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Resumo
Com a evolugdo dos meios de informagdo e comunicacdo, tornando o consumidor mais

consciente e com uma maior atencdo na escolha dos produtos adquiridos, a implementagéo de programas
de controlo e garantia de qualidade mais robustos tornou-se numa mais-valia. Deste modo, a validacdo
detalhada de métodos analiticos é uma ferramenta necessaria e essencial para estabelecer um elevado
padréo de qualidade.

No presente trabalho descreve-se a validagdo de um método analitico para a quantificacdo do
ensaio de dissolucdo através de uma analise cromatografica (HPLC). O ensaio é utilizado no controlo
de qualidade de um medicamento — sob forma sélida oral (comprimido) de associacdo dupla de
substancias ativas (ativo X +ativo Y).

Para esta validagdo consideraram-se como referéncias a Farmacopeia dos Estados Unidos da
América (USP) e a Farmacopeia Europeia (Ph. Eur.), e, ainda, as diretrizes da International Conference
on Harmonization (ICH).

Relativamente aos resultados obtidos, estes demostram que o ensaio é especifico, linear, exato,
preciso e robusto na gama de trabalho, uma vez que, os critérios de aceitacdo estabelecidos foram
cumpridos e respeitados.

Finalmente, classifica-se 0 ensaio como validado e conclui-se que o método desenvolvido e

validado é adequado para o seu propdsito final.

Palavras-chave: Validacdo de Métodos Analiticos, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC),

Qualidade, Industria Farmacéutica.
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Abstract
The recently change in consumers’ perception regarding the quality of products has led to an

improved focus on quality control implementation and assurance programs. Thereafter, the validation
of analytical methods is one of the necessary and essential tools for establishing a high quality standard
in ensuring products quality.

In this document is described the validation of a dissolution assay present on an analytical
method used on the quality control of a drug, which is based on a double association of active substances
(ative X + ative Y), involving high performance liquid chromatography (HPLC).

During this validation, some references were taken such as the United States of America
Pharmacopeia (USP) and the European Pharmacopeia (Ph. Eur.), and, also, the guidelines of the
International Conference on Harmonization (ICH).

The experimental results obtained, are the proof that this assay is selective, specific, linear,
accurate, precise and robust in the working range, fulfilling all the acceptance criteria for this validation.

In this work we conclude that this assay can be classified as validated and that this developed

and validated method is suitable for its purpose.

Keywords: Validation of analytical methods, High Performance Liquid Chromatography (HPLC),

Quality, Pharmaceutical Industry.
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1 CAPITULO I - INTRODUCAO
1.1 Objetivo e Estrutura da Dissertacéo

A realizacdo do estagio curricular no &mbito da Dissertacdo para obtencdo de Grau de Mestre
em Engenharia Quimica e Bioquimica teve como principal objetivo a validacdo de um método analitico
por cromatogréafica liquida de alta eficiéncia (HPLC). Deste modo, foi realizada a validagdo de um
método usado no controlo de qualidade de um medicamento, nomeadamente 0 ensaio de dissolugao.

Como referéncia, recorreu-se as condi¢oes definidas pela Farmacopeia dos Estados Unidos da
América (USP) e pela Farmacopeia Europeia (Ph. Eur.) e, ainda, os ensaios validados de acordo com as
diretrizes da International Conference on Harmonization (ICH) [1,2,3].

Os resultados obtidos foram compilados num relatério de validagdo analitica, contendo toda a
informacéo referente ao ensaio de dissolugdo validado.

Quanto a estrutura, a presente dissertacdo encontra-se dividida em cinco capitulos, sendo estes:

¢ Capitulo I - Introducéo
Capitulo que consiste no enguadramento do trabalho realizado, sendo constituido pela
apresentacdo da empresa e por uma breve abordagem da importancia dos sistemas de garantia qualidade

em vigor no Laboratério de Ensaios do Grupo Tecnimede.

¢ Capitulo Il - Fundamentos Teoricos
Neste capitulo podem ser encontrados 0s conceitos tedricos subjacentes a realizacdo deste
trabalho, sendo abordados conceitos e procedimentos necessarios ao processo de validagdo de métodos

analiticos.

¢ Capitulo 111 — Métodos e Materiais
No terceiro capitulo sdo apresentados os métodos e materiais necessarios a validagdo do método

analitico.

¢ Capitulo 1V - Apresentacdo e Discussdo de Resultados
Neste capitulo estdo apresentados os resultados experimentais obtidos para os diversos

parametros determinados no decorrer da validagdo do método analitico.

¢ Capitulo V - Concluséo e Proposta de Trabalho Futuro
No ultimo capitulo s&o apresentadas as principais conclusoes referentes a validacdo assim como

uma proposta de possivel melhoria futura para este método analitico.



1.2 Enquadramento

Ao longo dos anos, tem-se vindo a observar uma evolucdo na industria farmacéutica,
relativamente a implementacdo de programas de garantia da qualidade. Foram vérios os fatores que
influenciaram esta mudanca e contribuiram para um controlo de qualidade mais exigente, sendo estes:
o crescimento do mercado, a evolugdo tecnoldgica, a competitividade entre os laboratérios e a maior
consciencializagdo dos consumidores [4].

A importancia em garantir que a producdo de farmacos seja realizada de uma forma criteriosa é
cada vez mais relevante. Pretendendo-se, que sejam mantidos, em todas as etapas deste processo,
elevados padrfes de exigéncia ndo sé em matéria de qualidade como também em seguranca e eficacia.
De forma a alcancar este objetivo estabeleceram-se diretrizes que garantem que os farmacos séo
adequados ao uso estabelecido. Indo ao encontro deste objetivo, os sistemas de gestdo de qualidade
asseguram o cumprimento de requisitos relacionados com a seguranga, qualidade e eficacia do farmaco,
ao longo de todo o ciclo produtivo e de distribuicdo do medicamento [4].

No ambito do controlo de qualidade tem-se como uma ferramenta essencial a validacdo de
metodologias analiticas, de forma a estabelecer um elevado padrdo de qualidade, uma vez que este
processo atesta que o medicamento esta a ser produzido e sera liberto para comercializacdo cumprindo
todos os critérios de aceitacdo estabelecidos para os parametros que no seu conjunto asseguram a sua
qualidade e que a mesma serd mantida ndo s6 ao longo de todo o ciclo produtivo, como também no
circuito de distribuicdo e no uso do medicamento, no decorrer do seu periodo de vida dtil [4].

Por fim, a validacao de métodos analiticos deve cumprir os requisitos técnicos e legais exigidos

pelas autoridades reguladoras do setor farmacéutico [4].

Boas Préticas de Fabrico (BPF’s)

As Boas Praticas de Fabrico foram editadas pela primeira vez no Estados Unidos da América,
em 1963, e, atualmente, constituem um Sistema de Garantia da Qualidade cujo &mbito de aplicacdo sdo
laboratérios que realizam ensaios, geralmente de natureza repetitiva, para demostrar as suas boas
préticas [5].

Este sistema tem o objetivo de criar uma evidéncia documental das atividades que se realizam,
para que gqualquer pessoa ou entidade externa ao laboratério possa verificar a fiabilidade, rastreabilidade
e integridade dos resultados gerados [5].

O organismo responsavel pela acreditacdo deste sistema é o INFARMED [5].



Norma NP EN ISO/IEC 17025:2017 — Acreditacdo de Laboratorios

A norma NP EN ISO/IEC 17025 foi criada devido a constante necessidade de implementacéo
de métodos de trabalho que visassem o rigor dos resultados obtidos pelos laboratérios. Esta norma
baseia-se em requisitos gerais para a competéncia de laboratérios de ensaio e calibracdo, apresentando
0s principios técnicos e de gestdo a serem seguidos de forma a garantir a qualidade dos servigos
prestados e demonstrar a sua competéncia técnica [6].

O organismo de acreditacdo desta norma, em Portugal, é o Instituto Portugués de Acreditacdo
(IPAC). Este reconhece formalmente que uma instituicdo é competente para realizar determinadas
tarefas [6].

A Empresa - Grupo Tecnimede

O Grupo Tecnimede é constituido por um conjunto privado de empresas farmacéuticas, cuja
atividade se baseia no desenvolvimento e comercializagdo de medicamentos indicados para uso humano.
Deste modo, tem como missao contribuir para a melhoria tanto a nivel de satde como a nivel do acesso
a medicamentos, a uma escala mundial [7].

O grupo tem como objetivo o alcance da exceléncia no desempenho e na qualidade, por isso,
implementou um programa de garantia da qualidade como forma de assegurar que todos os estudos sdo
realizados em conformidade com estes principios [7].

O Laboratério de Ensaios da Techimede esta integrado num grupo de departamentos que no seu
conjunto sdo designados por Labor Qualitas, constituindo desde 1998 (tendo as instalagdes de Caixaria
— Dois Portos, estado dedicadas a atividade laboratorial desde o inicio dos anos 90) o polo de
investigacdo e desenvolvimento do Grupo Tecnimede. O Laboratério de Ensaios da Tecnimede é
certificado desde 2005 pelo INFARMED para as Boas Praticas de Fabrico e pelo IPAC para a norma
NP EN/ IEC ISO 17025 desde 1994[7].






2 CAPITULO Il - FUNDAMENTOS TEORICOS

A cromatografia é definida como uma técnica utilizada na separacdo de constituintes de uma
mistura, baseando-se esta separacdo na diferenga estrutural e correspondentes propriedades fisico-
quimicas dos mesmos, assim como, nas diferentes interacGes entre estes e a fase movel e fase
estacionaria [8,9].

A fase movel circula através da fase estacionaria, transportando consigo os componentes da
mistura. Esta etapa no processo separativo pode ser rapida ou demorada dependendo da diferente
interacdo e afinidade que os constituintes da mistura apresentem com a fase estacionaria. Se um
composto apresentar uma forte afinidade com a fase estacionaria isto significa que este ira sofrer maior
namero de interacGes ao longo do percurso e, portanto, vai mover-se mais lentamente na coluna — e,
consequentemente, a separacado sera mais demorada. Por outro lado, se 0 composto apresentar uma baixa
afinidade com a fase estaciondria, a separacao acontece mais rapidamente.

Consoante os diferentes tipos de interacdo, a técnica cromatografica pode ser classificada de
quatro formas diferentes: particdo, adsorcado, exclusdo e troca i6nica - sendo a cromatografia de particdo
a forma de separacgéo presente neste trabalho [10].

Relativamente a esta cromatografia, é constituida por uma fase estacionaria a qual depositada
sobre um sélido, ou quimicamente ligada a determinados grupos funcionais e uma fase mével liquida.
Como modelo deste tipo de cromatografia tem-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
[10].

2.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia ou performance, mais conhecida por HPLC (High
Performance Liquid Chromatography), é uma técnica avancada da cromatografia liquida tendo-se
tornado numa importante técnica analitica ao longo dos anos [11]. Tem como principal objetivo a
separacao, identificacdo e quantificacdo de cada constituinte que se encontra numa mistura [12].

A cromatografia liquida de alta eficiéncia pode ser definida em dois modos, dependendo da
polaridade da fase estaciondria: cromatografia de fase normal e a cromatografia de fase reversa.

A cromatografia de fase normal é utilizada quando o composto ou analito de interesse ¢é apolar,
utilizando uma fase estacionaria polar e uma fase mdvel apolar. A forca de adsor¢do aumenta & medida
que aumenta a polaridade, logo, amplia a interagdo entre o composto e a fase estacionaria causando um
aumento do tempo de retencédo [13].

De modo geral, os analitos polares ficam retidos mais tempo na coluna cromatografica enquanto que
analitos de menor polaridade sdo eluidos mais rapidamente da coluna cromatografica, uma vez que, tém

mais afinidade com a fase maével [14].



Relativamente a cromatografia de fase reversa, esta consiste numa fase mével polar e uma fase
estacionaria apolar, portanto, é utilizada quando o composto ou analito de interesse é polar pois tem uma
maior afinidade com a fase moével enquanto os compostos menos polares tém uma maior afinidade com
a fase estacionaria. Ou seja, ficam retidos por um maior periodo de tempo na coluna, comparativamente,
aos analitos de elevada polaridade. Uma das fases estacionarias mais utilizadas para este tipo de
cromatografia é a silica quimicamente modificada com cadeias de hidrocarbonetos, as quais sdo
denominadas de colunas Cge Cis, classificadas consoante o nimero de hidrocarbonetos adicionadas a
sua estrutura base de silica. Além disto, na cromatografia de fase reversa, comparativamente a de fase
normal, é a que tem uma maior gama de aplicacdo [14].

De um modo geral, um analito demostra diferentes graus de afinidade tanto com a fase moével
como com a fase estacionaria, por influéncia da sua estrutura molecular e grupos funcionais, onde a
substancia ativa com menor afinidade com a coluna é aquela que elui mais cedo, enquanto, que a de

maior afinidade elui em dltimo.

Instrumentacao

Um sistema de HPL.C é constituido por diversos componentes dos quais se destacam um sistema
de bombas, um injetor de amostra, uma coluna cromatografica, um detetor e um sistema de registo e
tratamento da resposta analitica do detetor, ou seja, um computador e software apropriado. O sistema é
aberto, pelo que para além dos componentes ja descritos anteriormente, tem-se um reservatério de
admissdo de fase movel e um outro, para recolha do residuo, no final do circuito — na linha de saida do
detetor. Na figura 2.1, podem ser observados todos os componentes que integram um sistema de HPLC
[15].

Relativamente a estes principais componentes, tem-se, primeiramente, o reservatdrio de fase
movel, a qual é propulsionada para circulacdo no equipamento através de um sistema de bombas que
tem como funcdo promover a circulagdo da fase mével, a um determinado fluxo. A bomba pode ser
programada em modo de fluxo constante ou variavel ao longo do tempo e também com introducéo dos
componentes da fase movel em proporgdes variaveis ou numa proporcao constante, consoante isto, é
designado por eluicdo em gradiente e elui¢do isocratica, respetivamente [15].

Posteriormente, o injetor tem a fungdo de introduzir a amostra na coluna. Quanto a coluna
cromatogréafica, a sua funcdo é separar 0s constituintes da amostra, sendo referida como a fase
estacionaria, no entanto, o verdadeiro responsavel pela separagdo € o material que constitui o seu

enchimento [15].
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Figura 2.1 Componentes de um sistema HPLC [15].

Seguidamente, encontra-se o detetor, cuja fungdo é analisar e identificar as bandas de separacao

dos analitos a medida que estes vao eluindo da coluna. As caracteristicas dos detetores sdo diversas,
entre as mesmas tem-se: alta sensibilidade; seletividade; linearidade; pouca sensibilidade as variacGes
de temperatura e fluxo; precisdo e reprodutibilidade.
Na selecdo de um detetor, deve ser tido em consideracdo a sua sensibilidade para registar as diversas
variacdes de sinal nas concentrages dos analitos a separar bem como as carateristicas quimicas e fisicas
do analito. Os tipos de detetor mais utilizados sdo os de comprimento de onda de detecdo programavel
na gama do ultravioleta-visivel (UV-Vis) - onde a analise pode decorrer a um ou dois comprimentos de
onda e os detetores de Fotodiodos — vulgarmente designados por PDA ou DAD (Diode Array Detector).
A detecdo em DAD permite fazer a aquisicdo de espectros (e ndo apenas do sinal captado a um ou dois
comprimentos de onda). Nestes detetores (DAD) consegue-se também fazer a analise da pureza do pico,
mapas de controlo (varrimento) e exibicao do espetro 3D numa gama de comprimentos de onda alargada
(tipicamente 200nm — 400nm) [16].

A informacdo adquirida pelo detetor é enviada para uma interface de aquisicdo de dados, que
através de um software especifico consegue processar a resposta analitica na forma de um
cromatograma.

Para aumentar a eficiéncia do sistema, poderdo ainda ser acoplados adicionalmente:

- Unidade desgaseificadora - para eliminagdo, em linha, de eventuais bolhas de ar presentes na
fase mével (a mistura de solventes organicos e aquosos pode levar ao aparecimento de bolhas, as quais
interferem na resposta do detetor);

- Unidade de refrigeracéo da bandeja de amostras do Injetor — particularmente importante para
a automatizagdo do processo e para estabilizacdo de amostras que em solucdo (apds preparagdo para

analise no HPLC) possam ndo ser estaveis por um grande periodo de tempo;



- Forno de coluna, para termostatizacdo da coluna cromatogréfica, permitindo ainda que a
separagdo decorra a diferentes temperaturas (e ndo apenas a temperatura ambiente), consoante 0S
métodos [15].

Detector
HPLC Column Flow Cell

e

Injection
Start -— bosrndlld  “vesesss
Base-lina

-

Figura 2.2 Demostragao da identificacdo dos analitos [15].

Vantagens e Desvantagens

A técnica de HPLC apresenta varias vantagens, entre as quais se destacam a sua aplicabilidade
na gquantificacdo de diversos tipos de analitos, englobando tanto pequenas moléculas organicas e ides
como também grandes biomoléculas e polimeros, bem como a sua capacidade de separacdo e a sua
sensibilidade. Finalmente, a precisdo e robustez demostrada faz desta técnica uma ferramenta
indispensavel para o controlo de qualidade em diversas areas de aplicagdo [17].

Apresenta como principal desvantagem, o seu elevado custo, devido a elevada pureza dos

reagentes utilizados e ao elevado custo de equipamento, inerente a sua operacdo e manutencgéo [18].

AplicacGes

As aplicacOes da técnica de HPLC sdo diversas, sendo uma técnica muito utilizada na industria
farmacéutica para o controlo de qualidade assim como no ramo de investigagdo e desenvolvimento.

Tendo igualmente aplicabilidade noutras areas como no sector industrial, alimentar e quimica
forense [19, 12].



Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC)

Atualmente, a cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC) é a técnica mais recente e
inovadora no que respeita a cromatografia liqguida. Na UPLC o principal contributo para a maior
eficiéncia é devido ao reduzido tamanho de particula constituinte da fase estacionario com consequente
aumento da area superficial disponivel para interagdo com o analito (portanto um maior nimero de
pratos tedricos que carateriza a separacgao).

A UPLC da um novo sentido a cromatografia liquida, uma vez que promove a melhoria de,
principalmente, trés parametros: velocidade, resolucéo e sensibilidade [20].

2.2 Validacdo de Método Analitico

A importancia de um sistema de controlo de qualidade é cada vez maior, sendo fundamental que
os laboratérios disponham de meios e critérios para demostrar que os métodos de ensaio utilizados
permitem obter resultados fiaveis e apropriados a qualidade exigida pelas normas do sector farmacéutico
(entre outros).

Para um controlo efetivo dos resultados, 0 método analitico é submetido a uma série de etapas, ou seja,
a um processo de avaliacdo, que estime a sua eficiéncia e garanta a sua fiabilidade [21, 22].

O objetivo principal da validagdo de um método analitico consiste ha demostracao que 0 mesmo
é adequado para o seu propésito, pretendendo-se confirmar que quando utilizado em rotina, nas diversas
fases do ciclo de vida do produto, é capaz de manter resultados fiaveis e reprodutiveis. E importante que
0 protocolo de validacdo esteja descrito num procedimento laboratorial e que a determinacdo dos
diversos parametros seja efetuada em equipamentos analiticos devidamente qualificados e calibrados.

A validacdo de um método analitico deve ser considerada quando se desenvolve uma nova
metodologia ou efetua adaptacbes a metodologias ja existentes e validadas, como a inclusdo de novas
técnicas ou o uso de diferentes equipamentos [21, 22].

Um método analitico é considerado validado se as suas caracteristicas estiverem de acordo com

0s pré-requisitos estabelecidos [21, 22].

Parametros de Validagao de Método Analitico

Na validacdo de um método analitico devem ser avaliados diversos parametros, nomeadamente:
Adequabilidade do Sistema, Especificidade, Linearidade, Exatiddo, Precisdo, Limites de Detecdo e
Quantificacdo e Robustez. Sendo que os parametros sujeitos a avaliagcdo estdo descritos na “ICH-
Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology Q2 (R1) ” [3].

Seguidamente, encontram-se descritos os parametros de validagdo de um método analitico,

documentados e adotados nas diretrizes em vigor para a indUstria farmacéutica.



+ Adequabilidade do Sistema

E a capacidade de o sistema analitico, neste caso HPLC, reportar um pico cromatogréfico
adequando no que respeita aos parametros de avalia¢do da qualidade cromatogréfica (resolucao, tempo
de retencdo, nimero de pratos teéricos, fator de simetria e repetibilidade do sistema). A determinagao

destes parametros baseia-se na seguinte forma:

- Tempo de retencdo: Corresponde ao tempo que decorre entre 0 ponto de injecdo até meia
eluicdo (maximo do pico) [10].

SINAL

TEMPO
Figura 2.3 Determinagdo do Tempo de Retencéo [23].

tr- Tempo de retencdo de um analito
tm - Tempo de retencdo de um analito ndo retido

tr- Tempo de retencdo ajustado

- Resolucdo: Refere-se a separacdo de dois picos adjacentes e o seu calculo é demostrado na
equacdo 2.1 [10].
Rs = 2 x (R2=iRy (2.1)

Rs- Resolucgédo
tr1 € tro - Tempo de retencédo de dois picos adjacentes

W1 e W5, - Largura dos picos na base, em unidades de tempo

signal fos V

tR.1

.

1 T
Wy W,

time
Figura 2.4 Célculo da Resolugdo [10].
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O valor deste parametro reflete o grau de perfeicdo com que o0s picos cromatograficos sdo

separados. O efeito da resolucdo no grau de separacdo dos picos esta ilustrado na figura 2.5.

I
o B

/a “R)A — ¢ AZ .: R<=1.5
I

— v —»

Tempo (min)

Figura 2.5 O efeito na resolucdo na separacio dos picos cromatograficos [10].

» Rs < 1,5: ndo existe uma separacdo completa dos picos.
= Rs = 1,5: separacdo dos picos é praticamente completa.

» Rs > 1,5: existe 100% de separacao para 0s picos.

- Fator de Simetria: Corresponde a medida de simetria do pico cujo célculo se baseia na

equacéo 2.2 [24].

W
T = Moo 2.2)

Wo 05 - Largura do pico a 5% da altura

f - Distancia do maximo do pico até a borda inicial do pico
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Figura 2.6 Calculo do Fator de Simetria [24].

- NUmero de Pratos Tedricos: Refere-se & medida de eficiéncia da coluna cromatografica.
Considerando que o pico cromatografico representa uma distribuicdo aproximadamente gaussiana, 0
namero de pratos tedricos determina-se, de acordo, com a equagdo 2.3 [24].

N = 5,54(%)2 (2.3)
w
N — Numero de pratos tedricos
tr — Tempo de retencdo de um analito

W — Largura do pico cromatogréfico a metade da sua altura.

#Especificidade

E a capacidade que o método possui de identificar e quantificar um determinado analito, de
forma diferenciada de outros, com estrutura idéntica ou ndo, presentes na mesma matriz. Por outro lado,

mede o grau de interferéncia dos restantes componentes do sistema analitico ou da matriz de outros
componentes da amostra [22].

4 Linearidade

Este pardmetro traduz a capacidade de um ensaio em reportar resultados diretamente
proporcionais as concentracfes do analito, dentro da gama de trabalho definida. Deste modo, existe a
necessidade de ser conhecida a relacéo entre a resposta medida e a concentracéo de analito. Sendo muitas
vezes, uma relacdo linear direta, que é possivel atraves da construgdo de uma curva de calibragéo pelo

Método dos Minimos Quadrados, apresentado na equacédo 2.4 [25].

y=(mxx)+b (2.4)

Emque: y - Resposta (area do pico do Cromatograma)
x — Concentragdo de analito
b — Ordenada na origem

m — Declive da Curva de calibracéo
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Para a determinagdo da Linearidade, pode ser aplicada a equacgdo 2.4, Métodos dos Minimos
Quadrados (regressao linear), sendo possivel obter-se o valor do declive, o coeficiente de corelacdo (r)
e o coeficiente de determinagéo (r?) — o qual ¢ uma medida da adequagdo do modelo no seu ajuste aos
dados experimentais em analise. Quanto ao valor do declive, este da informacédo sobre a sensibilidade
do método, sendo que quanto maior o declive maior a sensibilidade.

A utilizacdo de curvas de calibragdo facilita a avaliacdo da linearidade do método de multiplas
formas, nomeadamente, através do Teste de Mandel onde se calculam as func@es linear e polinomial,
assim como os respetivos desvios padrdo residuais (Syx e Sy.). A diferenca de variancias é determinada
pela equacéo 2.5 [26].

DS?=(N=2)xSy, —(N=3)x S5 (2.5)

Em que: N - Numero de padrdes de calibracdo
Syix - Desvio padréo residual de funcéo linear

Sy2 - Desvio padréo da funcao polinomial

Posteriormente, é determinado o valor do teste PG, através da equacéo 2.6.

DS?
5;2

PG = (2.6)

O valor obtido € comparado com o valor tabelado da distribuicao de Fisher, sendo feita a

seguinte analise:

* PG < F: a curva de calibracdo é uma funcdo linear.

* PG > F: a curva de calibracdo é uma fungéo polinomial.

Sendo considerado o conjunto de dados uma fungéo polinomial pode ser feito um ajuste da gama

de trabalho, restringindo-a ao conjunto de dados que apresenta uma relacéo linear.

+ Exatidao

Consiste na avaliagdo do grau de aproximacéo entre o valor obtido experimentalmente e o seu
valor teorico.

A exatiddo baseia-se na taxa de recuperagdo da quantidade de analito quantificado em amostras
preparadas a uma concentracdo conhecida de acordo com 0s passos experimentais do método analitico
a validar. Na avaliacdo desta taxa, tem de ser tido em conta o seguinte [22]:

= Taxas de recuperacdo inferiores a 100%: podem indicar que 0 modo de preparacdo da

amostra tem de ser otimizado, com possivel alteragdo de solvente ou tempo de agitagéo;
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= Taxas de recuperagdo superiores a 100%: tendem a indicar que outros constituintes da
matriz tém uma resposta analitica quantificivel no comprimento de onda da anlise e,
consequentemente, interferem com a mesma.

= Variacdo inerente a repetibilidade do método: as percentagens obtidas para a taxa de
recuperacao terdo subjacente a variacdo que é verificada na validacdo do ensaio de repetibilidade do
método.

Finalmente, no sentido de abordar o efeito dos fatores acima descritos, sdo estabelecidos
critérios de aceitacdo que tém uma tolerancia em torno de 100%, garantindo a fiabilidade do método.

4 Precisdo

A precisdo demostra a concordancia entre os resultados obtidos para uma determinada acéo
repetida varias vezes, permitindo avaliar o grau de interferéncia gerado pelos erros aleatorios. Este
parametro é avaliado em trés niveis, sendo estes os seguintes [22]:

* Repetibilidade do Sistema: traduz a variabilidade inerente aos componentes do sistema
cromatografico;

» Repetibilidade do Método: mede a variabilidade inerente ao método, que inclui a
variabilidade do procedimento experimental utilizado na preparacdo das solucGes de amostra;

= Precisdo Intermédia: consiste na variabilidade intra-laboratorial do ensaio, englobando

alteracdes, tais como, o operador, o equipamento e o dia de analise.

4 Limite de Quantificacdo (LoQ)

O limite de quantificacdo trata-se da menor concentracdo de um analito que um determinado
ensaio tem capacidade de quantificar com exatiddo e precisao pretendida. De forma que, 0 método se
mantenha adequado para quantificacdo (preciso, linear, exato) nesse ponto.

O LoQ equivale a concentracdo mais baixa da gama de linearidade e deve ser comprovado
atraves do célculo do coeficiente de variacdo e medidas de exatidao apropriadas, utilizando pelo menos
cinco diluicdes distintas de uma solucdo padréo. Os valores médios devem estar compreendidos entre
limites fixos, normalmente devem apresentar +10% do valor nominal e apresentar um coeficiente de
variagdo que ndo exceda os 10% [27].

A razdo sinal/ruido pode ser utilizada para determinar o LoQ através da comparacéo entre o
sinal medido para solugdes com baixas concentragdes conhecidas de analito, com o sinal apresentado
por solugdes isentas de analito, estabelecendo a minima concentracdo a qual o analito pode ser
seguramente gquantificado. A razdo é de 10:1 [27].

Por outro lado, a determinacéo do limite de quantificagdo pode ser realizada atraves da aplicagéo

dos dados obtidos pela regresséo linear através da equacéo 2.7.
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10XEp

LoQ = (2.7)

Emaque: Ep - Desvio Padréo
B -Declive

4 Limite de Detecdo (LoD)

O limite de detecdo corresponde a menor quantidade de analito que se pode detetar acima do
ruido da linha de base do sistema de analise. A determinacdo do LoD pode ser realizada por trés
processos diferentes, que sdo: avaliagdo visual; relacdo sinal/ruido e 0 método baseado em parametros
da curva de calibragéo [27].

A avaliacdo visual baseia-se na adi¢do de quantidades conhecidas de analito a uma matriz, de
modo a ser possivel distinguir o sinal analitico do ruido da linha de base, estabelecendo assim o limite
de detecdo através da menor quantidade que é possivel de visualizar, ou seja, detetar [27].

A relacdo sinal ruido é obtida por comparacao dos sinais apresentados por solu¢des com baixas
concentracdes conhecidas, com o sinal apresentado pela matriz isenta da substdncia ativa. A
concentragdo minima para a qual o analito pode ser detetado é, assim, estabelecida, sendo aceite uma
propor¢do de 3:1. Nos métodos cromatograficos, o LoD é, frequentemente, calculado com base na
relacdo obtida para a altura do pico e a maxima oscilacdo do ruido na linha de base (3:1) medida para
uma dada distancia (20 vezes a largura do pico a meia altura) [27].

A determinacdo do valor de LoD baseado em parametros da curva de calibragéo é realizada

atraves da equacdo 2.8.

LoD = =% (2.8)

Emque: Ep - Desvio Padrdo

B - Declive

4 Robustez

A robustez consiste na capacidade de um método analitico ndo ser afetado na consisténcia dos
resultados que reporta, quando sujeito a ligeiras alteracbes dos seus pardmetros, tais como: fluxo;
temperatura de coluna; propor¢do de fase movel e comprimento de onda, dando uma indicagdo da

fiabilidade do método quando utilizado no dia a dia.

2.3 Ensaio de Dissolucéo

O ensaio de dissolucdo trata-se de um processo de solubilizagdo da substéncia ativa, apés
desagregacao da forma farmacéutica que a contem, tornando-a disponivel para absor¢do. O ensaio de

dissolucdo é um teste fisico-quimico importante para a demonstra¢do in vitro do desempenho de
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farmacos que necessitam de estar solubilizados para melhor absorcéo e, consequente, efeito terapéutico
[28].

No ensaio de dissolucéo é avaliado um numero definido de unidades de farmaco (conjuntos de
6 unidades individuais, por lote), em condicGes experimentais definidas. Apos decorrido o ensaio é
realizada a quantificacdo da percentagem de substancia ativa libertada ao longo do periodo de tempo
definido [28].

No desenvolvimento do medicamento, o ensaio de dissolucéo é utilizado para identificar fatores
de formulagdo que influenciam e podem ter um efeito crucial sobre a biodisponibilidade da substancia
ativa, ou seja, a quantidade de substancia ativa absorvida [28].

Com a composi¢do e o processo de fabrico definidos, no caso de medicamentos genéricos, o
ensaio de dissolucdo é utilizado no controlo de qualidade de lotes de produgdo regular, de modo a
garantir que estes apresentem um comportamento similar aos lotes do ensaio clinico realizado, com o
qual foi comprovada in vivo a Bioequivaléncia da formulagéo testada [28].

Em suma, o objetivo principal deste ensaio consiste em realizar uma avaliagdo in vitro da
performance da formulac&o, por intermédio da avaliacdo da velocidade de libertacdo da substancia ativa
contida no farmaco. Sendo que, posteriormente, estes dados sdo correlacionaveis com os resultados
obtidos na avaliacdo de biodisponibilidade e bioequivaléncia verificada nos estudos in vivo.

De modo geral, os estudos de dissolucdo tém como propdsitos [28]:

» Testar a qualidade de um produto: sendo utilizado como uma ferramenta para o
controlo de qualidade, demostrando a consisténcia no fabrico;

= Complemento e/ou Substituto de Bioequivaléncia: sendo utilizado em determinados
casos para demostrar a similaridade entre diferentes formulacBes de uma dada substancia ativa e do
medicamento de referéncia. Ainda, para demonstracdo de similaridade in vitro de comportamento de
dosagens multiplas da biodosagem (em formulacGes de composicdo isométrica) e consequente
comprovacao da bioisencdo para as referidas dosagens multiplas.

Ao longo do tempo, foram desenvolvidos sistemas de dissolucdo, com diversos equipamentos e
condigdes, que podem ser encontrados na Farmacopeia Europeia [2], na qual sdo descritos ensaios de

dissolucéo para diversas formulas farmacéuticas [28, 29].

Aparelho de Dissolucéo

O equipamento utilizado para a realizacdo do ensaio de dissolugéo é constituido por seis copos
(no minimo) cilindricos de vidro ou plastico, com fundo hemisférico e topo achatado. Tem, ainda, hastes
metélicas de aco inoxidavel para agitar o meio de dissolu¢cdo com a possibilidade de ter dois tipos de
agitadores nos seus extremos: cestos e pas (aparelho 1 e 2, respetivamente). Associado a um sistema
para selecdo da velocidade de agitagdo que conduza a haste & velocidade de rotacéo pretendida [30].

Os aparelhos 1 e 2 sdo os mais utilizados em ensaios de dissolu¢do de comprimidos e capsulas.

Com uma velocidade de agitacdo comum em cestos de 50 a 100 RPM e em pés de 50 a 75 RPM.
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Outros aparelhos sdo utilizados para a realizacdo do ensaio de dissolucdo, sendo estes cilindros
alternantes (aparelho 3) e célula de fluxo (aparelho 4). A aplicacdo de outros aparelhos, tais como pa
sobre disco, cilindro rotatorio, disco alternante, pode ser avaliada de acordo com a substancia ativa que
se pretende submeter ao ensaio de dissolugdo [30].

(—
?

Figura 2.7 Aparelho de Dissolugdo [31].

Meios de Dissolugao

A escolha de um meio apropriado para o ensaio de dissolugédo depende tanto da solubilidade da
substéancia ativa como também de outros fatores, tais como: volume; temperatura; pH e contragédo de
tensioativo [32].

A solubilidade é um pardmetro que pode ser influenciado pelos fatores fisioldgicos de pH, sendo
gue um farmaco acido € mais soltvel no intestino, onde o pH é mais bésico. Esta relacdo entre o pH e a
solubilidade deve-se ao grau de ionizacdo das moléculas.

Tomando por base a solubilidade e o parametro pKa da substancia ativa, € possivel estimar a
sua dissolucéo ou libertagdo no trato gastrointestinal [32].

Relativamente ao volume de meio de dissolucdo, nos aparelhos 1 e 2, estes sdo operados com
um volume de ensaio entre 500 e 1000 mL, sendo 900 mL o mais usual [33].

A temperatura, durante o ensaio, deve permanecer a 37°C, com variagdo de + 0.5°C,
mimetizando a temperatura corporal do ser humano[32].

Quanto ao pH do meio de dissolucéo, este tem em conta o tipo de formulagdo que pode ser
caracterizada segundo uma libertacdo imediata, prolongada ou modificada, bem como o local de
absorcdo da substancia ativa.

Os ensaios de dissolucdo séo realizados numa gama de pH compreendida entre 1,2 e 6,8,

mimetizando a gama de pH do trato gastrointestinal. A maioria dos estudos iniciais realizam-se em HCI
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0,1N ou em solugbes tamponadas com pH préximo ao do suco gastrico, pH 1,2. Sendo que este, de
modo geral, o mais utilizado como meio de controlo de qualidade no ensaio de dissolugéo [32].

A adicdo de um agente surfactante, tensioativo, aos meios de dissolucdo, tem a finalidade de
melhorar e facilitar a solubilizacdo de substancias ativas pouco soliveis. A adi¢do de tensioativo realiza-
se na menor quantidade possivel, de forma, a fornecer uma melhor correlagéo entre as condigdes in vivo
e os dados in vitro. Como exemplo de tensioativo, tem-se o polissorbato 80, também conhecido por
Tween80®[32].
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3 CAPITULO Il - MATERIAIS E METODOS

Nesta validacdo de método analitico, foi validado o ensaio de dissolu¢do por uma técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

O tipo de cromatografia liquida utilizada é a cromatografia de particdo em sistema de fase
reversa, acopolado um detetor UV-Vis.

Em relacdo a coluna cromatografica utilizada, esta é hidrofébica, ou seja, apolar e propria para
o sistema de fase reversa. E constituida por uma cadeia de silica modificada com 18 carbonos (Cis), com
a particularidade desta silica ser composta por uma Unica porcao de silica-gel com elevada pureza.

Quanto ao ensaio de dissolugdo, a validacao foi realizada em 5 meios de dissolucdo diferentes,
sendo estes os seguintes: HCI 0,1N; Ph. Eur. Tamp&o fosfato pH 4,5; USP Tampao fosfato pH 6,8; Ph.
Eur. Tampéo fosfato pH 4,5+2% Tween80® e USP tamp&o fosfato pH 6,8+3% Tween80®. Neste
conjunto, tem-se como meio de controlo de qualidade o meio HCI 0,1N.

Relativamente ao farmaco em estudo, apresenta-se como uma associacdo dupla, ou seja, é
constituido por 2 substancias ativas, sendo estas referidas como substancia X e substancia Y. A sua a¢do
terapéutica é no sentido de atuar na reducdo dos sintomas de vertigem.

O meio de controlo de qualidade é o Unico no qual as duas substancias ativas apresentam uma
solubilidade equivalente. Isoladamente, o ativo X é quantificado nos meios de dissolugdo com
tensioativo adicionado (Ph. Eur. Tampdo fosfato pH 4,5+2%Tween80® e USP Tampdo fosfato pH
6,8+3%Tween80®) e o ativo Y é quantificado nos restantes (Ph. Eur. Tampao fosfato pH 4,5 e USP
Tampéo fosfato pH 6,8).

Encontra-se em anexo confidencial o relatorio de validacdo analitica executado, a caraterizacao
e descricdo das substancias ativas e informacdo complementar sobre o tipo de coluna utilizada nesta

validacao.

¢ Condigdes do Ensaio de Dissolucdo para a Substancia Ativa Y:

Tabela 3.1 Condig¢des do Ensaio de Dissolucdo da Substéancia ativa Y.
HCI 0,1N (Meio de Controlo de Qualidade)

Meio de Dissolucéo Ph. Eur. Tampao Fosfato pH 4,5
USP Tampéo Fosfato pH 6,8

Aparelho Pas

Velocidade de Rotagéo 50 rpm

Temperatura 37°C £0.5°C

Filtro Whatman n°2

Volume 900 mL

Tempo de Dissolugéo 30 minutos
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¢ Condigbes do Ensaio de Dissolucéo para a Substéancia Ativa X:

Tabela 3.2 Condi¢des do Ensaio de dissolucéo para substancia ativa X.

HCI 0,1N (Meio de Controlo de Qualidade)

Meio de Dissolugéo Ph. Eur. Tamp&o Fosfato pH 4,5 + 2% Tween80®
USP Tampéo Fosfato pH 6,8 + 3% Tween80®
Aparelho Pas
50 rpm - HCI 0,1N (Meio de Controlo de Qualidade)
Velocidade de Rotagao 75 rpm — Ph. Eur. TampAo Fosfato pH 4,5 + 2% Tween80®
75 rpm — USP Tamp#&o Fosfato pH 6,8 + 3% Tween80®
Temperatura 37°C £0.5°C
Filtro Whatman n°2

Volume 900 mL

30 minutos (HCI 0,1N)

Tempo de Dissolugdo 150 minutos (Ph. Eur. Tampao Fosfato pH 4,5 + 2% Tween80%;

USP Tampéo Fosfato pH 6,8 + 3% Tween80®)

¢ Condi¢des Cromatograficas do Sistema de Quantificacéo:

Tabela 3.3 Condices Cromatograficas do Sistema.

Sistema Sistema de HPLC com detetor DAD (utilizado como UV)
Coluna Chromolith Performance RP 18e 100x4,6 mm ou equivalente
Tempo Eluente A Eluente B Fluxo
(min) (%) (%) (mL/min)
0,0 82 18 1,6
1,0 82 18 1,6
Gradiente da Fase Movel 3,0 50 50 1,6
4,5 20 80 2,5
5,0 20 80 2,5
55 82 18 1,6
7,0 82 18 1,6
Volume de Injecéo 25 pL
Detetor (1) UV a 225 nm
Temperatura da Coluna 40°C

Seguidamente, é apresentada a composicao de cada eluente, que compde a fase movél, e meios

de dissolugdo assim como a preparacdo das solugdes de padréo e de amostra, de cada substancia ativa.

O Fase Moével:

O Eluente A é composto por 10g/L de trietilamina, sendo necessario o acerto a pH 2,50, com

uma solucdo de &cido fosforico a 85%.

O Eluente B é composto por 100% de acetonitrilo.
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¢ Solugédo Mée de Sustéancia Ativa X:

Pesar rigorosamente 22,22 mg de padrdo de trabalho de substancia X e transferir,
cuidadosamente, para um baldo volumétrico de 200 mL. Adicionar metanol, cerca de 2/3 do volume, e
colocar no banho ultrassonico, em banho frio, durante 5 minutos. Por fim, perfazer o volume do baldo

com o mesmo diluente.

¢ Solugédo Mée de Substéancia Ativa Y':

Pesar rigorosamente 22,22 mg de padrdo de trabalho de substédncia Y e transferir,
cuidadosamente, para um baldo volumétrico de 100 mL. Adicionar uma mistura de agua:acetonitrilo
(82:18), cerca de 2/3 do volume, e colocar no banho ultrassénico, em banho frio, durante 5 minutos. Por

fim, perfazer o volume do baldo com 0 mesmo diluente.

¢ Solugdo Padréao de Trabalho:

Pipetar, rigorosamente, 4 mL de ambas as solu¢des mae para um baldo volumétrico de 20 mL.
Adicionar meio de dissolugdo, cerca de 2/3 do volume. Agitar manualmente e completar o baldo com o
mesmo diluente.

- Concentracdo final do ativo X é, aproximadamente, 22,22 pg/mL.

- Concentracdo final do ativo Y é, aproximadamente, 44,44 ug/mL.

¢ Solugdo Amostra:

Realizar o ensaio com 6 comprimidos, colocando cada unidade num copo de dissolucdo e
programar o aparelho para a condicao de dissolucao pretendida. Recolher uma aliquota de 5mL de cada
copo e filtrar com papel de filtro Whatman N°2.

- Concentracéo final do ativo X é, aproximadamente, 22,22 pg/mL.

- Concentracdo final do ativo Y é, aproximadamente, 44,44 pug/mL.

¢ Meio de Dissolu¢do — HCI 0.1N
Diluir 1,66 mL de HCl a 37% (m/m) em 200 mL de &gua purificada.

¢ Meio de Dissolugdo — Ph. Eur. Tampé&o Fosfato pH 4,5
Transferir 1,36 g de KH,PO, para um baldo volumétrico de 200 mL e perfazer o volume com

agua purificada.
¢ Meio de Dissolugdo — USP Tampéo Fosfato pH 6,8

Transferir 1,36 g de KH,PO4 e 0,18 g de NaOH para um baldo volumétrico de 200 mL e perfazer

0 volume com agua purificada.

21



0 Meio de Dissolugdo — Ph. Eur. Tampao Fosfato pH 4,5 + 2% Tween80®
Transferir 1,36 g de KH2PO4 para um baldo volumétrico de 200 mL. Adicionar 4,0 g de

Tween80® e perfazer o volume com agua purificada.

0 Meio de Dissolucdo — USP Tamp&o Fosfato pH 6,8 + 3% Tween80®
Transferir 1,36 g de KH.PO4 para um baldo volumétrico de 200mL. Adicionar 6,0 g de

Tween80® e perfazer o volume com agua purificada.

Relativamente aos reagentes utlizados, estes sdo 0s seguintes:
0 Agua Purificada
¢ Acetonitrilo: art°12000309030, Merck
¢ Fosfato monopotéassio: art® 121512, Panreac
¢ Hidroxido de Sddio: art°.131687, Panreac
0 Acido Cloridrico 37%: art®.30721, Fluka
0 Polisorbato 80 (Tween®80): art®142050, PanReac
¢ Metanol: art®1060079030, Merck
O Trietilamina: art®131032, Carlo Erga
0 Acido Fosforico 85%: art®.131032, Panreac
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4 CAPITULO IV - APRESENTACAO E DISCUSSAO DE RESULTADOS

Tendo em conta as condi¢Bes descritas no capitulo 3, foram determinados e validados os
seguintes parametros: especificidade; linearidade; limite de quantificacdo; limite de detegdo; preciséo;
exatiddo; estabilidade intra-diaria e robustez. Deste modo, serdo demostrados os resultados obtidos para
cada parametro, de acordo, com o meio no qual foi validado.

4.1 Adequabilidade do sistema

A adequabilidade do sistema foi determinada através da injecao em sextuplicado de uma solucao
padrdo preparada a concentracdo de trabalho estabelecida, calculando-se os parametros cromatograficos
para 0s seis cromatogramas obtidos para cada substancia ativa.

O critério de aceitagao baseia-se num desvio padrao relativo (RSD) inferior a 2,0%, num nimero
de pratos tedricos superior a 1000 e num fator de simetria contido no intervalo de 0,8 a 1,5.

Por fim, os resultados obtidos para cada meio de dissolucao séo apresentados na tabelas e figuras

apresentadas abaixo.

Meio HCI 0,1IN

Este meio de dissolucdo, meio de controlo de qualidade, quantifica em simultaneo os dois ativos
(X e Y) presentes neste medicamento. Sendo importante realcar que a substancia ativa Y é constituido
por 2 compostos pelo que, a sua quantificacdo, resulta da soma dos picos cromatograficos obtidos para

cada um dos seus constituintes.

Tabela 4.1 Adequabilidade do Sistema do ativo X no meio HCI 0,1N.
Solucédo Padréo

Injecdo Tempo de Retencdo Area Fator de Pratos
(min) Simetria Teoricos
1 4,81 2103994 1,40 33007
2 4,79 2106110 1,30 52294
3 4,80 2131323 1,31 52261
4 4,79 2126783 1,35 32650
5 4,80 2145240 1,32 52423
6 4,77 2085599 1,33 51205
Média 4,79 2116508 1,34 45640
SD (%) 0,01 21774
RSD (%) 0,29 1,03
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Injecéo

g~ wWwN PR

6
Média
SD (%)
RSD (%)

Ph. Eur. Tampdao Fosfato pH 4,5

Tempo de Retencdo

(min)
1,39e3,93
1,38 4,00
1,39 e4,00
1,39 e4,00
1,38 e3,99
1,39e3,99
1,39e3,99
0,01e0,03
0,37e0,69

Solugédo Padréo
Area

4420959
4380000
4396346
4405828
4382686
4379110
4394155
16839
0,38

Tabela 4.2 Adequabilidade do Sistema do ativo Y no meio HCI 0,1N.

Fator de
Simetria
1,46
1,30
1,44
1,41
1,41
1,37
1,40

Pratos
Tedricos
13578
12983
12932
13471
12914
20373
14375

Neste meio de dissolucdo apenas é quantificado o ativo Y do farmaco. Como referido

anteriormente, na sua constituicdo tem 2 compostos, entdo a quantificacao € baseada na soma dos picos

cromatograficos obtidos para 0s mesmos.

Tabela 4.3 Adequabilidade do Sistema do ativo Y no Ph. Eur. Tamp&o fosfato pH 4,5.

Injecéo

g b wWwN B

6
Meédia
SD (%)
RSD (%)

Tempo de Retencdo

(min)
1,39e3,95
1,39e3,95
1,39e3,93
1,39e3,94
1,39e3,93
1,39e3,94
1,39e3,94
0,00e0,01
0,00 e 0,23

USP Tampao Fosfato pH 6,8

Solucgédo Padréo
Area

4588809
4588647
4565394
4569840
4575513
4580386
4578098
9669
0,21

Fator de
Simetria
1,33
1,32
1,33
1,26
1,31
1,33
1,31

Pratos
Tedricos
18472
12220
18238
18295
18256
17864
17224

Este meio dissolugéo, a semelhancga do anterior, so realiza a quantificacdo do ativo Y, recorrendo

a soma dos seus constituintes para o quantificar.
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Tabela 4.4 Adequabilidade do Sistema do ativo Y no USP Tampdo fosfato pH 6,8.

Injecéo

g~ wWwN PR

6
Média
SD (%)
RSD (%)

Tempo de Retencdo
(min)
1,39 e3,95
1,39e3,95
1,39 e3,95
1,39e3,95
1,39e3,94
1,39e3,94
1,39 e3,95
0,00 e0,01
0,00e0,13

Solugédo Padréo
Area

4445696
4423685
4439329
4417322
4442673
4428340
4432841
11392
0,26

Ph. Eur. Tampao Fosfato pH 4,5+2% Tween 80°

Fator de
Simetria
1,29
1,44
1,27
1,37
1,45
1,41
1,37

Pratos
Tedricos
18253
18174
12000
12055
18120
11942
15090

Neste meio de dissolucdo, assim como nos dois Gltimos apresentados, sé se faz a quantificacao

de uma substéncia ativa, sendo que, neste caso, trata-se do ativo X.

Tabela 4.5 Adequabilidade do Sistema do ativo X no Ph. Eur. Tampéo fosfato pH 4,5+2%Tween 80°.

Injecéo

g b wWN

6
Meédia
SD (%)
RSD (%)

Tempo de Retencdo
(min)
4,67
4,68
4,68
4,68
4,66
4,67
4,67
0,01
0,17

Solucgédo Padréo
Area

2111014
2102326
2109995
2109401
2106966
2110077
2108297
3227
0,15

USP Tampé&o Fosfato pH 6,8+3% Tween 80°

Neste meio de dissolugdo, assim como no anterior, so é feita a quantificacdo do ativo X.

Fator de
Simetria
1,18
1,16
1,49
1,15
1,12
1,44
1,26

Pratos
Tedricos
28493
45164
45086
44893
44458
28461
39426

Tabela 4.6 Adequabilidade do Sistema do ativo X no USP Tampdo fosfato pH 6,8+3%Tween 80°.

Injecéo

o
ouhswIr

Média
SD (%)
RSD (%)

Tempo de Retencéo
(min)
4,57
4,57
4,56
4,56
4,56
4,57
4,57
0,01
0,12

Solugao Padréo
Area

2083052
2078084
2080144
2078278
2076893
2084308
2080127
2970
0,14

Fator de
Simetria
1,48
1,12
1,49
1,11
1,48
1,17
1,31

Pratos
Tedricos
42743
42884
42576
42585
42586
27318
40115
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Apo6s anélise dos dados obtidos para o sistema cromatografico, nos diversos meios a serem
dados como validados, conclui-se que estes demonstraram cumprir com os critérios de aceitagdo que

caracterizam este parametro de validag&o.

4.2 Especificidade

Para a validacdo da especificidade do método analitico, foram injetadas as seguintes solugdes:
solucdo padréo; solucdo amostra; meio de dissolucdo; solugédo placebo e branco.

Relativamente ao critério de avaliacdo deste parametro, este baseia-se na auséncia de picos
interferentes ao tempo de retencdo dos picos dos analitos.

Os resultados obtidos na avaliacdo da especificidade de cada meio de dissolucdo séo

apresentados na tabelas e figuras apresentadas abaixo.

Meio HCI 0,1IN

Este meio de dissolugcdo é o Unico que permite quantificar ambas as substancias ativas em
simultaneo, substancia X e substancia Y. Além disto, tem-se em conta que o ativo Y é constituido por 2
compostos, deste modo, nas figuras referentes a solu¢do padrao e a solucdo amostra estdo representados
no total trés picos. No entanto, a quantificacdo do ativo Y, nesta validacdo, € feita pela soma das areas

dos seus dois constituintes.

Tabela 4.7 Resultados da Especificidade para o Meio de Dissolu¢do HCI 0,1N.

Nome Substéncia Ativa = Tempo de Retencao Figura
(min)
Substancia Y (1) 1,38
Solucéo Padréo de Substéncia Y (2) 3,99 4.1
Trabalho Substancia X 4,80
Substancia Y (1) 1,38
Solugdo Amostra Substancia Y (2) 3,99 4.2
Substancia X 479
Meio de Dissolucdo - - 4.3
Solucéo Placebo - - 4.4
Branco -X - - 4.5
(Metanol)
Branco -Y - - 4.6
(H20:ACN)
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Figura 4.1 Cromatograma da Solucdo Padrdo de Trabalho.
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Figura 4.2 Cromatograma da Solu¢do Amostra.
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Figura 4.3 Cromatograma do Meio de Dissolugcdo HCI 0,1N.
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Figura 4.6 Cromatograma do Branco da substancia Y — (H20:ACN) (82:18).
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Ph. Eur. Tampéao Fosfato pH 4,5

Neste meio apenas é quantificado o ativo Y, pelo que os cromatogramas da solucdo padréo e da

solucdo amostra apresentam no total dois picos. No entanto, na quantificacdo deste ativo, recorre-se a

soma das areas dos seus dois constituintes.

Tabela 4.8 Resultados para a Especificidade para o Meio de Dissolugdo Ph. Eur. Tamp&o Fosfato pH 4,5.

Nome Substéncia Ativa = Tempo de Retencéo Figura
(min)
Solugéo Padréo de Substéncia Y (1) 1,39 4.7
Trabalho Substéncia Y (2) 3,95
Solugdo Amostra Substéancia Y (1) 1,39 4.8
Substéncia Y (2) 3,94
Meio de Dissolucdo - - 4.9
Solugéo Placebo - - 4.10
Branco - Y - - 4.11
(ACN:H.0)
DAD-CH1 225 nm
5, - vl N

PC_. SIINI_3_003-RepS.dat
Retention Time
Name 3

Y(1) | Y(2)

3.953

3
A 1]

Figura 4.7 Cromatograma da Solucdo Padrao de Trabalho.

DAD-CH1 225 nm
PADS1_18_A1
?A081_18_A175<005-Rop1
Retention Time
Nameo

Y(1)
Y(2)

3.947

¢ 1 J 3
L

Figura 4.8 Cromatograma da Solugdo Amostra.

10

wAL

29



mAy

mAU

mALl

150

DAD-CH1 225 nm
- meio tampdo fosfato pH4.5
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Figura 4.9 Cromatograma do Meio de Dissolucdo Ph. Eur. Tampéo Fosfato pH 4,5.
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Figura 4.10 Cromatograma da Solucéo Placebo.
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Figura 4.11 Cromatograma do Branco da Substancia Y — (H20:ACN) (82:18).
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USP Tampéo Fosfato pH 6,8

Este meio de dissolucdo, & semelhanga do anterior, s6 quantifica o ativo Y, pelo que nos

cromatogramas, tanto da solucéo padrdo como da solugdo amostra, apenas se observa dois picos.

Relativamente a quantificacdo deste ativo, neste meio de dissolucédo, é feita recorrendo-se a

soma dos seus constituintes.

Tabela 4.9 Resultados para a Especificidade para o Meio de Dissolucdo USP Tampdo Fosfato pH 6,8.

Nome Substéncia Ativa = Tempo de Retencéo Figura
(min)
Solugéo Padréo de Substéancia Y (1) 1,38 4.12
Trabalho Substéncia Y (2) 3,94
Solugdo Amostra Substéncia Y (1) 1,39 4.13
Substéancia Y (2) 3,94
Meio de Dissolucéo - - 4.14
Solugéo Placebo - - 4.15
Branco -Y - - 4.16
(H20:ACN)

DAD-CH1 225 nm
PC_O..l - |
PC_Dl. e _12_003-Repd.dat
Retention Tima
Name

Y(1) Y(2)

mAL
=AY

Macsos

Figura 4.12 Cromatograma da Solucédo Padrédo de Trabalho.
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Figura 4.13 Cromatograma da Solucdo Amostra.

DAD-CH1 225 nm
--- meic tamp&o fosfato pH6.8
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Retention Time
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Minuies

Figura 4.14 Cromatograma do Meio de Dissolugdo USP Tampao Fosfato pH 6,8.
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Figura 4.15 Cromatograma da Soluc¢éo Placebo.
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" DAD-CH1 225 nm
Diluente .-

Diluente_1_6.8_001-Rep1.dat
Retenticn Time
Name

mAL

1 Z R 4 3 ] 7 -
Minutes

Figura 4.16 Cromatograma do Branco da Substéncia Y — (H20:ACN) (82:18).

Ph. Eur. Tampéo Fosfato pH 4,5 + 2% Tween80®

Neste meio apenas € quantificado a substancia X, pelo que os cromatogramas apresentados da

solucdo padréo e da solugdo amostra apenas apresentam o pico deste ativo.

Tabela 4.10 Resultados da Especificidade do Meio de Dissolugdo Ph. Eur. Tampé&o Fosfato pH 4,5+2% Tween80®.

Nome Substéncia Ativa = Tempo de Retencao Figura
(min)
Solugdo Padréo de Substancia X 4,60 4.17
Trabalho
Solugdo Amostra Substancia X 4,60 4.18
Meio de Dissolucdo - - 4.19
Solugdo Placebo - - 4.20
Branco-X - - 4.21
(metanol)

DAD-CHY 225 nm

PC_T1 .~

PC_C. 2. 3_003-Rep5.dat
Retention Time X
Name

ALY

4 680

(=]

2 3 4 5

Figura 4.17 Cromatograma da Solu¢do Padrdo de Trabalho.
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Figura 4.20 Cromatograma da Solu¢éo Placebo.
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DAD-CH1 225 nm
- Diluente (MeCH;)

Diluente (MeQH)_2_002-Rep2.dat
Retention Time
Name

mAL!
mAl

] 1 " 3 1
Minutes

Figura 4.21 Cromatograma do Branco da substancia X - (Metanol).

a 7

USP Tampao Fosfato pH 6,8 + 3% Tween80®

Neste meio, a semelhanca do anterior, s6 é quantificada a substancia X, pelo que os

cromatogramas apresentados da solugdo padrdo e da solugdo amostra apenas apresentam um pico.

Tabela 4.11 Resultados para a Especificidade do Meio de Dissolugédo USP Tampéo Fosfato pH 6,8+3% Tween80®.

Nome Substéncia Ativa = Tempo de Retencao Figura
(min)
Solugdo Padréo de Substancia X 4,60 4.22
Trabalho
Solugdo Amostra Substancia X 4,50 4.23
Meio de Dissolucdo - - 4.24
Solugdo Placebo - - 4.25
Branco-X - - 4.26
(Metanol)

DAD-CH1 225 nm
PCinia
PC_I"*'"_3_003-Rep3.dat
Ratention Time
Name

Figura 4.22 Cromatograma da Solugdo Padrdo de Trabalho.
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Figura 4.23 Cromatograma de Solugdo Amostra.
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Figura 4.24 Cromatograma do Meio de Dissolugdo USP Tamp&o Fosfato pH 6,8+3%Tween80®.
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Figura 4.25 Cromatograma da solug&o placebo.
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DAD-CH1 225 nm
20X - Diluente (MeOH)

Diluente (MeQH)_2_002-Rep2.dat
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Name

mAL)
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Minutes

Figura 4.26 Cromatograma do Branco da Substancia X — (Metanol).

o 777

Através dos resultados obtidos e apresentados para os diferentes meios de dissolucéo, € possivel
observar que ndo existem picos interferentes ao tempo de retencdo dos picos cromatograficos dos
analitos. Deste modo, pode-se afirmar que o critério de avaliacdo para a especificidade é cumprido.
Concluindo-se que o método é especifico para a quantificacdo das solugdes amostra dos ensaios de

dissolucéo da formulagédo comprimidos revestidos a 20mg + 40mg de (X+Y).

Espetro 3D - Identificacdo DAD

Em relacdo ao detetor do sistema de HPLC, este trata-se de um detetor DAD, mas durante a
validacéo foi utilizado com UV-Vis, como tal, tem como caracteristica o facto de conseguir realizar
varrimentos na gama do visivel e UV.

Tem-se apresentado os espetros em 3D destes varrimentos, sendo que estes foram realizados
tanto para a solucdo padrdo como para a solu¢do amostra. Realcando que foram executadas
preparagdes no meio controlo de qualidade (HCI 0,1N) uma vez que, este € 0 nico meio de dissolugdo
em que ambas as substancias ativas apresentam solubilidade equivalente e onde, portanto, se
consegue realizar experimentalmente a obten¢do de um Unico espetro das referidas substancias.

Utilizando esta possibilidade, foi tragado um espetro na gama (190nm - 400nm), observando-se

gue o comprimento de onda maximo de absorvancia, para qualquer dos analitos, é de cerca de 225nm.
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Figura 4.30 Espetro 3D da Solu¢do Amostra com maxima absorcédo a 225nm.
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Através da observacdo das figuras 4.27 e 4.29, pode ser comprovado que as substancias ativas
sdo absorvidas numa extensa gama. No entanto, pelo espetro 3D, figuras 4.28 e 4.30, pode ser verificado
que o comprimento de onda que exibe e quantifica um pico de ativo maior € o de 225nm. Concluindo-
se que a maxima absor¢do para os 3 ativos €, entdo, no comprimento de onda indicado pelo método.

Por altimo, é apresentado um espetro 3D do meio HCI 0.1N, de forma, a demostrar que 0 mesmo
nao apresenta qualquer pico de cromatografico ao comprimento de onda 225nm, ou seja, ndo absorve
nesta gama.

) 30 Plot Window o

[4]2] Contour [spectum naes | 2eccea Baseime. |

Figura 4.31 Varrimento e Espetro 3D do Meio de Dissolugdo HCI 0,1N.

4.3 Linearidade

Para o estudo deste parametro, que abrange de 10% a 150% da concentracéo de trabalho, foram
preparadas oito solugBes de concentracdo crescente, as quais foram injetadas em triplicado.
Posteriormente, a linearidade foi determinada recorrendo a aplicacdo do método dos minimos
guadrados, ou seja, regressao linear e pelo teste de mandel.

Relativamente ao seu critério de aceitacdo, este é baseado em dois fatores, sendo estes:

0 Coeficiente de determinag&o (r?) maior ou igual do que 0,999;
O Residuos distribuidos aleatoriamente em torno de zero.

Nas tabelas e figuras apresentadas abaixo, tem-se 0s resultados experimentais obtidos para o

parametro da linearidade em cada meio de dissolugao.

Meio HCI 0.1N

Este € o Unico meio de dissolucéo, no qual séo quantificados ambos os ativos.
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Resposta

Substancia X

Tabela 4.12 Resultados de Linearidade para 0 Meio de Dissolugdo HCI 0,1N.

Solugdo | Concentragcdo = Concentracéo

(%) (Hg/mL)
1 9,97 2,22
2 19,95 4,43
3 29,95 6,65
4 49,87 11,08
5 79,79 17,73
6 99,73 22,16
7 119,68 26,39
8 149,60 33,24

Intercecéo

Declive

Coeficiente de Correlagéo (r)
Coeficiente de Determinacéo (r?)
Limites de Intercec@o no 1Cgsu

1000000,00

800000,00

600000,00

400000,00

200000,00

Residuos

10,00 15,00

Area RSD
(%)
55350 0,32
110180 0,94
167394 0,27
274689 0,27
441062 0,46
543935 0,24
654006 0,12
823673 0,23
1496
24644
0,999
0,999
Inferior Superior
-2624 5316
..... .
...... o
...... P
""" y = 24644x + 1496
R? = 0,9999
20,00 25,00 30,00 35,00

Conc. (pg/ml)

Figura 4.32 Reta de regressao linear da substancia X para o meio de dissolugdo HCI 0,1N.

4000
2000 °
000 ® oo
2000
-4000

-6000

®
10,00 15,00

20,00 25,00 30,00 35,00

Conc. (pg/ml)

Figura 4.33 Distribuicao dos residuos.
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Substancia Y

Tabela 4.13 Resultados de Linearidade para o Meio de Dissolucéo HCI 0,1N

RSD
(%0)
0,42
0,98
0,04
0,06
1,13
0,06
0,17
0,23

Superior

10999

R?*=0,9999

Solugdo | Concentragcdo = Concentracéo Area
(%) (Hg/mL)
1 9,96 4,43 115122
2 19,92 8,85 225656
3 29,88 13,28 340152
4 49,79 22,13 561177
5 79,67 35,40 912414
6 99,58 44,26 112074
7 119,50 53,11 1347156
8 149,38 66,38 1701167
Intercecéo 312
Declive 25506
Coeficiente de Correlacao (r) 0,999
Coeficiente de Determinac&o (r?) 0,999
Limites de Intercecé@o no 1Cgsu Inferior
-10375
2000000,00
1600000,00
2+ 50 A A T A
g1200000,00 | o
a Pt y =25506x + 312,16
& 80000000 e
...... o
400000,00 N
0,00 ¢
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00

Conc. (pg/ml)

60,00

Figura 4.34 Reta de regressao linear da substancia Y para o meio de dissolugdo HCI 0,1N.

10000

5000

Residuos
o

-5000

-10000

0,00

[J
10,00

20,00 3
(]

0,00 40,00 50,00

Conc. (ug/ml)

Figura 4.35 Distribuicéo dos residuos.

60,00

70,00

70,00
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Ph. Eur. Tampé&o Fosfato pH 4,5

Tabela 4.14 Resultados da Linearidade para o Meio de Dissolucéo Ph. Eur. Tampdo Fosfato pH 4,5.

Solugdo Concentracdo Concentragéo Area RSD
(%) (Hg/mL) (%)
1 10,00 4,45 418525 1,81
2 20,01 8,89 911684 0,64
3 30,01 13,34 1260037 0,42
4 50,01 22,23 2283803 0,55
5 80,02 35,56 3534418 0,52
6 100,03 44,45 4519120 0,42
7 120,03 55,34 5293993 0,16
8 150,04 66,68 6738327 0,27
Intercecéo -21885
Declive 100972
Coeficiente de Correlacao (r) 0,999
Coeficiente de Determinac&o (r%) 0,999
Limites de Intercecéo no 1Cgsu Inferior Superior
-108566 64796
)
6000000,00 | e
s
® 450000000 o
2 300000000 || L ndll y = 100972x - 21885
i ' o R? = 0,9995
180000000 = o ®
0,00 e
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00

Conc. (pug/ml)

Figura 4.36 Reta de regressao linear da substancia Y para o meio de dissolugdo Ph. Eur. Tampéo Fosfato pH 4,5.

90000
60000

30000

Residuos

10,00 20,00

0,00
-30000
-60000 °

-90000

30,00

40,00 70,00 80,00

50,00 60,00

Conc. (ug/ml)

Figura 4.37 Distribuicdo dos Residuos.
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USP Tampéo Fosfato pH 6,8

Tabela 4.15 Resultados da Linearidade para 0 Meio de Dissolu¢do USP Tamp&o Fosfato pH 6,8.

Solugdo | Concentragcdo = Concentracéo Area RSD
(%) (Hg/mL) (%)
1 10,00 4,44 466191 2,39
2 20,00 8,89 921295 0,85
3 30,00 13,33 1400585 0,59
4 50,00 22,22 2306471 0,86
5 80,00 35,55 3644499 0,54
6 100,00 44,44 4494030 0,27
7 120,00 55,33 5379125 0,15
8 150,00 66,66 6714445 0,07
Intercecéo 50096
Declive 100159
Coeficiente de Correlacao (r) 0,999
Coeficiente de Determinac&o (r?) 0,999
Limites de Intercecé@o no 1Cgsu Inferior Superior
101199 89218
6500000,00 | e .
5200000,00 | o
% 390000000 | o . y= 1:?15(?’ ;;9590096
% 260000000 | o
1300000,00 | . o
PR @
0,00
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00

Conc. (pg/ml)

Figura 4.38 Reta de regressao linear para a substancia Y para o meio de dissolu¢cdo USP Tampao Fosfato pH 6,8.

40000
30000 o
20000
10000
0
-100000,00 10,00 20,00 30,00 40,00 ® 50,00 o 60,00 70,00
-20000 °
-30000 °
-40000

Residuos

Conc. (pg/ml)

Figura 4.39 Distribuicéo dos Residuos.
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Ph. Eur. Tampéo Fosfato pH 4,5+2% Tween80®

Tabela 4.16 Resultados da Linearidade para o Meio de Dissolugédo Ph. Eur. Tampdo Fosfato pH 4,5+2%Tween80®.

RSD
(%0)
1,15
0,24
0,37
0,23
0,15
0,23
0,22
0,65

Solugdo | Concentragdo Concentracéo Area
(%) (Hg/mL)
1 10,05 2,23 190761
2 20,11 4,47 413837
3 30,16 6,70 598399
4 50,27 11,17 1042805
5 80,44 17,87 1656030
6 100,55 22,34 2074986
7 120,65 26,81 2504677
8 150,82 33,51 3093242
Intercecéo
Declive
Coeficiente de Correlagéo (r)
Coeficiente de Determinacéo (r?)
Limites de Intercecdo no 1Cgsu Inferior
-31391
3750000,00
3000000,00
% 225000000 | o
o gt
8 150000000 | e o
750000,00 | e o
R o
0,00 e
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00

Conc. (pg/ml)

Figura 4.40 Reta de regressdo linear para a substancia X para o meio de dissolucdo Ph. Eur. Tamp&o Fosfato pH 4,5+2%Tween80®.

22500
15000
7500 ®
0 e

_75000,00 ° 5,00 10,00 15,00

Residuos

20,00

-15000 ®

-22500
Conc. (pg/ml)

Figura 4.41 Distribuicdo dos Residuos.

25,00

-9833
93145
0,999
0,999
Superior
11726

y =93145x - 9832,5
R?*=0,9998

25,00 30,00 35,00

30,00 35,00 40,00



USP Tampao Fosfato pH 6,8+3% Tween80®

Tabela 4.17 Resultados da Linearidade para o Meio de Dissolugdo USP Tampao Fosfato pH 6,8+3%Tween80®.

Solugdo = Concentragdo = Concentracio Area RSD
(%) (Hg/mL) (%)
1 10,05 2,23 198018 0,65
2 20,11 4,47 402735 0,20
3 30,16 6,70 609161 0,11
4 50,27 11,17 1034509 0,22
5 80,44 17,87 1613814 0,11
6 100,55 22,34 2044349 0,13
7 120,65 26,81 2428481 0,72
8 150,82 33,51 3094973 0,43
Intercecéo -8432
Declive 91860
Coeficiente de Correlacao (r) 0,999
Coeficiente de Determinac&o (r?) 0,999
Limites de Intercec@o no 1Cgsu Inferior Superior
-36549 19686
3750000,00
3000000,00 | »
£ 225000000 [ e ¢
o L
g e y = 91860x - 8431,8
& 150000000 | R? = 0,9997
..... P
750000,00 e o
0,00 ¢
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00

Conc. (pg/ml)
Figura 4.42 Reta de regressdo linear para a substancia X para o meio de dissolugio USP Tampao Fosfato pH 6,8+3%Tween80®.

30000
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10000

0 e o © °
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-10000
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-30000
Conc. (ug/ml)

Figura 4.43 Distribuicéo dos Residuos.
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Apos observagdo dos resultados experimentais, é possivel verificar que o critério de aceitacdo
para a linearidade é cumprido em todos os meios de dissolu¢do da validagdo. Concluindo-se, assim, que
este método € linear na gama de trabalho de 10% a 150%.

Teste de Mandel

Para o pardmetro da linearidade, foi ainda realizado o teste de Mandel para demostrar a
adequabilidade da curva de linearidade a um ajuste linear comparativamente a um ajuste polinomial.
Na tabela seguinte podem ser observados os resultados determinados, deste teste, para as

substancias ativas em cada meio de dissolucéo.

Tabela 4.18 Resultados do Teste de Mandel.

Meio de Dissolucdo Ativo PG F

HCI 0,AN X - 0,292
Y - 0,136

Tampdo Fosfato pH 4,5 Y - 0,034 5,12
Tampédo Fosfato pH 6,8 Y - 0,034
X
X

Tampdo Fosfato pH 4,5+2%Tween 80 - 0,077
Tampéo Fosfato pH 6,8+3% Tween 80 - 0,078

Através dos valores obtidos, pode ser concluido que o ajuste polinomial néo é significativamente
melhor que o ajuste linear. Isto acontece, pois, o valor do teste (PG) é sempre inferior ao valor da
distribuicdo de Fisher, para n-3 graus de liberdade, sendo este valor de 5,12. Deste modo, sempre que
PG é inferior ao valor de F significa que a funcdo de calibracdo é linear, como tal, conclui-se que um
ajuste polinomial ndo é adequando pois ndo demostra ter qualquer beneficio relativamente ao modelo

de correlacdo linear.

4.4 Limite de Quantificacdo (LoQ)

O limite de quantificacdo foi determinado recorrendo aos dados obtidos na regresséo linear,
mais especificamente, o declive e o desvio padrdo referentes a reta de linearidade de cada meio de
dissolucdo. Através destes dados, aplicou-se a equagéo 2.7 e obteve-se o limite de quantificagdo de cada
substancia ativa no respetivo meio de dissolucao.

Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 4.19.
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Tabela 4.19 Limites de Quantificacfo dos Meios de Dissolugéo.

Meio de Dissolugéo Ativo  Desvio Declive LoQ LoQ
Padréo (Mg/mL) (%)
HCI 0,1N X 1684 24644 0,68 3,07
Y 4368 25506 1,71 3,85
Ph. Eur. Tamp&o Fosfato pH 4,5 Y 35425 100972 3,50 7,89
USP Tampéo Fosfato pH 6,8 Y 15988 100159 1,59 3,57

Ph. Eur. Tampéo Fosfato pH
4,5+2%Tween80" X 8810 93145 0,94 4,23

USP Tampéo Fosfato pH

6,8+3%Tween80" X 11491 91860 1,25 5,62

Pela tabela 4.19 é possivel constatar que nenhum dos limites determinados é igual ou superior
a 10%, sendo todos os valores obtidos abaixo desta percentagem, ou seja, abaixo do primeiro ponto da
reta de linearidade.

Na tabela 4.20, pode ser constatado que os valores obtidos para os limites de quantificagdo em
todos os meios de dissolucdo situam-se abaixo dos 10% quando comparadas as concentragdes dos

mesmos com as concentracdes das retas de linearidade.

Tabela 4.20 Limites de Quantificagdo e Concentracéo de 1°Ponto de Linearidade.

Meio de Dissolugdo Ativo LoQ Concentracao de 1° Ponto
(Mg/mL) (Mg/mL)

HCI 0,1N X 0,68 2,22
Y 1,71 4,43
Ph. Eur. Tamp&o Fosfato pH 4,5 Y 3,50 4,45
USP Tampéo Fosfato pH 6,8 Y 1,59 4,44

Ph. Eur. Tampéo Fosfato pH
4,5+2%Tween80® X 0,94 2,23

USP Tampéo Fosfato pH

6,8+3%Tweeng80® X 1,25 2,23

Para demostrar a veracidade dos valores determinados para o limite de quantificacéo, foi
realizada uma preparacéo de duas solugdes a concentracdo do LoQ de cada uma das substancias ativas
no meio de controlo de qualidade. Na totalidade, foram realizadas 10 injecGes de cada solugdo e na

tabela 4.21 apresenta-se os valores obtidos em cada injegéo.
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Tabela 4.21 Valores de LoQ obtidos para as Substancias Ativas.

Injecéo LoQ (X) LoQ (Y)
1 16256 42860
2 16651 42862
3 16404 42922
4 16216 42449
5 16236 44046
6 16503 42928
7 16048 43261
8 16329 42226
9 16485 42344
10 16459 41869

Média 16359 42777

RSD (%) 1,1 1,4

Nos cromatogramas apresentados, de seguida, pode ser observada a quantificagdo tanto do LoQ
da substancia X como do LoQ da substancia Y.

1 |
2000
. | N
1 ] A ) < A AN
0004 ' [ :'—'g = - = _\; ,‘_\_,_--—" - %Y?f\/ \J,\/\\/' ‘-'/ Y \1
T I £ = %
2000 LY@ X
- 1l v(@)
‘ |
=000+ [
mm: T { T T L2 12 L2 12 12 T L2 T T T T 4 T T T T T 3 T 12 T T
b0 10 200 30 4m 50 600 700
——— Sample Name: LoQStd_ Result 4. 1326
Component Results
Name (::) Area | % Area| Symmetry Factor | EP Fate Count
Y(1) 1.305] 16653 | 28 421 112 2456
Y(2) 3737| 16187 | 27.625 098 22122
X 4612 16329 27.868 099 39232
- 4972 9425 16.086 094 21001
Sum 585036| 1000

Figura 4.44 Cromatograma da Quantificacdo do LoQ da Substancia X.
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2000+ ." |
I| 8
000 dll "* e A : A 3
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~ < \
= l' ) : -
£ -2000 Il Y(1) X X
1 | Y(2) N
] T
~40) 00+
) I
6000+ |
oo™ T 7 TabT T T T2eT T T TabT T T T4 T T s T TebeT T 7 Tk
Mruss
— SArple Name: LoQStd_ . Result 4 1333
Component Results
Name (:3:1) Area | % Area| Symmetry Factor | EP Flate Count
Y(1) 1311 21541 29467 112 2470
Y(2) 3732 22505| 30.786 099 21305
X 4608| 21017 28.750 1.01 38791
3 4961| 8039| 10.997 093 21562
Sum 73101.3] 1000

Figura 4.45 Cromatograma da Quantificacdo do LoQ da Substancia Y.

Seguidamente, tem-se a tabela 4.22 que compara o valor registado para a area de cada solugdo
padréo preparada ao limite de quantificacio com o seu valor esperado teoricamente. E necessario realcar

que a area da substancia Y é obtida pela soma das areas dos seus dois constituintes.

Tabela 4.22 Resultados da Area do LoQ.

Ativo Valor Teorico Valor Experimental RSD (%) Desvio (%)
X 16347 16329 11 -0,1
Y 43968 44046 14 0,2

Com base na analise do valor tedrico e do resultado experimental para cada substancia ativa,
pode ser observado que estes se apresentam na mesma ordem de grandeza, com um valor de desvio
reduzido, o que demonstra também a exatiddo do método para este nivel de concentracao.

Por fim, obteve-se os valores da razdo sinal/ruido para as injecdes das duas solugdes preparadas
a concentracdo do LoQ de cada uma das substancias ativas. Na tabela 4.23 tem-se apresentados 0s
resultados obtidos e pode ser concluido que estes estdo de acordo com o expectavel, ou seja, valores de

razdo igual ou superior a 10.
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Tabela 4.23 Resultados da razédo sinal/ruido do LoQ.
LoQ (Sinal/ Ruido)
Substéncia Ativa

Injecdo X YD  YQ
1 243 304 319
2 333 230 244
3 159 189 195
4 146 234 241
5 138 251 27,1
6 193 190 195
7 195 175 184
8 227 300 309
9 184 13,2 135

[N
o

12,0 25,7 26,9
Média 19,4 22,6 23,6

4.5 Limite de Detecéo (LoD)

A determinacdo do limite de detecdo depende dos resultados obtidos na regresséo linear, assim
como acontece no parametro anterior. Neste caso, a formula a aplicar encontra-se demostrada na

equacdo 2.8. Deste modo, obtém-se este parametro para as substancias ativas de cada meio de

dissolugéo.
Tabela 4.24 Limites de Detegdo dos Meios de Dissolucéo.
Meio de Dissolucdo Ativo Desvio Declive LoD LoD
Padréo (Mg/mL) (%)
HCI 0,1N X 1684 24644 0,20 0,92
Y 4368 25506 0,51 1,15
Ph. Eur. Tamp&o Fosfato pH Y 35423 100972 1,05 2,37
4,5

USP Tampéo Fosfato pH 6,8 Y 15988 100159 0,48 1,08

Ph. Eur. Tampéo Fosfato pH
4,5+2%Tween80" X 8810 93145 0,28 1,28

USP Tampao Fosfato pH

6,8+3%Tween80" X 11491 91860 0,38 1,69

O limite de detec&o representa a concentracdo minima de substancia ativa detetavel.

De modo, a mostrar a fiabilidade dos valores determinados para o limite de detecéo, foi realizada
uma preparacao de duas solu¢Ges amostra a concentra¢do do LoD de cada uma das substéncias ativas
no meio de controlo de qualidade, ou seja, meio HCI 0,1N. Na totalidade, foram realizadas 10 injecdes

de cada solucdo e na tabela 4.25 apresenta-se os valores obtidos em cada injecéo.
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Tabela 4.25 Valores de LoD obtidos para as Substancias Ativas.

Injecéo

1

CoO~NO O WN

9
10

Média

RSD (%)

LoD (X)

4956
5062
5651
5273
5544
5439
5284
5121
5194
5139
5266
4,2

LoD (Y)

10417
11403
11449
11319
11583
11618
11348
11008
10768
11334
11225
3,4

Nos cromatogramas apresentados, de seguida, pode ser observada a quantificacdo tanto do LoD

da substancia X como do LoD da substancia Y.

20004 |
4 ] ‘ g
o] i T AN
! B — N »"’é’_ N > 'Y b— -f-'l;b’ ~h AN NSV
] Il @ ey 3
2000 105 ~ <
% |‘| "’ :
] Y@
] | ' Y(2) X
4000+ |
4 "
000 |
abo T ibo 200 i "R R T TR "R
Mernges
——— Sanple Name: LoDStd_~ ; Result ki: 1299
Component Results
Name (r;R:w) Area | % Area| Symmetry Factor | EP Flate Count
Y(1) 1310 4552| 19.961 1.01 2606
Y(2) 3725 4715| 20674 087 22909
% 4587 4956 | 21733 088 39178
b 4953 8582 37632 092 20602
Sum 228048 1000

Figura 4.46 Cromatograma da Quantificacdo do LoD da Substancia X.
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——— Sanple Name: LoDStd_ ,Result d: 1314
Component Results
Name (:f‘:‘) Area | % Area| Symmetry Factor | EP Rate Count
Y(1) 1.305 5760 | 20.892 1.05 2532
Y2 3724 5858 | 21.250 088 22405
" 4584 6163 | 22357 0.90 38978
T 4976 9787 | 35.501 0.95 20026
Sum 275676( 1000

Figura 4.47 Cromatograma da Quantificacdo do LoD da Substéancia Y.

Seguidamente, tem-se uma tabela 4.26 que compara o valor adquirido para a area de cada limite
de detecdo com o seu valor esperado teoricamente. E necessario realcar que a area da substancia Y é

obtida pela soma das areas dos seus dois constituintes.

Tabela 4.26 Resultados da Area do LoD.

Ativo Valor Teorico Valor Experimental RSD (%) Desvio (%)
X 4808 4956 4,2 3,1
Y 13113 11618 34 -11,4

Com base na analise do valor tedrico e do resultado experimental para cada substancia ativa,
pode ser observado que estes se apresentam na mesma ordem de grandeza, com um valor de desvio
reduzido, o que demonstra também a exatiddo do método para este nivel de concentracao.

Por fim, obteve-se os valores da razdo sinal/ruido para as injegcdes das duas solugdes preparadas
a concentracdo do LoD de cada uma das substancias ativas. Na tabela 4.27 tem-se apresentados 0s
resultados obtidos e pode ser concluido que estes estdo de acordo com o expectavel, ou seja, valores de

razdo igual ou superior a 3.
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Tabela 4.27 Resultados da razéo sinal/ruido do LoD.
LoD (Sinal/Ruido)

Substéncia Ativa

Y(2)

InjecOes
1

©O© 00 N O Ol h WD

[N
o

Média

4.6 Precisdo

X Y1)
7.3 6,8
4,9 7.1
9.1 6,1
59 6,1
7.4 6,6
6,1 5,0
6,9 5,4
5,6 6,9
7.3 58
45 48
6,5 6,1

6,6
7,7
6,4
59
6,8
5,6
5,7
6,8
5,8
5,2
6,2

Para avaliar se 0 método é preciso, este parametro foi avaliado em trés vertentes diferentes,

sendo estas: repetibilidade do sistema; repetibilidade do método e precisao intermédia.

Repetibilidade do sistema

A repetibilidade do sistema foi determinada através de seis inje¢fes consecutivas da mesma

solucdo padrdo.

O seu critério de aceitacdo baseia-se no desvio padrdo relativo (RSD) ser inferior ou igual a

2,0%.

Nas tabelas seguintes sdo apresentados os resultados experimentais para cada meio de

dissolugéo.

Tabela 4.28 Resultados da Repetibilidade do Sistema da substancia X no meio HCI 0,1N.

Meio de Dissolugéo - HCI 0,1N
Injecéo Area Tempo de retencéo
(min)
1 549466 4,18
o 2 548405 4,17
Substancia X 3 549539 4.18
4 549572 4,17
5 550232 4,17
6 550050 4,18
Média 549544 4,18
RSD (%) 0,12 0,12
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Tabela 4.29 Resultados da Repetibilidade do Sistema da substancia Y no meio HCI 0,1N.

Meio de Dissolugdo - HCI 0,1N
Injecéo Area Tempo de retengéo
(min)
1 1133744 1,34e3,37
2 1134770 1,35¢ 3,36
3 1135124 1,35e3,37
Substancia Y 4 1136070 1,34€3,36
5 1136750 1,35¢€ 3,36
6 1137906 1,35e 3,37
Média 1135727 1,35e3,37
RSD (%) 0,13 0,38e0,16

Tabela 4.30 Resultados da Repetibilidade do Sistema da substancia Y no meio Ph. Eur. Tamp&o Fosfato pH 4,5.

Meio de Dissolucdo — Tampéo Fosfato pH 4,5
Injecdo Area Tempo de retengdo
(min)
1 4549547 1,39 e 3,95
2 4559679 1,39 e 3,95
3 4544405 1,39e3,94
Substancia Y 4 4552170 1,39 3,95
5 4538938 1,39 e 3,95
6 4566185 1,37e3,94
Média 4551821 1,39 e 3,95
RSD (%) 0,22 0,59€0,13

Tabela 4.31 Resultados da Repetibilidade do Sistema da substancia Y no meio USP Tampé&o Fosfato pH 6,8.

Meio de Dissolucdo — Tampéo Fosfato pH 6,8
Injecdo Area Tempo de retengdo
(min)
1 4475348 1,39 e 3,95
2 4443812 1,38 € 3,93
3 4463970 1,39€3,93
Substancia Y 4 4480687 1,39 € 3,95
5 4478369 1,39 e 3,95
6 4469444 1,39 € 3,95
Média 4468605 1,39 €3,94
RSD (%) 0,30 0,29 e 0,26




Tabela 4.32 Resultados da Repetibilidade do Sistema da substancia X no meio Ph. Eur. Tampé&o Fosfato pH 4,5+2%Tween80®.

Meio de Dissolugdo — Tamp&o Fosfato pH 4,5 + 2% Tween 80
Injecdo Area Tempo de retengdo
(min)
1 2111014 4,67
2 2102326 4,68
3 2109995 4,68
Substéncia X 4 2109401 4,68
5 2106966 4,66
6 2110077 4,67
Média 2108297 4,67
RSD (%) 0,15 0,17

Tabela 4.33 Resultados da Repetibilidade do Sistema da substancia X no meio USP Tampéao Fosfato pH 6,8+3%Tween80®.

Meio de Dissolu¢do — Tampéo Fosfato pH 6,8 + 3% Tween 80
Injecdo Area Tempo de retengdo
(min)
1 2153572,00 4,59
2 2132690,00 4,59
3 2123625,00 4,60
Substancia X 4 2105756,00 4,60
5 2112405,00 4,60
6 2104847,00 4,61
Média 2122149,17 4,60
RSD (%) 0,89 0,16

E possivel verificar pelos resultados obtidos, que estes estdo dentro do critério de aceitacio pois

0 desvio padrdo relativo é sempre inferior a 2,0%.

Repetibilidade do Método

A repetibilidade do ensaio foi determinada através da preparacdo de seis amostras a
concentragao de trabalho.

O seu critério de aceitacdo baseia-se no desvio padrdo relativo (RSD) ser inferior ou igual a
2,0%.

Nas tabelas seguintes sdo apresentados os resultados experimentais para cada meio de

dissolucéo.
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Tabela 4.34 Resultados de Repetibilidade de Ensaio para Substancia X em HCI 0,1N.

Meio de Dissolucdo — HCI 0,1N
Amostra Dissolucéo (%0)

1 100
100
100
102
100
101
Média 100
RSD (%) 0,82

Substancia X

OOk, wWN

Tabela 4.35 Resultados de Repetibilidade de Ensaio para Substancia Y em HCI 0,1N.

Meio de Dissolucdo — HCI 0,1N
Amostra Dissolucéo (%)
1 100
99
100
99
99
99
Média 99
RSD (%) 0,35

Substancia Y

o Ul WN

Tabela 4.36 Resultados de Repetibilidade de Ensaio para Substancia Y em Ph. Eur. Tamp&o Fosfato pH 4,5.

Meio de Dissolucdo — Ph. Eur. Tamp&o Fosfato pH 4,5
Amostra Dissolucéo (%)
1 94
94
94
94
95
95
Média 94
RSD (%) 0,43

Substancia Y

o Uk WN




Tabela 4.37 Resultados de Repetibilidade de Ensaio para Substancia Y em USP Tampé&o Fosfato pH 6,8.

Meio de Dissolu¢do — USP Tampéo Fosfato pH 6,8
Amostra Dissolucéo (%0)
1 91
91
91
91
90
91
Média 91
RSD (%) 0,31

Substancia Y

o O WN

Tabela 4.38 Resultados de Repetibilidade de Ensaio para Substancia X em Ph. Eur. Tampao Fosfato pH 4,5+2%Tween80®.

Meio de Dissolugéo — Ph. Eur. Tampao Fosfato pH 4,5+2% Tween80®
Amostra Dissolucéo (%)
1 96
96
96
98
96
96
Média 96
RSD (%) 0,84

Substancia X

o Ok WN

Tabela 4.39 Resultados de Repetibilidade de Ensaio para Substancia X em USP Tampéao Fosfato pH 6,8+3%Tween80®.
Meio de Dissolucéo — USP Tampé&o Fosfato pH 6,8+3% Tween80®
Amostra Dissolucéo (%)
76
76
76
76
76
76
Média 76
RSD (%) 0,21

Substancia X

ook, WN

Conclui-se que os resultados obtidos cumprem o critério de aceitagdo estabelecido.
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Precisdo Intermédia

Com o intuito de confirmar a precisdo intermédia, foi realizado um ensaio de dissolu¢éo por um
segundo analista. Esta anlise foi realizada ndo sé num dia diferente como também em equipamentos
diferentes.

O seu critério de aceitagdo baseia-se no desvio padrao relativo (RSD), da seguinte forma:

- Inferior ou igual a 2,5%, num total de doze determinacdes.

Nas tabelas seguintes sdo apresentados os resultados experimentalmente obtidos para cada meio

de dissolugéo.

Tabela 4.40 Resultados da Precisdo Intermédia no meio HCI 0,1N.

Meio de Dissolugdo - HCI 0,1N (Substancia X)
Dissolucéo (%)

Analista 1 Analista 2
99 101
101 101
101 102
100 103
101 101
101 100

Média das 12 determinacoes (%0)
101

RSD das 12 determinacdes (%)
0,96

Tabela 4.41 Resultados da Precisdo Intermédia no meio HCI 0,1N.

Meio de Dissolucdo - HCI 0,1N (Substancia Y)
Dissolucéo (%)
Analista 1 Analista 2
100 101
99 98
97 100
97 99
97 98
97 101
Média das 12 determinacdes (%)
99
RSD das 12 determinacdes (%)
1,47
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Tabela 4.42 Resultados da Preciséo Intermédia no Ph. Eur. Tamp&o Fosfato pH 4,5.

Meio de Dissolucéo - Ph. Eur. Tampao Fosfato pH 4,5 (Substancia Y)
Dissolucéo (%)
Analista 1 Analista 2

94 97
97 99
96 99
95 100
96 100
98 101

Média das 12 determinacdes (%)

98
RSD das 12 determinacdes (%)
2,28

Tabela 4.43 Resultados da Precisao Intermédia no USP Tamp&o Fosfato pH 6,8.

Meio de Dissolucdo - USP Tampéo Fosfato pH 6,8 (Substéncia Y)
Dissolucéo (%)
Analista 1 Analista 2
97 92
91 95
91 90
94 93
92 92
93 93
Média das 12 determinaces (%)
93
RSD das 12 determinacdes (%)
1,96

Tabela 4.44 Resultados da Precisio Intermédia no Ph. Eur. Tamp&o Fosfato pH 4,5+2%Tween80®,

Meio de Dissolucéo — Ph. Eur. Tampao Fosfato pH 4,5+2% Tween80® (Substancia X)

Dissolucéo (%)

Analista 1 Analista 2
96 96
96 99
95 98
96 96
96 98
97 97

Média da 12 determinacdes (%0)
97

RSD das 12 determinagdes (%0)
1,14
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Tabela 4.45 Resultados da Precisdo Intermédia no meio USP Tampé&o Fosfato pH 6,8+3%Tween80®.
Meio de Dissolugéo — USP Tampéo Fosfato pH 6,8+3% Tween80® (Substancia X)
Dissolucéo (%)

Analista 1 Analista 2
77 76
76 77
76 76
75 77
77 78
77 78

Média das 12 determinacoes (%0)
77

RSD das 12 determinac6es (%)
1,20

Os resultados obtidos para a precisao intermédia cumprem os critérios de aceitacéo.
Uma vez que, em todos os trés niveis considerados para a precisdo, os critérios de aceitacdo

foram cumpridos, para todos os meios de dissolucdo, conclui-se que o método é preciso.

4.7 Exatidao

Para determinar a exatiddo do método foram preparados trés niveis de concentracdo de
substéancia ativa em solucdes de placebo, e em triplicado. Tendo em conta que a gama de trabalho a
validar é de 10% a 150%, esta foi analisada em trés niveis concentracdo, sendo estes: 50%, 100% e
150% da concentracdo de trabalho.

Este parametro tem como critério de aceitacdo a percentagem de recuperacdo de ativo, que,
segundo 0 mesmo, deve estar entre o intervalo de 95% a 105%.

Nas tabelas seguintes sdo apresentados os resultados experimentalmente obtidos para cada meio

de dissolucdo.

Tabela 4.46 Resultados de Exatiddo no meio HCI 0,1N.

Meio de Dissolucdo - HCI 0,1N (Substacia X)
Nivel Concentracgéo 50% 100% 150%
Al 97 99 99
Recuifragéo A2 08 99 99
) A3 98 100 99
9 Determinacoes
Média (%) 99
SD (%) 0,76
RSD (%) 0,77
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Tabela 4.47 Resultados de Exatiddo no meio HCI 0,1N.

Meio de Dissolucéo - HCI 0,1N (Substéncia Y)

Nivel Concentracao 50% 100% 150%
Al 97 98 97
Recuperacao (%) = a0 97 08 97
A3 97 97 97
9 Determinacdes
Média (%) 97
SD (%) 0,26
RSD (%) 0,26

Tabela 4.48 Resultados de Exatiddo no meio Ph. Eur. Tamp&o Fosfato pH 4,5.

Meio de Dissolugcdo — Ph. Eur. Tampé&o Fosfato pH 4,5 (Substancia Y)

Nivel Concentracao 50% 100% 150%
Al 99 100 96
Recugeragéo A2 99 08 99
) A3 99 100 99
9 Determinacdes
Média (%) 99
SD (%) 1,03
RSD (%) 1,04

Tabela 4.49 Resultados de Exatiddo no meio USP Tamp&o Fosfato pH 6,8.

Meio de Dissolucdo — USP Tampéo Fosfato pH 6,8 (Substancia Y)

Nivel Concentracéo 50% 100% 150%
Al 101 98 97
Recuperacéo | o 102 99 97
(%0)
A3 98 97 97
9 Determinagoes
Média (%) 98
SD (%) 1,88
RSD (%) 1,91
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Tabela 4.50 Resultados de Exatiddo no meio Ph. Eur. Tamp&o Fosfato pH 4,5+2%Tween80®.

Meio de Dissolugéo — Ph. Eur. Tampao Fosfato pH 4,5+2% Tween80® (Substancia X)

Nivel Concentracao 50% 100% 150%
Al 98 100 101
Recuperacdo a7 102 101 101
() A3 101 101 101
9 Determinacdes

Média (%) 100

SD (%) 1,23

RSD (%) 1,22

Tabela 4.51 Resultados de Exatiddo meio USP Tampao Fosfato pH 6,8+3%Tween80®.

Meio de Dissolugéo — USP Tampé&o Fosfato pH 6,8+3%Tween80® (Substancia X)

Nivel Concentracao 50% 100% 150%
Al 100 100 102
Recuperacdo | p 100 102 101
) A3 99 102 101
9 Determinacdes

Média (%) 101

SD (%) 1,20

RSD (%) 1,19

Pela observacdo dos resultados obtidos para a exatiddo das substancias ativas nos meios de

exato.

Interferéncia do filtro

dissolucdo, pode-se constatar que a percentagem de recuperacdo de ativo se encontra sempre dentro do

intervalo estipulado, de acordo com o critério de aceitacdo. Deste modo, conclui-se que este método é

Aquando da validagdo da exatiddo do método, efetuou-se também a analise de interferéncia do

resposta analitica foi avaliada com e sem filtragao.

O critério de aceitacéo refere que a interferéncia do filtro ndo pode ser superior a 2%.

Nas tabelas seguintes sdo apresentados os resultados obtidos para cada meio de dissolucéo.

filtro Whatman N°2. Esta avaliagdo foi realizada com a solucéo padréo a concentragao de trabalho, cuja
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Tabela 4.52 Interferéncia do Filtro em meio HCI 0,1N.

Meio de Dissolucéo - HCI 0,1N (Substancia X)

Solugédo Padréo
(sem filtraco)

Solugédo Padréo
(com filtraco)

2136054 2129729
Area 2091205 2082507
2095626 2115550
Média 2107628 2109262
RSD (%) 1,17 1,15
Fator Comparativo 1,00
Interferéncia 0%

Tabela 4.53 Interferéncia do Filtro em meio HCI 0,1N.

Meio de Dissolucdo - HCI 0,1N (Substancia Y)

Solucgédo Padréo
(sem filtracdo)

Solugédo Padréo
(com filtracdo)

4467794 4436342
Areas 4470086 4444439
4463969 4447527
Média 4467283 4442769
RSD (%) 0,07 0,13
Fator Comparativo 1,01
Interferéncia 1%

Tabela 4.54 Interferéncia do Filtro meio Ph. Eur. Tampédo Fosfato pH 4,5.

Meio de Dissolucdo — Ph. Eur. Tampéao Fosfato pH 4,5 (Substéancia Y)

Solugédo Padréo
(sem filtracao)

Solucgédo Padréo
(com filtracdo)

Areas 4556032 4505712
4529345 4497723
4549337 4503382
Média 4544905 4502272
RSD (%) 0,31 0,09
Fator Comparativo 1,01
Interferéncia 1%

Tabela 4.55 Interferéncia do Filtro em meio USP Tampéo Fosfato pH 6,8.

Meio de Dissolucdo — USP Tampéo Fosfato pH 6,8 (Substancia Y)

Solucgédo Padréo
(sem filtracao)

Solucédo Padréo
(com filtracao)

4842471 4727840
Areas 4804016 4704001
4824606 4722265
Meédia 4823698 4718035
RSD (%) 0,4 0,26
Fator Comparativo 1,02
Interferéncia 2%
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Tabela 4.56 Interferéncia do Filtro em meio Ph. Eur. Tamp&o Fosfato pH 4,5+2%Tween80°.

Meio de Dissolugéo — Ph. Eur. Tampao Fosfato pH 4,5+2% Tween80® (Substancia X)
Solugédo Padréo Solugédo Padréo
(sem filtraco) (com filtraco)
2073721 2066308
Areas 2083088 2054694
2082597 2049932
Média 2079802 2056978
RSD (%) 0,25 0,41
Fator Comparativo 1,01
Interferéncia 1%

Tabela 4.57 Interferéncia do Filtro em meio USP Tampao Fosfato pH 6,8+3%Tween80®.

Meio de Dissolugio — USP Tampéo Fosfato pH 6,8+3% Tween80® (Substancia X)
Solucgédo Padréo Solugédo Padréo
(sem filtracdo) (com filtraco)
Areas 2071135 2072692
2074220 2063345
2071824 2063188
Média 2072393 2066408
RSD (%) 0,08 0,26
Fator Comparativo 1.00
Interferéncia 0%

De acordo com os resultados obtidos, pode ser observado que nenhum resultado excede a
percentagem de 2% de interferéncia do filtro. Assim sendo, conclui-se que o filtro Whatman N°2 é
adequado para a filtragdo de solucdo amostra do ensaio de dissolugdo de comprimidos revestidos X+Y

(20mg+40mg), ndo produzindo interferéncia significativa na resposta analitica de qualquer dos analitos.

4.8 Robustez

O parametro da robustez foi analisado recorrendo a seis solucBes amostra, resultantes da
dissolucéo da substancia ativa no meio de dissolugao de controlo de qualidade (HCI 0.1N)

Relativamente as amostras, estas foram analisadas tanto pelo método original como  por
métodos em que foram realizadas ligeiras alteragBes aos pardmetros deste (comprimento de onda,
temperatura da coluna, fluxo e gradiente). Ao realizar-se estas modificagdes é expectavel observar-se a
sua influéncia no sistema de HPLC.

O critério de aceitacdo deste pardmetro define que o desvio ndo poder ser maior que 5%
relativamente aos resultados obtidos com as condigdes experimentais do método original.

Foi, ainda, realizada uma avaliagdo da estabilidade intra-diaria da solucdo padréo e solugédo
amostra pela variacdo da percentagem de resposta obtida ao longo do tempo em todos os meios de
dissolucdo. Tendo como critério de aceitacdo que o seu desvio padréo relativo ndo pode ser superior de
3%.
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Nas tabelas seguintes sdo apresentados os resultados obtidos tanto para a robustez, no meio de

dissolucdo HCI 0,1N, como para a estabilidade intra-diaria, em todos os meios de dissolucéo.

Tabela 4.58 Resultados de robustez para substancia X no meio HCI 0,1N.

Média SD | RSD | Desvio
Condicdes Alteradas (%) %0) | (%) de Resultado (t-Student)
(Al - Ab) Amostra
(%)
Meétodo Original 101 291 | 2,88 Equivaléncia Estatistica
Comprimento de onda = 223 nm 101 2,62 | 2,59 - 0,04 Equivaléncia Estatistica
Comprimento de onda = 227 nm 102 2,20 | 2,15 1,15 Equivaléncia Estatistica
Temperatura de coluna = 35°C 104 299 | 287 3,11 Equivaléncia Estatistica
Temperatura de coluna = 45°C 104 3,06 | 2,94 2,86 Equivaléncia Estatistica
Diminuig&o de Fluxo (- 106 2,61 | 2,46 5,21 Diferenca estatisticamente
2mL/min) significativa
Aumento de Fluxo (+ 2mL/min) 103 291 | 283 1,62 Equivaléncia Estatistica
Amento de Eluente B (+ 2%) 104 3,09 | 2,97 2,87 Equivaléncia Estatistica
Aumento de Eluente A (+ 2%) 105 3,46 | 3,30 3,84 Equivaléncia Estatistica
Média (%) 103
SD (%) 3,15
RSD (%) 3,04

Tabela 4.59 Resultados de robustez para substancia Y no meio HCI 0,1N.

Média SD | RSD | Desvio de
Condicdes Alteradas (%) (%) | (%) | Amostra Resultado (t-Student)
(Al - A6) (%)
Método Original 97 2,61 | 2,70 Equivaléncia Estatistica
Comprimento de onda = 223 nm 97 2,89 | 2,97 0,60 Equivaléncia Estatistica
Comprimento de onda = 227 nm 96 2,59 | 2,68 -0,23 Equivaléncia Estatistica
Temperatura de coluna = 35°C 96 2,70 | 2,80 - 0,23 Equivaléncia Estatistica
Temperatura de coluna = 45°C 96 2,73 | 2,83 - 0,35 Equivaléncia Estatistica
Diminuicdo de Fluxo (- 96 2,59 | 2,70 - 0,63 Equivaléncia Estatistica
2mL/min)
Aumento de Fluxo (+ 2mL/min) 96 2,64 | 2,75 - 0,57 Equivaléncia Estatistica
Amento de Eluente B (+ 2%) 95 2,74 | 2,87 -1,34 Equivaléncia Estatistica
Aumento de Eluente A (+ 2%) 96 259 | 2,71 - 0,96 Equivaléncia Estatistica
Média (%) 96
SD (%) 2,52
RSD (%) 2,62

Tabela 4.60 Resultados da estabilidade intra-diaria no meio HCI 0,1N.

Meio de Dissolucdo — HCI 0,1N (Substancia X)
Tempo Desvio relativo (%

(h) Solugé&o padréo Amostra 5 Amostra 6
0.0 0,00 0,00 0,00
15 -0,84

24 1,82 0,72 - 0,67
25.5 -0,10

48 1,09 3,25 2,10
49.5 0,22
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Tabela 4.61 Resultados da estabilidade intra-diaria no meio HCI 0,1N.

Meio de Dissolugdo — HCI 0,1N (Substancia Y)
Tempo Desvio relativo (%)

(h) Solucdo padréo Amostra 5 Amostra 6
0.0 0,00 0,00 0,00
1.5 0,16

24 0,64 - 0,87 - 0,08
25.5 0,43

48 0,38 -1,67 -1,04
49.5 0,61

Tabela 4.62 Resultados da estabilidade intra-didria no meio Ph. Eur. Tampéo Fosfato pH 4,5.

Meio de Dissolucdo — Ph. Eur. Tampé&o Fosfato pH 4,5 (Substéncia Y)
Tempo Desvio relativo (%

(h) Solucgdo padréo Amostra 1 Amostra 3
0.0 0,00 0,00 0,00

1.5 - 0,45

24 -1,14 - 0,53 1,21

25.5 -1,02

48 1,67 2,51 1,68
49.5 1,46

Tabela 4.63 Resultados da estabilidade intra-diaria no meio USP Tampéo Fosfato pH 6,8.

Meio de Dissolucdo — USP Tampéo Fosfato pH 6,8 (Substancia Y)
Tempo Desvio relativo (%)
(h) Solucgdo padréo Amostra 1 Amostra 3
0.0 0,00 0,00 0,00
1.5 0,04
24 0,32 - 0,07 - 0,02
25.5 - 0,23
48 2,82 2,44 2,69
49.5 2,23

Tabela 4.64 Resultados da estabilidade intra-diaria no meio Ph. Eur. Tampéo Fosfato pH 4,5+2%Tween80®.

Meio de Dissolucéo — Ph. Eur. Tampao Fosfato pH 4,5+2% Tween80® (Substancia X)

Tempo Desvio relativo (%

(h) Solugado padréao Amostra 2 Amostra 6
0.0 0,00 0,00 0,00
1.5 -0,17

24 1,66 0,93 1,36
25.5 2,07

48 2,33 0,79 121
49.5 0,25
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Tabela 4.65 Resultados da estabilidade intra-diaria no meio USPTampé&o Fosfato pH 6,8+3%Tween80®.

Meio de Dissolugéo — USP Tampé&o Fosfato pH 6,8+3%Tween80® (Substancia X)
Tempo Desvio relativo (%)

(h) Soluc&o padréo Amostra 2 Amostra 6

0.0 0,00 0,00 0,00

15 1,88

24 2,91 0,60 0,39
25.5 1,91

48 0,82 1,48 0,33
49.5 1,76

Através dos resultados obtidos para as diversas alteracdes feitas ao método, pode-se verificar
que a quantificacdo da substancia ativa Y decorre de forma similar ao método original, uma vez que,
todos os novos métodos criados com alteracbes foram considerados, pela t-Student, como
estatisticamente equivalentes ao método de referéncia. Além disto, o desvio de amostra ndo ultrapassa,
em nenhum dos casos, 0s 5%. Cumprindo, assim, o critério de aceitagao.

Relativamente a substancia ativa X, pela avaliacdo t-Student, esta demostra uma diferenca
estatisticamente significativa relativamente ao método original, quando neste se diminui o fluxo em
0,2mL/min. Isto acontece, pois, a conclusao dada por esta avaliacdo é baseada no desvio da amostra que,
neste caso, é superior a 5%, sendo de 5,21%, no entanto, o facto de ser apenas um aumento de 0,21%,
faz com que em termos de arredondamento, este seja por défice, sendo o resultado final de 5%. Deste
modo, ndo é considerado superior ao valor do critério de aceitacdo da validacdo de método, fazendo
com que este seja cumprido.

Analisando os valores registados para a estabilidade da solucdo padréo e solucdo amostra, nos
diferentes meios de dissolucdo, pode ser concluido que todos os resultados obtidos cumprem o critério
de aceitacdo, ou seja, é confirmada a estabilidade das solucdes.

Finalmente, com base nos resultados anteriormente demostrados, pode ser concluido que este
método é robusto face &s variacOes testadas para os parametros de fluxo, composicdo de fase movel,

comprimento de onda e temperatura de coluna.
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5 CAPITULO V - CONCLUSAO E PROPOSTA DE TRABALHO FUTURO

Concluséo

Na validagdo deste método analitico, foram avaliados os seguintes parametros, tais como:
especificidade; linearidade; limite de quantificacdo (LoQ); limite de detecdo (LoD); precisdo; exatiddo
e robustez.

Apos analise dos resultados obtidos para os diversos parametros validados foi possivel constatar
que, para todos estes foram registados valores que cumprem os critérios de aceitacdo na gama de
trabalho compreendida entre o intervalo de 10% a 150% da concentracdo de trabalho (Substancia ativa
X =22,22 pg/mL; Substancia ativa Y=44,44 ug/mL)

Relativamente a coluna de cromatografia utilizada nesta validagdo, conclui-se que esta
demostrou ser adequada para a separacdo dos picos cromatograficos dos analitos X e Y no ensaio de
dissolucéo.

Conclui-se, portanto, que se encontra validado o método analitico com quantificacdo por HPLC,
para o0 ensaio de dissolugdo nos meios - HCI 0,1N; Ph. Eur. Tampéo Fosfato pH 4,5; USP Tampéo
Fosfato pH 6,8; Ph. Eur. Tampdo Fosfato pH 4,5+2%Tween80® e USP Tampdo Fosfato pH
6,8+3%Tween80®.

Proposta de Trabalho Futuro

Com o intuito de otimizar este método analitico, futuramente, a sugestdo é da implementacdo
do mesmo usando a técnica analitica de UPLC. Ou seja, sugere-se que se faca uma validacdo do método
analitico num sistema de quantificacdo UPLC [20].

A UPLC, cromatografia liquida de ultra eficiéncia, € uma técnica recente que d4 um novo
sentido a cromatografia liquida, uma vez que, esta se baseia na melhoria de, principalmente, trés areas:
velocidade, resolucéo e sensibilidade [20].

Os principios de fundamentacdo da UPLC sdo os mesmos da HPLC, tendo como principais
diferencas as colunas cromatogréficas utilizadas, que sdo de dimensdes reduzidas (5-10 cm de
comprimento e diametros internos de 1-2,1 mm) e com enchimento de particulas de fase estacionaria
inferiores a 2 um. Sendo que isto, juntamente, com as elevadas velocidades lineares de fase mével ndo
S0 aumentam a resolucgdo e a sensibilidade como também diminuem o tempo de anélise. No entanto,
gera-se um aumento significativo na pressdo cromatografica, deste modo, tem-se em vista um
equipamento capaz de operar a altas pressées, até 1000 bar [34].

Relativamente &s desvantagens, estas direcionam-se para mais elevado custo de equipamento e
também para a vida das colunas, pois a mais elevada pressdo de trabalho pode fazer com que a vida das

mesmas fique mais reduzida [20].
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Contudo as vantagens superam claramente as desvantagens pelo que a aplicagdo desta técnica
na indUstria farmacéutica é crescente. No caso da validagdo apresentada neste trabalho, a implementacéo
desta técnica seria vantajosa devido aos seus principais ganhos tanto a nivel de tempo (anélise
cromatografica mais rapida) como a nivel econémico e ecoldgico (reducdo de volume necessario de
solventes organicos, muito dispendiosos). Deste modo, a transi¢do do método analitico de quantificacéo
em HPLC para UPLC seria benéfico tanto a nivel tecnolégico como a nivel do ambiente. Seria
conseguido, deste modo, uma otimizacdo do método analitico validado, com ganhos econémicos e

ambientais assinalaveis.
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