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Artigo

EVALUATION OF THE DISOLUTION PROFILE OF DRUGS BY MULTIVARIATE ELECTRONIC SPECTROSCOPY. In this
work the evaluation of the dissolution profile of captopril-hydrochlorothiazide and zidovudine-lamivudine associations were carried
out by multivariate spectroscopic method. The models were developed by partial least square regression from 20 synthetic mixtures
using mean-centered spectral data. The external validation was accomplished with 5 synthetic mixtures shown mean prevision error of
about 1%. Good agreement was observed in the analyses of commercial drugs (content uniformity and dissolution profile), considering
the results obtained by the standard chromatographic method, with prevision error lower than 10%.
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INTRODUCAO

No meio industrial, a utilizacdo de ferramentas de andlise em
rotinas de controle de qualidade se mostra essencial, principalmente
para garantir a qualidade dos produtos comercializados. Na industria
farmacéutica, principalmente na drea de produ¢@o de medicamentos,
este tipo de controle se apresenta ainda mais relevante, em razio
da necessidade de se garantir, além da uniformidade de contetido,
caracteristicas como seguranga e acao esperada.

Dentro deste contexto, os testes de dissolu¢io se mostram parti-
cularmente importantes, na medida em que permitem, por medicdes
in vitro, avaliar a disponibilidade do farmaco in vivo. De forma
simplificada, a dissolucdo pode ser entendida como a liberagio de
um farmaco da sua forma farmacéutica, tornando-se disponivel
para absorcdo pelo organismo. Desta forma, o ensaio de dissolucio
corresponde a um teste fisico, no qual o fairmaco passa para a forma
soldvel a partir da forma farmacéutica sélida intacta ou dos fragmen-
tos formados durante o ensaio.'

Em geral, considera-se que a dissoluc¢do do produto no organis-
mo € o fator limitante para a disponibilidade fisioldgica do farmaco.
Portanto, medidas da taxa de dissolucéo, ou de um parametro relacio-
nado, oferecem indicacdo significativa da disponibilidade fisioldgica.
Caso exista uma correlaciio entre dissolucdo e algum parametro de
biodisponibilidade, o simples procedimento de monitorar os perfis
de dissolugdo deve permitir a predigéo da disponibilidade in vivo.?

O elevado custo dos estudos in vivo e a necessidade de técnicos qua-
lificados e de seres humanos para investigacao ressaltam a importancia
dos testes de dissolugdo como medicao indireta da biodisponibilidade
do farmaco, especialmente em avaliacdes preliminares da formulagao.

Normalmente, as técnicas analiticas utilizadas na avaliagdo dos
ensaios de dissoluc@o sdo as mesmas utilizadas no controle de qua-
lidade das matérias-primas e dos produtos acabados, com marcada
predominéncia de métodos cromatograficos, principalmente em fase
liquida.>*Por sua vez, métodos fundamentados em espectroscopia ele-
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tronica sdo relatados com menor frequéncia, usualmente envolvendo
a avaliagdo de medicamentos que contém apenas um farmaco.>* Para
misturas mais complexas, os problemas de interferéncia espectral
costumam inviabilizar o uso de sistemas convencionais de calibragao,
0 que praticamente exige o uso de sistemas de calibragdo fundamen-
tados em espectrofotometria derivativa’ ou calibra¢do multivariada.®

Além de uma interessante revisdo relacionada com o uso de
ferramentas de calibragdo multivariada em anélises biomédicas,’
importantes aplicagdes na area farmacéutica tém sido recentemente
publicadas em revistas nacionais.'*!? Entretanto, poucos trabalhos
sdo encontrados na literatura sobre o desenvolvimento de testes de
dissolu¢@o de medicamentos por espectroscopia eletronica associada
a ferramentas de calibracdo multivariada. Dentro deste contexto,
destaque pode ser dado aos bons resultados relatados por Ding e
colaboradores, que avaliaram o perfil de dissolu¢do de medicamentos
contendo paracetamol, propifenazona e cafeina.'®

Neste trabalho, a regressdo de minimos quadrados parciais (PLS)
estd sendo proposta para viabilizar a determinagdo espectroscopica
simultanea das associagdes captopril-hidroclorotiazida e lamivudina-
zidovudina, importantes medicamentos utilizados no tratamento da
hipertensdo arterial e da sindrome de imunodeficiéncia adquirida
(AIDS), de maneira a permitir a avaliagdo do perfil de dissolug¢do
de medicamentos.

Normalmente, a determinagdo simultidnea destas espécies em
amostras de medicamentos € realizada por cromatografia liquida, prin-
cipalmente em funcio da existéncia de métodos padrao referenciados
na Farmacopeia Norte Americana.'* Até onde se pode investigar, ndo
ha relatos do uso de ferramentas multivariadas para a determinagdo
espectroscépica simultanea de captopril/hidroclorotiazida e lamivu-
dina/zidovudina.

PARTE EXPERIMENTAL
Amostras e padroes

Captopril (CAP, 1-[(2S)-3-mercapto-2-metilpropionil]-L-prolina)
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e hidroclorotiazida (HIDRO, 1,1 di6xido de 6-cloro-3,4-di-hidro-2H-
1,2,4-benzotiadiazina-7-sulfonamida) foram gentilmente fornecidos
pelos laboratérios Pharma Nostra e Henrifarma, respectivamente,
com pureza de 99%. Padrdes foram preparados por dissolucio dos
farmacos em solucdo aquosa de etanol (10% v/v).

Zidovudina (AZT, 3’-azido-3’-deoxitimidina) e lamivudina
(3TC, 2’-deoxi-3’-tiacitidina) foram gentilmente fornecidos pelo
Laboratorio Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda., com
pureza de 99%. Padrdes foram preparados por dissolucéo direta dos
farmacos em dgua deionizada.

As amostras de medicamentos foram adquiridas no comércio lo-
cal, correspondendo a medicamentos de referéncia, genérico e similar.

Outros reagentes (4cido, bases, solventes e sais) foram de grau
analitico PA.

Desenvolvimento de modelos multivariados de calibracio

Para o desenvolvimento de modelos multivariados foram
produzidas 25 misturas, contendo 20,0 a 30,0 mg L' de CAP e
10,0 a 15,0 mg L' de HIDRO (ou 19,00 a 29,00 mg L' de AZT e
10,00 a 14,00 mg L' de 3TC). Esta faixa foi definida levando-se
em consideracdo o teor nominal dos firmacos em medicamentos
comercialmente disponiveis, a variagdo mdxima permitida pela
legislacdo (normalmente + 20%) e o coeficiente de absortividade
apresentado por cada farmaco.

Os modelos foram desenvolvidos a partir de 20 misturas, en-
quanto que as 5 restantes (selecionadas em torno do ponto central)
foram reservadas para a fase de validag@o externa. Para melhorar a
eficiéncia dos modelos multivariados, foram utilizados procedimentos
de transformag@o e pré-processamento de dados, dentre os quais se
destacam: dados centrados na média, dados alisados, dados alisados
e derivados e, dados autoescalados.

Os espectros de absor¢do UV-Vis foram registrados entre 190 e
400 nm (captopril-hidroclorotiazida) e entre 190 e 300 nm (zidovu-
nina-lamivudina), utilizando-se espectrofotometro Shimadzu (2410
PC) e cubetas de quartzo de 1 cm de caminho éptico.

Para desenvolvimento dos modelos de calibragdo multivariada
(PLSR) foi utilizado o pacote de programas do PLS-toolbox 3.0
(Eigenvector), o qual opera em ambiente Matlab 6.5 (MathWork).
As matrizes foram construidas utilizando o software Origin 6.1°
(OriginLab).

Analise de medicamentos comerciais

O modelo de calibracdo multivariada de melhor desempenho
(avaliado pelo conjunto de validacdo externa) foi utilizado na de-
terminacdo quantitativa das espécies de interesse em amostras do
medicamento de referéncia, genérico e similar, as quais contém 50 mg
de captopril e 25 mg de hidroclorotiazida (ou 300 mg de zidovudina
e 150 mg de lamivuina), por comprimido.

A massa média dos comprimidos foi determinada utilizando-
se 20 amostras. Posteriormente, estes 20 comprimidos foram
triturados e homogeneizados. Finalmente, uma massa equivalente
a 1 comprimido foi tomada e dissolvida em 1000,00 mL de dgua
deionizada (zidovudina e lamivudina) ou solucio aquosa de etanol
(10% v/v, captopril-hidroclorotiazida). Ap6s filtracio em mem-
brana de acetato de celulose (0,45 wm), diluicdes convenientes
foram realizadas com 4gua deionizada e solu¢do aquosa de etanol,
respectivamente.

Na andlise por cromatografia em fase liquida foi utilizado um
procedimento similar, desta vez utilizando-se a fase mével para
dissolug¢@o e diluicdo das amostras.

Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

Quim. Nova

Ensaios de dissolu¢io

Ensaios de dissolugao foram realizados de acordo com especifi-
cagdes da ANVISA," utilizando-se dissolutor Hanson SR6 composto
por 6 cubas de 1 L.

Para a associac@o captopril e hidroclorotiazida foi utilizado o
aparato 1 (cesta) e meio constituido por HCI 0,1 mol L' (900 mL),
enquanto que para a associagdo de zidovudina e lamivudina foi
utilizado o aparato 2 (pd) e meio constituido por dgua deionizada e
degaseificada (900 mL). E importante salientar que estas condi¢des
configuram um procedimento padrio para a realizacdo dos ensaios,
basicamente em fungio de permitirem que a dissolug@o dos farmacos
ocorra em condi¢cdes que ndo acompanhem a saturacdo do meio,
ou seja, de maneira andloga ao verificado no trato gastrointestinal
(condigdo SINK).

Ambos os ensaios foram realizados em quintuplicata, com con-
trole de temperatura (37 £ 0,5 °C) e agitagdo de 50 rpm, coletando-se
aliquotas em tempos de 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20 e 30 min. As aliquotas
foram imediatamente filtradas em membrana de acetato de celulose
(0,45 pm), diluidas quando necessdrio e analisadas por método es-
pectroscopico multivariado e cromatografico padrao.

Analise cromatografica

As andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia foram
realizadas de acordo com método padrao da Farmacopeia Norte
Americana."

As determinacdes de captopril e hidroclorotiazida foram
realizadas em cromatégrafo Varian 920-LC, equipado com de-
tector ultravioleta (210 nm) e coluna Microsorb-MV 100/5 C8
(250 x 4,6 x 1/4”), utilizando-se fase mdvel constituida de dgua
deionizada:metanol:4acido fosférico (750:250:0,5 v/v). A curva
analitica foi preparada a partir de 8 misturas sintéticas, contendo
entre 2,00 e 60,00 ug mL"' de captopril e 1,00 e 30,00 ug mL"' de
hidroclorotiazida, dissolvidas diretamente em fase mével.

As determinacdes de zidovudina e lamivudina foram realizadas
em cromatografo Varian Pré-Star, equipado com coluna Chompack
C18 (250 x 4,6 x 1/4”") e detector UV (265 nm). Como fase movel
foi utilizada uma mistura de acetonitrila:dgua deionizada:metanol
(70:440:490 v/v). A curva analitica foi preparada a partir de 8 mis-
turas sintéticas, contendo entre 10,00 e 60,00 ug mL! de zidovudina
e 5,00 e 30,00 ug mL"' de lamivudina, dissolvidas diretamente em
fase movel.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Associacao captopril-hidroclorotiazida

A partir dos espectros das substancias puras (Figura 1), € possivel
verificar que o captopril apresenta apenas uma banda de absorcio
centrada em 199,5 nm, a qual € intensamente interferida pelo sinal
da hidroclorotiazida. Para este segundo firmaco observam-se duas
bandas de absor¢do, uma centrada em 225,5 nm e outra em 271,0
nm, sendo que esta dltima se apresenta livre de interferéncias espec-
trais nas concentracdes utilizadas no estudo. Em primeira anélise,
a quantifica¢do convencional de hidroclorotiazida parece possivel,
principalmente utilizando-se o sinal registrado em 271,0 nm. Para
captopril, a necessidade de métodos diferenciados € evidente, em
razdo da forte interferéncia espectral observada. Adicionalmente, €
importante salientar que existe uma grande semelhanca entre os es-
pectros das misturas sintéticas e das amostras de medicamento (Figura
1), o que, pelo menos em principio, sugere pouca interferéncia por
parte dos excipientes que fazem parte da formulacdo (especificidade).
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Figura 1. Espectro eletronico de solucoes aquosas de captopril (25,0 mg L),
hidroclorotiazida (12,5 mg L), mistura sintética e medicamento de referéncia

Inicialmente, os modelos multivariados foram desenvolvidos
utilizando-se espectros centrados na média, pré-processamento
que costuma ser utilizado para corrigir problemas associados ao
deslocamento da linha de base. Para definir o melhor nimero de
variaveis latentes (VL), foi utilizado o critério da minimizacdo do
valor de RMSECYV (raiz quadrada do somatério dos erros de previsiao
ao quadrado) no processo de validac@o cruzada (sistema leave one
out). De acordo com a evolugdo deste parametro (resultados ndo
apresentados), os erros de previsdo sd3o minimizados pelo uso de
duas VL, as quais permitem representar 99,75% da variancia dos
dados espectrais e 98,79% da variancia dos dados de concentracéo.
A inclusdo de um maior nimero de VL contribuiu muito pouco com
a variancia total explicada, a0 mesmo tempo em que provocou um
significativo aumento no erro de previsao de captopril.

Para verificar a presenca de anomalias no conjunto de calibracio
foram utilizados os critérios de residuos de Student e “Leverage”.
Os residuos de Student indicam se as amostras estdo incluidas na
distribuicdo normal, considerando-se um intervalo de confianga
de 95%, enquanto que o “Leverage” corresponde a um pardmetro
que representa a influéncia de um espectro em particular, podendo
ser entendido como a distancia entre cada espectro e o centroide
do conjunto de espectros. Utilizando-se estes critérios (resultados
ndo apresentados) ndo foram observadas anomalias no conjunto de
calibrag@o.

Objetivando-se o aprimoramento dos modelos de calibracio,
foram realizados estudos com diversos tipos de pré-processamento
de sinais e diferentes nimeros de VL (2, 3, 5, 7 e 10 VL). Os resul-
tados, apresentados na forma de erro médio na etapa de validacdo
externa (Figura 2), indicam que todos os modelos desenvolvidos
apresentam capacidade de previsdo comparavel, fornecendo erros
médios inferiores a 2%. Para aplicagdo em andlises subsequentes
foi selecionado o modelo elaborado com espectros centrados na
média (pré-processamento 1) e duas varidveis latentes, que pro-
porciona erros médios de previsdo inferiores a 1% para ambos os
farmacos.

Validagdo do método multivariado

Com o intuito de validar o método multivariado, foram realizados
estudos de acordo com os critérios exigidos pela ANVISA, envolven-
do a avaliag@o de pardmetros de repetibilidade, reprodutibilidade e
robustez, este dltimo frente a mudancas de pH, temperatura e tempo
de leitura. Neste estudo, foi utilizado o modelo multivariado de me-
lhor desempenho, ou seja, aquele desenvolvido com 2 VL e espectros
centrados na média.

Avaliagdo do perfil de dissolugdo de medicamentos 1577
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Figura 2. Evolugdo do erro médio de previsdo (captopril-hidroclorotiazida)
na fase de validagdo externa em fungdo do niimero de varidveis latentes e do
tipo de pré-processamento (1: centrado na média, 2: autoescalado, 3: alisado
e derivado, 4: alisado, 5: derivado)

O teste de repetibilidade avalia a diferenca entre repeti¢des do
mesmo ensaio, executado no mesmo laboratdério, dentro de um curto
periodo de tempo, com o mesmo analista e a mesma instrumenta-
¢do. Os resultados desta avaliagdo (ndo apresentados) demonstram
uma excelente precisdo da metodologia analitica em avaliagdo, com
desvios padrao relativos entre 0,15 e 1,31% e, portanto, dentro dos
limites estabelecidos pela legislacdo vigente (5%). O teste de repro-
dutibilidade € semelhante ao de repetibilidade, com a diferenca de que
a andlise deve ser realizada por outro analista, em outro laboratdrio e
utilizando-se outro equipamento. Os resultados obtidos neste ensaio
sdo apresentados na Tabela 1, demonstrando a obtengdo de desvios
padrdo relativos (DPR) bem inferiores ao valor limite imposto pela
norma especifica (5%).

Adicionalmente, os resultados apresentados na Tabela 1 per-
mitem avaliar a exatiddo da metodologia proposta, em funcdo da
recuperagdo das concentragdes utilizadas no ensaio. Neste caso,
a recuperagdo alcanga valores entre 96,1 e 99,5%, o que pode ser
considerado satisfatério.

A avaliacdo da robustez deve ser considerada durante a fase de
desenvolvimento do método, constatando-se suscetibilidade a varia-
¢des nas condigOes analiticas, as quais deverdo ser adequadamente
controladas ou incluidas como precaucdes no procedimento. Neste
caso, a etapa mais importante na constru¢do do modelo € a obtencio
dos espectros das espécies de interesse. Portanto, a principal obser-
vacdo a ser feita estd representada pelas condi¢des experimentais
que possam alterar a resposta instrumental e, consequentemente, 0s
resultados de previsdo.

A influéncia da temperatura foi avaliada entre 5 e 45 °C,
utilizando-se a mistura que melhor representa a composi¢do dos
medicamentos em estudo (CAP: 25,00 mg L' e HIDRO: 12,50 mg
L"). Em primeira andlise, as mudancas de temperatura ndo provo-
caram nenhum efeito significativo no perfil espectral das amostras,
0 que permitiu a obtencdo de resultados coerentes em toda a faixa
de temperatura estudada, com desvios padrdo relativos inferiores a
2% (Tabela 1).

Resultados bastante similares foram observados com relag¢do
ao tempo de leitura, desta vez com desvios padrdo relativos ainda
menores (Tabela 1).

Na avaliacdo do efeito do pH do meio, foram observadas mudan-
cas espectrais significativas, principalmente envolvendo as bandas
centradas em 200 e 225 nm. A referida modificac@o espectral altera
a capacidade de previsdao dos modelos multivariados (Tabela 1),
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Tabela 1. Resultados da determinacio de captopril e hidroclorotiazida em mis- sdo apresentados na Tabela 2, incluindo-se os resultados obtidos

turas sintéticas utilizadas para avaliagio da reprodutibilidade (n=3) e robustez por aplicagﬁo da técnica cromatogréﬁca padrﬁo. Se for considerado

que o resultado obtido pela aplicacdo da técnica cromatogréfica

Captopril Hidroclorotiazida padrdo corresponde ao valor verdadeiro, podemos observar, em

Concentragdo primeira instancia, a existéncia de inconsisténcias ente os valores

Média  DPR  Média  DPR reais e declarados na bula dos medicamentos, principalmente para

mglh (%) (mglh) (%) as amostras de medicamento de referéncia. A referida diferenca,

Baixa entretanto, encontra-se no limite dos valores de referéncia preco-

CAP: 20,00 mg L! i 19,82 1,18 9,95 0,36 nizados pela ANVISA (até 10%). Comparando-se os resultados
HIDRO: 10,00 mg L' (99,1%) (99,5%) . . . - .

— proporcionados pela técnica cromatografica padrao e pelo método
Iéflzilzaz 500 mg L 24.64 104 1232 027 espect.rosc?pico mL{lFivariado prqposto, é possivel oAbse.rvar um? poa
HIDRO: 12,50 mg L' (98.6%) (98,6%) aproximacao na andlise dos medicamentos de referéncia e genérico.
Alta Em ambos os casos, os erros de previsdo apresentados pelo método
CAP: 30,00 mg L' 28,83 0,98 14,68 0,86 multivariado sdo da ordem de 6% para captopril e entre 2 e 9% para
HIDRO: 15,00 mg L' (96,1%) (97,9%) hidroclorotiazida. Para o medicamento similar observam-se resul-

EFEITO DA TEMPERATURA tados discrepantes, com erros da ordem de 15%, provavelmente em
Concentragdo real 25,0 mg L 12,5 mg L fung¢ao da presenga de excipientes que modificam o perfil espectral
Temperatura 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 °C na regido monitorada.
Concentragdo média encontrada 23,47 mg L' 11,95 mg L' De acordo com os perfis de dissolugdo obtidos por andlise cro-
Desvio padrio relativo 1,66% 1,24% matografica do medicamento de referéncia (Figura 3), a dissolucio
Erro relativo médio 6,13% 4.42% do captopril € bastante rdpida, o que equivale a aproximadamente
EFEITO DO TEMPO DE LEITURA 100% do valor informado na bula a partir de 15 min de ensaio. Por
Concentragao real 25,0 mg L 12,5mg L'
Tempo 0,1,2,3,24, 48 min
Concentragao média encontrada 24,42 mg L' 12,35 mg L! 100+
Desvio padrio relativo 1,25% 0,69%
. ‘1 Ref. CAP
Erro relativo médio 2,32% 1,24% 80 4 2
EFEITO DO pH 9
Concentragao real 25,0 mg L! 12,5mgL! 6’ Ref. HIDRO T
pH 2,9-42-6,1 g 60-
Concentragao média encontrada 26,25 mg L 12,06 mg L"! 3
Desvio padrio relativo 6,36% 4,78% 8
Erro relativo médio 3.92% 437 2 404 —o— Captopril (Multivariado)
—=— Captopril (CLAE)
fazendo com que os desvios observados sejam superiores ao limite 20
de 5% impost?) pela legislagdo para estudosJ de preiisio‘ Em funcdo -~ H?drocloro?az?da (CLA.E) :
- . —o— Hidrocloroiazida (Multivariado)
desta constatacdo, recomenda-se que os modelos sejam desenvolvidos
em valores .de pH. proximos daqueles apresentados pelas amostras 0 _0 5 10 15 20 25 30
que se deseja analisar. TEMPO (min)
Andlise de medicamentos e ensaios de dissolu¢do Figura 3. Perfil de dissolucdo do medicamento de referéncia (captopril-
Os resultados obtidos na andlise das misturas sintéticas do hidroclorotiazida) obtido por método cromatogrdfico de referéncia e método
conjunto de validacdo externa e das amostras de medicamentos espectroscépico multivariado

Tabela 2. Erros relativos médios obtidos na determinag@o de captopril e hidroclorotiazida em misturas sintéticas (validagdo externa) e de medicamentos
utilizando-se modelo multivariado (espectros centrados na média e duas VL, n=3)

VALIDACAO EXTERNA
Amostra Concentragdo real (mg L) Concentragdo encontrada (mg L") Erro (%)
CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO
1 27,5 10,0 27,5 9,8 0,2 -1,6
2 22,5 11,3 229 11,3 1,6 0,1
3 30,0 11,3 30,3 11,2 1,0 0,1
4 225 13,8 22,4 13,7 -0,2 -0,1
5 27,5 13,8 27,7 14,0 0,6 1,5
Erro Médio (%) 0,7 0,7
ANALISE DE MEDICAMENTOS
_ . . Concentragdo prevista (mg L)
Medicamento Concentragio nominal (mg L) Espectroscopia multivariada Cromatografia em fase liquida Erro (%) *
CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO
Referéncia 50,00 25,00 47,6 £ 0.4 22,8 0,1 448+ 14 233+0,5 6,3 -2,1
Genérico 50,00 25,00 45,5+0,6 22,6 £0,2 48,7+ 1,8 249+0,3 - 6,6 -9,2
Similar 50,00 25,00 44,7+ 0,5 22,4 +0,1 51,8+ 1,6 26,6 + 0,6 -13,7 -15,8

* Erro relativo em relagio ao valor determinado por técnica cromatografica padrao.
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sua vez, a hidroclorotiazida dissolve mais lentamente, alcancando
valores da ordem de 85% do valor nominal em 30 min de ensaio. Estes
resultados sdo coerentes com os limites impostos pela Farmacopeia
Americana,'* os quais correspondem a dissolu¢do de pelo menos
80% do teor nominal de captopril e 60% do teor nominal de hidro-
clorotiazida, em tempos de 20 e 30 min, respectivamente. Os perfis
de dissolucdo obtidos por espectroscopia multivariada siio bastante
similares aos obtidos pelo método cromatogréfico padrao (Figura 3),
com discrepancias que podem ser devidas a imprecisdes na coleta de
amostras, o que, em funcdo da rdpida dissolu¢ao dos medicamentos,
torna-se critico nos primeiros momentos do ensaio.

Resultados igualmente coerentes foram observados em ensaios de
dissolucdo envolvendo os medicamentos genérico e similar (Figura
1S, material suplementar).

Associac¢ao zidovudina-lamivudina

Zidovudina e lamivudina apresentam forte absor¢io na regido
ultravioleta, absorc¢do esta que € caracterizada por dois maximos bem
definidos (Figura 4). A interferéncia espectral entre estas espécies é
bastante evidente, o que, em primeira andlise, sugere inconveniéncia
de sistemas convencionais de calibragdo. Trata-se de um argumento
relevante, uma vez que justifica o estudo de sistemas alternativos de
calibrag@o.

""" Medicamento de referéncia - - -- Mistura ZIDO+LAMI
—— Zidvudina —— Lamivudina

2,8

NH,

2,4

2,0

ABSORVANCIA

1,64
1,2
0,8

0,4

o+

190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

Figura 4. Espectro eletronico de solugcoes aquosas de zidovudina (24,0 mg

L"), lamivudina (12,0 mg L), mistura sintética e medicamento de referéncia

Como no caso anterior, modelos multivariados foram desen-
volvidos com diversos tipos de pré-processamento de sinais e
diferentes nimeros de VL. Os resultados, apresentados na forma de
erro médio na etapa de validagdo externa (Figura 5), indicam que
todos os modelos desenvolvidos apresentam capacidade de previsao
compardavel, fornecendo erros médios inferiores a 2,5% (zidovudina)
e 1,5% (lamivudina). Para aplicacdo em andlises subsequentes foi
selecionado o modelo elaborado com espectros centrados na média
(pré-processamento 1) e trés varidveis latentes, as quais sdo respon-
saveis por 99,79% da variancia dos dados de concentracio e 99,96%
da variincia dos dados espectrais.

Validagdo do método multivariado

Como no caso anterior, a precisio foi avaliada em dois niveis
diferentes (repetibilidade e reprodutibilidade), por meio de andlise
em triplicata de trés misturas sintéticas contendo concentracdes altas,
médias e baixas de ambos os farmacos. Os resultados desta avalia-
¢do (Tabela 3) demonstram uma excelente precisdo da metodologia
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Lamivudina

Zidovudina

Erro médio
de Previséo (%)

S,
%

Figura 5. Evolugcdo do erro médio de previsdo (zidovudina-lamivudina)
na fase de validagdo externa em fungdo do niimero de varidveis latentes e
do tipo de pré-processamento (1: centrado na média, 2: autoescalado, 3:
alisado e derivado)

analitica em avalia¢@o, com desvios padrdo relativos entre 0,10 e
0,64%, portanto, dentro dos limites estabelecidos pela ANVISA (5%).

Adicionalmente, os resultados apresentados na Tabela 3 per-
mitem avaliar a exatiddo da metodologia proposta, em funcdo da
recuperagdo das concentragdes utilizadas no ensaio. Neste caso, a

Tabela 3. Resultados da determinag@o de lamivudina e zidovudina em mistu-
ras sintéticas utilizadas para avalia¢do da reprodutibilidade (n=3) e robustez

Zidovudina Lamivudina
Concentragdo Média DPR Média DPR
(mgL) (%)  (mgLh) (%)
Baixa
ZIDO: 19,00 mg L! 19,79 0,28 9,93 0,20
LAMI: 10,00 mg L™! (104,1%) (99,3%)
Média
ZIDO: 24,00 mg L! 24,43 0,04 11,64 0,39
LAMI: 12,00 mg L*! (101,8%) (97,0%)
Alta
ZIDO: 29,00 mg L! 29,11 0,33 13,69 0,10
LAMI: 14,00 mg L*! (100,4%) (97,8%)
EFEITO DA TEMPERATURA
Concentragio real 24,0 mg L 12,0 mg L
Temperatura 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 °C
Concentragdo média encontrada 23,17 mg L 11,98 mg L*!
Desvio padrio relativo 1,54% 2,77%
Erro relativo médio 3,46% 0,17%
EFEITO DO TEMPO DE LEITURA
Concentragdo real 24,0 mg L™ 12,0 mg L*!
Tempo 0,1,2,3,24, 48 min
Concentragdo média encontrada 23,40 mg L 11,71 mg L
Desvio padrio relativo 0,46% 0,27%
Erro relativo médio 2,49% 2,42%
EFEITO DO pH
Concentragdo real 24,0 mg L 12,0 mg L"!
Conc. Erro (%) Conc. Erro (%)
prevista prevista
(mg L) (mg L)
pH3 32,23 (34,29) 7,31 (-39,09)
pHS 24,72 (2,99) 11,33 (-5,62)
pH6 24,15 (0,62) 12,11 (0,93)
pH7 2236  (-6,82) 11,28 (-5,98)
pHO 21,28 (-11,35) 10,94  (-8,81)
pH 10 23,07  (-3,86) 790  (-34,13)
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recuperagdo alcanga valores entre 97,0 e 104,1%, o que poder ser
considerado satisfatério.-

A robustez do método foi avaliada através da andlise de uma mis-
tura sintética contendo 24,0 mg L' de AZT e 12,0 mg L' de 3TC em
condigdes de diferentes valores de pH, temperatura e tempo de leitura.
Os resultados (Tabela 3) indicam que mudangas na temperatura ou no
tempo de leitura nio provocam modificagdes significativas do sinal
espectral, e que, consequentemente, ndo prejudicam a capacidade de
previsdo do modelo. Neste estudo, desvios médios inferiores a 3% e
erros de previsdo médios inferiores a 4% foram obtidos, valores que se
encontram dentro dos limites estabelecidos para este tipo de método.

Diferentemente, mudangas no pH das amostras levam a obtengao
de elevados erros de previsdo, principalmente em razdo das signi-
ficativas mudancas provocadas no perfil espectral dos substratos.
Zidovudina e lamivudina apresentam valores de pKa de 9,8 e 4,3,
respectivamente, o que faz com que o equilibrio de protonacio seja
sensivelmente modificado em valores de pH préximos a estes valo-
res. Desta forma, a capacidade de previsdo do modelo € seriamente
comprometida em meio dcido (pH 3) ou bdsico (pH 10), o que leva
a obtencdo de erros de previsdo da ordem de 30%. Trabalhando-se
em pH entre 5 e 7, uma boa capacidade de previsdo € observada
(erros de previsdo inferiores a 7%), enquanto que se trabalhando
no mesmo pH em que o modelo foi desenvolvido (pH 6), os erro de
previsdo sdo significativamente reduzidos (<1%). Estas observagdes
salientam a necessidade de um controle de pH utilizando-se, por
exemplo, solugdes tampao.

Andlise de medicamentos e ensaios de dissolugcdo

Utilizando-se o modelo de melhor desempenho, foram observados
erros médios de previsao da ordem de 1% para ambos os farmacos nas
amostras de validagdo externa (Tabela 4). Na andlise de medicamentos
(Tabela 4), erros de previsdo médios inferiores a 8% foram obser-
vados, em relac@o aos valores medidos pela técnica cromatografica
padrdo, o que atesta a boa capacidade do sistema multivariado para
quantificac@o de associagdes de lamivudina e zidovudina.

O perfil de dissolug¢do do farmaco de referéncia, avaliado por
cromatografia em fase liquida, € apresentado na Figura 6. Em funcéo
deste comportamento, o medicamento pode ser considerado de pronta
liberagdo, alcangando aproximadamente 80% da sua concentraciio
nominal nos primeiros 5 min de teste. Este resultado estd em confor-
midade com a norma brasileira,'® que estabelece uma dissolugio ndo
menor que 80% em 60 min de ensaio. Os perfis de dissolucdo obtidos
pelo método espectroscopico multivariado sdo bastante similares, com
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discrepancias provavelmente decorrentes da imprecisio associada a
rapida dissolu¢do dos medicamentos.
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Figura 6. Perfil de dissolucdo do medicamento de referéncia (zidovudina-
lamivudina) obtido por método cromatogrdfico de referéncia e método
espectroscopico multivariado

Resultados igualmente coerentes foram observados em ensaios de
dissolu¢@o envolvendo medicamentos genéricos (Figura 2S, material
suplementar).

CONCLUSOES

A regressdo por minimos quadrados parciais (PLSR) permite
o desenvolvimento de modelos espectroscépicos multivariados de
excelente capacidade de previsdo, o que permite a determinagdo
simultdnea de firmacos em associacdes farmacéuticas (captopril-
hidroclorotiazida e zidovudina-lamivudina), mesmo na presenca de
importante interferéncia espectral. Os modelos referidos podem ser
utilizados com sucesso na quantificacdo dos firmacos em medica-
mentos e em ensaios de dissolucio, com excelente aproximagdo em
relagdo aos resultados proporcionados pelas técnicas cromatograficas
padrio. Trata-se de uma constatacdo extremamente relevante, prin-
cipalmente em fun¢do da usual complexidade das rotinas analiticas
fundamentadas em cromatografia em fase liquida e da simplicidade
das rotinas multivariadas fundamentadas em espectroscopia UV-VIS.

Tabela 4. Erros relativos médios obtidos na determinacao de zidovudina e lamivudina em misturas sintéticas (validagio externa) e de medicamentos utilizando-

se modelo multivariado (espectros centrados na média e trés VL, n=3)

VALIDACAO EXTERNA
Amostra Concentragdo real (mgL™") Concentragdo encontrada (mg L") Erro (%)
ZIDO LAMI ZIDO LAMI ZIDO LAMI
1 19,00 12,00 12,14 -0,23 1,18
2 22,00 11,00 11,04 -1,34 0,35
3 22,00 13,00 13,08 2,65 0,59
4 26,00 11,00 10,89 1,04 -1,05
5 29,00 13,00 13,19 -0,26 1,45
Erro Médio (%) 1,10 0,92
ANALISE DE MEDICAMENTOS
N . Concentragdo prevista (mgL")
Concentra¢do nominal (mgL") - - — Erro (%)*
Cromatografia em fase liquida Espectroscopia multivariada
ZIDO LAMI ZIDO LAMI ZIDO LAMI ZIDO LAMI
Referéncia 240 120 21,11+ 1,19 12,13+0,98 21,59+ 0,58 11,40+ 0,15 2,27 -6,02
Genérico 21,95+0,29 11,27+0,14 20,93+0,28 10,39+0,31 -4,64 -7,80

* Erro relativo em relac@o ao valor determinado por técnica cromatografica padrao.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Esta disponivel em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de
arquivo pdf, com acesso livre. Na Figura 1S apresenta-se o perfil
de dissolugdo do medicamento genérico da associa¢do captopril-
hidroclorotiazida, obtido por método cromatografico de referéncia
e método espectroscopico multivariado. Na Figura 2S apresenta-se
o perfil de dissolu¢ido do medicamento genérico da associag@o zido-
vudina-lamivudina, obtido por método cromatogréfico de referéncia
e método espectroscopico multivariado.
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