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VALIDATION OF QUANTITATIVE 'H NMR METHOD FOR THE ANALYSIS OF PHARMACEUTICAL FORMULATIONS.
The need for effective and reliable quality control in products from pharmaceutical industries renders the analyses of their active
ingredients and constituents of great importance. This study presents the theoretical basis of 'H NMR for quantitative analyses
and an example of the method validation according to Resolution RE N° 899 by the Brazilian National Health Surveillance Agency
(ANVISA), in which the compound paracetamol was the active ingredient. All evaluated parameters (selectivity, linearity, accuracy,
repeatability and robustness) showed satisfactory results. It was concluded that a single NMR measurement provides structural and
quantitative information of active components and excipients in the sample.
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INTRODUCAO

As industrias farmacéuticas e os 6rgdos governamentais tém
procurado cada vez mais garantir a qualidade dos medicamentos
comercializados no pais. Devido a isso, hd uma demanda crescente
por métodos de controle de qualidade que, além de serem seguros
e confidveis, sejam simples, rdpidos, de baixo custo, com o minimo
de residuo quimico e que possam ser aplicados a um grande nimero
de principios ativos e excipientes, sejam eles na matéria-prima ou
nos produtos finais (medicamentos). Com este objetivo sdo usados
métodos normatizados, tais como os farmacopeicos.

Caso haja a necessidade de se desenvolver novos métodos, eles
devem ser validados de acordo com as normativas especificas. Para
que os resultados obtidos em andlises de medicamentos sejam aceitos
pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria), érgdo
responsdvel pelos registros e pela fiscalizagdo de medicamentos no
Brasil, essas validagdes devem ser baseadas na Resolugao RE n° 899.!

As técnicas mais empregadas para andlises de farmacos sdo as
cromatograficas acopladas a diversos detectores e as espectroscopicas,
como as espectroscopias na regido do ultravioleta visivel (UV-Vis),
na regido do infravermelho médio (FTIR) e infravermelho préximo
(NIR).2J4 a espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear
(RMN), que € uma das técnicas mais importantes de andlise qualita-
tiva de principios ativos, ainda € pouco usada para fins quantitativos
na inddstria farmacéutica brasileira. Além disso, sdo encontrados
poucos estudos quantitativos por RMN validados na literatura’ e,
considerando-se o desenvolvimento de novos métodos quantitativos,
sua validacdo se torna indispensavel.

Alguns métodos para andlises de fairmacos usando-se a RMN de
alta resolugao ja foram reconhecidos e oficializados por farmacopeias
internacionais.* Como exemplo, podem ser citadas as monografias
do citrato de orfenadrina e do nitrito de amila. A primeira aborda
a quantificagdo do isdmero orto (analito de interesse) em relacio
aos isdmeros meta e para, os quais ndo podem ultrapassar 3,0% na
formulag@o farmacéutica. J4 a monografia do nitrito de amila aborda
sua identificagdo e quantificacdo absoluta empregando-se, para isso,
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o composto benzoato de benzila como padrio interno.’ No entanto,
algumas dessas aplicacdes estdo muito aquém da potencialidade da
técnica de RMN como uma ferramenta para controle de qualidade
de principios ativos e excipientes em medicamentos, uma vez que
esta técnica pode fornecer informagdes quantitativas significativas
simultaneamente as qualitativas.

Assim, neste trabalho sdo apresentadas a base tedrica da RMN
de 'H para andlises quantitativas (RMN(q), um exemplo de validacdo
de método seguindo-se a Resolu¢do RE n° 899 e o emprego deste
método para andlises quantitativas, simultaneamente as qualitativas,
de formulagdes comerciais, nas quais o paracetamol € o principio
ativo majoritdrio.

FUNDAMENTOS TEORICOS DA RMNgq

A teoria basica de RMN estd descrita em vdrios livros texto e
ndo € objeto deste artigo, somente o seu uso em andlises quantitati-
vas (RMNQ).® A relagdo fundamental mais importante das medidas
de RMNq de 'H € que a drea do sinal de um espectro de RMN de
'H (Ap) € diretamente proporcional ao niimero de hidrogénios (Nj,)
que absorvem energia na radiofrequéncia referente a este sinal, de
acordo com a Equagdo 1, onde K € uma constante do espectrometro.’

A=KN, (1

Para que esta relagdo seja verdadeira em aparelhos de RMN
pulsados, como os usados atualmente, € necessario que 0s spins
dos hidrogénios estejam na condi¢@o de equilibrio térmico, o que
equivale a um tempo de repeticdo da sequéncia de pulsos de, pelo
menos, cinco vezes o maior tempo de relaxagdo longitudinal (T)).®
Ap6s a aquisicdo do sinal de RMN no dominio do tempo, o espectro
de RMN de alta resolugdo € obtido ap6s a aplicagio da transformada
de Fourier. Neste caso, uma mesma molécula pode apresentar varias
linhas espectrais, de acordo com as diferencas de deslocamento
quimico de seus nucleos de hidrogénio.” Assim, para as andlises
quantitativas pode-se escolher um dos sinais de maior intensidade e
que nio se sobreponha aos outros sinais espectrais.

A maneira mais simples para se obter uma informagao quantitativa
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através dos espectros de RMN € a determinag@o relativa, na qual a
razdo molar de dois compostos pode ser calculada empregando-se
a Equacdo 2.7
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onde: n = quantidade de matéria (mol) de um composto; A = drea
referente a linha de ressonancia e N = niimero de ntcleos que absor-
vem na frequéncia da linha de ressonancia.

Consequentemente, a fracdo molar de um determinado composto
X em uma mistura com m componentes também pode ser calculada
pela Equac@o 3.7
n A /N,
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Os primeiros estudos quantitativos de RMN surgiram utilizando
esse tipo de quantificagdo. Em 1963, Jungnickel e Forbes demons-
traram experimentalmente que a razao das dreas dos sinais de 'H, em
26 substancias organicas, correspondia a razdo entre a quantidade de
nuclideos quimicamente diferentes, presentes nas moléculas.® Hollis,
também 1963, analisou diferentes misturas conhecidas de aspirina,
cafeina e fenacetina e observou uma relacio quantitativa entre as
areas dos sinais de RMN de 'H e a porcentagem dessas substancias
nas misturas.’

Para a obteng¢@o do teor de analito em uma determinada matriz,
uma abordagem diferente deve ser utilizada: a quantifica¢do absoluta.
Paraisso € necessdrio o emprego de um padrdo interno (PI) de pureza
conhecida e, a partir da razdo da area da linha de ressonancia cor-
respondente ao padrdo interno e da drea do analito, efetuar o calculo
descrito na Equacgio 4:’
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na qual: x = analito; P = pureza ; A = area do sinal de ressonancia;
N = nimero de nicleos que absorvem na frequéncia do sinal de
ressonancia; M = massa molar; m = massa de amostra.

Nesse contexto, a medida quantitativa absoluta por RMN de alta
resolu¢@o pode ser considerada como um método de padronizagio
primdria, uma vez que para a realizac@o da andlise € desnecessaria
a construgdo de uma curva de calibracdo, bem como o emprego de
padrdes de referéncia idénticos aos analitos.

Esta € uma grande vantagem da RMNq quando comparada as
técnicas cromatogréficas e demais técnicas espectroscopicas, as
quais necessitam desses padrdes para a construcao da curva analitica,
pois a aquisicdo desses compostos padronizados, muitas vezes, ¢ um
processo demorado (quando pode envolver importa¢do) e nem sempre
se encontram disponiveis no mercado mundial.

Apesar do custo considerdvel do equipamento de RMN, outras
vantagens do emprego da RMN(q podem ser destacadas: a possibilida-
de de determinacdo de estruturas a nivel molecular (andlise qualitativa
simultinea a quantitativa); as medidas podem ser realizadas em tempo
relativamente curto (considerando-se nuclideos abundantes); dispensa
isolamento do analito quando o mesmo estiver presente em mistura
(desde que haja a seletividade necessdria); possibilidade de andlise
simultanea de analitos diferentes em uma mesma medida (se houver
seletividade), entre outras.”

A técnica RMNq, além de apresentar essas vantagens, fornece
resultados similares ou superiores aos obtidos através de técnicas
cromatograficas, quando o analito se encontra em alta concentragio
(constituinte majoritdrio), como € o caso dos ativos em produtos
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formulados. Esta comparacao estd documentada na literatura.'®

Devido a fatos como esses, somados ao desenvolvimento de novos
espectrdmetros com maior sensibilidade e resolucdo, os métodos
quantitativos via RMN estdo em ascendéncia.

PARTE EXPERIMENTAL
Preparo das amostras

O composto dimetil sulfona (material de referéncia certificado-
-MRC, rastredvel ao National Institute of Standards and Technology
- NIST) 99,65 + 0,08%, empregado como padrio interno (PI), foi
adquirido da Sigma Aldrich e a substincia de referéncia (SR) de
paracetamol 99,8%, da Fiocruz. As amostras comerciais avaliadas
foram adquiridas no mercado local (Sdo Carlos-SP).

Todas as pesagens foram realizadas em uma balanca semimicro
analitica, modelo AUW 220D, da Shimadzu (capacidade 82 g/220 g
e precisdo 0,1 mg/0,01 mg). Para as transferéncias de volumes se uti-
lizaram micropipetas automadticas, modelo Research®, da Eppendorf,
de volumes varidveis 10 -100 e 100 -1000 uL, previamente aferidas
(erro < 1,0%).

Nos ensaios de seletividade/especificidade foram analisados os
brancos: do solvente (BS); do padrao interno (BPI), da substancia de
referéncia (BSR) e das amostras comerciais (BST).

Para o ensaio de linearidade, pesaram-se 5 massas diferentes da
SR, juntamente com uma determinada massa de PI (aproximada-
mente 5,0 mg), de forma a abranger uma faixa de trabalho de 1,0 a
10,0 mg. Essas amostras foram colocadas em tubos tipo Eppendorf,
onde foram adicionados 600 pL DMSO-d; com agitagdo manual
até completa solubilizag¢do. Em seguida, transferiram-se as solucoes
obtidas para os tubos de RMN de 5 mm, nos quais foram adicionados
aproximadamente 10 uL de TMS (tetrametilsilano) para a calibracio
do espectro (8 = 0,00 ppm) e o ajuste da homogeneidade do campo
magnético principal.

Para os demais ensaios da validac¢do foram preparadas amostras
de 3 massas de SR diferentes (aproximadamente 1,0; 5,0 e 10,0
mg), em triplicata, da mesma maneira descrita anteriormente. Em
um dos ensaios de robustez (RBI, RBII e RBIII) as massas pesadas
foram dissolvidas em metanol deuterado e ndo em DMSO-d,, como
Nos outros ensaios.

Diferentes tipos de formulacdes comerciais foram analisados.

Formulagoes liquidas
As andlises quantitativas dessas amostras foram realizadas em

triplicata, da seguinte maneira:

e quantificac@o - transferiram-se aliquotas dos medicamentos (sol/,
sol2 e sol3) que contivessem em seus respectivos volumes uma
massa de ativo de aproximadamente 5,0 mg para os tubos tipo
Eppendorf, nos quais haviam massas de PI previamente pesadas.
A estes tubos foi adicionado um volume tal de DMSO-d, que
completasse os 600 pUL e agitou-se manualmente até completa
homogeneizagio;

e recuperagdo - prepararam-se amostras (sol3) da mesma maneira
descrita anteriormente, pesando-se, juntamente com o PI, uma
massa de aproximadamente 3,00 mg de SR.

Formulagaoes solidas

Para os comprimidos simples (compl e comp2) e efervescente
(comp3), inicialmente determinou-se a massa de cada comprimido a
ser analisado e, entdo, realizou-se a moagem até se obter um po fino.
Para a capsula (comp4), pesou-se a massa do medicamento em pé
que estava no interior do revestimento. Essas amostras foram quan-
titativamente analisadas em triplicata, conforme descricéo a seguir:
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e quantificagdo - pesaram-se em tubos tipo Eppendorf, que conti-
nham aproximadamente 5,0 mg de paracetamol, massas de Pl e
dos comprimidos. A esses tubos foi adicionado um determinado
volume de solvente (800 UL na amostra comp2; 1000 uL nas
amostras compl e comp4 e 1100 UL na amostra comp3), seguido
de agitagdo em um vortex durante 3 min, a 3000 rpm. Apds agita-
¢do, as amostras foram submetidas a centrifugagdo durante 5 min,
a 10000 rpm. Por fim, aliquotas das solugdes sobrenadantes (600
UL da amostra comp2 e 500 puL das demais) foram transferidas
para os tubos de RMN de 5 mm, nos quais foram adicionados
aproximadamente 10 uL. de TMS (tetrametilsilano). Nos tubos de
RMN que continham as amostras comp1, comp3 e comp4 foram
também adicionados mais 100 UL de solvente DMSO-d;

e recuperacdo - adicionaram-se 500 pL das solugdes restantes, que
foram reservadas, aos tubos tipo Eppendorf contendo uma massa
de SR previamente pesada e procedeu-se da mesma maneira
descrita anteriormente.

Para a andlise de outros ativos presentes em algumas das for-
mulacdes estudadas, prepararam-se novas amostras sol3 e comp3,
também em triplicata. Para isso, 450 uL da amostra sol3 foi diluida
em 150 uL. de DMSO-d, e os 600 UL da solucdo obtida foram trans-
feridos para um tubo de RMN de 5 mm, no qual foram adicionados
aproximadamente 10 pL. de TMS. Um branco da amostra comp3 em
D,0 foi previamente preparado dissolvendo-se aproximadamente
10 mg da amostra em 600 UL do solvente. As massas de comp3
pesadas para as quantificacdes foram dissolvidas em 1200 puL de
dgua deuterada (D,0). Apés agitagdo no vortex (3 min, 3000 rpm)
e centrifugacdo (5 min, 10000 rpm), 600 puL da solucdo obtida
foram transferidos para um tubo de RMN. Neste caso, o ajuste da
homogeneidade do campo magnético principal e a referéncia da
escala de deslocamento quimico foram realizados baseando-se no
sinal da dgua (8 = 4,81 ppm).

Analises por RMN

As medidas de RMN de 'H foram executadas a temperatura
ambiente (T = 21 °C), em um espectrometro Varian INOVA 400 de
9,4 Tesla, utilizando-se uma sonda multinuclear de observagao direta
de 5 mm, com um giro de 20 Hz.

Com uma das réplicas preparadas, inicialmente realizou-se a
calibracdo do pulso variando-se o tempo de duragdo do mesmo (pw)
de 13,4 até 40 us, a uma poténcia (tpwr) de 52 dB. Obteve-se um
tempo de 17,15 ps para um pulso de 90°.

Apés determinagdo desse parimetro, estimou-se o tempo de
relaxacdo longitudinal (T,) empregando-se a sequéncia de pulsos de
inversdo e recuperagdo; o T, obtido para o sinal de interesse mais lento
foi de 3,5 s. Considerando-se o tempo estimado neste experimento
e um tempo de aquisigdo (at) igual a 6,7 s, o tempo de reciclo esta-
belecido foi de 20 s (d,). Foram acumulados 8 transientes (nt) com
64000 pontos durante a aquisi¢do (np) em uma janela espectral (sw)
de 4799,9 Hz e um ganho igual a 42, para as ensaios de validacio, e
22, para algumas das amostras comerciais.

Os espectros foram processados com 65536 pontos (fn), utilizan-
do-se uma multiplicagdo exponencial com um 1b = 0,3 Hz, corregdes
automaticas da linha de base e corre¢do manual da fase. As integracoes
também foram executadas manualmente, respeitando-se um intervalo
de 20 vezes a largura de linha (v) a meia-altura do sinal (20 x Av,).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Neste trabalho, o estudo foi particularizado para formulagdes

farmacéuticas de mesmo principio ativo majoritdrio, o paracetamol.
O paracetamol € um dos analgésicos/antipiréticos mais vendidos no
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mundo (hd mais de 15 marcas com essa substancia), que pode ser
adquirido sem prescri¢do médica.' Devido a esta grande e crescen-
te demanda, muitos métodos para a quantificacdo desse composto
sdo encontrados na literatura,'? porém, na maioria das vezes, esses
métodos sdo complicados e ndo estdo de acordo com as exigéncias
da ANVISA.

Meétodos oficiais para andlise de paracetamol em diferentes for-
mulacdes farmacéuticas sdo encontrados em farmacopeias, inclusive
na brasileira. Os métodos descritos nas monografias das farmacopeias
para a determinagao do teor do ativo abordam andlises por espectro-
fotometria de absor¢@o no ultravioleta e por cromatografia liquida
de alta eficiéncia, as quais exigem etapas trabalhosas de preparagio
de amostra.'?

Neste caso, a utilizagdo da RMN, além de ser mais prdtica,
mais rdpida e exigir menor quantidade de solventes, possibilitaria
a quantificagdo de outros compostos presentes, além de fornecer,
simultaneamente, as informagdes qualitativas presentes no espectro
obtido, o qual poderia ser empregado nos ensaios de identificagcdo
do principio ativo e dos excipientes, o que eliminaria mais algumas
etapas analiticas.

A Figura 1A apresenta o espectro de RMN de 'H e a estrutura do
paracetamol, N-(4-hidroxifenil) acetamida, (MM=151,1626 g/mol).
A quantificagio desse analito foi realizada em relacdo ao composto
dimetil sulfona (MM=94,1338 g/mol), empregado como padrdo
interno (PI). O espectro de 'H adquirido, a estrutura quimica e a
atribui¢ao dos sinais dos hidrogénios deste composto estdo ilustrados
na Figura 1B. Os sinais usados na quantificaciio foram os simpletos
localizados em 1,99 ppm, referentes ao grupo metila do paracetamol
(3H), e em 3,00 ppm, referentes aos dois grupos metila do PI (6H).
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Figura 1. Espectro de RMN de 'H da substdncia de referéncia, paracetamol
(A), e do material de referéncia certificado, dimetil sulfona (B), com as atri-
buigoes dos sinais numerados nas respectivas formulas estruturais

O intervalo de integracdo empregado para a quantificagdo
(20 x Av,,,) foi 0 mesmo para ambos os sinais e corresponde a
aproximadamente 97% da drea total de um sinal lorentziano.'* No
entanto, essa porcentagem ndo € relevante no método proposto,
uma vez que nos cdlculos efetuados para a quantificacéo se utiliza
arazdo das dreas do analito e do padrdo interno. Como o intervalo
de integragdo foi o mesmo para ambos os sinais, essa porcentagem
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¢é idéntica e se cancela nos célculos. Por isso, o importante nesses
casos € garantir que o intervalo de integrag¢do seja 0 mesmo para
os sinais a serem integrados.

Validacio do método por RMN de 'H

A validacdo do método para a quantificagdo de paracetamol foi
realizada baseando-se na Resolu¢io RE n°® 899 — Guia para Validacdo
de Métodos Analiticos e Bioanaliticos, de 29/05/2003, aprovada pelo
Adjunto da Diretoria Colegiada da ANVISA, em margo de 2003.'
De acordo com essa resolucdo, devem ser realizados os ensaios
de especificidade, linearidade, intervalo, precisdo (repetitividade e
intermedidria), exatiddo e robustez na validacdo de métodos para
a determinacio de principios ativos em produtos farmacéuticos ou
matérias-primas.’

O objetivo do ensaio de especificidade/seletividade € garantir
que os sinais a serem integrados para a quantificacio correspondam
apenas ao analito. Para isso, foram obtidos separadamente os espec-
tros do solvente, do padrao interno e da substancia de referéncia.
Desta maneira, verificou-se que os sinais presentes em cada um dos
espectros ndo se sobrepunham.

Na Tabela 1 estdo descritos os resultados médios obtidos nos
demais ensaios da validacdo do método analitico.

Tabela 1. Valores dos parametros de validacdo por RMNq

Ensaio Resultado * Valor aceito ®
linearidade r=0,991 r>0,99
exatidao 99,39% 98-102% ©
repetitividade CV =2,5% CV <5,0%
precisdo intermedidria CV=1"7%

robustez CV =2,5%

“resultado obtido a partir da média de todas as replicatas analisadas (n = 9);
®valores de acordo com a Resolugéo RE n°® 899; ¢intervalo de acordo com a
NBR ABNT 14029

A curva de linearidade foi construida com 5 concentragdes dife-
rentes do analito, conforme recomendacdo da Resolugdo RE n°® 899.!
O intervalo ficou determinado pelo menor (1,0 mg) e maior (10,0 mg)
ponto dessa curva, a qual resultou em um coeficiente de correlagao (r)
igual 2a0,991. Como o valor obtido foi superior ao critério minimo de
aceitagdo descrito na RE n°® 899 (r > 0,99),' o ensaio de linearidade
foi considerado vélido.

Apesar da normativa em questdo exigir o ensaio de linearidade,
para dados de RMN a necessidade deste ensaio pode ser questiona-
da, devido a particularidades da técnica. Como a drea do sinal de
RMN sempre sera proporcional ao nimero de nuclideos (Equacao
1), a linearidade poderia ser considerada intrinseca da técnica,
uma vez que em qualquer faixa de trabalho o sinal de resposta
serd diretamente proporcional a concentragdo do analito. Para me-
didas de RMN, esta faixa de trabalho € delimitada pelo limite de
quantifica¢do (nivel inferior) e pelo nivel superior que dependerd
da solubilidade da amostra nos 600 puL de solvente empregado no
seu preparo ou do receptor do espectrometro, pois, caso a amostra
seja bastante soldvel, os sinais oriundos da sua alta concentragao
saturardo o receptor.

O ensaio de exatidao foi realizado aplicando-se o método ana-
litico proposto na andlise de uma substancia de pureza conhecida: a
substancia de referéncia de paracetamol. De acordo com a normativa
seguida, a exatiddo € expressa pela relacdo entre a concentragdo média
determinada experimentalmente e a concentracdo tedrica correspon-
dente, conforme a Equagao 5:'
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ureza média experimental
Exatidao (%) = £ pe x100 )
pureza teorica

Para a determinacdo da drea do analito, realizou-se a integracio
respeitando-se a sua largura de linha (20 x Av, ,), de forma similar ao
tratamento dado ao sinal do PI. A drea do sinal do PI foi referenciada
como 1000 e obteve-se o valor para a drea do analito em relacio a
esta drea de referéncia.

Os valores da pureza média experimental (teor em %, m/m)
foram calculados a partir da Equag@o 4 e os de exatiddo a partir
da Equacdo 5. O resultado médio obtido, 99,39% de exatidao, foi
considerado satisfatorio e também valido, baseando-se na norma
da ABNT (Associacio Brasileira de Normas Técnicas) NBR 14029
(98-102%)," ja que nio ha especificacdo na Resolucdo RE n°® 899.

Os ensaios de repetitividade e de precisdo intermedidria avaliam
aprecisdo do método analitico, a qual pode ser expressa como desvio
padrio relativo (DPR) ou coeficiente de variagdo (CV%).!

Conforme a Resolucdo RE n°® 899, a repetitividade do método foi
avaliada a partir dos resultados de 9 determinagdes, contemplando-se
o intervalo linear do método com 3 replicatas cada e utilizando-se
as mesmas amostras analisadas no ensaio de exatiddo. O ensaio de
precisdo intermedidria foi realizado por outro analista, apds 2 dias,
de acordo com o recomendado na normativa. Os resultados obtidos
em ambos os ensaios foram considerados validos, pois resultaram
em coeficientes de variagdo menores do que o maximo permitido na
Resolugdo RE n° 899 (CV% < 5,0).!

O ensaio de robustez ¢ importante para se constatar a suscep-
tibilidade do método as variagdes nas condicdes analiticas. Essas
variacdes deverdo ser controladas e devem ser incluidas precaugdes
no procedimento.!

A primeira varidvel modificada foi a massa de PI empregada
nos ensaios. Diferentemente dos ensaios anteriores, nos quais se
utilizaram aproximadamente 5,0 mg de PI, o ensaio de robustez foi
feito inicialmente com o emprego de aproximadamente 1,0 mg de
PI. Nessas condicdes verificou-se que a precisio e a exatidao foram
inferiores e excederam o limite de CV aceito pela normativa; isso
se deveu, muito provavelmente, ao fato dessa massa estar mais pro-
xima do erro da balanga (+ 0,01 mg). Concluiu-se, entdo, que uma
massa de 1,0 mg de PI ndo poderia ser empregada no método, com
a balanca utilizada.

Em seguida, novamente variou-se a massa de PI, mas para um
valor superior (10 mg) ao empregado nos outros ensaios, juntamente
com a utilizagdo de metanol deuterado no lugar do DMSO-d,. Essas
modifica¢des ndo resultaram em alteracdes significativas na precisio
e na exatidao do método, quando comparadas aos ensaios de repetiti-
vidade e de exatiddo. Concluiu-se que uma massa de PI superior a 5,0
mg poderia ser empregada, assim como outros solventes, desde que
0s sinais ndo coincidam com os sinais de interesse do analito e do PI,
ou seja, que ndo interfiram na seletividade/especificidade do método.

Quantificacdo das amostras comerciais

Inicialmente avaliaram-se os espectros de RMN de 'H das
amostras comerciais (brancos) para verificagcdo da seletividade/
especificidade. Ficou evidente, a partir da medida da relagdo entre
as dreas dos sinais do paracetamol, que o sinal presente em 1,99 ppm
pertencia somente ao analito de interesse. Além disso, observou-se
também que ndo havia sinais que coincidiriam com o sinal do PI
em 3,00 ppm.

Paralelamente a aquisi¢ao do branco de cada uma das amostras
foram realizadas medidas de estimativas de T, para verificar se a
presenca dos excipientes interferiria nesse pardmetro e, consequen-
temente, se haveria necessidade de alterar o tempo de reciclo. Como
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essa interferéncia ndo foi observada em nenhum caso pode-se traba-
lhar com o mesmo valor de d1 empregado na validacdo.

Por fim, seguindo-se o método desenvolvido e validado anali-
saram-se algumas amostras comerciais, codificadas por soll, sol2,
sol3, compl, comp2, comp3 e comp4, e oriundas de diferentes tipos
de formulagdes, como formulagdes liquidas, capsulas, comprimidos
simples e efervescentes.

Formulagées liquidas
A obtengdo do valor das massas de analito presentes nas aliquotas
analisadas foi feita através da Equa¢@o 6 (Equacio 4 modificada):

. B A X NpyX M X mp;X Pp; ©
analito — AP[ XNxX MP[

A seguir, empregando-se o resultado obtido para uma das repli-
catas, exemplifica-se o cdlculo efetuado para a obtencao do teor de
analito presente em uma das formulagdes:

0,00448 g paracetamol ~ 1000 uL 1000 mg
X X

25 uL de medicamento 1 mL lg

179,2 mg paracetamol

=179,2 mg/mL
mL

Considerando-se as concentragdes descritas nas respectivas bulas,
amédia dos resultados obtidos (Tabela 2) mostra que os trés produtos
avaliados (soll, sol2 e sol3) atendem a exigéncia da farmacopeia, que
normatiza as variagdes do principio ativo, paracetamol, em formula-
¢des liquidas entre 90-110% no medicamento.'

Como as amostras eram liquidas, o procedimento de preparo de
amostra teve que ser um pouco diferente do seguido nos ensaios da
validacdo. Por esse motivo, foi realizado um ensaio de recuperagao,
de forma a avaliar a exatiddo e a precisdo. Procedeu-se a este ensaio
da maneira recomendada pela Resolu¢gdo RE n° 899: nos casos
em que amostras de todos os componentes do medicamento estdo
indisponiveis, se aceita a andlise do método de adi¢do de padrio,
no qual se adicionam quantidades conhecidas do analito (padrio de
referéncia) ao medicamento.!

A massa de analito determinada neste ensaio refere-se a quan-
tidade presente nos 50 pL de medicamento de acordo com o teor
quantificado anteriormente, somada a quantidade de SR adicionada.
Dessa forma, o cdlculo de recuperagdo foi realizado empregando-se
a Equagao 7.

m .
Recuperagdo (%) = analito fotal x 100 (D

M gnalito no medicamento

O resultado médio obtido no ensaio de recuperacdo foi
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considerado satisfatério e valido, uma vez que o CV estd abaixo do
maximo exigido pela normativa seguida, e a média da porcentagem
de recuperacio atende 2 ABNT NBR 14029 (98-102%)."5 E impor-
tante ressaltar que ndo hd especificagdo alguma sobre recuperagio
na Resoluciao RE n° 899.

Formulagées solidas

Embora tenham sido analisadas apenas aliquotas das solucdes
previamente preparadas, os valores das massas totais de analito po-
dem ser obtidos da mesma maneira descrita para as solugdes orais,
empregando-se a Equag@o 7, uma vez que a razdo da massade Ple a
massa de amostra serd constante, independente do volume analisado.

A determinag@o do teor de analito estd exemplificada, utilizando-
-se o resultado obtido para uma das amostras, a massa do comprimido
inteiro (0,85867 g) e a massa do comprimido analisada (0,01170 g).

0,01041 g paracetamol ~ 0,85867 g medicamento ~ 1000 mg
X X =

0,01170 g medicamento 1 comprimido lg
764,00 mg paracetamol
= 764,00 mg/comp.
comprimido

Considerando-se as concentragdes descritas nas bulas, a média
dos resultados obtidos (Tabela 2) mostra que os produtos codificados
como compl, comp2 e comp4 atendem a exigéncia da farmacopeia,
pois a mesma normatiza que as variagdes do principio ativo parace-
tamol em comprimidos estejam entre 95-105% no medicamento."
Por outro lado, como a variacdo para a amostra comp3 foi de 91,98%,
esta amostra foi considerada suspeita.

Assim como para as amostras liquidas, o procedimento de
preparo de amostra para tipo de comprimido teve que ser um pouco
diferente do executado nos ensaios da validagdo, uma vez que as
amostras sélidas nem sempre foram total e/ou facilmente soliveis
no solvente empregado. Isso se deve a presencga de outros compos-
tos, denominados excipientes. Novamente realizaram-se ensaios de
recuperagdo para a verificacio da exatidao e da precisdo, conforme
as recomendagdes da Resolucéo RE n° 8§99.

A massa de analito determinada neste ensaio refere-se a quanti-
dade presente nas aliquotas analisadas de soluciio de medicamento,
somada a massa de SR adicionada. Dessa forma, primeiramente
calculou-se a quantidade de analito presente na aliquota analisada,
aplicando-se a Equac@o 8, considerando-se o resultado médio do teor,
determinado anteriormente:

m 1 comp.
amostra
maliquota - Vall’quota 1% x m X Teormédio ®)
total comp.
na qual: m,,,,, = massa de analito presente na aliquota analisada;
Vsiguora = vOlume da aliquota de solugdo analisada; m,,,,,, = massa

Tabela 2. Resultados obtidos para as amostras comerciais avaliadas usando-se a RMNq

Amostra Formulacdo Teor gy, CV (%) Teor . Tolerancia da
farmacopeia
soll 183,4 (mg/mL) 2,94 200 (mg/mL) 180-220 (mg/mL)
sol2 liquida 187,2 (mg/mL) 2,83
sol3 96,8 (mg/mL) 1,61 100 (mg/mL) 90-100 (mg/mL)
compl 7614 (mg/comp.) 2,24 750 (mg/comp.) 712,5-787,5 (mg/comp.)
comprimido simples
comp?2 746,9 (mg/comp.) 4,32
comp3 comprimido efervescente 459.9 (mg/comp.) 2,15 500 (mg/comp.) 475-525 (mg/comp.)
comp4 cdpsula 390,2 (mg/comp.) 1,95 400 (mg/comp.) 380- 420 (mg/comp.)
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V

total

de amostra pesada para o preparo da solugdo; = volume total da
solugdo; m,,,,, = massa do comprimido inteiro.

Ap6s a determinag@o da massa de analito presente na aliquota ana-
lisada, efetuou-se o cdlculo de recuperacio, também se empregando
a Equagdo 7. Os ensaios de recuperacio apresentaram boa precisdo
(CV% <5,0) para todas as amostras. No entanto, a porcentagem de
recuperagdo para o comprimido simples foi inferior aos 98%, exigidos

na ABNT NBR 14029, e igual a 90,78%.
Quantificacao simultinea de outros principios ativos

Com o intuito de se demonstrar a viabilidade de quantificagdes
simultaneas via RMNq, foram estudadas 2 das amostras comerciais
analisadas anteriormente, as quais possuiam outros ativos, como
cafefna e maleato de clorfeniramina (Tabela 3) em sua composigdo.
Como a concentracio desses principios ativos nos medicamentos €
inferior a do paracetamol, prepararam-se amostras mais concentradas,
a fim de aumentar a razdo S/R dos sinais dessas substincias.

Tabela 3. Informacdes sobre a cafeina e maleato de clorfeniramina, quanti-
ficados por RMN(q nas formulacoes farmacéuticas

Amostra Ativo Teor Férmula estrutural
Cl oH
H e
leato de clorf Mo
maleato de clorfe-
sol3 O 2,0 mg/mL :
niramina ‘ X
=

0 CHs
HSC\N N/
comp3 cafeina 65 mg/comp. )\ ‘ />* H
07 N N
&y

Na Figura 2 estdo os espectros dessas 2 amostras. O sinal em-
pregado para a quantificagdo do maleato de clorfeniramina, situado
em 8,54 ppm, refere-se ao hidrogénio orfo ao nitrogénio do anel
heteroaromdtico. Para a cafeina, empregou-se o sinal situado em 7,79
ppm, referente ao hidrogénio olefinico.

Os resultados obtidos por RMN(q estdo de acordo com os valores
descritos nas respectivas bulas dos medicamentos, com 421 e 65,1 mg/
mL de paracetamol e de cafeina na amostra comp3, respectivamente,
€ 96,8 mg/mL de paracetamol e de 2,04 mg/mL de maleato de clorfe-
niramina na amostra so/3. Esses resultados, obtidos simultaneamente
ao paracetamol em um mesmo espectro sao bastante promissores e
podem ser melhorados através de otimizagdes no método analitico.

Validagdo de método quantitativo por RMN de 'H

Tabela 4. Identificagio de alguns dos excipientes identificados na amostra sol3
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Figura 2. Espectro de RMN de 'H da amostra sol3 (A), com ampliagdo da
regido de 8,69 a 7,61 ppm para visualizagdo do sinal do maleato de clor-
Sfeniramina em 8,54 ppm, destacado na estrutura ilustrada na Tabela 3, e
da amostra comp3 (B), com ampliagdo da regido de 8,26 a 7,02 ppm para
visualiza¢do do sinal da cafeina em 7,79 ppm, também destacado na Tabela 3

Analises qualitativas das formulacdes

Além da andlise quantitativa, a RMN(q permitiu identificar alguns
dos excipientes como o dlcool etilico, o propilenoglicol e, possivel-
mente, o metilparabeno (Tabela 4), presentes na amostra sol3, em
conformidade com o indicado na bula. A amplia¢do do espectro dessa
amostra estd ilustrada na Figura 3, na qual constam as atribui¢des
para esses trés compostos.

Nas formulagdes liquidas soll e sol2, identificou-se o excipiente
denominado macrogol. Esta identificag@o foi baseada no tripleto (J
= 5,45 Hz), atribuido aos hidrogénios metilénicos, e situado em 4,65
ppm, no espectro da amostra sol/, e em 4,63 ppm, no espectro da
sol2. A partir dessas informacdes qualitativas, também seria possivel

Molécula Sinal atribuido & 'H (ppm) Multiplicidade J (Hz)
Hig— -CH, 1,17 tripleto 7,10
OH
dlcool etilico (A) -CH, 3,61 quadrupleto 7,10
HsG s -CH, 1,13 dupleto 6,29
HcfX2 oH -CH 3,81 multipleto -
propilenoglicol (B) -CH, 3,43 dupleto 5,55
2 3
9 G
(L -
b -CH, 3,44 simpleto -

6 5 1

metilparabeno (C)
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Figura 3. Ampliagdo do espectro de RMN de 'H (4,35 a 0,79 ppm) da amostra
sol3, com a atribui¢do dos excipientes identificados: A) dlcool etilico; B)
propilenoglicol e C) metilparabeno

efetuar as quantificagdes dos excipientes simultaneamente as dos
principios ativos, de forma similar a demonstrada para o paracetamol,
a cafefna e o maleato de clorfeniramina.

CONCLUSOES

Este estudo evidenciou a viabilidade da aplicacio da técnica de
RMN de alta resolu¢@o para andlises quantitativas e qualitativas de
formulagdes farmacéuticas através de experimentos observando-se
o 'H. O método proposto foi validado, em conformidade com a
Resolugdo RE n° 899 — Guia para Validacdo de Métodos Analiticos
e Bioanaliticos. Empregando-se o método validado, o teor de para-
cetamol presente em 7 amostras comerciais foi determinado e apenas
em uma delas o resultado obtido se apresentou fora da tolerancia da
farmacopeia.

A quantificacdo simultdnea de principios ativos diferentes
mostrou ser um método bastante promissor, assim como as andlises
qualitativas dos espectros de RMN de 'H das amostras comerciais, as
quais propiciaram a identificagio de outros componentes presentes na
formulacio (excipientes) de algumas das amostras analisadas. Nesse
contexto, concluiu-se que uma tnica medida de RMN de 'H pode
fornecer informagdes estruturais significativas sobre ativos e exci-
pientes, além das informacdes quantitativas desses compostos, o que
contribuiu para um controle de qualidade eficiente, simples e rapido.
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