significa 2,3 % de sobreposicéo, para
resolucao igual 1.5, somente 0,1 % e nenhuma sobreposi¢cao a partir de resolucao
superior a 1,8. (CASS & DEGANI, 2001; FERRAZ, 2001).

1.11.2.6 — Fator de cauda (FC) ou fator de assimetria do pico (As)

O fator de cauda (FC) determina o formato do pico. Geralmente os picos néao
sao simeétricos. A Farmacopéia Americana adota o fator de cauda, que é calculado a
5% da altura do pico (CASS & DEGANI, 2001; FERRAZ, 2001; USP 34, 2011).

FC = Wo,0s / 2f
Sendo:
W05 = Largura do pico a cinco por cento da altura
f = Distancia da linha vertical do sinal maximo até a linha vertical e perpendicular a

linha de base que intercepta o traco a cinco por cento da altura.
Outro modo de caracterizar o formato do pico é determinando o fator de
assimetria (As), que é calculado a 10 % da altura do pico. A tabela 2 mostra os

valores correspondentes aos dois fatores (FURMAN, DORSEY & SNYDER, 1998).

Tabela 2 - Relag&o entre fator de cauda e o fator de assimetria

Fator de cauda (a 5 %) Fator de assimetria (a 10 %)
1,0 1,0
1,2 1,3
1,4 1,6
1,6 1,9
1,8 2,2
2,0 2,5

Fonte: FURMAN, DORSEY & SNYDER, 1998.

1.11.2.7 — Desvio padréo relativo (DPR)

O desvio padrao relativo das replicatas (DPR) € o parametro da adequacao
do sistema que mede a repetitividade do método analitico entre as injecbes da

mesma amostra contida no mesmo frasco.
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DPR=_DP_x 100
CMD

Sendo:
DPR = desvio padréo relativo ou coeficiente de variagédo
DP = desvio padréo das replicatas

CMD = concentracdo média determinada

1.11.2.8 — Fatores que afetam no resultado de adequacéo do sistema

Vérios fatores afetam a retencao (K), a seletividade (a) e a eficiéncia (N) e,
consequentemente, alteram a resolucdo do sistema. A retencdo (K) além de ser
afetada pela polaridade da fase movel, também é afetada pela polaridade da fase
estacionaria, pela area superficial do suporte, pela percentagem de recobrimento da
fase estacionaria (densidade de carga), tamanho do poro e temperatura da coluna
(CASS & DEGANI, 2001; FERRAZ, 2001).

A seletividade (a), além de ser controlada pelas caracteristicas quimicas da
fase movel, também €& afetada pelo pH da fase mdével e pelas caracteristicas
quimicas da fase estacionaria (CASS & DEGANI, 2001; FERRAZ, 2001).

A eficiéncia (N) é determinada pelo tamanho médio das particulas da fase
estacionéaria e pela forma destas particulas (esférica ou irregular), uniformidade do
leito da fase estacionaria, temperatura da coluna, viscosidade da fase movel, fluxo
da fase movel, volume de injecdo, carga (massa) de amostra injetada, tempo de
retencdo do pico usado para o calculo de N, formula usada para o calculo de N,
comprimento e didametro da coluna, polaridade (for¢ca de eluicdo) do solvente que
contém a amostra e efeitos extracoluna (como conexdes, tubulagdes, célula, injetor
etc.) (CASS & DEGANI, 2001; FERRAZ, 2001).

1.11.2.9 — Limites dos parametros de adequacao do sistema
Os parametros a serem medidos e seus limites recomendados para garantir a

adequacao do sistema de acordo com a US-FDA e da USP sao apresentados na
Tabela 3.



47

Tabela 3 - Limites dos pardmetros para a adequacao do sistema

Parametros (US-FDA, 2000) (USP 34, 2011)
Fator de capacidade (K) K>2 K>2
NP°. de pratos tedricos (N) Em geral N > 2000 Em geral N > 2000
Resolucéo (R) R>2,0 R>2,0
Fator de cauda (FC) FC<2 FC<2
Repetitividade (DPR) DPR < 1%, paran>5 DPR < 2%

Fonte: USP 34, 2011.

1.12 — Validacao de método analitico

A necessidade de se demonstrar qualidade nas andlises quimicas dos
produtos farmacéuticos esta sendo cada vez mais reconhecida e exigida, pois dados
analiticos ndo confiaveis podem conduzir a decisbes desastrosas, colocando os
pacientes em risco em funcdo de sua inadequabilidade em termos de seguranca,
qualidade ou eficacia (ROCA et al, 2007).

Para garantir a seguranca do paciente, o INCQS esta consciente da
importancia de possuir um efetivo Sistema da Qualidade que demonstre a sua
competéncia técnica de produzir resultados tecnicamente validos, de tal modo que
os resultados ali produzidos possam subsidiar, se for necessario, o cumprimento da
lei e da acéo legal (ROCA et al, 2007). Assim, o INCQS deve atender aos requisitos
da ABNT NBR ISO/IEC 17025 para selecdo de métodos de ensaios (item 5.4.2),
desenvolvimento de métodos de ensaio pelo laboratério (item 5.4.3), utilizacdo de
métodos ndo normalizados (item 5.4.4) e validacdo de métodos (item 5.4.5) (ABNT,
2005; INMETRO, 2010).

E fundamental que os laboratérios analiticos disponham de meios e critérios
objetivos para demonstrar, por meio da validacdo, que os métodos de ensaio que
executam conduzem a resultados confiaveis e adequados a qualidade pretendida.
Assim, os laboratorios devem validar: métodos ndo normalizados; métodos
desenvolvidos pelo préprio laboratorio; métodos normalizados usados fora dos
escopos para os quais foram concebidos e ampliacdes e modificacdes de métodos
normalizados (INMETRO, 2010).

Os parametros de validagcdo podem variar de acordo com o tipo de ensaio,
como mostra a quadro 1. Diferentes métodos de analise requerem diferentes

esquemas de validacéo, e estéo divididos em quatro categorias (INMETRO, 2010).
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Quadro 1: Parametros de validagdo conforme o tipo de ensaio

Tipo de ensaio
Parametros Qualitativo | Determinacédo do Analise de Propriedades
componente (ou elementos Fisicas
analito) em maior menores e
teor (1) tracos (2)

Preciséo v v v
Seletividade v 4 v v
Tendéncia / Recuperagao v v v
Robustez v 4 v v
Linearidade / Faixa de trabalho v v v
Limite de Detecgéo v v
Limite de Quantificacédo v

Fonte: In-House Method Validation — A guide for Chemical Laboratories KING, 2003.

1.12.1 — Seletividade

A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no
desempenho da medicdo. Os componentes podem aumentar ou reduzir o sinal
devido ao analito, sendo que a magnitude do efeito também pode depender da
concentracédo (INMETRO, 2010).

Se a matriz sem o analito ndo estiver disponivel, a seletividade pode ser
testada comparando-se as inclinagbes das curvas de adi¢cdo padrao. Uma maneira
de se fazer é preparando-se dois grupos de amostras que contenham a mesma
adicdo de analito para cada nivel de concentracdo. Um grupo inclui a matriz da
amostra (contendo um nivel basico do analito) e o outro grupo nao inclui a matriz da
amostra. Os resultados destas amostras podem ser representados em um mesmo
grafico em funcdo da concentracdo do analito adicionado. Se as inclinacfes destas
duas curvas de regressao linear forem as mesmas, o Unico efeito de matriz presente
€ a interferéncia natural causada pelo nivel basico do analito. Uma segunda maneira
é através da avaliagdo com detectores modernos (arranjo de diodos, espectrometro
de massas), que comparam 0 espectro do pico obtido na separacdo com o de um
padréao e utiliza-se o resultado como uma indicacéo da presenca do composto puro
(HUBER, 1998; JENKE, 1996).
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Se a seletividade nédo for assegurada, a linearidade, a tedéncia e a precisao
estardo seriamente comprometidas (INMETRO, 2010).

1.12.2 — Faixa de trabalho

A faixa de trabalho deve cobrir a faixa de aplicagdo para a qual o ensaio vai
ser usado e a concentracdo mais esperada da amostra deve, sempre que possivel,
se situar no centro dos limites de quantificacdo superior e inferior do método
analitico (INMETRO, 2010).

1.12.3 — Linearidade

E a capacidade de um método analitico de demonstrar que os resultados
obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, em
uma dada faixa de concentracdo. A linearidade pode ser observada por meio da
curva analitica, e é avaliada por intermédio da regressao linear pelo método dos
minimos quadrados ordinarios (MMQO). E recomendado o uso de 7 concentragdes
equidistantes abrangendo a faixa especificada (INMETRO, 2010).

Souza & Junqueira (2005) realizaram esta avaliagdo através de uma planilha,
que foi denominada de planilha de linearidade de curva analitica e onde, apos
verificacdo da auséncia de valores discrepantes pelo teste de Jack-knife, séo
realizadas a estimativa dos parametros (coeficiente angular, coeficiente linear e
coeficiente de correlacao r), a avaliagdo do ajuste ao modelo através da analise dos
residuos (normalidade - teste de Ryan-Joiner; independéncia - teste de Durbin-
Watson e homocedasticidade - teste de Brown-Forsythe) e a significancia da
regressao linear por analise de variancia (ANOVA) (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005).

1.12.4 — Limite de Deteccéo (LD) e Limite de Quanti ficacéo (LQ)

Quando sao realizadas medidas em amostras com baixos niveis do analito
como, por exemplo, andlise de tragcos, é importante saber qual o menor valor de
concentracdo do analito ou da propriedade que pode ser detectado pelo método. O

limite de deteccdo (LD) é estabelecido por meio da analise de solucdes de
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concentragcdes conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel detectavel,
mas nao necessariamente quantificada (ICH, 1996; ANVISA, 2003; INMETRO, 2010).

O limite de quantificacdo (LQ) € a menor concentracdo do analito que pode
ser determinada com um nivel aceitavel de precisdo e veracidade. O limite de
quantificacdo (LQ) é um parametro determinado, principalmente, para ensaios
quantitativos de impurezas, produtos de degradacdo em farmacos e produtos de
degradacédo em formas farmacéuticas e € expresso como concentracdo do analito na
amostra. O limite de quantificacdo € estabelecido por meio de analise de solucdes
contendo concentragdes decrescentes até o menor nivel determinavel com precisdo
e exatiddo aceitaveis (ICH, 1996; ANVISA, 2003; INMETRO, 2010).

Existem diferentes abordagens para a determinacdo do LQ e LD. A avaliacao
visual pode ser usada em métodos instrumentais e néo instrumentais. A avaliacao
pela relacéo sinal/ruido € aplicavel aos métodos instrumentais que apresentam ruido
de linha de base. A relacdo € determinada pelas comparagfes dos sinais da amostra,
em concentracdes baixa do analito, com os sinais em branco. A relacao sinal/ruido
tipica € 10/1 pra o LQ e de 3/1 para o LD (ICH, 1996; ANVISA, 2003; INMETRO,
2007). O LQ e o LD também podem ser calculados graficamente a partir da curva
analitica (THIER & KIRCHHOFF, 1992).

1.12.5 — Precisao

A precisdo de um método analitico € o grau de concordancia de uma série de
resultados obtidos de mdltiplas analises, de uma mesma amostra homogénea,
amostras semelhantes ou padrdes, em condicdes definidas. E normalmente
determinada para circunstancias especificas de medicdo e as duas formas mais
comuns de expressa-la sdo por meio da repetitividade e precisdo intermediaria,
sendo usualmente expressas pelo desvio-padrao que serdo comparados pela tabela
de Horwitz (HORWITZ, 1995; ICH, 1996; ANVISA, 2003; INMETRO, 2010).

1.12.5.1 — Repetitividade
A repetitividade € o grau de concordancia entre os resultados de medicbes

sucessivas de um mesmo mensurando, efetuadas sob as mesmas condicbes de

medicdo (condicbes de repetitividade), com 0 mesmo procedimento; mesmo
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observador; mesmo instrumento usado sob as mesmas condi¢cdes; mesmo local e
repeticbes em curto espaco de tempo. Pode ser determinada por meio de analise de
padrdes, material de referéncia ou adicdo a branco em varias concentracfes na faixa
de trabalho. Sugere-se sete ou mais repeticdes para o calculo do desvio-padrédo de
repetitividade (DPRr) (INMETRO, 2010).

1.12.5.2 — Precisao intermediaria

A precisdo intermediaria refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma
amostra, amostras idénticas ou padrbes, utilizando o0 mesmo método, no mesmo
laboratorio, mas definindo exatamente quais as condi¢cdes a variar (uma ou mais),
tais como: diferentes analistas, diferentes equipamentos e diferentes tempos. Esta
medida de precisdo é reconhecida como a mais representativa da variabilidade dos
resultados em um laborat6rio e, como tal, mais aconselhavel a usar. E recomendado
um minimo de 15 repeticbes para o calculo do desvio-padrdao de precisao
intermediaria (DPRsp) (INMETRO, 2010).

1.12.6 — Tendéncia / Recuperacao

E definida como sendo a concordancia entre o resultado de um ensaio e o
valor de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro e pode ser expressa
como a percentagem de recuperagdo do analito. Os processos normalmente
utilizados para avaliar a tendéncia de um método sdo, entre outros: uso de materiais
de referéncia certificados, participacdo em comparacdes interlaboratoriais e
realizacdo de ensaios de recuperacao. A tendéncia, quando aplicada a uma série de
resultados de ensaio, implica uma combinacdo de componentes de erros aleatérios
e sistematicos (ANVISA, 2003; INMETRO, 2010).

No caso onde a matriz sem o analito ndo esteja disponivel, a tendéncia pode
ser estimada pela andlise de amostras fortificadas com quantidades conhecidas de
adicdo do padréo a partir do 2°nivel da curva anal itica e a recuperagdo calculada
em relacdo ao 1°nivel da curva que néo foi fortifi cado (INMETRO, 2010).
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1.12.7 — Efeito Matriz

Segundo Miller & Miller (1993), utilizar solu¢des padrao simples para preparo
da curva analitica, sem a realizacéo prévia dos testes de efeitos de matriz, significa
supor que estes efeitos ndo existem. Em diversas areas, esta premissa é
freqientemente invalida (MILLER & MILLER, 1993).

Testes de efeito de matriz consistem no preparo de curvas analiticas simples
(curvas de analito em solventes) e curvas de materiais de referéncia ou de adi¢cdo do
analito em amostras branco ou néao (curvas de analito em matriz) (INMAN et al, 1987;
NATA, 1997; BRUCE, MINKKINEN & RIEKKOLA, 1998, EURACHEM, 1998§;
THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002; INMETRO, 2007).

As curvas de analito em matriz sdo preparadas por adicdo do analito a
solucbes teste, obtidas de amostras ensaiadas nas mesmas condigcdes dos
procedimentos normais. A analise de dados e os testes de premissas sao realizados
conforme delineamento experimental da linearidade (THOMPSON, ELLISON &
WOOD, 2002). O efeito da matriz sera avaliado pelas comparacdes das inclinacdes
e interse¢des par a par com da curva de adicdo do analito na matriz com a da curva
analitica em solvente; o teste preconizado para comparacdo das inclinacbes e
intersecOes das curvas € o teste de t (ARMITAGE & BERRY, 1994).

1.12.8 — Robustez

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir
a pequenas e deliberadas variacbes dos parametros analiticos. Indica a
confiabilidade do método durante o uso normal. Durante o desenvolvimento do
método, deve-se considerar a avaliagdo da robustez. Constatando-se a
susceptibilidade do método a variacdes nas condi¢des analiticas, estas deverdo ser
controladas e precaucdes devem ser incluidas no procedimento (INMETRO, 2007;
INMETRO, 2010).

Para determinar a robustez de um método de ensaio, pode-se recorrer ao
teste de Youden. Trata-se de um teste que permite ndo sO avaliar a robustez do
método, como também ordenar a influéncia de cada uma das variagdes nos
resultados finais, as quais o método é submetido, indicando qual o tipo de influéncia
de cada uma dessas variagdes (INMETRO, 2007; INMETRO, 2010).
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1.13 — Relevancia do estudo para a vigilancia sanit  aria

O trabalho desenvolvido durante o curso de especializacdo consistiu na
avaliacdo das denuncias de ineficacia terapéutica de medicamentos com resultados
satisfatorios realizados no INCQS no periodo de janeiro de 2000 a dezembro de
2008, onde o farmaco cloridrato de bupivacaina estd entre os quatro principios
ativos que apresentaram maiores notificacdes de denuncias de ineficacia terapéutica

com resultados satisfatérios (RI1O, 2009).

O meétodo farmacopéico utilizado para analise deste farmaco no INCQS é o
método da Farmacopéia Brasileira que, no ensaio de teor, verifica o total de
iIsbmeros em solucdo, ndo havendo separacdo e quantificacdo de cada isGmero
individualmente (FARMACOPEIA, 2010).

A ndo determinacdo das propor¢des dos isbmeros pode estar relacionada a
nao determinagédo da fonte de agravo que acarreta na diminuicdo da eficiéncia da
acao de vigilancia sanitaria, tanto na protecdo como na promocdo da saude da
populacdo. A acdo da Vigilancia Sanitaria deve ocorrer quando verificada a
existéncia de riscos ou situagcdes provaveis de ocorréncias de riscos, de modo que,

encontradas as causas, atue-se para evitar a reincidéncia desses fatores.
Portanto, este estudo propde desenvolver e validar um método analitico para
avaliacdo das proporcdes dos enantiomeros da solucdo injetavel de cloridrato de

bupivacaina.
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2 — OBJETIVO

2.1 — Objetivo geral

Desenvolver e validar método para o controle analitico dos enantibmeros da

solucéo injetavel de cloridrato de bupivacaina.

2.2 — Objetivos especificos

Desenvolver método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia para
determinacao das proporc¢des dos enantibmeros da solucéo injetavel de cloridrato de
bupivacaina utilizando coluna com fase estacionaria quiral.

Determinar os parametros de validagdo analitica no método desenvolvido e

avalia-los segundo exigéncias contidas em normas da Anvisa e do Inmetro.
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3 - METODOLOGIA

3.1 — Aquisicao e preparo dos produtos

Os produtos foram doados por dois fabricantes do medicamento. Foram
utilizados 2 produtos de diferentes fabricantes da solugcéo racémica de cloridrato de
bupivacaina, 2 produtos de diferentes fabricantes da solucéo racémica de cloridrato
de bupivacaina com glicose e 1 produto da nova formulacdo que contém 75% do
isdbmero S(+) e 25% do isbmero R(+) proveniente de um dos fabricantes, perfazendo
um total de 5 produtos que participaram do estudo de valida¢ao, conforme quadro 2:

Quadro 2: Produtos que participaram do estudo de validagao.

Produto Fabricante Lote Descricdo / Quantidade total
1 - Solucéao injetavel de cloridrato de 1 11053582 | Ampola de 20mL / 400mL
bupivacaina 5,0 mg/mL
2 - Solucao injetavel de cloridrato de 2 11030261 | Ampola de 20mL / 1000mL
bupivacaina 5,0 mg/mL
3 - Solucao injetavel de cloridrato de 1 11053552 | Ampola de 4mL / 480mL
bupivacaina 5,0 mg/mL com glicose
4 - Solucdo injetavel de cloridrato de 2 11050429B | Ampola de 4mL / 400mL
bupivacaina 5,0 mg/mL com glicose
5 - Solugao injetavel de cloridrato de 1 11031672 | Ampola de 20mL / 400mL
bupivacaina 5,0 mg/mL com 75% do
isbmero S e 25% do isbmero R

Foi realizado um pool de cada produto para realizacdo dos ensaios neste
estudo. Transferiu-se o equivalente a 200mL do contetdo das ampolas de cada um
dos 5 produtos para 5 frascos individualmente identificados e com tampa. Estes

foram guardados em local seco e ao abrigo da luz.

3.2 — Equipamentos, materiais e reagentes

3.2.1 — Equipamentos

— Balancga analitica com resolucdo de 0,01 mg, fabricante Mettler Toledo AX 205

(Departamento de Quimica do INCQS — Fiocruz).

— Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia, fabricante Shimadzu com detector

ultravioleta-visivel com conjunto de fotodiodos SPD-M10A, forno CTO-20A, bomba
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LC-10AD e injetor automatico SIL-20A. Programa usado para aquisicdo de dados
Class-vp. A maior parte dos experimentos foi realizada nesse sistema, que é
mostrado na figura 5 (Departamento de Quimica do INCQS — Fiocruz; Identificacao:
HPLC 3).

— Cromatografo liquido de alta eficiéncia, fabricante Shimadzu com detector
ultravioleta-visivel SPD-10AV, forno waters modelo 1122, bomba LC-10AD e injetor
automatico SIL-20A. Programa usado para aquisicdo de dados Class-vp.
(Departamento de Quimica do INCQS - Fiocruz; Identificagdo: HPLC 2).

— Equipamento de difracdo de raios X com detector contador de cintilacdo — Nal.
Anodo: cobre. Velocidade de varredura: 4°/minuto. Poténcia: 30 mA x 40 kv. Arco de
varredura: 5° a 80°. (UFRJ).

— Banho ultrassénico, fabricante Branson modelo 3210 (Departamento de Quimica
do INCQS - Fiocruz).

— Sistema de purificagdo de &gua Milli-Q, fabricante Milipore modelo A-10
(Departamento de Quimica do INCQS — Fiocruz).

Figura 5: Cromatdgrafo liquido, fabricante Shimadzu com detector ultravioleta-visivel e conjunto de
fotodiodos usado em todas as etapas da validagéo.
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3.2.2 — Materiais e Reagentes

— Duas colunas Astec Chirobiotic V (glicopeptideos macrociclicos) (250 x 4,6) mm,
5um. Fabricante: Supelco Sigma-Aldrich. Lotes: 7251 e 7341.

— Coluna Chiral-AGP (al-acid glycoprotein) (150 x 4,0) mm, 5 um. Fabricante:
Chrom Tech. Lote: 05-32.

— Os reagentes utilizados foram grau pro-analise e solventes grau CLAE. A agua
grau CLAE foi obtida passando agua destilada por um sistema de purificacdo

Millipore A-10.

— Substancia Quimica de Referéncia cloridrato de bupivacaina apresentada como

mistura racémica. Lote: 1031. Fornecedor: Farmacopéia Brasileira (FB).

— Padrao secundario cloridrato de levobupivacaina. Lote: 0365/10. Fornecedor 1.

— Padrao secundario cloridrato de dextrobupivacaina. Lote: 0126/11. Fornecedor 1.

— Padrao cloridrato de bupivacaina (mistura racémica). Lote: G1. Fornecedor: USP.

— Padréo cloridrato de bupivacaina (mistura racémica). Lote: 172054. Fornecedor:
WHO.

— Matérias-primas dos enantibmeros cloridrato de levobupivacaina lote: 0067/11,
cloridrato de dextrobupivacaina lote: 0126/11 e mistura racémica de cloridrato de

bupivacaina lote: 04118/2011. Fornecedor 1.

— Matéria-prima mistura racémica de cloridrato de bupivacaina lote: 2011014142.

Fornecedor 2.

— Os produtos utilizados no estudo estdo descritos no quadro 2 do item 3.1.
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3.2.3 — Cuidados para demonstrar qualidade nas anal ises

Com a necessidade de demonstrar qualidade nas analises realizadas foram

tomados alguns cuidados analiticos:

- Certificou-se que os cromatdgrafos utilizados estivessem qualificados e verificados
e a balanca analitica calibrada durante todo o processo de desenvolvimento e

validacdo do método analitico.

- O desempenho das colunas foi avaliado durante o uso através dos parametros de

adequacao do sistema.

- A pureza espectral dos sinais cromatogréficos foi avaliada com auxilio do detector
UV-VIS com arranjo de diodos (DAD) durante todo o desenvolvimento e validagao do

método analitico.

- Foi utilizada 4gua deionizada com grau CLAE (0,22 um) e reagentes grau CLAE.

- Toda a vidraria utilizada estava calibrada.

3.3 — Desenvolvimento do método analitico

O método foi desenvolvido pela técnica de andlise por cromatografia liquida
de alta eficiéncia com fase estacionaria quiral (CLAE-FEQ). Foi utilizado o
cromatografo fabricante Shimadzu com detector por absor¢do molecular na regido
do ultravioleta-visivel com arranjo de diodos.

Neste estudo, 2 tipos diferentes de colunas com fase estacionaria quiral foram
usadas, uma empacotada com proteinas (chiral AGP al-acid glycoprotein 150 x
4,0mm — Chrom Tech 5 um) e a outra com glicopeptideos macrociclicos (chirobiotic
V - Vancomycin 250x4,6mm — Supelco 5 pum).

Para definir as condi¢des analiticas inicialmente utilizadas em cada tipo de
coluna no desenvolvimento do método, foram consultadas as informacdes contidas
no catalogo geral de aplicacdo de cada tipo de coluna. A fim de complementar estas

informacdes, foi realizado um estudo preliminar de algumas metodologias de
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andlises provenientes de artigos, onde os autores utilizaram as mesmas colunas
quirais utilizadas nesse trabalho. ModificagBes adicionais nas condi¢cdes analiticas
inicialmente utilizada foram testadas conforme a necessidade para cada coluna.

Foi escolhida a coluna e as condicbes analiticas que apresentaram 0s
melhores resultados em relagcdo aos parametros de adequagéo do sistema: fator de
cauda, resolucéo, pratos teoricos e fator de capacidade.

3.3.1 — Verificacdo da Adequacéao do Sistema Cromato  grafico

Apés definir a coluna e as condi¢Bes analiticas a serem usadas, foram obtidos
os parametros de adequacdo do sistema cromatografico considerando que
equipamento, partes eletrénicas, operacdes analiticas e amostras constituem um
sistema integral que pode ser avaliado como um todo.

O teste de verificacao da adequacéo do sistema foi executado para assegurar
a performance do sistema cromatografico no inicio e durante a realizacdo das
analises, provendo assim dados de qualidade aceitavel.

Foi preparada solucdo da Substancia Quimica de Referéncia — Farmacopéia
Brasileira (SQR — FB) que é uma mistura racémica dos enantidmeros do cloridrato
de bupivacaina na concentracdo 1,6 mg/mL usando 4gua deionizada como diluente
e auxilio do ultrassom por 2 minutos; entdo, foram executadas 6 injecfes desta
solucédo no cromatografo. Foram avaliados os seguintes parametros: fator de cauda,
resolucdo, nimero de pratos teoricos, fator de capacidade e desvio-padrdo relativo
entre as replicatas. Neste estudo, por se tratar de uma mistura de isbmeros, também

foi avaliada a pureza dos sinais de cada um desses isémeros.

3.3.2 — Verificacao da estabilidade das solugbes do s padrbes e amostras

A estabilidade das solucbes padrdes e amostras, recém preparadas, foram
avaliadas individualmente através das areas dos sinais cromatograficos durante 24
horas consecutivas, com inje¢cdes de 15 minutos. O tempo médio de preparo para
cada solucéo foi de 30 minutos.

Foi pesado cerca de 40,0 mg de SQR - FB de cloridrato de bupivacaina
(mistura racémica) para baldo de 25 mL. Dissolveu-se com aproximadamente 15 mL

de agua deionizada e auxilio de ultrassom por 2 minutos, completou-se o volume
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com o mesmo diluente. Concentracdo final de 1,6 mg/mL para o total de
enantiomeros.

Foram pesados, individualmente e em dias diferentes, cerca de 20,0 mg de
cada padrdo secundario de cloridrato de levobupivacaina e cloridrato de
dextrobupivacaina para respectivos baldes de 25 mL. Dissolveu-se com
aproximadamente 15 mL de agua deionizada e auxilio de ultrassom por 2 minutos,
completou-se o volume com o mesmo diluente, obtendo-se solu¢bes de cada padréo
de enantidbmero com concentracao final de 0,8 mg/mL.

Em dias diferentes, foram tomadas aliquotas de 8 mL de cada solu¢do dos
produtos para baldes de 25 mL individualmente identificados. Diluiu-se com agua
deionizada até completar o volume. A concentracdo final das solucdes foi de 1,6

mg/mL para o somatorio de enantibmeros.

3.4 — Validacdo do método analitico

Definida a escolha da coluna e as condi¢cdes analiticas que apresentaram 0s
melhores resultados em relacdo aos parametros de adequacdo do sistema, o
método foi submetido & validacdo analitica de acordo com as necessidades, tendo-
se como base as exigéncias contidas em normas da Anvisa (2003), ICH (1996) e
Inmetro (2010).

As figuras de mérito avaliadas foram: seletividade, linearidade, faixa linear de

trabalho, precisdo, tendéncia / recuperacéo, efeito matriz e robustez.

3.4.1 — Seletividade

Como neste estudo as matrizes sem o analito ndo estavam disponiveis, a
seletividade foi testada comparando-se as inclinagdes das curvas de adicdo do
padrdo na matriz com as curvas analiticas dos padrdes em sete diferentes niveis.

A pureza espectral do sinal também foi avaliada através da leitura na faixa de
200 a 400 nm, dos padrbes e produtos em 3 diferentes pontos do tempo de
retencdo, avaliando a pureza espectral de todos os compostos a fim de confirmar a

seletividade do método.
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Adicionalmente, para cada um dos produtos, foram feitas comparacdes dos
espectros de absorcdo molecular no ultravioleta em 3 diferentes pontos do tempo de

retencao referentes a levobupivacaina e a dextrobupivacaina.

3.4.2 — Determinacéo da Linearidade

3.4.2.1 — Confeccéao da curva analitica

Definida a faixa de concentracdo de interesse, a linearidade foi determinada
preparando-se individualmente 3 curvas analiticas para cada padrdo dos
enantiomeros. Cada um dos sete niveis de concentracdo das curvas foi preparado
igualmente espacado e injetado no cromatografo em triplicatas independentes de

cada nivel e ordem aleatoria, tanto dos niveis, quanto das replicatas (SOUZA, 2007).

3.4.2.1.1 — Preparo da solucéo estoque (SE) de Levobupivacaina

Pesou-se individualmente com exatiddo 3 massas com cerca de 100,0 mg do
padrdo secundario de cloridrato de levobupivacaina para baldo volumétrico de 10
mL. Estas massas foram dissolvidas usando agua deionizada como diluente e com

auxilio do ultrassom por 2 minutos.

3.4.2.1.2 — Preparo da solugéo estoque (SE) de Dextrobupivacaina

Pesou-se individualmente com exatiddo 3 massas com cerca de 100,0 mg do
padrao secundario de cloridrato de dextrobupivacaina para baldo volumétrico de 10
mL. Estas massas foram dissolvidas usando agua deionizada como diluente e com

auxilio do ultrassom por 2 minutos.

3.4.2.1.3 — Preparo das solucdes de trabalho (ST) de Levobupivacaina

Foram tomadas aliquotas de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2 e 1,4 mL de cada uma
das 3 solucbes estoque de levobupivacaina para o preparo das solucdes de trabalho.
Todas as aliquotas foram retiradas com pipetas Eppendorf e transferidas

individualmente para bal6es volumétricos de 10 mL, previamente identificados, 0s
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quais foram completados com o agua deionizada e homogenizados. As solucdes
preparadas foram injetadas no cromatdgrafo em ordem aleatdria.

3.4.2.1.4 — Preparo das solucdes de trabalho (ST) de Dextrobupivacaina

Foram tomadas aliquotas de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2 e 1,4 mL de cada uma
das 3 solucbes estoque de dextrobupivacaina para o preparo das solucbes de
trabalho. Todas as aliquotas foram retiradas com pipetas eppendorf e transferidas
individualmente para bal6es volumétricos de 10 mL, previamente identificados, os
quais foram completados com agua deionizada e homogeneizados. As soluc¢des

preparadas foram injetadas no cromatografo em ordem aleatoria.

3.4.2.2 — Avaliacéo da curva analitica

Apols a aquisicdo dos dados experimentais (cromatogramas), foi realizada
uma inspecao visual dos dados no grafico x-y referente as respostas das areas
versus as concentracdes do analito.

Utilizando planilha de célculo em Excel de Bazilio et al. (2011) adaptada de
Souza e Junqueira (2005), foi realizada a avaliacdo da linearidade pelo Método dos
Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO), incluindo a estimativa dos parametros da
regressao e o tratamento dos valores extremos:

I) estimativa da inclinag&o, intersecao e coeficiente de correlagéo r;
ii) investigacdo e exclusdo de valores extremos pelo método dos residuos
padronizados por Jacknife (SOUZA, 2007).

A verificacdo das premissas relativas aos residuos da regresséo e ajuste ao

modelo linear foi avaliada através da:

i) normalidade dos residuos pelo teste de Ryan-Joiner;

i) independéncia dos residuos pelo teste de Durbin-Watson;

iil) homocedasticidade dos residuos pelo teste de Brown-Forsythe; e

iv) verificacdo da significancia da regressao e do ajuste ao modelo linear por analise
de variancia (ANOVA) (SOUZA, 2007).
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3.4.3 — Determinagéo da faixa de trabalho

Para a determinacdo quantitativa foi escolhida uma faixa de trabalho de 90%
a 110% das concentracOes tedricas para cada enantibmero. Esta faixa engloba a

faixa para o ensaio de teor para todas as diferentes amostras do estudo.

3.4.4 — Determinacdo da Tendéncia / Recuperacéo

A tendéncia do método foi avaliada através da realizagdo do ensaio de
recuperacdo do analito, que pode ser estimada pela analise de amostras fortificadas
com quantidades conhecidas de adicdo do padrdo a partir do 2° nivel da curva
analitica e a recuperacao foi calculada em relacdo ao 1°nivel da curva que nao foi
fortificado (INMETRO, 2010).

Foi preparada uma curva analitica de sete niveis para cada um dos padrdes
de levobupivacaina e dextrobupivacaina adicionados as solu¢bes originadas de
cada um dos 5 produtos, cujos teores de levobupivacaina e dextrobupivacaina foram
previamente determinados pelo teste de precisdo intermediaria. A recuperagdo do
analito foi calculada em cada nivel da curva de adicdo padrdo segundo:

Recuperacéo (%) =| C1-C2 | X100
C3
Sendo:
C1 = concentragéo do analito na amostra fortificada
C2 = concentracao do analito na amostra nao fortificada

C3 = concentracao do analito adicionada a amostra fortificada

3.4.4.1 — Preparo da solugéo estoque (SE) dos padrdes de levobupivacaina e

dextrobupivacaina

Pesou-se individualmente 5 massas de 100,0 mg do padrdo secundario de
cloridrato de levobupivacaina para baldo volumétrico de 10 mL e estas massas
foram dissolvidas usando agua deionizada e com auxilio de ultrassom por 2 minutos.

Seguiu-se 0 mesmo procedimento para o padrao secundario de dextrobupivacaina.
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3.4.4.2 — Preparo das solugdes de trabalho

Para cada produto em estudo, tomou-se 7 aliquotas da quantidade referente
a 0,2 mg de levobupivacaina e estas foram transferidas para 7 baldes de 10 mL
previamente identificados. A partir do segundo baldo, adicionou-se a estas aliquotas,
volumes de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 e 1,2 mL da solucdo estoque do padrao secundério
de cloridrato de levobupivacaina e o volume foi completado com agua deionizada,
resultando em 7 solucbes com concentracdes finais de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2 e
1,4 mg/mL. Ap6s homogeneizacdo as solugbes foram injetadas no cromatoégrafo.
Repetiu-se 0 mesmo procedimento com as solugcdes estoque de cloridrato de

dextrobupivacaina.

3.4.5 — Determinagdo da Precisdo: Repetitividade e  Preciséo Intermediaria

A determinacéo da precisao foi realizada por meio da repetitividade e precisao
intermediaria, os valores dos respectivos desvios padrdo foram comparados pela
tabela de Horwitz (INMETRO, 2010):

3.4.5.1 — Determinacgao da Repetitividade

Neste estudo foram utilizados 2 diferentes analistas e cada um deles
trabalhou com 15 aliquotas de cada produto. As 15 determinacdes de cada um dos
produtos foram analisadas no mesmo dia, mesmo equipamento e pelo mesmo
analista. A repetitividade foi avaliada pelo DPRr por meio da analise de 15
determinacdes com triplicatas de injecdo a 100% da concentracédo de trabalho e foi

determinada para cada um dos 5 diferentes produtos segundo a expressao:

DPRr= _DP_x 100
CMD
Sendo:
DP = desvio-padrao

CMD = concentracdo média determinada
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3.4.5.1.1 — Preparo das soluc¢des padrao de Levobupivacaina e Dextrobupivacaina

Pesou-se 20,0 mg do padrdao secundario de levobupivacaina e transferiu-se
para baldo volumétrico de 25 mL. Dissolveu-se com cerca de 15 mL de agua
deionizada e com auxilio do ultrassom por 2 minutos. Completou-se o volume com o
mesmo diluente. Seguiu-se 0 mesmo procedimento para o padrao secundario de

Dextrobupivacaina.
3.4.5.1.2 — Preparo das solugdes dos produtos

Tomou-se 15 aliquotas de 3,20 mL de cada um dos 5 produtos e estes foram

transferidos para baldo volumétrico de 10 mL e diluidos com agua deionizada.
3.4.5.2 — Determinacao da Preciséo Intermediaria

Neste estudo foram utilizados 2 cromatografos, em dias diferentes de analise
e 2 diferentes analistas que trabalharam, cada um deles, com 15 determinagdes em
triplicatas de inje¢cdo a 100% da concentracdo de trabalho. O desvio-padrdao de
precisdo intermediaria foi determinado utilizando o total de 30 determinagfes para

cada um dos 5 diferentes produtos segundo a expressao:

Sendo:
Spi¢ixy = desvio padrédo de preciséo intermediaria

t = total de amostras ensaiadas (néo confundir com o t de Student);
n = total de ensaios efetuados por amostra;

j=ndaamostra, j=1,1

k=n"doensaiodaamostraj k=1, n

Vi = valor do resultado k para a amostra |

y; = representa a média aritmética dos resultados da amostra |.
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3.4.6 — Avaliagao do Efeito Matriz

O procedimento para avaliagcdo do efeito da matriz foi realizado através da
preparacao de cinco curvas de adicdo do analito, com sete niveis de concentracao
igualmente espacados, nas cinco diferentes matrizes (produtos) com os teores dos
ativos previamente estabelecidos.

A avaliacdo do efeito da matriz incluiu a analise de dados e os testes de
premissas conforme o delineamento experimental da linearidade descrito no item
3.4.2.2. ApG6s a andlise da linearidade, o efeito da matriz foi avaliado pelas
comparacoes das inclinacdes e intersecdes par a par da curva de adicdo do analito
na matriz com a da curva analitica em solvente.

A avaliacado do efeito matriz neste trabalho se restringe as 5 matrizes testadas,
ndo podendo ser extrapolada para todas as possiveis matrizes que contenham
cloridrato de levobupivacaina e dextrobupivacaina.

3.4.7 — Determinacdo da Robustez

Na robustez do método, através do teste de Youden, foi ordenada a influéncia
de cada uma das variagdes nos resultados finais, indicando qual o tipo de influéncia
de cada uma dessas variagcbes (INMETRO, 2010). O grau de variacdo para 0S
fatores do método em estudo foi determinado segundo capitulo geral <621> da USP
34 (2011) sobre ajustes em métodos por CLAE.

Foram realizadas 6 injecOes da solucdo de adequacédo do sistema da SQR -
FB cloridrato de bupivacaina (preparadas conforme item 3.3.1), sob oito diferentes
combinacdes de ensaios para variacbes maiores aos valores nominais e oito
diferentes combinagOes de ensaios para variagdes menores aos valores nominais.

Um modelo de preparagdo de uma matriz de fatores para determinagéo da
robustez do método € encontrado em INMETRO, 2007. A Tabela 4 a seguir

representa esta matriz.
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Tabela 4: Matriz dos fatores para determinac¢do da robustez do método

Valor do fator Combinacdo ensaiada

1 2 3 4 5 6 7 8

Aou a A A A A a a a a
Boub B B b b B B b b
Couc C c C c C c C c
Dou d D D d d d d D D
Eou e E e E e e E e E
Fou f F f f F F f f F
Goug G g g G g G G g
Resultado S t u % w X y z

Fonte: APHA, AWWA, WEF. Standard Methods for the Examination of Water and St Wasterwater, 21 Edition,
2005

Depois de ensaiadas as combinacdes, os resultados obtidos foram analisados
de acordo com os parametros de adequacdo do sistema. E entdo calculados e
ordenados todos os efeitos de maneira a detectar os que foram significativos sobre o
resultado. Para determinar a variacdo de um fator, foram ordenados em separados,
0s quatro valores correspondentes as letras mailsculas e as quatro minusculas, e
entdo comparadas as médias desses dois grupos. Cada um dos sete efeitos foram
calculados para obter as sete diferencas (E1 a E7), que foram ordenados para

revelar aqueles, com efeito, significante no resultado (INMETRO,2007).

3.5 — Avaliacao das estruturas cristalinas dos padr  des utilizados

A avaliacdo da difracédo de raios X (DRX) foi realizada através da comparacao
entre os resultados obtidos dos padrdes utilizados neste estudo com padrdes oficiais
(quando disponiveis) e matérias-primas (MP) de diferentes fornecedores.

Foram obtidos difratogramas das substancias cloridrato de bupivacaina (USP,
WHO, SQR-FB, MP fornecedor 1 e MP fornecedor 2), cloridrato de levobupivacaina
(padréo fornecedor 1 e MP fornecedor 1) e cloridrato de dextrobupivacaina (padrao
fornecedor 1 e MP fornecedor 1).

Os resultados obtidos no ensaio de DRX foram utilizados apenas para uma
avaliagé@o exploratoria adicional dos padrdes utilizados neste estudo.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Desenvolvimento do método analitico

No desenvolvimento do método analitico objetivou-se encontrar condi¢cbes
analiticas que permitissem uma separa¢do adequada em tempo razoavel para uso
em analises de rotina.

O método foi selecionado de modo a satisfazer requisitos especificos como
gualidade dos resultados e limites de custo. Nao significa encontrar a maneira de
realizar a analise com a melhor qualidade possivel, mas atingir os objetivos de
qualidade dentro dos limites praticos. Em cromatografia, o custo de uma analise esta
relacionado com o tempo de corrida, de modo que esse tempo deve ser 0 menor
possivel. Outro critério para o desenvolvimento desse método incluiu as restricdes
impostas pelo equipamento, por exemplo, a pressdo do equipamento foi mantida
relativamente baixa para prolongar a vida util das colunas e dos selos das bombas.

Durante o desenvolvimento do método, os critérios de adequacéo do sistema
avaliados a fim de se obter uma separacdo adequada foram fator de cauda,
resolucdo, niumero de pratos tedricos e fator de capacidade.

4.1.1 — Testes utilizando coluna Chiral AGP 150 x4 ,0mm X 5 um

As condi¢cdes cromatograficas utilizadas inicialmente neste estudo foram
baseadas nas informacdes contidas no catadlogo do fabricante da coluna
(CHROMTECH, 2000):

— Fase movel: Tampéo fosfato de potassio monobasico (Tp KH,PO,4) 50mM pH=7,0:
2 - propanol (90: 10)

— Fluxo: 1,0 mL/minuto

— Comprimento de onda: 225nm

— Volume de injec&o: 10uL

— Temperatura da coluna: 25C

— Concentracéo de trabalho: 0,25 mg/mL de solucédo SQR cloridrato de bupivacaina
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Adicionalmente, a fim de se obter melhores resultados, foram testadas
diferentes composicdes de fase movel (FM), como pode ser observado na figura 6.
Os valores referentes a adequacdo do sistema, obtidos em cada sinal
cromatografico, resultantes das variacfes realizadas, estdo descritas na tabela 5, os
quais ndo estdo dentro das recomendacdes para os parametros de adequacao (USP
34, 2011). Utilizando-se a fase movel 5, ndo foi possivel identificar os sinais

cromatograficos durante o tempo de 40 minutos de corrida.
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Figura 6: Sobreposicao dos cromatogramas obtidos nas diferentes composicdes de fase movel na
coluna Chiral AGP.

onde:

1-FM: 90% Tp KH,PO,50mM pH=7,0 + 10% 2-propanol (fase mével da condicéo inicial)
2 - FM: 95% Tp KH,PO,50mM pH=7,0 + 5% 2-propanol
3 - FM: 85% Tp KH,PO,50mM pH=7,0 + 15% 2-propanol
4 - FM: 90% Tp KH,PO,50mM pH=7,0 + 10% acetonitrila
5-FM: 90% Tp KH,PO,50mM pH=7,0 + 10% metanol

Tabela 5: Resultados dos pardmetros de adequacédo do sistema para os cromatogramas da figura 6.

Fase Fator de cauda Resolucao Pratos tedricos Fator de capacidade
movel Levo Dextro Levo Dextro Levo Dextro Levo Dextro
1 0 0 - 11 1275 799 7,4 8,6
2 3,2 4,0 - 0 0 0 21,0 25,8
3 0 0 - 0,9 1889 1148 4,4 5,0
4 3.4 3.3 - 0 0 0 25,7 30,7
5 - - - - - - - -

Com a finalidade de melhorar o sinal cromatografico obtido nas condicdes

analiticas inicialmente utilizadas, diminuiu-se a concentracdo da solucdo teste de
cloridrato de bupivacaina para 0,025 mg/mL. Outras modificacdes nas condi¢cdes
analiticas (composicdo da FM e fluxo) também foram realizadas e podem ser

observadas na figura 7.
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Figura 7: Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos nas diferentes condigbes analiticas na coluna
Chiral AGP.

onde:

6 — FM: 90% Tp KH,PO,50mM pH=7,0 + 10% 2-propanol (fase mdvel da condicao inicial)

7 —FM: 90% Tp KH,PO410mM pH=7,0 + 10% 2-propanol

8 — FM: 90% Tp KH,PO,100mM pH=7,0 + 10% 2-propanol

9 - FM: 90% Tp KH,PO,100mM pH=7,0 + 10% 2-propanol / fluxo FM: 0,5mL/min

Tabela 6: Resultados dos pardmetros de adequacédo do sistema para os cromatogramas da figura 7.

Condicao Fator de cauda Resolucdo Pratos tedricos Fator de capacidade
analitica Levo Dextro Levo Dextro Levo Dextro Levo Dextro
6 1,5 1,7 - 2,0 1898 1635 6,9 8,5
7 1,8 2,2 - 17 2553 2400 15,6 18,0
8 1,3 1,3 - 1,6 2146 1889 5,87 6,93
9 1,3 14 - 1,8 3195 2817 11,6 13,4

Como pode-se observar na tabela 6, a condicdo analitica 6 apresentou a
melhor resolucéo entre os sinais de levobupivacaina e dextrobupivacaina, porém o
namero de pratos teoricos esta abaixo do recomendado (USP 34, 2011). Isso pode
ser explicado pelo fato da coluna ja estar um pouco desgastada devido ao longo

tempo de uso.

4.1.2 — Testes utilizando coluna Chirobiotic V250  x 4,6mm x 5 um

Baseado em informacdes contidas no catalogo do fabricante da coluna e
também em artigos onde os autores utilizaram esta mesma coluna, algumas
composi¢cbes de fase modvel foram inicialmente testadas (CHIROBIOTIC, 2008;
BERTHOD, 2009; VINKOKIC et al., 2005):

1 — Agua: tetrahidrofurano (THF): trietilamina (TEA) (90: 10: 0,2) pH=4,7
2 — Agua: metanol (MeOH): THF: TEA (70: 27: 3: 0,06) pH=4,8
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3 — Agua: MeOH: TEA (60: 40: 0,1) pH=4,5
4 — Agua: acetonitrila: TEA (80: 20: 0,1) pH=4,5
Para todas as composicdes de fase mdvel, mantiveram-se as seguintes
condicOes analiticas:
- Fluxo: 0,8 mL/minuto
- Comprimento de onda: 230nm
- Volume de injecéo: 5pL
- Temperatura da coluna: 30C
- Concentracgéao de trabalho: 2,0 mg/mL de solucdo SQR cloridrato de bupivacaina
Os cromatogramas resultantes das diferentes composicdes de fase movel
inicialmente testadas podem ser observadas na figura 8. Os valores referentes a
adequacdo do sistema obtidos em cada sinal cromatogréfico resultantes das
variacOes realizadas, estdo descritas na tabela 7.
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Figura 8: Sobreposicao dos cromatogramas obtidos nas diferentes composicdes de fase movel na

coluna Chirobiotic V.

Tabela 7: Resultados dos pardmetros de adequacédo do sistema para os cromatogramas da figura 8.

Fase Fator de cauda Resolucao Pratos tedricos Fator de capacidade
movel Levo Dextro Levo Dextro Levo Dextro Levo Dextro
1 1,6 2,0 - 25 5016 4242 9,6 11,3
2 1.6 2,1 - 2,7 5719 4793 11,8 13,9
3 1.4 1,6 - 2,3 5823 5248 7,6 8,8
4 1,7 1,8 - 1,6 6247 5476 8,2 9,0

Como pode ser observado na tabela 7, a fase movel 3 permitiu uma

separacdo com todos os parametros de adequacdo do sistema dentro dos valores
recomendados.
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A fim de melhorar a resolucdo entre os sinais cromatograficos, modificacdes
adicionais foram testadas na composi¢do da fase moével 3, conforme figura 9. Os
valores referentes a adequacédo do sistema obtidos em cada sinal cromatogréafico

resultantes das variacdes realizadas, estdo descritas na tabela 8.
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Figura 9: Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos para modificacdes adicionais das composicfes
de fase movel na coluna Chirobiotic V.
onde:

3 — FM= 4gua: MeOH: TEA (60:40:0,1) pH=4,5
5 — FM= 4gua: MeOH: TEA (70:30:0,1) pH=4,5
6 — FM= agua: MeOH: TEA (60:40:0,1) pH=5,0
7 — FM= agua: MeOH: TEA (60:40:0,2) pH=5,0

Tabela 8: Resultados dos pardmetros de adequacédo do sistema para os cromatogramas da figura 9.

Condicdes Fator de cauda Resolucao Pratos tedricos Fator de capacidade
analiticas Levo Dextro Levo Dextro Levo Dextro Levo Dextro
3 1.4 1,6 - 2,3 5823 5248 7,6 8,8
5 1,9 2,3 - 25 5006 4294 19,3 22,5
6 1,5 1,8 - 2,6 6029 5221 9,8 11,4
7 14 1,7 - 25 5915 5230 8,4 9,7

O cromatograma referente a fase movel 3 foi novamente colocado na figura 9
e tabela 8 para que pudesse usa-lo em comparacdo com as modificacbes de fase
movel 5, 6 e 7. Como pode ser observado na tabela 8, a composicéo de fase movel
5, apresentou fator de cauda no sinal de dextrobupivacaina acima de 2,0. Ja as
modificacdes 6 e 7 apresentaram todos os parametros de adequacéo do sistema
dentro dos valores recomendados. Porém, a composicao de fase movel 7 foi a que
apresentou melhor razao fator de capacidade / fator de cauda, sendo assim o melhor

resultado em comparagéo com as demais modificagoes.
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4.1.3 — Escolha do método analitico

Comparando os resultados encontrados nos testes realizados para cada
coluna utilizada neste estudo, foi escolhida a coluna e as condi¢cdes analiticas que
apresentaram melhores resultados na avaliagédo da adequacao do sistema:

- Coluna: chirobiotic V - Vancomycin 250 x 4,6mm - 5 pm

- Fase movel: Agua: MeOH: TEA (60: 40: 0,2) pH = 5,0 ajustado com &cido acético
50%.

- Fluxo: 0,8 mL/minuto

- Comprimento de onda: 230nm

- Volume de injecéo: 5pL

- Temperatura da coluna: 30C

- Tempo de corrida cromatografica: 15 minutos

O fato da coluna Chirobiotic V — Vancomycin ter apresentado melhores
resultados que a coluna Chiral AGP pode ser explicado devido a primeira apresentar,
ligada a silica gel, moléculas de vancomicina que possui diversos centros quirais e
grupos funcionais, possibilitando assim uma melhor enantiosseparacao (ILISZ;
BERKECZ; PETER, 2006).

Podemos observar nas figuras 10, 11 e 12 os cromatogramas da SQR
cloridrato de bupivacaina e padrbées secundarios de levobupivacaina e

dextrobupivacaina, obtidos com as condi¢des analiticas escolhidas.
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Figura 10: Cromatograma da SQR cloridrato de bupivacaina nas condi¢des analiticas escolhidas.
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Figura 11: Cromatograma de levobupivacaina nas condi¢cdes analiticas escolhidas.
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Figura 12: Cromatograma de dextrobupivacaina nas condi¢des analiticas escolhidas.

O tempo de retencdo obtido foi de cerca de 9,3 minutos para o sinal de
levobupivacaina e 10,6 minutos para o sinal de dextrobupivacaina, caracterizando
um tempo de corrida que permite a analise de um grande niumero de amostras em
curto periodo de tempo, 0 que agrega a este estudo um carater pratico, econémico e

viavel.

4.1.4 — Verificacdo da Adequacao do sistema

Este estudo foi realizado para assegurar a performance do sistema
cromatografico utilizado durante a realizagdo das andlises, provendo assim dados de
qualidade aceitavel (USP 34, 2011). Assim, ao longo da validacdo do meétodo
analitico, fez-se importante avaliar os parametros de adequacao do sistema. Na
tabela 9 estdo indicados os valores médios para fator de cauda, resolucdo, pratos
tedricos, fator de retencéo, pureza dos picos e o desvio padréo relativo (DPR) das

areas entre as 6 replicatas da solucéo de cloridrato de bupivacaina 1,6 mg/mL.
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Tabela 9. Valores da adequacéo do sistema no inicio e durante a validagao do método analitico.

Parametros Inicio dos procedimentos de validagéo Durante os procedimentos de validagéo
cromatograficos Levobupivacaina Dextrobupivacaina Levobupivacaina Dextrobupivacaina
Fator de cauda 1,38 1,54 1,36 1,52
Resolucéo - 2,62 - 2,56
Pratos teodricos 6302 5732 6733 6202

Fator de retengéo 8,27 9,61 8,61 9,92
Pureza dos picos 0,9973 0,9980 0,9965 0,9948

DPR das éareas (%) 0,5 0,7 0,6 0,5

Os fatores de cauda menores que 2 demonstram a simetria dos sinais. A
resolucdo acima de 2 demonstra que os picos estdo bem separados. O nimero de
pratos teoricos estd acima do valor normalmente recomendado de 2000. Os fatores
de capacidade encontram-se dentro da faixa de 1 a 20, demonstrando uma boa
retencdo da coluna e capacidade eluente adequada da fase movel. O desvio padrao
relativo das areas dos sinais das duas substancias estudadas foi satisfatorio,
situando-se abaixo do valor preconizado de 2%. Pode-se observar que a
performance de todo o sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia manteve-
se estavel durante todos os procedimentos da validacéo.

4.1.5 — Verificacao da estabilidade das solugbes do s padrbes e amostras

Para gerar resultados confiaveis e reprodutiveis, as solucbes preparadas, a
partir dos padrdes e produtos, devem ser estaveis por um periodo razoavel e
conhecido do analista (um dia, uma semana, dependendo da necessidade).

Neste estudo, a estabilidade das solugbes, individualmente preparadas dos
padrées e dos 5 produtos, foi avaliada durante 24 horas consecutivas com injecées
de 15 minutos, totalizando 96 injecOes para cada uma das solucbes preparadas.
Com os resultados obtidos, foi construido um grafico das éareas dos sinais
cromatograficos em funcdo do tempo para cada uma das solu¢Bes dos padrbes e
produtos, conforme itens 4.1.5.1 e 4.1.5.2.
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4.1.5.1 — Avaliagéo da estabilidade das solugbes dos padrbes

A figura 13 representa as &reas obtidas a partir da solucdo de cloridrato de
bupivacaina SQR — FB (mistura racémica). Pode-se observar que nao houve
variacdo significativa tanto nas areas dos picos de levobupivacaina quanto nas

areas dos picos de dextrobipivacaina.

estabilidade padréo FB pico levobupivacaina estabilidade padrao FB pico dextrobupivacaina
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Figura 13: Gréfico das areas obtidas da solugdo SQR — FB de cloridrato de bupivacaina (a) areas
referentes ao sinal de levobupivacaina (b) areas referentes ao sinal de dextrobupivacaina.

A figura 14 representa as areas obtidas para solucdo do padrédo de cloridrato
de levobupivacaina. Pode-se observar que n&o houve variagdo significativa nas
areas. Este padrdo ndo possui impureza de sintese de dextrobupivacaina em
quantidade significante que seja detectavel pelo método. Também se pode observar
que durante as 24 horas de inje¢do, ndo houve conversao de levobupivacaina em
dextrobupivacaina, ou seja, rotacdo da ligagdo dos carbonos assimétricos.
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Figura 14: Grafico das areas obtidas da solucdo padrdo de cloridrato de levobupivacaina



77

A figura 15 representa as areas obtidas a partir da solucdo do padrdo de
cloridrato de dextrobupivacaina. Este padrdo possui cerca de 1,5 % de impureza de
sintese de levobupivacaina. Pode-se observar nos graficos abaixo que nao houve
variacao significativa nas areas do pico de dextrobupivacaina e nem nas areas da
impureza de levobupivacaina. Isso sugere que ndo houve conversao de

dextrobupivacaina em levobupivacaina no periodo de 24 horas.
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Figura 15: Gréfico das areas obtidas da solugcédo padrdo de cloridrato de dextrobupivacaina (a) areas
referentes ao sinal de dextrobupivacaina (b) areas referentes ao sinal da impureza de sintese de
levobupivacaina.

4.1.5.2 — Avaliacdo da estabilidade das solugbes dos produtos

As figuras 16 e 17, representam as areas obtidas a partir das solugcbes dos

produtos 1 e 2 (mistura racémica), respectivamente.
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Figura 16: Gréfico das areas obtidas da solucdo do produto 1 (a) areas referentes ao sinal de
levobupivacaina (b) areas referentes ao sinal de dextrobupivacaina.
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estabilidade AM Bupi 5,0mg/mL fabricante 2 levobupivacaina
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Figura 17: Grafico das areas obtidas da solugdo do produto 2 (a) areas referentes ao sinal de
levobupivacaina (b) areas referentes ao sinal de dextrobupivacaina.

As figuras 18 e 19 , representam as areas obtidas a partir das solu¢des dos

produtos 3 e 4 (mistura racémica + glicose), respectivamente.
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Figura 18: Gréfico das areas obtidas da solucdo do produto 3 (a) areas referentes ao sinal de
levobupivacaina (b) areas referentes ao sinal de dextrobupivacaina.
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Figura 19: Gréfico das areas obtidas da solucdo do produto 4 (a) areas referentes ao sinal de
levobupivacaina (b) areas referentes ao sinal de dextrobupivacaina.
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A figura 20 representa as areas obtidas a partir das solu¢des do produto 5
(mistura néo racémica - 75% do isdbmero S(-) e 25% do isdmero R(+)).

estabilidade AM Bupi 5,0mg/mL com 75% de levo e 25% de estabilidade AM Bupi 5,0 mg/mL com 75% de levo e 25% de
dextro fabricante 1 levobupivacaina dextro fabricante 1 dextrobupivacaina
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Figura 20: Gréfico das areas obtidas da solucdo do produto 5 (a) areas referentes ao sinal de
levobupivacaina (b) areas referentes ao sinal de dextrobupivacaina.

Para todas as solucdes avaliadas, verifica-se que ndo houve indicios de
degradacéo e conversao das areas de levobupivacaina e dextrobupivacaina. Pode-

se assegurar a estabilidade das preparacdes analiticas por até 24 horas.

4.2 — Validacédo do método analitico

Os parametros avaliados durante o processo de validagao foram aqueles
exigidos para ensaio de teor (ANVISA, 2003; ICH, 1996; INMETRO, 2010). Foram
avaliados os parametros seletividade, linearidade, faixa linear de trabalho, preciséo,

tendéncia / recuperacéo, efeito matriz e robustez.

4.2.1 — Seletividade

Como neste estudo as matrizes sem o analito ndo estavam disponiveis, a
seletividade foi testada comparando-se as inclinagcdes das curvas de adicdo dos
padrées de levobupivacaina e dextrobupivacaina nas cinco diferentes matrizes dos
produtos estudados com as inclinacbes das curvas analiticas dos padroes em
solvente, nos sete diferentes niveis, como mostram respectivamente as figuras 21 e
22.
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Figura 21: Grafico de comparacdo das inclinacdes das curvas de adicdo do padrdo de
levobupivacaina nas matrizes com a curva analitica em solvente nos sete diferentes niveis.
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Figura 22: Grafico de comparacdo das inclinacdes das curvas de adicdo do padrdo de
dextrobupivacaina nas matrizes com a curva analitica em solvente nos sete diferentes niveis.

A fim de confirmar a seletividade do método, a pureza espectral do sinal

referente a levobupivacaina e dextrobupivacaina dos padrées e amostras também
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foi avaliada, em 3 diferentes pontos do tempo de retengédo, conforme mostrado na

tabela 10.

Tabela 10: Média dos resultados obtidos para avaliagdo da pureza espectral de levobupivacaina e
dextrobupivacaina nas solug6es dos padrées e produtos.

Descricio das solucdes avaliadas Pureza d(? sinal de Pureza do.sinal de
Levobupivacaina Dextrobupivacaina
Padréo Levobupivacaina 0,9972 -
Padrao Dextrobupivacaina - 0,9984
Produto 1 0,9968 0,9964
Produto 2 0,9969 0,9973
Produto 3 0,9967 0,9977
Produto 4 0,9972 0,9984
Produto 5 0,9975 0,9973

Adicionalmente, para cada um dos produtos, foram feitas comparacdes dos
espectros no ultravioleta em 3 diferentes pontos do tempo de retencdo (antes,
durante e depois do sinal), referentes aos picos cromatograficos da levobupivacaina
e dextrobupivacaina, conforme APENDICE A.

Os espectros no ultravioleta das amostras em estudo se sobrepuseram aos
espectros das respectivas substancias puras dos padrées, demonstrando a pureza e

a seletividade dos sinais.

4.2.2 — Determinagéo da linearidade

Com a seletividade do método demonstrada, iniciou-se a validacdo da parte
guantitativa do método, avaliando-se inicialmente a curva analitica. Nos quadros 3 e
4 abaixo estao descritas as concentragdes dos 7 niveis das curvas analiticas para 0s

padrdes de levobupivacaina e dextrobupivacaina, respectivamente.

Quadro 3 - Concentra¢des das solucdes de trabalho da curva analitica levobupivacaina (mg/mL).
Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 Nivel 5 Nivel 6 Nivel 7

Levobupivacaina 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40
12 Curva 0,2015 0,4030 | 0,6045 0,8060 1,0075 1,2090 1,4105
22 Curva 0,2008 0,4015 0,6023 0,8030 1,0038 1,2046 1,4053

32 Curva 0,1998 0,3996 0,5993 0,7991 0,9989 1,1987 1,3985
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Quadro 4 - Concentragcdes das solucdes de trabalho da curva analitica dextrobupivacaina (mg/mL).

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 | Nivel 5 Nivel 6 Nivel 7
Dextrobupivacaina 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40
12 Curva 0,2008 0,4016 | 0,6024 | 0,8032 | 1,0040 | 1,2048 1,4056
22 Curva 0,2004 0,4008 | 0,6011 | 0,8015 | 1,0019 | 1,2023 1,4027
32 Curva 0,2009 0,4018 | 0,6028 | 0,8037 | 1,0046 | 1,2055 1,4064

Apds a aquisicdo dos dados experimentais (cromatogramas), foi realizada

uma inspec¢do visual a partir da construgdo de um gréfico de concentracdo (eixo Xx)
versus areas obtidas apos injecdo das solucdes (eixo y). A linearidade dos dados
experimentais foi avaliada por regressao linear, pelo método dos minimos quadrados
ordinarios (MMQO), utilizando uma planilha de célculo em Excel de Basilio (2011),
adaptada de Souza e Junqueira (2005). Através da planilha foi realizada a estimativa
dos parametros (coeficiente angular, coeficiente linear e coeficiente de correlacéo R),
a avaliacdo do ajuste ao modelo e a significancia da regressao linear por analise de
variancia (ANOVA). Além disso, foi feita a verificacdo da auséncia de valores
discrepantes pelo teste de Jacknife. A verificacdo das premissas do modelo foi
realizada atraves da analise dos residuos de acordo com o0s seguintes testes:

» normalidade dos residuos pelo teste de Ryan-Joiner;

* independéncia dos residuos pelo teste de Durbin-Watson;

* homocedasticidade dos residuos pelo teste de Brown-Forsythe;

As avaliacbes para o0s sinais referentes a levobupivacaina e
dextrobupivacaina s&o mostradas nos APENDICES B e C, respectivamente. As
curvas analiticas podem ser visualizadas nos itens 4.2.2.1 € 4.2.2.2.

4.2.2.1 — Avaliacao da curva analitica para Levobupivacaina

A linearidade da curva analitica para levobupivacaina na faixa de
concentracdo de 0,20 a 1,40 mg/mL foi confirmada, conforme figura 23. Foram
retirados trés valores extremos pelo teste de Jacknife, marcados em vermelho na
planilha (APENDICE B). Esses dados n#o foram considerados na avaliacdo das

premissas.



83

Linearidade Levobupivacaina
5000000
4500000 -
4000000 -
3500000 -
3000000 -
& 2500000 -
T 2000000 -
1500000 A y = 3345504,3683x - 5769,6203
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0 ‘ ‘
0 0,5 1
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Figura 23: Grafico da curva analitica levobupivacaina na faixa de concentracao 0,20 a 1,40 mg/mL.

As premissas para a curva analitica de levobupivacaina descritas no item

4.2.2 foram atendidas. A planilha Excel de Bazilio (2011) adaptada de Souza e
Junqueira (2005), encontra-se no APENDICE B.

4.2.2.2 — Avaliacao da curva analitica para Dextrobupivacaina

A linearidade da curva analitica para dextrobupivacaina na faixa de

concentracédo de 0,20 a 1,40 mg/mL foi confirmada, conforme figura 24. Foram

retirados dois valores extremos pelo teste de Jacknife, marcados em vermelho na

planilha (APENDICE C). Esses dados n&o foram considerados na avaliacdo das

premissas.
Linearidade Dextrobupivacaina
5000000
4500000 -
4000000 -
3500000 -
© 3000000 -
o 2500000 -
<L 2000000
1500000 - y = 3332309,6441x + 5627,7016
1000000 R%=0,9999
500000 - r =0,9999
0 ‘
0 0,5 1 15
Conc. (mg/mL)

Figura 24: Grafico da curva analitica dextrobupivacaina na faixa de concentracao 0,20 a 1,40 mg/mL.
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As premissas para a curva analitica de dextrobupivacaina descritas no item
4.2.2 foram atendidas. A planilha Excel de Bazilio (2011) adaptada de Souza e
Junqueira (2005), encontra-se no APENDICE C.

4.2.3 — Determinagéao da faixa de trabalho

Para a determinacdo quantitativa, foi escolhida uma faixa de trabalho de 90 a
110% das concentracdes teoricas para cada enantibmero. Esta faixa engloba a faixa
para o ensaio de teor para todas as diferentes amostras do estudo. A concentracao
tedrica da amostra (100%) encontra-se no centro da faixa de trabalho, conforme

mostra o quadro 5.

Quadro 5 — Determinacéo da faixa linear de trabalho.

Produtos Concentracdo 90% da 110% da
tedrica para cada concentracao concentracao
enantidmero tedrica tedrica
AM bupi 5,0 mg/mL 0,8 mg/mL para cada | 0,72 mg/mL para | 0,88 mg/mL para
(fabricante 1 e 2) enantibmero cada enantibmero cada enantibmero
AM bupi 5,0 mg/mL + 0,8 mg/mL para cada | 0,72 mg/mL para | 0,88 mg/mL para
glicose (fabricante 1 e 2) enantibmero cada enantibmero cada enantibmero

AM bupi 5,0 mg/mL com 1,20 mg/mL para S e | 1,08 mg/mL para S e | 1,32 mg/mL para S e
75% S (3,75 mg/mL) e 0,40 mg/mL para R 0,36 mg/mL para R 0,44 mg/mL para R
25% R (1,25 mg/mL)
(fabricante 1)

4.2.4 — Determinacdo da Tendéncia / Recuperacao

A tabela 11 mostra as recuperacdes para cada nivel das curvas de adicao de
levobupivacaina e dextrobupivacaina nos produtos em estudo. Verifica-se que 0s
resultados encontram-se dentro dos limites recomendados (95 a 105%), para o nivel
de concentracdo do estudo (CODEX, 2010), comprovando assim adequada

recuperacdo do método para estas substancias.
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Tabela 11: Recuperagdes para cada nivel de concentragao das curvas de adicao de levobupivacaina
e dextrobupivacaina.

Produto 1 Produto 2 Produto 3 Produto 4 Produto 5

Levo Dextro Levo Dextro Levo Dextro Levo Dextro Levo Dextro
Nivel 1 - - - - - - - - - -
Nivel 2 | 102,47 99,13 | 102,08 99,90 | 103,29 100,28 | 100,17 101,91 | 99,95 102,30
Nivel 3 | 102,92 98,33 | 101,12 98,36 | 101,11 101,91 | 99,92 97,89 | 100,35 100,18
Nivel 4 | 102,37 101,00 | 101,01 99,31 | 99,69 100,79 | 99,13 99,64 | 100,12 98,14
Nivel 5 | 100,07 99,74 | 99,95 99,69 | 101,59 95,75 | 99,17 99,9 98,96 99,13
Nivel 6 | 101,31 99,34 | 99,04 100,36 | 99,64 98,33 | 99,34 99,84 | 99,47 98,18
Nivel 7 | 101,89 99,38 | 99,52 97,95 | 101,20 99,85 | 99,87 98,73 | 100,15 100,40

4.2.5 — Determinacéo da Precisdo: Repetitividade e

4.2.5.1 — Repetitividade

Precisao Intermediaria

Os resultados das repetitividades das analises efetuadas por cada analista

nos 5 produtos em estudo estdo indicados na Tabela 12 e 13 para os sinais

cromatograficos referentes a levobupivacaina e dextrobupivacaina, respectivamente.

Os valores calculados para DPRr, atestam a repetitividade do método. Segundo

Horwitz (1995), os limites estabelecidos de DPRr em funcdo do nivel de

concentracéo do analito em solu¢éo ndo podem ultrapassar 5,6 %.

Tabela 12: Repetitividade do método para o sinal referente a levobupivacaina.

Teor (%)
Prodoto 1

Teor (%)
Produto 2

Teor (%)
Produto 3

Teor (%)
Produto 4

Teor (%)
Produto 5

Analista
1 2

Analista
1 2

Analista
1 2

Analista
1 2

Analista
1 2

103,40 102,10
103,88 101,69
103,61 102,72
100,97 101,02
102,93 101,97
102,87 101,36
104,67 101,94
104,31 101,45
102,63 98,51

103,65 100,16
105,79 101,47
103,87 100,71
103,38 101,96
105,16 101,39
103,88 102,69

100,81 102,34
102,62 103,00
102,52 102,79
103,33 102,15
101,25 102,45
104,72 102,61
104,12 102,61
102,73 102,53
101,69 103,97
102,11 101,98
101,28 102,01
101,31 102,04
102,50 101,98
102,66 101,88
101,87 101,92

102,48 99,03

102,32 101,39
102,95 101,56
103,13 103,36
103,56 103,81
103,25 102,44
102,90 104,01
104,29 104,82
106,49 104,67
103,50 102,52
102,31 100,52
102,92 101,70
104,32 105,01
102,74 102,70
102,98 102,62

102,48 101,72
102,32 99,33

102,86 106,70
103,13 101,87
103,56 103,85
103,25 101,83
102,90 100,44
104,29 101,91
106,49 100,36
103,50 102,08
102,31 100,69
102,92 102,46
104,32 100,43
102,74 101,99
102,98 100,81

104,46 102,82
104,87 106,29
105,53 104,18
104,09 104,85
105,51 103,38
105,44 106,87
104,72 104,31
105,77 103,30
107,75 105,29
104,95 101,93
103,22 106,91
107,79 104,93
105,34 104,38
104,88 104,92
105,40 104,89

média

103,67 101,41

102,37 102,42

103,34 102,68

103,34 101,76

105,31 104,62

DPRr

1,09 1,04

1,06 0,54

1,03 1,63

1,03 1,72

1,13 1,35




Tabela 13: Repetitividade do método para o sinal referente a dextrobupivacaina.
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Teor (%)
Produto 1

Teor (%)
Produto 2

Teor (%)
Produto 3

Teor (%)
Produto 4

Teor (%)
Produto 5

Analista
1 2

Analista
1 2

Analista
1 2

Analista
1 2

Analista
1 2

104,08 103,21
104,58 102,75
104,37 103,81
101,61 102,09
103,65 103,05
103,45 102,41
105,12 103,03
104,85 102,53
103,35 99,51
104,28 101,18
106,52 102,49
104,56 101,84
103,90 103,05
105,75 102,46
104,55 103,81

101,89 102,80
103,56 103,55
103,50 103,36
104,30 102,71
102,04 102,97
105,66 103,16
105,01 103,11
103,71 103,09
102,69 104,47
103,19 102,48
102,25 102,53
102,20 102,55
103,59 102,51
103,73 102,38
102,85 102,43

101,00 101,97
100,88 104,38
101,54 104,62
101,74 106,39
102,22 106,92
101,84 105,50
101,63 107,09
102,91 107,96
105,08 107,82
102,16 105,53
100,93 103,53
101,62 104,74
100,37 108,13
101,43 105,77
101,68 105,69

101,00 104,39
100,88 101,96
101,39 109,53
101,74 104,63
102,22 106,65
101,84 104,67
101,63 103,11
102,91 104,71
105,08 103,07
102,16 104,80
100,93 103,39
101,62 105,20
100,37 103,12
101,43 104,74
101,68 103,51

103,63 103,33
103,91 106,78
104,49 104,68
103,33 105,51
104,17 103,89
104,37 107,42
104,27 104,93
104,72 103,79
107,11 105,76
104,04 102,50
102,25 107,57
107,12 105,50
104,77 104,93
104,58 105,53
104,97 105,46

média

104,31 102,48

103,34 102,94

101,80 105,74

101,79 104,50

104,52 105,17

DPRr

1,08 1,05

1,05 0,54

1,08 1,64

1,08 1,72

1,20 1,36

4.2.5.2 — Precisao Intermediaria

Os resultados das precisdes intermediaria das andlises efetuadas nos 5

produtos, por 2 analistas, estdo indicados nas tabelas 14 e 15 para os sinais

cromatograficos referentes a levobupivacaina e dextrobupivacaina, respectivamente.

Os valores calculados dos desvios-padrdo relativos de precisdo intermediaria

(DPRspi) atestam que a variabilidade dos resultados em um laboratorio, estdo de

acordo com o0 DPRgp reportado por Horwitz (1995) em funcdo do nivel de

concentracdo do analito em solucéo, que ndo podem ultrapassar 5,6 %. Observa-se

que os resultados obtidos pelos 2 analistas apresentaram DPRs, muito abaixo do

desvio maximo recomendado.
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Tabela 14: Avaliacdo da precisdo intermediaria do método a partir dos resultados de teor de
levobupivacaina obtidos por dois diferentes analistas para os cinco produtos estudados.

(Y1-MdY1)*
Produto 1

(Y1-MdY1)*
Produto 2

(Y1-MdY1)*
Produto 3

(Y1-MdY1)*
Produto 4

(Y1-MdY1)*
Produto 5

Analista
1 2

Analista
1 2

Analista
1 2

Analista
1 2

Analista
1 2

0,0711 0,4770
0,0455 0,0788
0,0032 1,7178
7,2720 0,1516
0,5427 0,3143
0,6347 0,0024
1,0067 0,2816
0,4139 0,0017
1,0747 8,4061
0,0003 1,5608
4,5085 0,0037
0,0413 0,4891
0,0822 0,3032
2,2300 0,0004
0,0455 1,6401

2,4166 0,0054
0,0626 0,3434
0,0233 0,1391
0,9235 10,0718
1,2528 0,0010
5,5337 0,0370
3,0672 0,0361
0,1287 0,0125
0,4618 2,4168
0,0675 0,1961
1,1788 0,1670
1,1158 0,1411
0,0164 0,1888
0,0864 0,2904
0,2432 0,2462

0,7442 13,3030
1,0458 1,6572
0,1542 1,2484
0,0452 0,4660
0,0472 11,2829
0,0086 0,0563
0,1960 1,7760
0,8974 4,5910
9,9057 3,9707
0,0248 0,0248
1,0664 4,6541
0,1786 0,9552
0,9552 5,4413
0,3632 0,0005
0,1315 0,0033

0,7339 0,0020
1,0336 5,9276
0,2272 24,3575
0,0427 0,0111
0,0499 4,3486
0,0075 0,0043
0,1907 1,7547
0,9088 0,0211
9,9435 1,9731
0,0267 0,0994
1,0540 1,1549
0,1736 0,4835
0,9669 1,7813
0,3560 0,0508
0,1272 0,9114

0,7305 3,2280
0,1977 2,8000
0,0464 0,1907
1,4998 0,0544
0,0382 11,5293
0,0157 5,0775
0,3536 0,0940
0,2073 1,7336
5,9308 0,4534
0,1330 7,2182
4,3876 5,2594
6,1273 0,0982
0,0006 0,0560
0,1889 0,0920
0,0073 0,0747

Spi

1,0922

0,8634

1,4040

1,4482

1,3069

média

102,54

102,39

103,01

102,55

104,97

DPRgp;

1,0652

0,8432

1,3630

1,4122

1,2451

Tabela 15: Avaliacdo da
dextrobupivacaina obtidos

precisdo intermediaria do método a partir dos resultados de teor de
or dois diferentes analistas para os cinco produtos estudados.

(Y1-MdY1)*
Produto 1

(Y1-MdY1)*
Produto 2

(Y1-MdY1)*
Produto 3

(Y1-MdY1)*
Produto 4

(Y1-MdY1)*
Produto 5

Analista
1 2

Analista
1 2

Analista
1 2

Analista
1 2

Analista
1 2

0,0520 0,5310
0,0740 0,0722
0,0038 1,7654
7,2792 0,1531
0,4330 0,3234
0,7362 0,0051
0,6593 0,3010
0,2938 0,0024
0,9178 8,8288
0,0008 1,6935
4,8929 0,0001
0,0635 0,4113
0,1665 0,3234
2,0794 0,0005
0,0586 1,7654

2,1203 0,2943
0,0460 0,0432
0,0244 0,0002
0,9165 0,4022
1,7131 0,1395
5,3486 0,0334
2,7595 0,0557
0,1326 0,0656
0,4280 1,2564
0,0231 0,7547
1,1951 0,6639
1,3010 0,6369
0,0598 0,6941
0,1478 0,9272
0,2400 0,8294

0,6432 14,1828
0,8501 11,8387
0,0686 1,2455
0,0038 0,4277
0,1747 1,4019
0,0014 0,0557
0,0296 11,8333
1,2277 4,9462
10,7453 4,3431
0,1282 0,0424
0,7604 4,8664
0,0331 0,9920
2,0506 5,7312
0,1384 0,0012
0,0149 0,0021

0,6273 0,0118
0,8317 6,4448
0,1616 25,3143
0,0027 0,0172
0,1832 4,6282
0,0023 0,0294
0,0262 11,9284
1,2499 0,0447
10,8109 2,0411
0,1354 0,0908
0,7430 1,2291
0,0296 0,4919
2,0221 11,9007
0,1310 0,0582
0,0125 0,9775

0,7838 3,3930
0,3664 2,5857
0,0006 0,2421
1,4050 0,1142
0,1193 1,6435
0,0211 5,0535
0,0602 0,0586
0,0419 1,9099
6,7323 0,3457
0,2259 7,1396
5,1317 5,7504
6,7843 0,1076
0,0649 0,0586
0,0042 0,1282
0,2067 0,0829

Spi

1,1001

0,9113

1,4489

1,4902

1,3438

média

103,39

103,14

103,77

103,15

104,84

DPRgp;

1,0640

0,8835

1,3963

1,4447

1,2817
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4.2.6 — Verificagao do Efeito Matriz

A avaliacdo da linearidade da curva matriz pelo MMQO foi realizada atraves
das planilhas de Bazilio (2011) adaptadas de Souza e Junqueira (2005),
apresentadas nos APENDICES D, E, F, G e H para o sinal da levobupivacaina e nos
APENDICES |, J, K, L e M para o sinal da dextrobupivacaina. E possivel observar,
nestas planilhas, a adequacdo dos resultados para os parametros da regresséo e
verificacdo das premissas relativas aos residuos da regressao. Porém, como neste
estudo foi realizada apenas uma curva para cada uma das 5 matrizes, ndo ha
significado pratico para o desvio de linearidade encontrado nas curvas para o sinal
de levobupivacaina nos produtos 1 e 3 , e para o sinal de dextrobupivacaina nos
produtos 3, 4 e 5. Como as injecdes repetidas ndo podem ser consideradas réplicas
genuinas, o quadrado médio do erro puro tende a subestimar a variancia. Neste
caso, o teste da falta de ajuste tende a detectar uma inadequacdo do modelo de
regressao que na verdade néao existe (WERKEMA & AGUIAR, 1996).

Foram realizadas comparacfes das inclinacdes e intersecdes par a par das
curvas de adicdo do analito nas matrizes com a da curva analitica em solvente,
conforme APENDICES N, O, P, Q e R para o sinal de levobupivacaina e
APENDICES S, T, U, V e W para o sinal de dextrovobupivacaina. O teste
preconizado para comparacdo das inclinacfes e intersecfes das curvas € o teste t
(ARMITAGE & BERRY, 1994). Os dados obtidos indicam que ndo ocorreu efeito da
matriz para as 5 matrizes em estudo (t calc < t tab). E importante ressaltar que este
resultado ndo pode ser extrapolado para todas as possiveis matrizes que contenham

cloridrato de levobupivacaina e dextrobupivacaina.

4.2.7 — Avaliagdo da Robustez

Foram realizadas oito diferentes combinacdes de ensaios para variacbes
superiores em relacdo aos valores nominais e oito diferentes combinacdes de
ensaios para variagoes inferiores em relagcdo aos valores nominais, conforme tabela
4 do item 3.4.7 (matriz de fatores).

O grau de variacao para os fatores do método em estudo foi determinado com

base nos ajustes em métodos por CLAE descritos no capitulo geral <621> da USP
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34 (2011). A Tabela 16 mostra os efeitos das variagbes sobre os fatores escolhidos
para esse estudo.

Tabela 16: Variacdes nos fatores (pardmetros operacionais) para a determinagéo da robustez.

Fatores Variados Nominal / Letra Variacdo / Letra

1. Quantidade de meOH na FM 40% / A +/-5%/a

2. Quantida de de TEA na FM 0,20% /B +/-0,05% /b

3. pH da FM 50/C +/-0,2/c

4. Lote da coluna 7251 /D 7341/d

5. Fluxo 0,8 mL/minuto / E +/- 0,1 mL/minuto / e
6. Temperatura do forno 30C/F +/-5C /f

7. Tempo de ultrassom 2 minutos / G +/- 1 minuto / g

Depois de ensaiadas as oito combinacdes, os resultados obtidos foram
analisados de acordo com os parametros de adequacédo do sistema fator de cauda,
resolucdo, pratos tedricos e fator de capacidade. As tabelas 17 e 18 mostram,
respectivamente, os resultados obtidos para as variacdes superiores e inferiores as

nominais.

Tabela 17: Resultados obtidos para as variacdes superiores as nominais.

Fator de
condicéo Fator de cauda Resolucdo Pratos tedricos capacidade
Levo Dextro Levo Dextro Levo Dextro L evo Dextro
S 1,36 1,52 0 2,56 6732,8 6202,0 8,61 9,92
T 1,28 1,43 0 2,35 7026,2 6534,1 7,12 8,10
U 1,28 1,43 0 2,45 5855,6 5460,7 7,02 8,15
\Y 1,32 1,51 0 2,49 4758,8 4348,7 6,76 8,00
w 1,26 1,39 0 2,32 5066,2 4639,3 5,90 6,88
X 1,24 1,39 0 2,37 6225,1 5812,8 6,86 7,89
Y 1,20 1,31 0 2,13 7133,7 6754,7 6,23 7,02
z 1,28 1,40 0 2,38 6863,1 6365,7 7,81 8,91
Tabela 18: Resultados obtidos para as variag6es inferiores as nominais.
Fator de
condicao Fator de cauda Resolugéo Pratos tedricos capacidade
Levo Dextro Levo Dextro Levo Dextro Levo Dextro
Si 1,36 1,52 0,00 2,56 6732,8 6202,0 8,61 9,92
Ti 1,42 1,61 0,00 2,71 6464,4 5782,6 9,90 11,53
Ui 1,41 1,72 0,00 2,67 4697,7 4105,6 8,27 9,90
Vi 1,39 1,62 0,00 2,63 5597,5 4998,6 8,74 10,26
Wi 1,52 1,81 0,00 2,78 5430,1 4826,0 10,36 12,27
Xi 1,51 1,82 0,00 2,66 4403,2 3861,0 8,71 10,47
Yi 1,59 1,86 0,00 2,92 6120,6 5320,1 12,77 15,07
Zi 1,47 1,68 0,00 2,64 6417,8 5785,1 9,98 11,57
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Os valores de fator de cauda foram sempre inferiores a 2, demonstrando um
bom formato dos sinais. A resolucdo entre 0s picos cromatograficos de
levobupivacaina e dextrobupivacaina sempre foi superior a 2,0, assegurando a nao
sobreponibilidade. O numero de pratos tedricos apresentou-se superior ao
recomendado (N > 2000) em relagcao ao fator de capacidade obtido para os picos de
levobupivacaina e dextrobupivacaina.

Foram calculados os sete efeitos (E1 a E7), e as Tabelas 19 e 20 mostram
respectivamente o0s resultados dos efeitos determinados para as variacbes

superiores e inferiores em relagdo as nominais.

Tabela 19: Resultados dos efeitos para as variagfes superiores as nominais.

Fator de

Fatores Fator de cauda Resolucéo Pratos tedricos capacidade

Levo Dextro Levo Dextro Levo Dextro | evo Dextro
El 0,068 0,101 - 0,16 -228,7 -256,8 0,68 0,87
E2 0,014 0,018 - 0,04 109,8 64,6 0,17 0,18
E3 -0,005 -0,016 - -0,03 -21,2 -1,2 -0,20 -0,23
E4 0,006 -0,014 - -0,05 1462,6 1398,8 0,81 0,76
E5 0,023 0,028 - 0,12 422,9 391,1 1,08 1,22
E6 0,056 0,066 - 0,11 -705,0 -751,7 0,46 0,64
E7 0,008 0,021 - 0,01 9,8 29,6 0,15 0,20

Onde: E1: quantidade de meOH na FM; E2: quantidade de TEA na FM; E3: pH da FM; E4: lote da
coluna; E5: fluxo; E6: temperatura do forno; E7: tempo de ultrassom.

Tabela 20: Resultados dos efeitos para as variagdes inferiores as nominais.

Fator de

Fatores Fator de cauda Resolucéo Pratos teéricos capacidade

Levo Dextro Levo Dextro Levo Dextro | evo Dextro
El 0,127 -0,175 - -0,10 280,2 324,2 -1,57 -1,94
E2 -0,012 -0,028 - -0,04 49,2 115,6 -0,55 -0,65
E3 0,023 0,047 - 0,07 24,6 6,6 0,67 0,84
E4 -0,002 -0,075 - 0,02 1401,8 1324,7 1,30 1,30
E5 -0,041 -0,041 - -0,13 -340,3 -243,4 -1,55 -1,82
E6 -0,046 -0,096 - -0,09 623,1 685,6 -0,49 -0,73
E7 0,009 0,002 - -0,01 -39,0 -29,4 0,08 0,11

Onde: E1: quantidade de meOH na FM; E2: quantidade de TEA na FM; E3: pH da FM; E4: lote da
coluna; E5: fluxo; E6: temperatura do forno; E7: tempo de ultrassom.

Os efeitos foram avaliados com a finalidade de revelar aqueles mais
significantes sobre os resultados dos parametros de adequacéo do sistema, para os
picos cromatograficos, tanto nas variagdes superiores, como nas inferiores:

» Fator de cauda: ndo houve efeito capaz de causar variagdes significativas,
todos os valores foram préximos de zero.

* Resolucao: ndo houve efeito capaz de causar variagdes significativas.
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 Numero de pratos tedricos: a diferenca entre os lotes da coluna é o efeito
mais significativo, tanto na variacdo superior como na inferior, devido ao fato
de uma das colunas ter sido mais desgastada durante a validacao.

» Fator de capacidade: os efeitos de variagdo da composicdo da fase movel e
fluxo foram significativos na variacdo inferior a nominal. Sugere-se nao
diminuir a quantidade de metanol na composi¢cdo da fase mével e nem

diminuir o fluxo da condi¢é@o analitica que foi determinada nesta validacéo.

4.3 — Avaliacao das estruturas cristalinas dos padr  des utilizados

Os difratogramas da substancia cloridrato de bupivacaina (mistura racémica)
oriundos da USP, WHO, SQR-FB e MP dos fornecedores 1 e 2 encontram-se no
APENDICE X. Ao comparar os difratogramas dos padrées USP, WHO e SQR-FB,
observa-se que estes apresentam pouca similaridade entre si. Em contrapartida, os
picos mais intensos, encontrados nos difratogramas das MPs dos fornecedores 1 e 2,
sao similares. Estes ainda quando comparados com os difratogramas dos padrdes,
observa-se que se aproximam mais do grau de cristalinidade do padrao WHO.

Os difratogramas dos padrées e MPs das substancias cloridrato de
levobupivacaina e cloridrato de dextrobupivacaina encontram-se no APENDICE Y.
Pode-se observar que 0s picos mais intensos encontrados no difratograma do
padrdao de cloridrato de levobupivacaina sado similares aos encontrados na MP. O
mesmo foi observado entre os difratogramas do padrdo e MP da substancia
cloridrato de dextrobupivacaina. Porém, ao comparar os difratogramas entre as
substancias cloridrato de levobupivacaina e dextrobupivacaina, percebe-se que ha
pouca similaridade entre eles.

Estudo mais detalhado faz-se necessario para avaliar se as diferencas de
cristalinidade, encontradas neste trabalho, podem comprometer a eficacia e

seguranca do produto.
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5 — CONCLUSAO

Foi desenvolvido método analitico para determinacdo das proporcdes dos
enantibmeros da solucdo injetavel cloridrato de bupivacaina por CLAE com fase
estacionaria quiral. As condi¢cbes cromatograficas estabelecidas para este método
foram: coluna cromatografica com fase estacionaria quiral baseada em
glicopeptideos macrociclicos (chirobiotic V — Vancomycin 250 x 4,6 mm; 5um -
Supelco), fase mével constituida de uma mistura de agua: MeOH: TEA (60: 40: 0,2)
pH= 5,0 ajustado com &cido acético 50%. O fluxo empregado foi de 0,8 mL/min e
deteccdo UV/VIS a 230 nm.

A adequacdo do sistema cromatografico foi assegurada durante todo o
procedimento de validacdo do método através da avaliacdo dos parametros para
fator de cauda, resolugdo, numero de pratos teoricos, fator de capacidade, DPR das
areas e pureza dos sinais cromatograficos.

O novo meétodo foi avaliado e se mostrou apto a validacdo, onde os
parametros analiticos avaliados foram seletividade, linearidade, faixa de trabalho,
tendéncia / recuperagéo, precisao, efeito matriz e robustez.

O meétodo mostrou ser seletivo para a quantificacdo dos enantibmeros
presentes na solucdo injetavel de cloridrato de bupivacaina. A estabilidade das
solucdes dos padrdes e produtos foi assegurada por até 24 horas.

A linearidade do método foi assegurada para levobupivacaina e
dextrobupivacaina no intervalo de concentragdo de 0,20 a 1,40 mg/mL. As
premissas do modelo para as curvas analiticas, avaliadas através da analise dos
residuos, foram atendidas. Esse intervalo de concentracdo das curvas analiticas
engloba a faixa de trabalho de 90 a 110% das concentra¢fes teoricas para cada
enantibmero, na determinacdo quantitativa do método.

O meétodo demonstrou adequada recuperacdo nos 5 produtos avaliados,
encontrando-se dentro dos limites (95 a 105%) para o nivel de concentracdo do
estudo. Na precisdo, a variabilidade dos resultados representada pelo DPR; e
DPRspi, Ndo ultrapassou o limite recomendado de 5,6% em fungéo da concentracao
do analito.

A comparacédo das inclinacdes e intersecdes, entre as curvas de adicdo do
analito nas matrizes e as curvas analiticas em solvente, indicam que ndo ocorreu

efeito matriz para os 5 produtos em estudo (t calc <t tab).
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O método se mostrou robusto as variagdes das condi¢gdes analiticas testadas,
onde os resultados encontrados para os parametros de adequacdo do sistema
apresentaram-se dentro dos valores recomendados nos compéndios oficiais.

Segundo o tratamento estatistico realizado, o método analitico proposto foi
capaz de determinar as propor¢des dos enantibmeros presentes na solugdo injetavel
de cloridrato de bupivacaina de diferentes produtos, produzindo resultados
confiaveis e reprodutiveis.

Esse método podera ser empregado no laboratorio de controle de qualidade
do INCQS a fim de elucidar possivel fonte de agravo a saude, relacionada as
diferentes proporc¢des dos enantibmeros presentes na solugéo injetavel de cloridrato
de bupivacaina, gerando resultados capazes de auxiliar na atuacdo de vigilancia

sanitaria, tanto na protecdo como na promoc¢éao da saude da populacao.
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6 — PERSPECTIVAS

Em virtude da inexisténcia de monografia, descrita em compéndios oficiais
reconhecidos pela ANVISA, para determinacéo das proporcdes dos enantibmeros da
solucéo injetavel de Cloridrato de bupivacaina, propor a inclusdo na Farmacopéia
Brasileira do método desenvolvido e validado neste trabalho.

Sugerir que as substancias cloridrato de levobupivacaina e cloridrato de
levobupivacaina sejam estabelecidas como SQR-FB.

Propor um programa de monitoramento, para o controle de qualidade das
solugbes injetaveis de cloridrato de bupivacaina utilizando o método analitico
proposto neste trabalho, a fim de elucidar possivel causa de risco a saude conforme
exposto por Rio (2009), incluindo também uma avaliacdo dos principais fatores que
podem influenciar na eficacia terapéutica.

Propor um estudo para determinagdo das diferentes estruturas cristalinas
presentes nos farmacos cloridrato de levobupivacaina e cloridrato de
dextrobupivacaina e avaliar se essas diferencas podem comprometer a eficacia e

seguranca do produto.
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APENDICE A — ESPECTROS DE ABSORCAO NO ULTRAVIOLETA
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Dados da Curva Analitica
Andlise: Levobupivacaina curva final
Data de Confecgdo da Curva: 07/07/2011 Curva N° final
Replicatas por Nivel (k): 3 N°de Niveis (n): 7
Equipamento: HPLC 3 Responsavel: Amanda
Tabela de dados originais
Nivel . Conc. Resposta Avaliacéo de Valores Extremos
(K) I pg/mL Area (Teste de Jack-Knife para avaliagéo de valores extremos)
1 8; 83832 g;g?gé Os dados da tabela marcados em vermelho foram avaliados e retirados do
L conjunto de dados por se tratarem de valores extremos (outliers). Estes
03 01995 556151 dados néo seréo considerados na avaliagdo das premissas.
2 04 0,403 1340630
05 0,4015 1354859
06 0,3996 1343035 Curva Analitica Final
3 07 0,6045 1984066 6000000
08 0,6023 2040787 5000000 1
09 0,5993 2005922 4000000 |
4 10 0,806 2657687 3000000 -
11 0,803 2690132 g
12 0,7991 2634730 2000000 1
5 13 1,0075 3419976 1000000 ~ —— Intervalo de Confianca.
14 1,0038 3336159 0 T ‘ ‘ . . . . ‘
15 0,9989 3303292 0 02 04 06 08 1 12 14 16 18
6 16 1,209 4046746 Concentrag&o (ug/mL)
17 1,2046 3959370
18 1,1987 4044719 e P
7 19 1.4105 2716914 Gréafico de Residuos
20 1,4053__| 4706288 100000
21 1,3985 4587562 500001  -eeeeeeeeee Ly o
_ - 0,,,,,&,,,@,,,0,,,,(1 ,,,,,,,, o___ Q___.
Normalidade dos Re5|duos v o ... [ I ©
(Teste de Ryan-Joiner)
Req 0,96 o0ee 0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2 1,4 16
Rerit (0 = 0,05) 0,95 Concentragédo (ug/mL)
Autocorrelacédo dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson) Estatisticas da Regressédo Linear (Modelo: Y =a+b X)
d (calculado) 2,11 Coeficiente Angular (b):] 3,35E+06 Coeficiente Linear (a): | -5,77E+03
dL (Limite Inferior) o = 0,05 1,16 r 0,9999 R’ 0,9997
dU (Limite Superior) a = 0,05 1,39 N 18 Graus de Liberdade 16
Homogeneidade da Variancia dos Residuos Limites de D eteccgdo e Quantificacdo (LD e LQ)
(Teste de Brown-Forsythe) | Limite de Deteccdo | 1,60E-02 | Limite de Quantificacdo | 4,79E-02 |
Variancia Combinada 5,27E+08
t, calculado -8,01E-01 ANOVA da Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade  (Falta de Ajuste)
tabelado (0 = 0,05) 2,12E+00 fonte G.L. SQ MQ F p
p 4,35E-01 regressao 1 3,07E+13 3,07E+13 6,04E+04 4 75E-30
residuos 16 8,14E+09 | 5,08E+08
Resumo da Avaliacdo Ajuste 5 3,99E+09 | 7,98E+08 | 2,12E+00 | 1,39E-01
Homogeneidade de variancia erro puro 11 4,15E+09 | 3,77E+08
Ha Homocedasticidade p > 0,05 total 17 3,07E+13
Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade
A regressao é significativa p <0,001 Observagoes
N&o h& desvio de Linearidade p > 0,05
Autocorrelacdo dos Residuos (o = 0,05)
N&o h& autocorrelacéo d>du
Teste de Normalidade (a = 0,05)
Segue a Normal Req > Rcrit
Responsavel: Data: __ /__/  Verificado por: Data:__ [/ [
AVALIACAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA | Pag.:1/1
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Dados da Curva Analitica
Andlise: Dextrobupivacaina curva final
Data de Confecgdo da Curva: 18/07/2011 Curva N° final
Replicatas por Nivel (k): 3 N°de Niveis (n): 7
Equipamento: HPLC 3 Responsavel: Amanda
Tabela de dados originais
Nivel . Conc. Resposta Avaliacéo de Valores Extremos
() I mg/mL Area (Teste de Jack-Knife para avaliagéo de valores extremos)
1 8; 83882 gg;ié% Os dados da tabela marcados em vermelho foram avaliados e retirados do
L conjunto de dados por se tratarem de valores extremos (outliers). Estes
03 92009 553553 dados néo seréo considerados na avaliagdo das premissas.
2 04 0,4016 1369299
05 0,4008 1335825
06 0,4018 1350380 Curva Analitica Final
3 07 0,6024 2002371 6000000
08 0,6011 1978632 5000000 1
09 0,6028 2022524 4000000
4 10 0,8032 2682764 3000000 J
11 0,8015 2695929 g
12 0,8037 2709898 2000000 1
5 13 1,004 3387345 1000000 1 ‘ Intervalo de Confianca
14 1,0019 3351344 0 T ‘ ‘ . . . . ‘
15 1,0046 3353080 0 02 04 06 08 1 12 14 16 18
6 16 1,2048 4028021 Concentrag&o (mg/mL)
17 1,2023 4026646
18 1,2055 4122215 o p
7 19 1.4056 2666496 Gréafico de Residuos
20 1,4027 | 4663161 40000 ===~ o g
21 1,4064 4692229 20000 o 8 8
_ ) of---0---8 - ___ o---8---2___ o ---
Normalidade dos Re5|duos -20000 8 o 8
(Teste de Ryan-Joiner) | ... O et
_Req 0,99 oo 0 0,2 0,4 0,6 08 1 12 1,4 16
Rerit (0 = 0,05) 0,95 Concentragéo (mg/mL)
Autocorrelacédo dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson) Estatisticas da Regressédo Linear (Modelo: Y =a+b X)
d (calculado) 1,84 Coeficiente Angular (b):] 3,33E+06 Coeficiente Linear (a): 5,63E+03
dL (Limite Inferior) o = 0,05 1,18 r 0,9999 R’ 0,9999
dU (Limite Superior) a = 0,05 1,40 N 19 Graus de Liberdade 17
Homogeneidade da Variancia dos Residuos Limites de D eteccgdo e Quantificacdo (LD e LQ)
(Teste de Brown-Forsythe) | Limite de Deteccdo | 1,15E-02 | Limite de Quantificacdo | 3,46E-02 |
Variancia Combinada 2,68E+08
t, calculado 4,97E-01 ANOVA da Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade  (Falta de Ajuste)
tabelado (0 = 0,05) 2,11E+00 fonte G.L. SQ MQ F p
p 6,26E-01 regressao 1 3,51E+13 3,51E+13 1,31E+05 1,75E-34
residuos 17 4,56E+09 | 2,68E+08
Resumo da Avaliacdo Ajuste 5 1,86E+09 | 3,72E+08 | 1,65E+00 [ 2,20E-01
Homogeneidade de variancia erro puro 12 2,70E+09 | 2,25E+08
Ha Homocedasticidade p > 0,05 total 18 3,561E+13
Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade
A regressao é significativa p <0,001 Observagoes
N&o h& desvio de Linearidade p > 0,05
Autocorrelacdo dos Residuos (o = 0,05)
N&o h& autocorrelacéo d>du
Teste de Normalidade (a = 0,05)
Segue a Normal Req > Rcrit
Responsavel: Data: __ /__/  Verificado por: Data:__ [/ [
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Dados da Curva Analitica
Andlise: Produto 1 (sinal de levobupivacaina)
Data de Confecgdo da Curva: 17/10/2011 Curva N° 1
Replicatas por Nivel (k): 3 N°de Niveis (n): 7
Equipamento: HPLC 3 Responsavel: Amanda
Tabela de dados originais
Nivel . Conc. Resposta Avaliacéo de Valores Extremos
(k) I mg/mL Area (Teste de Jack-Knife para avaliagéo de valores extremos)
1 8; 8; g;g;g? Os Qados da tabela marcados em vermelho foram avaliados_e retirados do
03 0:2 631375 conjunto~de da~dos por se tratarem de \{alo~res extremo; (outliers). Estes
> oa 0.4006 1372815 dados néo seréo considerados na avaliagdo das premissas.
05 0,4006 1358243
06 0,4006 1359433 Curva Analitica Final
3 07 0,6013 2060504 7000000
08 0,6013 2059011 6000000 -
09 0,6013 2053192 5000000 1
4 10 0,8019 2721546 4000000
11 0,8019 2750365 g 3000000 -
12 0,8019 2739741 2000000
5 13 1,0026 3363670 1000000 - \ Intervalo de Confianca
14 1,0026 3360322 0 . ‘ ‘ . . . . ‘
15 1,0026 3364511 0 02 04 06 08 1 12 14 16 18
6 16 1,2032 4087264 Concentrag&o (mg/mL)
17 1,2032 4049596
18 1,2032 4091258 o p
7 T 1.4038 2806896 Gréafico de Residuos
20 1,4038 | 4814712 100000
50000 {  see e eieeeeeeaa e
21 1,4038 4716413 0,,,,,g,,,8,,,,6,,,,g 77777777 g 777777777
Normalidade dos Residuos 50000 1 e o....°....°
(Teste de Ryan-Joiner)
Req 0.97 o0 0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2 1,4 16
Rerit (o = 0,05) 0,95 Concentragéo (mg/mL)
Autocorrelacédo dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson) Estatisticas da Regressédo Linear (Modelo: Y =a+b X)
d (calculado) 1,63 Coeficiente Angular (b):] 3,36E+06 Coeficiente Linear (a): 1,73E+04
dL (Limite Inferior) o = 0,05 1,18 r 0,9999 R’ 0,9997
dU (Limite Superior) a = 0,05 1,40 N 19 Graus de Liberdade 17
Homogeneidade da Variancia dos Residuos Limites de D eteccgdo e Quantificacdo (LD e LQ)
(Teste de Brown-Forsythe) | Limite de Deteccdo | 1,52E-02 | Limite de Quantificacdo | 4,54E-02 |
Variancia Combinada 4,67E+08
t, calculado -2,30E-01 ANOVA da Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade  (Falta de Ajuste)
tabelado (0 = 0,05) 2,11E+00 fonte G.L. SQ MQ F p
p 8,20E-01 regressao 1 2,92E+13 2,92E+13 6,30E+04 8,81E-32
residuos 17 7,88E+09 | 4,64E+08
Resumo da Avaliacdo Ajuste 5 6,17E+09 | 1,23E+09 | 8,63E+00 [ 1,14E-03
Homogeneidade de variancia erro puro 12 1,71E+09 | 1,43E+08
Ha Homocedasticidade p > 0,05 total 18 2,92E+13
Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade
A regressao é significativa p <0,001 Observagoes
Ha desvio de linearidade p < 0,05
Autocorrelacdo dos Residuos (o = 0,05)
N&ao h& autocorrelacéo d>du
Teste de Normalidade (a = 0,05)
Segue a Normal Req > Rcrit
Responsavel: Data:__ /__/_ Verificado por: Data: _ [/ [/
AVALIACAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA | Pag.:1/1
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Dados da Curva Analitica
Andlise: Produto 2 (sinal de levobupivacaina)
Data de Confecgdo da Curva: 28/09/2011 Curva N° 1
Replicatas por Nivel (k): 3 N°de Niveis (n): 7
Equipamento: HPLC 3 Responsavel: Amanda
Tabela de dados originais
Nivel i Conc. Resposta Avaliacéo de Valores Extremos
() mg/mL Area (Teste de Jack-Knife para avaliagéo de valores extremos)
1 8; 8; ggggzg Os dados da tabela marcados em vermelho foram avaliados e retirados do
03 0’ > 667333 conjunto de dados por se tratarem de valores extremos (outliers). Estes
> oa 0.4 1357047 dados néo seréo considerados na avaliagdo das premissas.
05 0,4 1352561
06 0.4 1337086 Curva Analitica Final
3 07 0,601 2020756 6000000
08 0,601 2022996 5000000 1
09 0,601 2023347 4000000
4 10 0,801 2691353 . |
11 0,801 2688503 | |& 0090
12 0,801 2710836 2000000 1
5 13 l,OOl 3341819 1000000 1 ‘ Intervalo de Confianca
14 1,001 3355725 0 T ‘ ‘ ‘ . . . ‘
15 1,001 3335499 0 02 04 06 08 1 12 14 16 18
6 16 1,202 4002014 Concentrag&o (mg/mL)
17 1,202 3987683
18 1,202 3967672 +fico d id
7 19 1402 2702775 Gréfico de Residuos
20 1,402 4674079 40000
P20 01olo I [
21 1,402 4626766 o———————————8————9————6—————0— 7777777777777
. . o}
Normalidade dos Re5|duos -20000 0 ________________________ 8 _____ o ¢
(Teste de Ryan-Joiner)
Req 0.95 oo 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 16
Rerit (a = 0,05) 0.94 Concentragéo (mg/mL)
Autocorrelacédo dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson) Estatisticas da Regressédo Linear (Modelo: Y =a+b X)
d (calculado) 1,88 Coeficiente Angular (b):] 3,34E+06 Coeficiente Linear (a): 8,97E+03
dL (Limite Inferior) o = 0,05 1,13 r 1,0000 R’ 0,9999
dU (Limite Superior) a = 0,05 1,38 N 17 Graus de Liberdade 15
Homogeneidade da Variancia dos Residuos Limites de D eteccgdo e Quantificacdo (LD e LQ)
(Teste de Brown-Forsythe) | Limite de Deteccdo | 8,23E-03 | Limite de Quantificacdo | 2,47E-02 |
Variancia Combinada 1,50E+08
t, calculado -4,32E-01 ANOVA da Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade  (Falta de Ajuste)
tabelado (0 = 0,05) 2,13E+00 fonte G.L. SQ MQ F p
p 6,72E-01 regressao 1 2,86E+13 | 2,86E+13 | 2,17E+05 [ 1,26E-32
residuos 15 1,98E+09 | 1,32E+08
Resumo da Avaliacdo Ajuste 5 1,12E+09 | 2,24E+08 | 2,62E+00 [ 9,17E-02
Homogeneidade de variancia erro puro 10 8,57E+08 | 8,57E+07
Ha Homocedasticidade p > 0,05 total 16 2,86E+13
Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade
A regressao é significativa p <0,001 Observagoes
N&o h& desvio de Linearidade p > 0,05
Autocorrelacdo dos Residuos (o = 0,05)
N&o h& autocorrelacéo d>du
Teste de Normalidade (a = 0,05)
Segue a Normal Req > Rcrit
Responsavel: Data: __ /__/  Verificado por: Data: /1
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Dados da Curva Analitica
Andlise: Produto 3 (sinal de levobupivacaina)
Data de Confecgdo da Curva: 30/09/2011 Curva N° 1
Replicatas por Nivel (k): 3 N°de Niveis (n): 7
Equipamento: HPLC 3 Responsavel: Amanda
Tabela de dados originais
Nivel . Conc. Resposta Avaliacéo de Valores Extremos
(k) I mg/mL Area (Teste de Jack-Knife para avaliagéo de valores extremos)
1 8; 8; gggggg Os Qados da tabela marcados em vermelho foram avaliados_e retirados do
03 0:2 562388 conjunto~de da~dos por se tratarem de \{alo~res extremo; (outliers). Estes
> oa 0.4006 1358207 dados néo seréo considerados na avaliagdo das premissas.
05 0,4006 1363261
06 0,4006 1360097 Curva Analitica Final
3 07 0,6013 2028424 7000000
08 0,6013 2020735 6000000 -
09 0,6013 2025003 5000000 1
4 10 0,8019 2675334 4000000
11 0,8019 2680920 g 3000000 -
12 0,8019 2668132 2000000 -
5 13 1,0026 3399517 1000000 - \ Intervalo de Confianca
14 1,0026 3396858 0 . ‘ ‘ . . . . ‘
15 1,0026 3389058 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8
6 16 1,2032 4005416 Concentragdo (mg/mL)
17 1,2032 4017532
18 1,2032 4011051 o p
7 19 1.4038 2728854 Gréafico de Residuos
20 1,4038 | 4755227 O T I
21 1,4038 4745406 20000 |
o — 4 SR I 8
Normalidade dos Residuos -20000 8
(Teste de Ryan-Joiner) 40000 1 mmmrmmmmmmem e SR SR
: Req 0,96 o0 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 16
Rerit (a = 0,05) 0.95 Concentragéo (mg/mL)
Autocorrelacédo dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson) Estatisticas da Regressédo Linear (Modelo: Y =a+b X)
d (calculado) 1,50 Coeficiente Angular (b):] 3,38E+06 Coeficiente Linear (a): | -5,58E+03
dL (Limite Inferior) o = 0,05 1,18 r 0,9999 R’ 0,9998
dU (Limite Superior) a = 0,05 1,40 N 19 Graus de Liberdade 17
Homogeneidade da Variancia dos Residuos Limites de D eteccgdo e Quantificacdo (LD e LQ)
(Teste de Brown-Forsythe) | Limite de Deteccdo | 1,30E-02 | Limite de Quantificacdo | 3,88E-02 |
Variancia Combinada 3,44E+08
t, calculado -1,67E-01 ANOVA da Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade  (Falta de Ajuste)
tabelado (0 = 0,05) 2,11E+00 fonte G.L. SQ MQ F p
p 8,69E-01 regressao 1 3,45E+13 3,45E+13 9,98E+04 1,76E-33
residuos 17 5,87E+09 | 3,45E+08
Resumo da Avaliacdo Ajuste 5 5,28E+09 | 1,06E+09 | 2,14E+01 | 1,34E-05
Homogeneidade de variancia erro puro 12 5,91E+08 | 4,93E+07
Ha Homocedasticidade p > 0,05 total 18 3,45E+13
Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade
A regressao é significativa p <0,001 Observagoes
Ha desvio de linearidade p < 0,05
Autocorrelacdo dos Residuos (o = 0,05)
N&ao h& autocorrelacéo d>du
Teste de Normalidade (a = 0,05)
Segue a Normal Req > Rcrit
Responsavel: Data: __ /__/  Verificado por: Data:__ [/ [
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Dados da Curva Analitica
Andlise: Produto 4 (sinal de levobupivacaina)
Data de Confecgdo da Curva: 03/10/2011 Curva N° 1
Replicatas por Nivel (k): 3 N°de Niveis (n): 7
Equipamento: HPLC 3 Responsavel: Amanda
Tabela de dados originais
Nivel . Conc. Resposta Avaliacéo de Valores Extremos
() I mg/mL Area (Teste de Jack-Knife para avaliagéo de valores extremos)
1 8; 8; ggggg Os Qados da tabela marcados em vermelho foram avaliados_e retirados do
03 0:2 560673 conjunto~de da~dos por se tratarem de \{alo~res extremo; (outliers). Estes
> oa 0.4011 1332104 dados néo seréo considerados na avaliagdo das premissas.
05 0,4011 1334195
06 0,4011 1336187 Curva Analitica Final
3 07 0,6022 2013355 6000000
08 0,6022 2005890 5000000 1
09 0,6022 1994948 4000000
4 10 0,8033 2656631 3000000 J
11 0,8033 2670776 g
12 0,8033 2655955 2000000 1
5 13 1,0044 3317583 1000000 ‘ Intervalo de Confianca
14 1,0044 3342563 0 T ‘ ‘ . . . ‘ ‘
15 1,0044 3327397 0 02 04 06 08 1 12 14 16 18
6 16 1,2055 3989204 Concentragdo (mg/mL)
17 1,2055 4007400
18 1,2055 4009078 o p
7 T 1.4066 2702450 Gréafico de Residuos
20 1,4066 | 4685594 20000 o i
21 1,4066 4687146 10000 1 o o)
] . or--—-g----------- 0————°————g ————————
Normalidade dos Residuos o
) -10000 - o
(Teste de Ryan-Joiner) U ©
: Req 0.97 0o 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 16
Rerit (a = 0,05) 0.95 Concentragéo (mg/mL)
Autocorrelacédo dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson) Estatisticas da Regressédo Linear (Modelo: Y =a+b X)
d (calculado) 1,52 Coeficiente Angular (b):] 3,33E+06 Coeficiente Linear (a): | -5,25E+03
dL (Limite Inferior) o = 0,05 1,16 r 1,0000 R’ 1,0000
dU (Limite Superior) a = 0,05 1,39 N 18 Graus de Liberdade 16
Homogeneidade da Variancia dos Residuos Limites de D eteccgdo e Quantificacdo (LD e LQ)
(Teste de Brown-Forsythe) | Limite de Deteccdo | 5,44E-03 | Limite de Quantificacdo | 1,63E-02 |
Variancia Combinada 5,45E+07
t, calculado -7,90E-01 ANOVA da Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade  (Falta de Ajuste)
tabelado (0 = 0,05) 2,12E+00 fonte G.L. SQ MQ F p
p 4,41E-01 regressao 1 3,05E+13 3,05E+13 5,23E+05 1,51E-37
residuos 16 9,33E+08 | 5,83E+07
Resumo da Avaliacdo Ajuste 5 4,88E+08 | 9,75E+07 | 2,41E+00 | 1,04E-01
Homogeneidade de variancia erro puro 11 4,46E+08 | 4,05E+07
Ha Homocedasticidade p > 0,05 total 17 3,05E+13
Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade
A regressao é significativa p <0,001 Observagoes
N&o h& desvio de Linearidade p > 0,05
Autocorrelacdo dos Residuos (o = 0,05)
N&o h& autocorrelacéo d>du
Teste de Normalidade (a = 0,05)
Segue a Normal Req > Rcrit
Responsavel: Data: __ /__/  Verificado por: Data:__ [/ [
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Dados da Curva Analitica
Andlise: Produto 5 (sinal de levobupivacaina)
Data de Confecgdo da Curva: 10/10/2011 Curva N° 1
Replicatas por Nivel (k): 3 N°de Niveis (n): 7
Equipamento: HPLC 3 Responsavel: Amanda
Tabela de dados originais
Nivel . Conc. Resposta Avaliacéo de Valores Extremos
() I mg/mL Area (Teste de Jack-Knife para avaliagéo de valores extremos)
1 8; 8; ggg;gg Os Qados da tabela marcados em vermelho foram avaliados_e retirados do
03 0:2 565203 conjunto~de da~dos por se tratarem de \{alo~res extremo; (outliers). Estes
> oa 0.4002 1333319 dados néo seréo considerados na avaliagdo das premissas.
05 0,4002 1340903
06 0,4002 1324187 Curva Analitica Final
3 07 0,6004 2010250 6000000
08 0,6004 2003862 5000000 1
09 0,6004 2013994 4000000
4 10 0,8005 2671220 3000000 J
11 0,8005 2689900 g
12 0,8005 2668850 2000000 1
5 13 1,0007 3346030 1000000 ‘ Intervalo de Confianca
14 1,0007 3328944 0 T ‘ ‘ . . . ‘ ‘
15 1,0007 3273706 0 02 04 06 08 1 12 14 16 18
6 16 1,2009 4018447 Concentrag&o (mg/mL)
17 1,2009 3943329
18 1,2009 4026018 o p
7 19 1.4011 2694370 Gréafico de Residuos
20 1,4011 | 4697565 igggg S SRR
21 1,4011 4676133 0,,,,0,,,9,,,,g 77777777 1}***0***9****
Normalidade dos Residuos -10000 1 o 6 o
(Teste de Ryan-Joiner) 200007 TTTTTTTTTTTITTIITINOS O
: Req 0.98 0o 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 16
Rerit (a = 0,05) 0.95 Concentragéo (mg/mL)
Autocorrelacédo dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson) Estatisticas da Regressédo Linear (Modelo: Y =a+b X)
d (calculado) 2,41 Coeficiente Angular (b):] 3,35E+06 Coeficiente Linear (a): | -5,05E+03
dL (Limite Inferior) o = 0,05 1,18 r 1,0000 R’ 1,0000
dU (Limite Superior) a = 0,05 1,40 N 19 Graus de Liberdade 17
Homogeneidade da Variancia dos Residuos Limites de D eteccgdo e Quantificacdo (LD e LQ)
(Teste de Brown-Forsythe) | Limite de Deteccdo | 5,87E-03 | Limite de Quantificacdo | 1,76E-02 |
Variancia Combinada 7,04E+07
t, calculado -6,89E-01 ANOVA da Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade  (Falta de Ajuste)
tabelado (0 = 0,05) 2,11E+00 fonte G.L. SQ MQ F p
p 5,00E-01 regressao 1 3,63E+13 3,53E+13 5,05E+05 1,82E-39
residuos 17 1,19E+09 | 6,99E+07
Resumo da Avaliacdo Ajuste 5 2,62E+08 | 5,23E+07 | 6,78E-01 6,49E-01
Homogeneidade de variancia erro puro 12 9,27E+08 | 7,72E+07
Ha Homocedasticidade p > 0,05 total 18 3,563E+13
Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade
A regressao é significativa p <0,001 Observagoes
N&o h& desvio de Linearidade p > 0,05
Autocorrelacdo dos Residuos (o = 0,05)
N&o h& autocorrelacéo d>du
Teste de Normalidade (a = 0,05)
Segue a Normal Req > Rcrit
Responsavel: Data: __ /__/  Verificado por: Data:__ [/ [
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Dados da Curva Analitica
Andlise: Produto 1 (sinal de dextrobupivacaina)
Data de Confecgdo da Curva: 27/09/2011 Curva N° 1
Replicatas por Nivel (k): 3 N°de Niveis (n): 7
Equipamento: HPLC 3 Responsavel: Amanda
Tabela de dados originais
Nivel . Conc. Resposta Avaliacéo de Valores Extremos
() I mg/mL Area (Teste de Jack-Knife para avaliagéo de valores extremos)
1 8; 8; g?;gg? Os Qados da tabela marcados em vermelho foram avaliados_e retirados do
03 0:2 674074 conjunto~de da~dos por se tratarem de \{alo~res extremo; (outliers). Estes
> oa 0.4008 1339054 dados néo seréo considerados na avaliagdo das premissas.
05 0,4008 1315048
06 0,4008 1345608 Curva Analitica Final
3 07 0,6016 1999934 6000000
08 0,6016 2004171 5000000 1
09 0,6016 1953480 4000000
4 10 0,8024 2654563 3000000 J
11 0,8024 2701594 g
12 0,8024 2736232 2000000 1
5 13 1,0032 3350407 1000000 ‘ Intervalo de Confianca
14 1,0032 3329035 0 T ‘ ‘ . . . . ‘
15 1,0032 3338752 0 02 04 06 08 1 12 14 16 18
6 16 1,204 3990226 Concentrag&o (mg/mL)
17 1,204 3982165
18 1,204 4007608 e P
7 19 1.4048 2638782 Gréafico de Residuos
20 1,4048 | 4668102 e T I o
21 1,4048 4671782 20000 |
Normalidade dos Residuos -20000 1 o o
(Teste de Ryan-Joiner) -40000 4 Tttt o
: Req 0,96 o0 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 16
Rerit (a = 0,05) 0.95 Concentragéo (mg/mL)
Autocorrelacédo dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson) Estatisticas da Regressédo Linear (Modelo: Y =a+b X)
d (calculado) 2,05 Coeficiente Angular (b):] 3,32E+06 Coeficiente Linear (a): 4,41E+03
dL (Limite Inferior) o = 0,05 1,20 r 0,9999 R’ 0,9998
dU (Limite Superior) a = 0,05 1,41 N 20 Graus de Liberdade 18
Homogeneidade da Variancia dos Residuos Limites de D eteccgdo e Quantificacdo (LD e LQ)
(Teste de Brown-Forsythe) | Limite de Deteccdo | 1,25E-02 | Limite de Quantificacdo | 3,75E-02 |
Variancia Combinada 3,46E+08
t, calculado 3,28E-01 ANOVA da Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade  (Falta de Ajuste)
tabelado (0 = 0,05) 2,10E+00 fonte G.L. SQ MQ F p
p 7,47E-01 regressao 1 3,72E+13 3,72E+13 1,18E+05 8,25E-36
residuos 18 5,68E+09 | 3,15E+08
Resumo da Avaliacdo Ajuste 5 1,17E+09 | 2,34E+08 | 6,75E-01 6,50E-01
Homogeneidade de variancia erro puro 13 4,51E+09 | 3,47E+08
Ha Homocedasticidade p > 0,05 total 19 3,72E+13
Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade
A regressao é significativa p <0,001 Observagoes
N&o h& desvio de Linearidade p > 0,05
Autocorrelacdo dos Residuos (o = 0,05)
N&o h& autocorrelacéo d>du
Teste de Normalidade (a = 0,05)
Segue a Normal Req > Rcrit
Responsavel: Data: __ /__/  Verificado por: Data:__ [/ [
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Dados da Curva Analitica
Andlise: Produto 2 (sinal de dextrobupivacaina)
Data de Confecgdo da Curva: 13/10/2011 Curva N° 1
Replicatas por Nivel (k): 3 N°de Niveis (n): 7
Equipamento: HPLC 3 Responsavel: Amanda
Tabela de dados originais
Nivel . Conc. Resposta Avaliacéo de Valores Extremos
(k) I mg/mL Area (Teste de Jack-Knife para avaliagéo de valores extremos)
1 8; 8; gg;;gg Os Qados da tabela marcados em vermelho foram avaliados_e retirados do
03 0:2 657357 conjunto~de da~dos por se tratarem de \{alo~res extremo; (outliers). Estes
> oa 0.4 1324442 dados néo seréo considerados na avaliagdo das premissas.
05 0,4 1328831
06 0.4 1325092 Curva Analitica Final
3 07 0,6 1996631 6000000
08 0,6 1943882 5000000 1
09 0,6 1973779 4000000
4 10 0,8 2630458 3000000 J
11 0,8 2650011 g
12 0,8 2657586 2000000 1
5 13 1 3327706 1000000 ‘ Intervalo de Confianca
14 1 3323335 0 T ‘ ‘ . . . . ‘
15 1 3301180 0 02 04 06 08 1 12 14 16 18
6 16 1,2 3999936 Concentrag&o (mg/mL)
17 1,2 4004626
7 18 ii jggggig Gréfico de Residuos
20 1,4 4654717 40000 Prmr ——m
21 1,4 4356507 20000 1
] 0,,,,,8,,,6,,,,9,,,,8,,,@,,,,g,,,,o,,,,
Normalidade dos Residuos -20000 o
(Teste de Ryan-Joiner) | Ul mmmemmsmesmsnssoees O-ra Qe
: Req 0.95 oo 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 16
Rerit (a = 0,05) 0.95 Concentragéo (mg/mL)
Autocorrelacédo dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson) Estatisticas da Regressédo Linear (Modelo: Y =a+b X)
d (calculado) 1,40 Coeficiente Angular (b):] 3,34E+06 Coeficiente Linear (a): | -1,13E+04
dL (Limite Inferior) o = 0,05 1,16 r 1,0000 R’ 0,9999
dU (Limite Superior) a = 0,05 1,39 N 18 Graus de Liberdade 16
Homogeneidade da Variancia dos Residuos Limites de D eteccgdo e Quantificacdo (LD e LQ)
(Teste de Brown-Forsythe) | Limite de Deteccdo | 8,69E-03 | Limite de Quantificacdo | 2,60E-02 |
Variancia Combinada 1,50E+08
t, calculado -4,86E-01 ANOVA da Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade  (Falta de Ajuste)
tabelado (0 = 0,05) 2,12E+00 fonte G.L. SQ MQ F p
p 6,33E-01 regressao 1 2,83E+13 2,83E+13 1,93E+05 4 41E-34
residuos 16 2,35E+09 | 1,47E+08
Resumo da Avaliacdo Ajuste 5 1,19E+09 | 2,38E+08 | 2,26E+00 [ 1,21E-01
Homogeneidade de variancia erro puro 11 1,16E+09 | 1,05E+08
Ha Homocedasticidade p > 0,05 total 17 2,83E+13
Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade
A regressao é significativa p <0,001 Observagoes
N&o h& desvio de Linearidade p > 0,05
Autocorrelacdo dos Residuos (o = 0,05)
N&o h& autocorrelacéo d>du
Teste de Normalidade (a = 0,05)
Segue a Normal Req > Rcrit
Responsavel: Data: __ /__/  Verificado por: Data:__ [/ [
AVALIACAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA | Pag.:1/1




116

APENDICE K — CURVA MATRIZ PRODUTO 3 - DEXTROBUPIVACAINA

Ministério da Satde

[

FUNDAGAO OSWALDO CRUZ

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Sadde INCQS -
| AVALIACAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA
Dados da Curva Analitica
Andlise: Produto 3 (sinal de dextrobupivacaina)
Data de Confecgdo da Curva: 07/10/2011 Curva N° 1
Replicatas por Nivel (k): 3 N°de Niveis (n): 7
Equipamento: HPLC 3 Responsavel: Amanda
Tabela de dados originais
Nivel . Conc. Resposta Avaliacéo de Valores Extremos
(k) I mg/mL Area (Teste de Jack-Knife para avaliagéo de valores extremos)
1 8; 8; g;gggé Os Qados da tabela marcados em vermelho foram avaliados_e retirados do
03 0:2 630417 conjunto~de da~dos por se tratarem de \{alo~res extremo; (outliers). Estes
> oa 0.4003 1348015 dados néo seréo considerados na avaliagdo das premissas.
05 0,4003 1353375
06 0,4003 1344171 Curva Analitica Final
3 07 0,6006 2056345 6000000
08 0,6006 2033676 5000000 1
09 0,6006 2029008 4000000
4 10 0,8008 2687161 3000000 J
11 0,8008 2698749 g
12 0,8008 2705465 2000000 1
5 13 1,0011 3322008 1000000 ‘ Intervalo de Confianca
14 1,0011 3213337 0 ‘ ‘ . . . . ‘ ‘
15 1,0011 3170698 0 02 04 06 08 1 12 14 16 18
6 16 1,2014 3989025 Concentrag&o (mg/mL)
17 1,2014 3933656
18 1,2014 3958230 o p
7 19 1.4017 2655697 Gréafico de Residuos
20 1,4017 | 4691974 e - o
21 1,4017 4685804 20000 |
3 8686
Normalidade dos Residuos -20000 - © o o o
(Teste de Ryan-Joiner) 40000 1 mmmrmommmomemsssosmsrsn s
: Req 0,98 o0 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 16
Rerit (a = 0,05) 0.94 Concentragéo (mg/mL)
Autocorrelacédo dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson) Estatisticas da Regressédo Linear (Modelo: Y =a+b X)
d (calculado) 1,39 Coeficiente Angular (b):] 3,32E+06 Coeficiente Linear (a): 2,63E+04
dL (Limite Inferior) o = 0,05 1,13 r 0,9999 R’ 0,9998
dU (Limite Superior) a = 0,05 1,38 N 17 Graus de Liberdade 15
Homogeneidade da Variancia dos Residuos Limites de D eteccgdo e Quantificacdo (LD e LQ)
(Teste de Brown-Forsythe) | Limite de Deteccdo | 1,30E-02 | Limite de Quantificacdo | 3,88E-02 |
Variancia Combinada 3,89E+08
t, calculado -4,81E-01 ANOVA da Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade  (Falta de Ajuste)
tabelado (0 = 0,05) 2,13E+00 fonte G.L. SQ MQ F p
p 6,37E-01 regressao 1 3,18E+13 3,18E+13 9,69E+04 5,36E-30
residuos 15 4,91E+09 | 3,28E+08
Resumo da Avaliacdo Ajuste 5 3,52E+09 | 7,03E+08 | 5,03E+00 | 1,46E-02
Homogeneidade de variancia erro puro 10 1,40E+09 | 1,40E+08
Ha Homocedasticidade p > 0,05 total 16 3,18E+13
Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade
A regressao é significativa p <0,001 Observagoes
Ha desvio de linearidade p < 0,05
Autocorrelacdo dos Residuos (o = 0,05)
N&ao h& autocorrelacéo d>du
Teste de Normalidade (a = 0,05)
Segue a Normal Req > Rcrit
Responsavel: Data: __ /__/  Verificado por: Data:__ [/ [
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Dados da Curva Analitica
Andlise: Produto 4 (sinal de dextrobupivacaina)
Data de Confecgdo da Curva: 05/10/2011 Curva N° 1
Replicatas por Nivel (k): 3 N°de Niveis (n): 7
Equipamento: HPLC 3 Responsavel: Amanda
Tabela de dados originais
Nivel . Conc. Resposta Avaliacéo de Valores Extremos
() I mg/mL Area (Teste de Jack-Knife para avaliagéo de valores extremos)
1 8; 8; g?gégg Os Qados da tabela marcados em vermelho foram avaliados_e retirados do
03 0:2 565316 conjunto~de da~dos por se tratarem de \{alo~res extremo; (outliers). Estes
> oa 0.4008 1347275 dados néo seréo considerados na avaliagdo das premissas.
05 0,4008 1348405
06 0,4008 1353246 Curva Analitica Final
3 07 0,6016 1974717 6000000
08 0,6016 1977145 5000000 1
09 0,6016 1981254 4000000
4 10 0,8024 2660438 3000000 J
11 0,8024 2670625 g
12 0,8024 2672532 2000000 1
5 13 1,0032 3350126 1000000 ‘ Intervalo de Confianca
14 1,0032 3328839 0 T ‘ ‘ . . . . ‘
15 1,0032 3345661 0 02 04 06 08 1 12 14 16 18
6 16 1,204 3968196 Concentrag&o (mg/mL)
17 1,204 4013393
18 1,204 4002501 e P
7 19 1.4048 2620252 Gréafico de Residuos
20 1,4048 | 4651662 e T A
21 1,4048 4622204 20000 1 ) o) 8
_ : ol g & g o % __ o -
Normalidade dos Residuos -20000 ¢} o
(Teste de Ryan-Joiner) 40000 1 mmmrmmmommmmsmsmsomsmsrsmsosmmnnnne et
: Req 0.98 o0 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 16
Rerit (a = 0,05) 0.95 Concentragéo (mg/mL)
Autocorrelacédo dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson) Estatisticas da Regressédo Linear (Modelo: Y =a+b X)
d (calculado) 1,77 Coeficiente Angular (b):] 3,30E+06 Coeficiente Linear (a): 1,49E+04
dL (Limite Inferior) o = 0,05 1,22 r 0,9999 R’ 0,9998
dU (Limite Superior) a = 0,05 1,42 N 21 Graus de Liberdade 19
Homogeneidade da Variancia dos Residuos Limites de D eteccgdo e Quantificacdo (LD e LQ)
(Teste de Brown-Forsythe) | Limite de Deteccdo | 1,29E-02 | Limite de Quantificacdo | 3,86E-02 |
Variancia Combinada 3,27E+08
t, calculado -7,55E-01 ANOVA da Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade  (Falta de Ajuste)
tabelado (0 = 0,05) 2,09E+00 fonte G.L. SQ MQ F p
p 4 59E-01 regressao 1 3,68E+13 3,68E+13 1,11E+05 3,03E-37
residuos 19 6,32E+09 | 3,33E+08
Resumo da Avaliacdo Ajuste 5 4,17E+09 | 8,34E+08 | 5,44E+00 | 5,49E-03
Homogeneidade de variancia erro puro 14 2,15E+09 | 1,53E+08
Ha Homocedasticidade p > 0,05 total 20 3,69E+13
Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade
A regressao é significativa p <0,001 Observagoes
Ha desvio de linearidade p < 0,05
Autocorrelacdo dos Residuos (o = 0,05)
N&ao h& autocorrelacéo d>du
Teste de Normalidade (a = 0,05)
Segue a Normal Req > Rcrit
Responsavel: Data: __ /__/  Verificado por: Data:__ [/ [
AVALIACAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA | Pag.:1/1




APENDICE M — CURVA MATRIZ PRODUTO 5 - DEXTROBUPIVACAINA

118

Ministério da Satde

FUNDAGAO OSWALDO CRUZ

[

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Sade INCQSs .
| AVALIACAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA
Dados da Curva Analitica
Andlise: Produto 5 (sinal de dextrobupivacaina)
Data de Confecgdo da Curva: 11/10/2011 Curva N° 1
Replicatas por Nivel (k): 3 N°de Niveis (n): 7
Equipamento: HPLC 3 Responsavel: Amanda
Tabela de dados originais
Nivel . Conc. Resposta Avaliacéo de Valores Extremos
(k) I mg/mL Area (Teste de Jack-Knife para avaliagéo de valores extremos)
e 8; 8; g;;g?g Os Qados da tabela marcados em vermelho foram avaliados_e retirados do
03 0:2 569435 conjunto~de da~dos por se tratarem de \{alo~res extremo; (outliers). Estes
> oa 0.4006 1369039 dados néo seréo considerados na avaliagdo das premissas.
05 0,4006 1352941
06 0,4006 1351275 Curva Analitica Final
3 07 0,6012 2015195 6000000 —
08 0,6012 2017258 5000000 1
09 0,6012 2007631 4000000
4 10 0,8019 2639986 3000000 J
11 0,8019 2641744 g
12 0,8019 2645229 2000000 1
5 13 1,0025 3302881 1000000 ‘ Intervalo de Confianca
14 1,0025 3350396 0 T ‘ ‘ . . . ‘ ‘
15 1,0025 3321700 0 02 04 06 08 1 12 14 16 18
6 16 1,2031 3971136 Concentrag&o (mg/mL)
17 1,2031 3966093
18 1,2031 3930371 o p
7 19 1.4037 2722671 Gréafico de Residuos
20 1,4037 | 4688585 100000 °
21 1,4037 4692410 500001 TTTTTTATTITTITTTTITTTTTO IR )
0,7777&7778,,,,6 ,,,,,,,, °o = ]
Normalidade dos Residuos 50000 (] 8 0
(Testede Ryan-Joiner) | PRl mTemtesmmTmossmmsmossnnmrnsees O
Req 0.98 o0 0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2 1,4 16
Rerit (o = 0,05) 0,95 Concentragéo (mg/mL)
Autocorrelacédo dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson) Estatisticas da Regressédo Linear (Modelo: Y =a+b X)
d (calculado) 1,53 Coeficiente Angular (b):] 3,31E+06 Coeficiente Linear (a): 1,35E+04
dL (Limite Inferior) o = 0,05 1,22 r 0,9998 R’ 0,9996
dU (Limite Superior) a = 0,05 1,42 N 21 Graus de Liberdade 19
Homogeneidade da Variancia dos Residuos Limites de D eteccgdo e Quantificacdo (LD e LQ)
(Teste de Brown-Forsythe) | Limite de Deteccdo | 2,07E-02 | Limite de Quantificacdo | 6,20E-02 |
Variancia Combinada 9,08E+08
t, calculado -1,40E+00 | ANOVA da Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade  (Falta de Ajuste)
tabelado (0 = 0,05) 2,09E+00 fonte G.L. SQ MQ F p
p 1,76E-01 regressao 1 3,70E+13 3,70E+13 4,28E+04 2,56E-33
residuos 19 1,65E+10 | 8,66E+08
Resumo da Avaliacdo Ajuste 5 1,33E+10 | 2,66E+09 | 1,19E+01 [ 1,25E-04
Homogeneidade de variancia erro puro 14 3,14E+09 | 2,24E+08
Ha Homocedasticidade p > 0,05 total 20 3,70E+13
Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade
A regressao é significativa p <0,001 Observagoes
Ha desvio de linearidade p < 0,05
Autocorrelacdo dos Residuos (o = 0,05)
N&ao h& autocorrelacéo d>du
Teste de Normalidade (a = 0,05)
Segue a Normal Req > Rcrit
Responsavel: Data: __ /__/  Verificado por: Data:__ [/ [
AVALIACAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA | Pag.:1/1




APENDICE N — EFEITO MATRIZ PRODUTO 1 - LEVOBUPIVACAINA

Efeito Matriz

Produto 1

(sinal de Levobupivacaina)

Curva com Solvente

~ Conc. (mg/mL) Area 2 2 Homocedasticidade das
Padréo (X)) (Y1) Vet Vit (X1-Xymed) % variancias dos residuos
S1 0,2015 674822 | 668349,5099 | 6472,49006 | 0,285607112 | 0,04060225 (resiio = Shelea)
S2 0,2008 675786 | 666007,6569 | 9778,34312 | 0,286355793 [ 0,04032064 S’res Solv | 478574887
S3 0,1998 656131 | 662662,1525 | -6531,15251| 0,287427037 | 0,03992004 S? res Matriz| 437930386,6
S1 0,403 1340630 | 1342468,64 |-1838,64015| 0,110837206 | 0,162409 GL (m+n2).4 33
S2 0,4015 1354859 | 1337450,384 ] 17408,6164 [ 0,111838223 |0,16120225 B 2,32
S3 0,3996 1343035 | 1331093,925] 11941,0747 | 0,113112637 | 0,15968016 Teste F_| 1,092810414
S1 0,6045 1984066 | 2016587,77 |-32521,7704| 0,0172718 | 0,36542025
S2 0,6023 2040787 | 2009227,661 ] 31559,3393 | 0,017854898 |0,36276529
S3 0,5993 2005922 [ 1999191,148] 6730,85236 | 0,018665632 | 0,35916049
S1 0,806 2657687 | 2690706,901 | -33019,9006| 0,004910895 | 0,649636 Estatisticas (Solvente)
S2 0,803 2690132 | 2680670,387 ] 9461,61254 | 0,004499428 | 0,644809 Inclinacdo | 3345504,368
S3 0,7991 2634730 | 2667622,92 |-32892,9204| 0,003991432 | 0,63856081 Intercecdo | -5769,62027
S1 SXX, 2,744375551
S2 1,0038 3336159 | 3352447,665 | -16288,6646| 0,071758504 | 1,00761444 s’res; 478574887
S3 0,9989 3303292 | 3336054,693] -32762,6932| 0,069157312 [ 0,99780121 n, 18
S1 1,209 4046746 | 4038945,161 | 7800,83902 | 0,223802584 | 1,461681 X, 12,49284286
S2 Xamed [ 0,735922222
S3 1,1987 4044719 | 4004486,466 | 40232,534 | 0,214163272 | 1,43688169
S1 1,4105 4716914 | 4713064,291 | 3849,70881 | 0,455055178 | 1,98951025 Estatisticas (Matriz)
S2 1,4053 4706288 | 4695667,668 | 10620,3315 | 0,448066609 | 1,97486809 Inclinacdo | 3364028,922
S3 Intercecéo | 17331,77658
SXX, 2,580714906
s’res, | 437930386,6
n, 19
Curva com Matriz X, 12,94460242
Xomed [ 0,738557895
Padrio Conc. (mg/mL) Area Y est Y -Y,est (X=X ed)2 Xzz
(X2) (Y2)
S1 0,2 670206 | 690137,5609 | -19931,5609| 0,290044606 0,04 Avaliagdo
S2 0,2 675911 | 690137,5609 | -14226,5609| 0,290044606 0,04 s’p 457636811
S3 0,2 681375 | 690137,5609 | -8762,56089| 0,290044606 0,04 t 0,998655183
S1 0,4006 1372815 | 1364961,763] 7853,23744 | 0,114215539 | 0,16048036 & 1,502026648
S2 0,4006 1358243 | 1364961,763 | -6718,76256| 0,114215539 | 0,16048036 GL (m+n2).4 33
S3 0,4006 1359433 | 1364961,763 ] -5528,76256| 0,114215539 | 0,16048036 ncman 2,03
S1 0,6013 2060504 | 2040122,367] 20381,6329 | 0,01883973 | 0,36156169
S2 0,6013 2059011 | 2040122,367 | 18888,6329 [ 0,01883973 | 0,36156169
S3 0,6013 2053192 | 2040122,367] 13069,6329 [ 0,01883973 | 0,36156169
S1 0,8019 2721546 | 2714946,569] 6599,4312 0,0 0,64304361
S2 0,8019 2750365 | 2714946,569 | 35418,4312 0,0 0,64304361
S3 0,8019 2739741 | 2714946,569 | 24794,4312 0,0 0,64304361
S1 1,0026 3363670 | 3390107,173] -26437,1734| 0,069718233 | 1,00520676
S2 1,0026 3360322 | 3390107,173 ] -29785,1734| 0,069718233 | 1,00520676
S3 1,0026 3364511 | 3390107,173 ] -25596,1734| 0,069718233 | 1,00520676
S1 1,2032 4087264 | 4064931,375| 22332,625 | 0,215892286 | 1,44769024
S2 1,2032 4049596 | 4064931,375 | -15335,375 | 0,215892286 | 1,44769024
S3 1,2032 4091258 | 4064931,375| 26326,625 | 0,215892286 | 1,44769024
S1
S2
S3 1,4038 4716413 | 4739755,577 | -23342,5767] _0,442547059 | 1,97065444
Curva com Solvente Curva com Matriz
5000000 5000000
4000000 4000000 -
« 3000000 © 3000000 -
o 8
< 2000000 1 y = 3E+06x - 5760,6 < 2000000 1 y = 3E+06x + 17332
1000000 - R? = 0,9997 1000000 - R? = 0,9997
0 : : 0 : ‘
0 0,5 15 0 05 1 15
Conc. (mg/mL) Conc. (mg/mL)
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APENDICE O — EFEITO MATRIZ PRODUTO 2 - LEVOBUPIVACAINA

Efeito Matriz

Produto 2

(sinal de Levobupivacaina)

Curva com Solvente

~ Conc. (mg/mL) Area 2 2 Homocedasticidade das
Padréo (X)) (Y1) Vet Vit (X1-Xymed) X variancias dos residuos
S1 0,2015 674822 | 668349,5099 | 6472,49006 | 0,285607112 | 0,04060225 (resiio = Shelea)
S2 0,2008 675786 | 666007,6569 | 9778,34312 | 0,286355793 | 0,04032064 S?res Solv | 478574887
S3 0,1998 656131 | 662662,1525 | -6531,15251| 0,287427037 | 0,03992004 S? res Matriz| 123652148,9
S1 0,403 1340630 | 1342468,64 | -1838,64015| 0,110837206 | 0,162409 GL (m+n2).4 31
S2 0,4015 1354859 | 1337450,384 | 17408,6164 | 0,111838223 [0,16120225 [T 2,38
S3 0,3996 1343035 | 1331093,925 | 11941,0747 | 0,113112637 [0,15968016 Teste F_| 3,870332148
S1 0,6045 1984066 | 2016587,77 | -32521,7704|  0,0172718 [0,36542025
S2 0,6023 2040787 | 2009227,661 | 31559,3393 | 0,017854898 |0,36276529
S3 0,5993 2005922 | 1999191,148] 6730,85236 | 0,018665632 | 0,35916049
S1 0,806 2657687 | 2690706,901 | -33019,9006| 0,004910895 | 0,649636 Estatisticas (Solvente)
S2 0,803 2690132 | 2680670,387 | 9461,61254 | 0,004499428 | 0,644809 Inclinacdo | 3345504,368
S3 0,7991 2634730 | 2667622,92 | -32892,9204| 0,003991432 |0,63856081 Intercecdo | -5769,62027
S1 SXX; 2,744375551
S2 1,0038 3336159 | 3352447,665 | -16288,6646| 0,071758504 |1,00761444 s’res, 478574887
S3 0,9989 3303292 | 3336054,693 | -32762,6932| 0,069157312 [0,99780121 n, 18
S1 1,209 4046746 | 4038945,161 | 7800,83902 | 0,223802584 | 1461681 Ix,° 12,49284286
S2 Xamed [ 0,735922222
S3 1,1987 4044719 | 4004486,466 | 40232,534 | 0,214163272 |1,43688169
S1 1,4105 4716914 | 4713064,291 | 3849,70881 | 0,455055178 |1,98951025 Estatisticas (Matriz)
S2 1,4053 4706288 | 4695667,668 | 10620,3315 | 0,448066609 [ 1,97486809 Inclinagéo | 3336393,038
S3 Intercecéo | 8965,26057
Sxx, 2,573420235
s’res, | 123652148,9
n, 17
Curva com Matriz X, 11,34882
Xomed [ 0,718470588
Padrio Conc. (mg/mL) Area Y est Y -Y,est (X=X ed)2 Xzz
(X2) (Y2)
S1 0,2 664576 | 676243,8682] -11667,8682| 0,268811751 0,04 Avaliagdo
S2 0,2 665645 | 676243,8682 ] -10598,8682| 0,268811751 0,04 s’p 306838078,2
S3 0,2 667333 | 676243,8682] -8910,86824| 0,268811751 0,04 t 0,610916081
S1 0.4 1357047 | 1343522,476 | 13524,5241 | 0,101423516 0,16 i 1,190826192
S2 0,4 1352561 | 1343522,476 | 9038,52409 | 0,101423516 0,16 GL (n1 +n2)-4| 24,03323351
S3 0,4 1337086 | 1343522,476 | -6436,47591| 0,101423516 0,16 ncman 2,06
S1 0,601 2020756 | 2014137,477] 6618,52339 | 0,013799339 | 0,361201
S2 0,601 2022996 | 2014137,477 | 8858,52339 | 0,013799339 | 0,361201
S3 0,601 2023347 | 2014137,477] 9209,52339 | 0,013799339 | 0,361201
S1 0,801 2691353 | 2681416,084 | 9936,91572 | 0,006811104 | 0,641601
S2 0,801 2688503 | 2681416,084 | 7086,91572 | 0,006811104 | 0,641601
S3
S1 1,001 3341819 | 3348694,692 | -6875,69195]| 0,079822869 | 1,002001
S2 1,001 3355725 | 3348694,692 | 7030,30805 | 0,079822869 | 1,002001
S3 1,001 3335499 | 3348694,692 | -13195,692 | 0,079822869 | 1,002001
S1 1,202 4002014 | 4019309,693 | -17295,6927| 0,233800692 | 1,444804
S2
S3
S1 1,402 4702775 | 4686588,3 | 16186,6997 | 0,467212457 | 1,965604
S2 1,402 4674079 | 4686588,3 | -12509,3003| 0,467212457 | 1,965604
S3
Curva com solvente Curva com Matriz
5000000 5000000
4000000 4000000 +
g 3000000 g 3000000 -
< 2000000 < 2000000 A
1000000 1 y= 334550@368& - 5769,6203 1000000 1 y= 33363932,(1383X +8965,2606
R® =0,9997 R"=0,9999
0 . . 0 T T
0 0,5 1 15 0 05 1 15

Conc. (mg/mL)

Conc. (mg/mL)
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APENDICE P — EFEITO MATRIZ PRODUTO 3 - LEVOBUPIVACAINA

Efeito Matriz

Produto 3

(sinal de Levobupivacaina)

Curva com Solvente

~ Conc. (mg/mL) Area 2 2 Homocedasticidade das
Padréo (X)) (Y1) Vet Vit (X1-Xymed) X variancias dos residuos
S1 0,2015 674822 | 668349,5099 | 6472,49006 | 0,285607112 | 0,04060225 ((resiio = Shelea)
S2 0,2008 675786 | 666007,6569 | 9778,34312 | 0,286355793 | 0,04032064 S’res Solv | 478574887
S3 0,1998 656131 | 662662,1525 | -6531,15251| 0,287427037 | 0,03992004 S? res Matriz| 3262470414
S1 0,403 1340630 | 1342468,64 | -1838,64015| 0,110837206 | 0,162409 GL (m+n2).4 33
S2 0,4015 1354859 | 1337450,384 | 17408,6164 | 0,111838223 [0,16120225 B 2,32
S3 0,3996 1343035 | 1331093,925 | 11941,0747 | 0,113112637 [0,15968016 Teste F_| 1,466909508
S1 0,6045 1984066 | 2016587,77 | -32521,7704|  0,0172718 [0,36542025
S2 0,6023 2040787 | 2009227,661 | 31559,3393 | 0,017854898 |0,36276529
S3 0,5993 2005922 | 1999191,148] 6730,85236 | 0,018665632 | 0,35916049
S1 0,806 2657687 | 2690706,901 | -33019,9006| 0,004910895 | 0,649636 Estatisticas (Solvente)
S2 0,803 2690132 | 2680670,387 | 9461,61254 | 0,004499428 | 0,644809 Inclinacdo | 3345504,368
S3 0,7991 2634730 | 2667622,92 | -32892,9204| 0,003991432 |0,63856081 Intercecdo | -5769,62027
S1 SXX; 2,744375551
S2 1,0038 3336159 | 3352447,665 | -16288,6646| 0,071758504 |1,00761444 s’res, 478574887
S3 0,9989 3303292 | 3336054,693 | -32762,6932| 0,069157312 [0,99780121 n, 18
S1 1,209 4046746 | 4038945,161 | 7800,83902 | 0,223802584 | 1461681 Ix,° 12,49284286
S2 Xamed [ 0,735922222
S3 1,1987 4044719 | 4004486,466 | 40232,534 | 0,214163272 |1,43688169
S1 1,4105 4716914 | 4713064,291 | 3849,70881 | 0,455055178 |1,98951025 Estatisticas (Matriz)
S2 1,4053 4706288 | 4695667,668 | 10620,3315 | 0,448066609 [ 1,97486809 Inclinagéo | 3375449,994
S3 Intercecdo | -5581,164373
SxX, 3,025552797
s’res, | 3262470414
ny 19
Curva com Matriz X, 13,99053082
Xomed [ 0,759673684
Padrio Conc. (mg/mL) Area Y est Y -Y,est (X=X ed)2 Xzz
(X2) (Y2)
S1 0,2 672585 | 669508,8344 | 3076,16558 | 0,313234633 0,04 Avaliacéo
S2 0,2 666990 | 669508,8344 | -2518,83442| 0,313234633 0,04 s’p 400102966,6
S3 0,2 662388 | 669508,8344 | -7120,83442| 0,313234633 0,04 t 1,795917717
S1 0,4006 1358207 | 1346624,103| 11582,8968 | 0,128933911 |0,16048036 ty 0,01337407
S2 0,4006 1363261 | 1346624,103| 16636,8968 | 0,128933911 [0,16048036 GL (m+n2).4 33
S3 0,4006 1360097 | 1346624,103] 13472,8968 | 0,128933911 |[0,16048036 ocman 2,03
S1 0,6013 2028424 | 2024076,917 | 4347,08299 | 0,025082224 [0,36156169
S2 0,6013 2020735 | 2024076,917 | -3341,91701| 0,025082224 [0,36156169
S3 0,6013 2025003 | 2024076,917 ] 926,082994 | 0,025082224 [0,36156169
S1 0,8019 2675334 | 2701192,186 | -25858,1858| 0,001783062 | 0,64304361
S2 0,8019 2680920 | 2701192,186 | -20272,1858| 0,001783062 | 0,64304361
S3 0,8019 2668132 | 2701192,186 | -33060,1858| 0,001783062 | 0,64304361
S1 1,0026 3399517 | 3378645 | 20872,0004 | 0,059013195 [1,00520676
S2 1,0026 3396858 | 3378645 | 18213,0004 | 0,059013195 |[1,00520676
S3 1,0026 3389058 | 3378645 | 10413,0004 | 0,059013195 |1,00520676
S1
S2 1,2032 4017532 | 4055760,268 | -38228,2684| 0,196715593 | 1,44769024
S3
S1 1,4038 4728854 | 4732875,537] -4021,53717] 0,414898711 [1,97065444
S2 1,4038 4755227 | 4732875,537 | 22351,4628 | 0,414898711 |1,97065444
S3 1,4038 4745406 | 4732875,537] 12530,4628 | 0,414898711 [1,97065444
Curva com Solvente Curva com Matriz
5000000 5000000
4000000 | 4000000
3000000 - © 3000000 |
(o] (5]
<< 2000000 | << 2000000 -
y = 3E+06x - 5769,6 y = 3E+06x - 5581,2
1000000 R?=0,9997 1000000 - R*=0,9998
0 ‘ ‘ 0 : ‘
0 0,5 1,5 0 0,5 1 15
Conc. (mg/mL) Conc. (mg/mL)
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APENDICE Q — EFEITO MATRIZ PRODUTO 4 - LEVOBUPIVACAINA

Efeito Matriz

Produto 4

(sinal de Levobupivacaina)

Curva com Solvente

~ Conc. (mg/mL) Area 2 2 Homocedasticidade das
Padréo (X)) (Y1) Vet Vit (X1-Xymed) X variancias dos residuos
S1 0,2015 674822 | 668349,5099 | 6472,49006 | 0,285607112 | 0,04060225 ((resiio = Shelea)
S2 0,2008 675786 | 666007,6569 | 9778,34312 | 0,286355793 [ 0,04032064 S’res Solv | 478574887
S3 0,1998 656131 | 662662,1525 | -6531,15251| 0,287427037 | 0,03992004 S? res Matriz| 54899044,43
S1 0,403 1340630 | 1342468,64 |-1838,64015| 0,110837206 | 0,162409 GL (m+n2).4 32
S2 0,4015 1354859 | 1337450,384 ] 17408,6164 [ 0,111838223 |0,16120225 B 2,33
S3 0,3996 1343035 | 1331093,925] 11941,0747 | 0,113112637 | 0,15968016 Teste F_| 8,717362789
S1 0,6045 1984066 | 2016587,77 |-32521,7704| 0,0172718 | 0,36542025
S2 0,6023 2040787 | 2009227,661 ] 31559,3393 | 0,017854898 |0,36276529
S3 0,5993 2005922 [ 1999191,148] 6730,85236 | 0,018665632 | 0,35916049
S1 0,806 2657687 | 2690706,901 | -33019,9006| 0,004910895 | 0,649636 Estatisticas (Solvente)
S2 0,803 2690132 | 2680670,387 ] 9461,61254 | 0,004499428 | 0,644809 Inclinacdo | 3345504,368
S3 0,7991 2634730 | 2667622,92 |-32892,9204| 0,003991432 | 0,63856081 Intercecdo | -5769,62027
S1 SXX, 2,744375551
S2 1,0038 3336159 | 3352447,665 | -16288,6646| 0,071758504 | 1,00761444 s’res, 478574887
S3 0,9989 3303292 | 3336054,693] -32762,6932| 0,069157312 [ 0,99780121 n, 18
S1 1,209 4046746 | 4038945,161 | 7800,83902 | 0,223802584 | 1,461681 X, 12,49284286
S2 Xamed [ 0,735922222
S3 1,1987 4044719 | 4004486,466 | 40232,534 | 0,214163272 | 1,43688169
S1 1,4105 4716914 | 4713064,291 | 3849,70881 | 0,455055178 | 1,98951025 Estatisticas (Matriz)
S2 1,4053 4706288 | 4695667,668 | 10620,3315 | 0,448066609 | 1,97486809 Inclinacdo | 3330196,176
S3 Intercecdo | -5248,660023
SXX, 2,75000228
s’res, | 54899044,43
ny 18
Curva com Matriz X, 12,50759716
Xomed | 0,736266667
Padrio Conc. (mg/mL) Area Y est Y -Y,est (X=X ed)2 Xzz
(X2) (Y2)
S1 0,2 658027 | 660790,5752 -2763,57516] 0,287581938 0,04 Avaliacéo
S2 0,2 662029 | 660790,5752 | 1238,42484 | 0,287581938 0,04 s’p 266736965,7
S3 0,2 660673 | 660790,5752 -117,575163| 0,287581938 0,04 t 1,098082088
S1 0,4011 1332104 | 1330493,026] 1610,97386 | 0,112336694 | 0,16088121 ty 0,044853336
S2 0,4011 1334195 | 1330493,026 | 3701,97386 [ 0,112336694 |0,16088121 GL (n1+n2)-4| 19,62315707
S3 0,4011 1336187 | 1330493,026 | 5693,97386 | 0,112336694 |0,16088121 ocman 2,09
S1 0,6022 2013355 | 2000195,477] 13159,5229 [ 0,017973871 | 0,36264484
S2 0,6022 2005890 | 2000195,477 | 5694,52288 | 0,017973871 | 0,36264484
S3 0,6022 1994948 | 2000195,477 ] -5247,47712| 0,017973871 | 0,36264484
S1 0,8033 2656631 | 2669897,928 -13266,9281| 0,004493468 | 0,64529089
S2 0,8033 2670776 | 2669897,928 | 878,071895 [ 0,004493468 | 0,64529089
S3 0,8033 2655955 | 2669897,928 | -13942,9281| 0,004493468 | 0,64529089
S1
S2 1,0044 3342563 | 3339600,379 | 2962,62092 [ 0,071895484 |1,00881936
S3 1,0044 3327397 | 3339600,379 ] -12203,3791| 0,071895484 | 1,00881936
S1
S2 1,2055 4007400 | 4009302,83 | -1902,83007| 0,220179921 |1,45323025
S3 1,2055 4009078 | 4009302,83 | -224,830065| 0,220179921 |1,45323025
S1
S2 1,4066 4685594 | 4679005,281 | 6588,71895 | 0,449346778 | 1,97852356
S3 1,4066 4687146 | 4679005,281 | 8140,71895 | 0,449346778 | 1,97852356
Curva com Solvente Curva com Matriz
5000000 5000000
4000000 4000000 -
« 3000000 | © 3000000 -
(o] (5]
<< 2000000 | << 2000000 -
y = 3E+06x - 5769,6 y = 3330196,1759x - 5248,6600
1000000 R? = 0,0997 1000000 1 R? = 1,0000
0 : : 0 : ‘
0 0,5 1,5 0 05 1 15
Conc. (mg/mL) Conc. (mg/mL)
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APENDICE R — EFEITO MATRIZ PRODUTO 5 - LEVOBUPIVACAINA

Efeito Matriz

Produto 5

(sinal de Levobupivacaina)

Curva com Solvente

~ Conc. (mg/mL) Area 2 2 Homocedasticidade das
Padréo (X)) (Y1) Vet Vit (X1-Xymed) X variancias dos residuos
S1 0,2015 674822 | 668349,5099 | 6472,49006 | 0,285607112 | 0,04060225 ((resiio = Shelea)
S2 0,2008 675786 | 666007,6569 | 9778,34312 | 0,286355793 [ 0,04032064 S’res Solv | 478574887
S3 0,1998 656131 | 662662,1525 | -6531,15251| 0,287427037 | 0,03992004 S? res Matriz| 66024897,31
S1 0,403 1340630 | 1342468,64 |-1838,64015| 0,110837206 | 0,162409 GL (m+n2).4 33
S2 0,4015 1354859 | 1337450,384 ] 17408,6164 [ 0,111838223 |0,16120225 B 2,32
S3 0,3996 1343035 | 1331093,925] 11941,0747 | 0,113112637 | 0,15968016 Teste F_| 7,248400324
S1 0,6045 1984066 | 2016587,77 |-32521,7704| 0,0172718 | 0,36542025
S2 0,6023 2040787 | 2009227,661 ] 31559,3393 | 0,017854898 |0,36276529
S3 0,5993 2005922 [ 1999191,148] 6730,85236 | 0,018665632 | 0,35916049
S1 0,806 2657687 | 2690706,901 | -33019,9006| 0,004910895 | 0,649636 Estatisticas (Solvente)
S2 0,803 2690132 | 2680670,387 ] 9461,61254 | 0,004499428 | 0,644809 Inclinacdo | 3345504,368
S3 0,7991 2634730 | 2667622,92 |-32892,9204| 0,003991432 | 0,63856081 Intercecdo | -5769,62027
S1 SXX, 2,744375551
S2 1,0038 3336159 | 3352447,665 | -16288,6646| 0,071758504 | 1,00761444 s’res, 478574887
S3 0,9989 3303292 | 3336054,693] -32762,6932| 0,069157312 [ 0,99780121 n, 18
S1 1,209 4046746 | 4038945,161 | 7800,83902 | 0,223802584 | 1,461681 X, 12,49284286
S2 Xamed [ 0,735922222
S3 1,1987 4044719 | 4004486,466 | 40232,534 | 0,214163272 | 1,43688169
S1 1,4105 4716914 | 4713064,291 | 3849,70881 | 0,455055178 | 1,98951025 Estatisticas (Matriz)
S2 1,4053 4706288 | 4695667,668 | 10620,3315 | 0,448066609 | 1,97486809 Inclinacdo | 3349877,884
S3 Intercecdo | -5050,205681
SXX, 3,146674104
s’res, | 66024897,31
ny 19
Curva com Matriz X, 14,38068758
Xomed | 0,768936842
Padrio Conc. (mg/mL) Area Y est Y -Y,est (X=X ed)2 Xzz
(X2) (Y2)
S1 0,2 664739 | 664925,3711]-186,371095| 0,32368913 0,04 Avaliagio
S2 0,2 665658 | 664925,3711 | 732,628905 | 0,32368913 0,04 s’p 266049134,7
S3 0,2 665203 | 664925,3711| 277,628905 | 0,32368913 0,04 ty 0,312900186
S1 0,4002 1338819 | 1335570,923] 3248,07655 | 0,135966859 | 0,16016004 ty 0,061483545
S2 0,4002 1340903 | 1335570,923 | 5332,07655 [ 0,135966859 | 0,16016004 GL (n1 +n2)-4| 20,13205472
S3 0,4002 1324187 | 1335570,923 ] -11383,9234| 0,135966859 |0,16016004 ncman 2,09
S1 0,6004 2010250 | 2006216,476] 40335242 | 0,028404667 | 0,36048016
S2 0,6004 2003862 | 2006216,476 | -2354,4758 | 0,028404667 | 0,36048016
S3 0,6004 2013994 | 2006216,476] 7777,5242 | 0,028404667 |0,36048016
S1 0,8005 2671220 | 2676527,04 | -5307,04037| 0,000996233 |0,64080025
S2 0,8005 2689900 | 2676527,04 | 13372,9596 [ 0,000996233 | 0,64080025
S3 0,8005 2668850 | 2676527,04 | -7677,04037| 0,000996233 | 0,64080025
S1 1,0007 3346030] 3347172,593 | -1142,59272| 0,053714161 |[1,00140049
S2 1,0007 3328944 3347172,593 | -18228,5927| 0,053714161 | 1,00140049
S3
S1 1,2009 4018447 | 4017818,145| 628,854927 | 0,18659217 | 1,44216081
S2
s3 1,2009 4026018 | 4017818,145 | 8199,85493 | 0,18659217 | 1,44216081
S1 1,4011 4694370 | 4688463,697 | 5906,30257 | 0,399630258 | 1,96308121
S2 1,4011 4697565 | 4688463,697 | 9101,30257 | 0,399630258 | 1,96308121
S3 1,4011 4676133 | 4688463,697 | -12330,6974] 0,399630258 | 1,96308121
Curva com Solvente Curva com Matriz
5000000 5000000
4000000 4000000 -
« 3000000 | © 3000000 -
o o
<< 2000000 | < 2000000
y = 3E+06x - 5769,6 y = 3349877,8839x - 5050,2057
1000000 | R = 0,9007 1000000 | R? = 1,0000
0 : : 0 : ‘
0 0,5 1,5 0 05 1 15
Conc. (mg/mL) Conc. (mg/mL)
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APENDICE S — EFEITO MATRIZ PRODUTO 1 - DEXTROBUPIVACAINA

Efeito Matriz

Produto 1

(sinal de Dextrobupivacaina)

Curva com Solvente

~ Conc. (mg/mL) Area 2 2 Homocedasticidade das
Padréo (X)) (Y1) Yaest Ya1-Yqest (X1-X;med) Xy variancias dos residuos
S1 0,2008 677611 | 674755,4782| 2855,52185 | 0,325146047 | 0,04032064 ((resiio = Shelea)
S2 0,2004 663167 | 673422,5543 ] -10255,5543| 0,325602379 [ 0,04016016 S’res Solv | 253263862
S3 0,2009 653553 | 675088,7091 | -21535,7091| 0,325032013 | 0,04036081 S? res Matriz| 298833341,4
S1 0,4016 1369299 | 1343883,255 | 25415,7453 | 0,136468026 | 0,16128256 GL (m+n2).4 35
S2 0,4008 1335825 | 1341217,407 | -5392,40697| 0,137059731 | 0,16064064 B 2,26
S3 0,4018 1350380 | 1344549,717] 5830,28338 | 0,136320299 | 0,16144324 Teste F_| 1,179928866
S1 0,6024 2002371 | 2013011,031 ] -10640,0312| 0,028431284 |0,36288576
S2 0,6011 1978632 | 2008679,029 | -30047,0287| 0,028871376 | 0,36132121
S3 0,6028 2022524 | 2014343,955] 8180,04492 | 0,028296552 | 0,36336784
S1 0,8032 2682764 | 2682138,808 ] 625,192244 [ 0,001035823 | 0,64513024 Estatisticas (Solvente)
S2 0,8015 2695929 | 2676473,881] 19455,1186 | 0,000929287 | 0,64240225 Inclinacdo | 3332309,644
S3 0,8037 2709898 | 2683804,963] 26093,0374 | 0,001068258 | 0,64593369 Intercecdo | 5627,701619
S1 SXX, 3,161740145
S2 1,0019 3351344 | 3344268,734] 7075,26596 | 0,053307519 | 1,00380361 s’res; 253263862
S3 1,0046 3353080 | 3353265,97 |-185,970077| 0,054561583 |1,00922116 n, 19
S1 1,2048 4028021 | 4020394,361 | 7626,63918 | 0,188168741 | 1,45154304 X, 14,45658175
S2 1,2023 4026646 | 4012063,587 | 14582,4133 | 0,18600607 | 1,44552529 Xsmed [ 0,771015789
S3
S1 1,4056 4666496 | 4689522,137 | -23026,1374] _ 0,40269712 | 1,97571136 Estatisticas (Matriz)
S2 1,4027 4663161 | 4679858,439 | -16697,4394| 0,399024942 | 1,96756729 Inclinacdo | 331578792
S3 1,4064 4692229 | 4692187,985 | 41,0149256 | 0,403713095 | 1,97796096 Intercecdo | 4412,773193
SXX, 3,38693376
s’res, | 2988333414
ny 20
Curva com Matriz X, 16,26384896
X,med 0,8024
Padrio Conc. (mg/mL) Area Y est Y -Y,est (X=X ed)2 Xzz
(X2) (Y2)
S1 0,2 662568 | 667570,3571 | -5002,35714] 0,36288576 0,04 Avaliacéo
S2 0,2 673067 | 667570,3571 | 5496,64286 | 0,36288576 0,04 s’p 276699594,2
S3 0,2 674074 | 667570,3571| 6503,64286 | 0,36288576 0,04 t 1,270108629
S1 0,4008 1339054 | 1333380,571] 5673,42857 | 0,16128256 | 0,16064064 ty 0,105338753
S2 0,4008 1315048 | 1333380,571 ] -18332,5714| 0,16128256 | 0,16064064 GL (m+n2).4 35
S3 0,4008 1345608 | 1333380,571] 12227,4286 | 0,16128256 | 0,16064064 ocman 2,03
S1 0,6016 1999934 | 1999190,786] 743,214286 | 0,04032064 | 0,36192256
S2 0,6016 2004171 | 1999190,786 | 4980,21429 [ 0,04032064 | 0,36192256
S3 0,6016 1953480 | 1999190,786 | -45710,7857| 0,04032064 | 0,36192256
S1 0,8024 2654563 | 2665001 -10438 0,0 0,64384576
S2 0,8024 2701594 | 2665001 36593 0,0 0,64384576
S3
S1 1,0032 3350407 | 3330811,214] 19595,7857 | 0,04032064 | 1,00641024
S2 1,0032 3329035 | 3330811,214 ] -1776,21429| 0,04032064 | 1,00641024
S3 1,0032 3338752 | 3330811,214 ] 7940,78571 [ 0,04032064 | 1,00641024
S1 1,204 3990226 | 3996621,429] -6395,42857] 0,16128256 | 1,449616
S2 1,204 3982165 | 3996621,429 | -14456,4286| 0,16128256 | 1,449616
S3 1,204 4007608 | 3996621,429 | 10986,5714 | 0,16128256 | 1,449616
S1 1,4048 4638782 | 4662431,643 | -23649,6429]  0,36288576 | 1,97346304
S2 1,4048 4668102 | 4662431,643 | 5670,35714 | 0,36288576 | 1,97346304
S3 1,4048 4671782 | 4662431,643| 9350,35714 | 0,36288576 | 1,97346304
Curva com Solvente Curva com Matriz
5000000 5000000
4000000 4000000 -
« 3000000 | © 3000000 -
o 8
<< 2000000 y= 3E406x + 56277 << 2000000 = 3E+06x + 44128
1000000 R? = 0,9999 1000000 - R%=0,9998
0 T T 0 T T
0 0,5 1,5 0 0,5 1 15
Conc. (mg/mL) Conc. (mg/mL)
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APENDICE T — EFEITO MATRIZ PRODUTO 2 - DEXTROBUPIVACAINA

Efeito Matriz

Produto 2

(sinal de Dextrobupivacaina)

Curva com Solvente

~ Conc. (mg/mL) Area 2 2 Homocedasticidade das
Padréo (X)) (Y1) Vet Vit (X1-Xymed) X variancias dos residuos
S1 0,2008 677611 | 674755,4782| 2855,52185 | 0,325146047 | 0,04032064 ((resiio = Shelea)
S2 0,2004 663167 | 673422,5543 ] -10255,5543| 0,325602379 [ 0,04016016 S’res Solv | 253263862
S3 0,2009 653553 | 675088,7091 | -21535,7091| 0,325032013 | 0,04036081 S? res Matriz| 138153391,6
S1 0,4016 1369299 | 1343883,255 | 25415,7453 | 0,136468026 | 0,16128256 GL (1 +np)-4 33
S2 0,4008 1335825 | 1341217,407 | -5392,40697| 0,137059731 | 0,16064064 B 2,32
S3 0,4018 1350380 | 1344549,717] 5830,28338 | 0,136320299 | 0,16144324 Teste F_| 1,833207705
S1 0,6024 2002371 | 2013011,031 ] -10640,0312| 0,028431284 |0,36288576
S2 0,6011 1978632 | 2008679,029 | -30047,0287| 0,028871376 | 0,36132121
S3 0,6028 2022524 | 2014343,955] 8180,04492 | 0,028296552 | 0,36336784
S1 0,8032 2682764 | 2682138,808 ] 625,192244 [ 0,001035823 | 0,64513024 Estatisticas (Solvente)
S2 0,8015 2695929 | 2676473,881] 19455,1186 | 0,000929287 | 0,64240225 Inclinacdo | 3332309,644
S3 0,8037 2709898 | 2683804,963] 26093,0374 | 0,001068258 | 0,64593369 Intercecdo | 5627,701619
S1 SXX, 3,161740145
S2 1,0019 3351344 | 3344268,734] 7075,26596 | 0,053307519 | 1,00380361 s’res; 253263862
S3 1,0046 3353080 | 3353265,97 |-185,970077| 0,054561583 |1,00922116 n, 19
S1 1,2048 4028021 | 4020394,361 | 7626,63918 | 0,188168741 | 1,45154304 X, 14,45658175
S2 1,2023 4026646 | 4012063,587 | 14582,4133 | 0,18600607 | 1,44552529 Xsmed [ 0,771015789
S3
S1 1,4056 4666496 | 4689522,137 | -23026,1374] _ 0,40269712 | 1,97571136 Estatisticas (Matriz)
S2 1,4027 4663161 | 4679858,439 | -16697,4394| 0,399024942 | 1,96756729 Inclinacdo | 3335233,376
S3 1,4064 4692229 | 4692187,985 | 41,0149256 | 0,403713095 | 1,97796096 Intercecdo [ -11305,12402
SXX, 2,544444444
s’res, | 138153391,6
ny 18
Curva com Matriz X, 12,52
Xomed | 0,744444444
Padrio Conc. (mg/mL) Area Y est Y -Y,est (X=X ed)2 Xzz
(X2) (Y2)
S1 0,2 657756 | 655741,5511] 2014,44891 | 0,296419753 0,04 Avaliagio
S2 0,2 665955 | 655741,5511 | 10213,4489 | 0,296419753 0,04 s’p 197452724,8
S3 0,2 657357 | 655741,5511 ) 1615,44891 | 0,296419753 0,04 t 0,247054392
S1 04 1324442 | 1322788,226] 1653,7738 | 0,118641975 0,16 ty 1,680780725
S2 04 1328831 | 1322788,226 | 6042,7738 | 0,118641975 0,16 GL i +np)-4 33
S3 04 1325092 | 1322788,226] 2303,7738 | 0,118641975 0,16 ncman 2,03
S1 0,6 1996631 | 1989834,901] 6796,09869 | 0,020864198 0,36
S2
S3 0,6 1973779 | 1989834,901 | -16055,9013| 0,020864198 0,36
S1 08 2630458 | 2656881,576 ] -26423,5764| 0,00308642 0,64
S2 08 2650011 | 2656881,576 | -6870,57642| 0,00308642 0,64
S3 08 2657586 | 2656881,576 | 704,423581 | 0,00308642 0,64
S1 1 3327706 | 3323928,252] 3777,74847 | 0,065308642 1
S2 1 3323335 | 3323928,252 | -593,251528| 0,065308642 1
S3 1 3301180 | 3323928,252 | -22748,2515| 0,065308642 1
S1 12 3999936 | 3990974,927] 8961,07336 | 0,207530864 1,44
S2 12 4004626 | 3990974,927 | 13651,0734 | 0,207530864 1,44
S3 12 4009237 | 3990974,927 | 18262,0734 | 0,207530864 1,44
S1
S2 14 4654717 | 4658021,602 [ -3304,60175] 0,429753086 1,96
S3
Curva com Solvente Curva com Matriz
5000000 5000000
4000000 4000000 -
« 3000000 | © 3000000 -
o o
<< 2000000 | < 2000000
1000000 y = 3332309,6441x + 5627,701§ 1000000 - y = 3E+06x - 11305
R? = 0,9999 R® = 0,9999
0 : . 0 : ;
0 0,5 15 0 05 1 15
Conc. (mg/mL) Conc. (mg/mL)
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APENDICE U — EFEITO MATRIZ PRODUTO 3 - DEXTROBUPIVACAINA

Efeito Matriz

Produto 3

(sinal de Dextrobupivacaina)

Curva com Solvente

~ Conc. (mg/mL) Area 2 2 Homocedasticidade das
Padréo (X)) (Y1) Vet Vit (X1-Xymed) X variancias dos residuos
S1 0,2008 677611 | 674755,4782| 2855,52185 | 0,325146047 | 0,04032064 ((resiio = Shelea)
S2 0,2004 663167 | 673422,5543 ] -10255,5543| 0,325602379 [ 0,04016016 S’res Solv | 253263862
S3 0,2009 653553 | 675088,7091 | -21535,7091| 0,325032013 | 0,04036081 S? res Matriz| 307156029
S1 0,4016 1369299 | 1343883,255 | 25415,7453 | 0,136468026 | 0,16128256 GL (m+n2).4 32
S2 0,4008 1335825 | 1341217,407 | -5392,40697| 0,137059731 | 0,16064064 B 2,37
S3 0,4018 1350380 | 1344549,717] 5830,28338 | 0,136320299 | 0,16144324 Teste F_| 1,212790592
S1 0,6024 2002371 | 2013011,031 ] -10640,0312| 0,028431284 |0,36288576
S2 0,6011 1978632 | 2008679,029 | -30047,0287| 0,028871376 | 0,36132121
S3 0,6028 2022524 | 2014343,955] 8180,04492 | 0,028296552 | 0,36336784
S1 0,8032 2682764 | 2682138,808 ] 625,192244 [ 0,001035823 | 0,64513024 Estatisticas (Solvente)
S2 0,8015 2695929 | 2676473,881] 19455,1186 | 0,000929287 | 0,64240225 Inclinacdo | 3332309,644
S3 0,8037 2709898 | 2683804,963] 26093,0374 | 0,001068258 | 0,64593369 Intercecdo | 5627,701619
S1 SXX, 3,161740145
S2 1,0019 3351344 | 3344268,734] 7075,26596 | 0,053307519 | 1,00380361 s’res, 253263862
S3 1,0046 3353080 | 3353265,97 |-185,970077| 0,054561583 |1,00922116 n, 19
S1 1,2048 4028021 | 4020394,361 | 7626,63918 | 0,188168741 | 1,45154304 X, 14,45658175
S2 1,2023 4026646 | 4012063,587 | 14582,4133 | 0,18600607 | 1,44552529 Xsmed [ 0,771015789
S3
S1 1,4056 4666496 | 4689522,137 | -23026,1374] _ 0,40269712 | 1,97571136 Estatisticas (Matriz)
S2 1,4027 4663161 | 4679858,439 | -16697,4394| 0,399024942 | 1,96756729 Inclinacdo | 3318391,498
S3 1,4064 4692229 | 4692187,985 | 41,0149256 | 0,403713095 | 1,97796096 Intercecdo | 26343,99122
SXX, 2,883332681
s’res, 307156029
ny 17
Curva com Matriz X, 11,94657511
Xomed [ 0,730158824
Padrio Conc. (mg/mL) Area Y est Y -Y,est (X=X ed)2 Xzz
(X2) (Y2)
S1 0,2 678921 | 690022,2909-11101,2909] 0,281068378 0,04 Avaliacéo
S2 0,2 678235 | 690022,2909 | -11787,2909| 0,281068378 0,04 s’p 278525815,3
S3 0,2 680417 | 690022,2909 | -9605,29086 0,281068378 0,04 t 1,024137702
S1 0,4003 1348015 | 1354696,108] -6681,10794| 0,108806843 | 0,16024009 ty 1,783563095
S2 0,4003 1353375 | 1354696,108 | -1321,10794[ 0,108806843 | 0,16024009 GL (m+n2).4 32
S3 0,4003 1344171 | 1354696,108 ] -10525,1079| 0,108806843 | 0,16024009 ncman 2,04
S1 0,6006 2056345 | 2019369,925] 36975,075 | 0,016785489 |0,36072036
S2 0,6006 2033676 | 2019369,925] 14306,075 | 0,016785489 |0,36072036
S3 0,6006 2029008 | 2019369,925 | 9638,07498 | 0,016785489 | 0,36072036
S1 0,8008 2687161 | 2683711,903] 3449,09705 0,0 0,64128064
S2 0,8008 2698749 | 2683711,903 | 15037,0971 0,0 0,64128064
S3 0,8008 2705465 | 2683711,903 | 21753,0971 0,0 0,64128064
S1 1,0011 3322008 | 3348385,72 | -26377,72 | 0,073409121 |1,00220121
S2
S3
S1 1,2014 3989025 | 4013059,537] -24034,5371| 0,222068246 | 1,44336196
S2
S3
S1 1,4017 4655697 | 4677733,354 | -22036,3542] 0,450967552 | 1,96476289
S2 1,4017 4691974 | 4677733,354 | 14240,6458 | 0,450967552 | 1,96476289
S3 1,4017 4685804 | 4677733,354 | 8070,64581 | 0,450967552 | 1,96476289
Curva com Solvente Curva com Matriz
5000000 5000000
4000000 4000000 -
« 3000000 | © 3000000 -
o o
<< 2000000 | < 2000000
y = 3E+06x + 5627,7 | y = 3E+06x + 26344
1000000 | R = 0,9999 1000000 R - 0.9998
0 : ‘ 0 : ‘
0 0,5 1,5 0 05 1 15
Conc. (mg/mL) Conc. (mg/mL)
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APENDICE V — EFEITO MATRIZ PRODUTO 4 - DEXTROBUPIVACAINA

Efeito Matriz

Produto 4

(sinal de Dextrobupivacaina)

Curva com Solvente

~ Conc. (mg/mL) Area 2 2 Homocedasticidade das
Padréo (X)) (Y1) Vet Vit (X1-Xymed) X variancias dos residuos
S1 0,2008 677611 | 674755,4782| 2855,52185 | 0,325146047 | 0,04032064 ((resiio = Shelea)
S2 0,2004 663167 | 673422,5543 ] -10255,5543| 0,325602379 [ 0,04016016 S’res Solv | 253263862
S3 0,2009 653553 | 675088,7091 | -21535,7091| 0,325032013 | 0,04036081 S? res Matriz| 497375047,8
S1 0,4016 1369299 | 1343883,255 | 25415,7453 | 0,136468026 | 0,16128256 GL (m+n2).4 36
S2 0,4008 1335825 | 1341217,407 | -5392,40697| 0,137059731 | 0,16064064 B 2,24
S3 0,4018 1350380 | 1344549,717] 5830,28338 | 0,136320299 | 0,16144324 Teste F_| 1,963861105
S1 0,6024 2002371 | 2013011,031 ] -10640,0312| 0,028431284 |0,36288576
S2 0,6011 1978632 | 2008679,029 | -30047,0287| 0,028871376 | 0,36132121
S3 0,6028 2022524 | 2014343,955] 8180,04492 | 0,028296552 | 0,36336784
S1 0,8032 2682764 | 2682138,808 ] 625,192244 [ 0,001035823 | 0,64513024 Estatisticas (Solvente)
S2 0,8015 2695929 | 2676473,881] 19455,1186 | 0,000929287 | 0,64240225 Inclinacdo | 3332309,644
S3 0,8037 2709898 | 2683804,963] 26093,0374 | 0,001068258 | 0,64593369 Intercecdo | 5627,701619
S1 SXX, 3,161740145
S2 1,0019 3351344 | 3344268,734] 7075,26596 | 0,053307519 | 1,00380361 s’res, 253263862
S3 1,0046 3353080 | 3353265,97 |-185,970077| 0,054561583 |1,00922116 n, 19
S1 1,2048 4028021 | 4020394,361 | 7626,63918 | 0,188168741 | 1,45154304 X, 14,45658175
S2 1,2023 4026646 | 4012063,587 | 14582,4133 | 0,18600607 | 1,44552529 Xsmed [ 0,771015789
S3
S1 1,4056 4666496 | 4689522,137 | -23026,1374] _ 0,40269712 | 1,97571136 Estatisticas (Matriz)
S2 1,4027 4663161 | 4679858,439 | -16697,4394| 0,399024942 | 1,96756729 Inclinacdo | 3303138,28
S3 1,4064 4692229 | 4692187,985 | 41,0149256 | 0,403713095 | 1,97796096 Intercecdo | 12973,12967
SXX, 3,38693376
s’res, | 497375047,8
ny 21
Curva com Matriz X, 16,90769472
X,med 0,8024
Padrio Conc. (mg/mL) Area Y est Y -Y,est (X=X ed)2 Xzz
(X2) (Y2)
S1 0,2 665180 | 673600,7857 | -8420,78571] 0,36288576 0,04 Avaliacéo
S2 0,2 672670 | 673600,7857 | -930,785714| 0,36288576 0,04 s’p 382100321,2
S3 0,2 665316 | 673600,7857 | -8284,78571] 0,36288576 0,04 t 1,908348945
S1 0,4008 1347275 | 1336870,952] 10404,0476 | 0,16128256 | 0,16064064 ty 0,543310709
S2 0,4008 1348405 | 1336870,952 | 11534,0476 | 0,16128256 | 0,16064064 GL (m+n2).4 36
S3 0,4008 1353246 | 1336870,952] 16375,0476 | 0,16128256 | 0,16064064 ocman 2,03
S1 0,6016 1974717 | 2000141,119] -25424,119 [ 0,04032064 | 0,36192256
S2 0,6016 1977145 | 2000141,119] -22996,119 [ 0,04032064 | 0,36192256
S3 0,6016 1981254 | 2000141,119] -18887,119 [ 0,04032064 | 0,36192256
S1 0,8024 2660438 | 2663411,286] -2973,28571 0,0 0,64384576
S2 0,8024 2670625 | 2663411,286 | 7213,71429 0,0 0,64384576
S3 0,8024 2672532 | 2663411,286 | 9120,71429 0,0 0,64384576
S1 1,0032 3350126 | 3326681,452] 23444,5476 | 0,04032064 | 1,00641024
S2 1,0032 3328839 | 3326681,452 | 2157,54762 | 0,04032064 | 1,00641024
S3 1,0032 3345661 | 3326681,452] 18979,5476 | 0,04032064 | 1,00641024
S1 1,204 3968196 | 3989951,619] -21755,619 | 0,16128256 | 1,449616
S2 1,204 4053393 | 3989951,619| 63441,381 | 0,16128256 | 1,449616
S3 1,204 4002501 | 3989951,619] 12549.381 | 0,16128256 | 1,449616
S1 1,4048 4620252 | 4653221,786 | -32969,7857| _0,36288576 | 1,97346304
S2 1,4048 4651662 | 4653221,786 | -1559,78571] 0,36288576 | 1,97346304
S3 1,4048 4622204 | 4653221,786 | -31017,7857| _0,36288576 | 1,97346304
Curva com Solvente Curva com Matriz
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APENDICE W — EFEITO MATRIZ PRODUTO 5 - DEXTROBUPIVACAINA

Efeito Matriz

Produto 5

(sinal de Dextrobupivacaina)

Curva com Solvente

~ Conc. (mg/mL) Area 2 2 Homocedasticidade das
Padréo (X)) (Y1) Vet Vit (X1-Xymed) X variancias dos residuos
S1 0,2008 677611 | 674755,4782| 2855,52185 | 0,325146047 | 0,04032064 ((resiio = Shelea)
S2 0,2004 663167 | 673422,5543]-10255,5543| 0,325602379 | 0,04016016 S’res Solv | 253263862
S3 0,2009 653553 | 675088,7091 | -21535,7091| 0,325032013 | 0,04036081 S? res Matriz| 822679773,8
S1 0,4016 1369299 | 1343883,255 | 25415,7453 | 0,136468026 | 0,16128256 GL (m+n2).4 36
S2 0,4008 1335825 | 1341217,407 | -5392,40697| 0,137059731 | 0,16064064 B 2,24
S3 0,4018 1350380 | 1344549,717] 5830,28338 | 0,136320299 | 0,16144324 Teste F_| 3,248310941
S1 0,6024 2002371 | 2013011,031 ] -10640,0312| 0,028431284 |0,36288576
S2 0,6011 1978632 | 2008679,029 | -30047,0287| 0,028871376 | 0,36132121
S3 0,6028 2022524 | 2014343,955] 8180,04492 | 0,028296552 | 0,36336784
S1 0,8032 2682764 | 2682138,808 ] 625,192244 [ 0,001035823 | 0,64513024 Estatisticas (Solvente)
S2 0,8015 2695929 | 2676473,881] 19455,1186 | 0,000929287 | 0,64240225 Inclinacdo | 3332309,644
S3 0,8037 2709898 | 2683804,963] 26093,0374 | 0,001068258 | 0,64593369 Intercecdo | 5627,701619
S1 SXX, 3,161740145
S2 1,0019 3351344 | 3344268,734 ] 7075,26596 | 0,053307519 |1,00380361 s’res, 253263862
S3 1,0046 3353080 | 3353265,97 |-185,970077| 0,054561583 |1,00922116 n, 19
S1 1,2048 4028021 | 4020394,361 | 7626,63918 | 0,188168741 | 1,45154304 Ix,° 14,45658175
S2 1,2023 4026646 | 4012063,587 | 14582,4133 | 0,18600607 | 1,44552529 Xsmed [ 0,771015789
S3
S1 1,4056 4666496 | 4689522,137 | -23026,1374] _ 0,40269712 | 1,97571136 Estatisticas (Matriz)
S2 1,4027 4663161 | 4679858,439 | -16697,4394| 0,399024942 | 1,96756729 Inclinacdo | 3309296,345
S3 1,4064 4692229 | 4692187,985 | 41,0149256 | 0,403713095 | 1,97796096 Intercecdo | 13484,3736
SXX, 3,380912451
s’res, | 822679773,8
ny 21
Curva com Matriz X, 16,88338488
Xomed [ 0,801857143
Padrio Conc. (mg/mL) Area Y est Y -Y,est (X=X ed)2 Xzz
(X2) (Y2)
S1 0,2 672860 | 675343,6426 | -2483,64261] 0,36223202 0,04 Avaliacéo
S2 0,2 679577 | 675343,6426 | 4233,35739 | 0,36223202 0,04 s’p 553788926,6
S3 0,2 669435 | 675343,6426 | -5908,64261] 0,36223202 0,04 t 1,279636044
S1 0,4006 1369039 | 1339188,489] 29850,5106 | 0,161007295 | 0,16048036 ty 0,490487931
S2 0,4006 1352941 | 1339188,489 | 13752,5106 [ 0,161007295 | 0,16048036 GL (n1+n2)-4| 30,21927523
S3 0,4006 1351275 | 1339188,489 ] 12086,5106 | 0,161007295 |0,16048036 ocman 2,04
S1 0,6012 2015195 | 2003033,336] 12161,6638 | 0,040263289 |0,36144144
S2 0,6012 2017258 | 2003033,336 | 14224,6638 | 0,040263289 | 0,36144144
S3 0,6012 2007631 | 2003033,336 | 4597,66375 | 0,040263289 |0,36144144
S1 0,8019 2639986 | 2667209,113] -27223,1127 0,0 0,64304361
S2 0,8019 2641744 | 2667209,113 | -25465,1127 0,0 0,64304361
S3 0,8019 2645229 | 2667209,113 ] -21980,1127 0,0 0,64304361
S1 1,0025 3302881 | 3331053,96 | -28172,9595| 0,040257556 |1,00500625
S2 1,0025 3350396 | 3331053,96 | 19342,0405 [ 0,040257556 | 1,00500625
S3 1,0025 3321700 | 3331053,96 |-9353,95952| 0,040257556 [1,00500625
S1 1,2031 3971136 | 3994898,806 ] -23762,8063| 0,16099583 | 1,44744961
S2 1,2031 3966093 | 3994898,806 | -28805,8063| 0,16099583 | 1,44744961
S3 1,2031 3930371 | 3994898,806 | -64527,8063| 0,16099583 | 1,44744961
S1 1,4037 4722671 | 4658743,653 | 63927,3468 | 0,362214825 | 1,97037369
S2 1,4037 4688585 | 4658743,653 | 29841,3468 | 0,362214825 | 1,97037369
S3 1,4037 4692410 | 4658743,653 | 33666,3468 | 0,362214825 | 1,97037369
Curva com Solvente Curva com Matriz
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APENDICE X — DIFRATOGRAMAS DA SUBSTANCIA CLORIDRATO DE
BUPIVACAINA (MISTURA RACEMICA)

Padréao cloridrato de bupivacaina USP
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APENDICE Y — DIFRATOGRAMAS DAS SUBSTANCIAS CLORIDRATO DE

LEVOBUPIVACAINA E CLORIDRATO DE DEXTROBUPIVACAINA

Padréao cloridrato de levobupivacaina

T T TR
il e el o om om omiffmlion o on on om om Fe om o sm m om eilo e e om pm o e o o e o e o e e o o e oelion e e e s e
e R | S | B T PR

< Raw Data >

MP cloridrato de levobupivacaina

70

1500 e R b e R L

I B B B £ |

< Raw Data >

T
10 20 30 40 50 &0

70

&80

Padrao cloridrato de dextrobupivacaina

5000 e s e i e
4000 - f - s e T eTTERETERrE

T B 1 e L o B, B T e T T T TERETERETES

% Faw Data >

T T T T
10 20 30 40 50 &0

MP cloridrato de dextrobupivacaina

70

80

=1 B B e e e
Gn e s e i S L W S e i S s
e e e | e

B e e s e e R e S e S e S S e e S St st

< Raw Data >

T T T T
10 2n 30 4an 50 60



