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Resumo

O paracetamol é o medicamento mais consumido e vendido
em Portugal e no resto do mundo, para o tratamento da dor e da febre
e é facilmente adquirido nas farmacias. Actualmente, encontra-se no
mercado varias formas farmacéuticas contendo paracetamol com
eficacia clinica comprovada, como comprimidos, xaropes e
supositorios. O produto de referéncia utilizado, que serviu de base
este projecto foi o xarope Ben-U-ron ®, paracetamol a 40mg/ml, que
se encontra comercializado em todo o mundo.

Deste modo, com o presente trabalho pretendeu-se numa
primeira fase caracterizar o produto de referéncia de uma forma geral,
e em particular determinar e estabelecer a formulacdo qualitativa e as
especificacbes técnicas do produto acabado. A segunda fase do
trabalho consistiu no desenvolvimento da formulacdo farmacéutica
contendo paracetamol, tendo como base a formulacdo qualitativa do
produto referéncia e especificacbes do produto acabado e
posteriormente a validacdo do método de analise do produto acabado.
Na validac&o foram avaliados os parametros: especificidade, gama de
trabalho, sensibilidade, limites analiticos, precisdo, exactiddo e

estabilidade das amostras.
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Abstract

Paracetamol is one of the most popular and widely used drugs
for treatment of pain and fever in Portugal and in world and is easily
acquired in pharmacies. Currently, the market is more dosage forms
containing acetaminophen with proven clinical efficacy, such as
tablets, syrups and suppositories. The reference product used in this
project ,was the syrup Ben-U-ron ®, paracetamol 40mg/ml, which is
marketed worldwide.

Thus, initially with this work the characterization of the
reference product in a global way was attempted and in particular to
determine and establish the design quality and technical specifications
of the finished product. The second phase of work was the
development of pharmaceutical formulation containing paracetamol,
based on the formulation of the reference product quality and
specifications of the finished product and further validation of the
method of analysis of finished product. In the validation parameters
were evaluated: specificity, working range, sensitivity, analytical limits,

precision, accuracy and stability of the samples.
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Prefacio

Este trabalho encontra-se desenvolvido sob a forma de cinco
capitulos. No primeiro capitulo procurou-se transmitir e resumir, sob a
forma de uma perspectiva global o tema do trabalho e o objectivo do
mesmo. No segundo capitulo pretendeu-se abordar os fundamentos
tedricos essenciais para a execu¢cdo do mesmo enquanto no terceiro
capitulo apresenta-se a secgdo experimental onde se descreve 0s
métodos e materiais necessarios. No quarto capitulo apresenta-se os
resultados obtidos no decorrer do trabalho, bem como o seu
tratamento estatistico e discussdo dos mesmos. No Ultimo capitulo
apresenta-se as conclusdes finais do trabalho realizado.

Por uma questdo de simplicidade prescindiu-se da utilizacao
da virgula, como separador decimal dos numeros reais, tendo
recorrido, para este efeito, ao ponto decimal. Esta substituicdo
permitiu transportar, de uma forma expedita, toda a informacao
numérica, computacional e gréfica para o texto. Para facilitar a
transferéncia e permitir manter a coeréncia dessa informacédo, optou-
se por representar os numeros reais sob a forma exponencial com a
notacdo utilizada nos programas de calculo onde, por exemplo,
3.201E-08 representa o valor 3.201 x 10°® escrito correctamente no
formato cientifico.

Sempre que possivel e adequado, os valores estimados estdo
representados com a sua incerteza associada, respectivo erro padréo,
indicada entre paréntesis, seguida das respectivas unidades, de forma

a conferir maior significado estatistico aos resultados obtidos.
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Capitulo 1 Introdugio

1. Introducao

O uso de analgésicos naturais, para alivio das dores remonta
aos primordios da histéria (cerca de 3.000 a.C.) onde se recorria ao
uso de plantas. Posteriormente, o rapido avango dos conhecimentos
fitoquimicos levaram a descoberta e ao desenvolvimento dos
analgésicos.

Um exemplo classico foi a sintese do 4cido salicilico, em 1860,
e dos compostos do grupo da pirazolona, representado pela antipirina,

em 1883. A fenacetina foi sintetizada em 1886 e finalmente em 1890,

[1]
tem-se o desenvolvimento do paracetamol (acetaminofeno)

N
N °

Figura 1.1 — Estrutura quimica da pirazolona.

Actualmente o paracetamol € um dos farmacos mais utilizado a
nivel global para o alivio das dores crénicas e € um dos melhores
analgésicos disponiveis no mercado. Encontra-se disponivel em
diversas formas farmacéuticas com eficacia clinica aprovada, como é
0 caso de comprimidos, supositdrios e xaropes.

Desta forma, o objectivo deste trabalho, foi numa primeira fase
caracterizar o produto de referéncia (Ben-u-ron®, paracetamol a
40mg/ml, xarope) de uma forma geral e numa segunda fase foi o
desenvolvimento de uma formulacdo contendo paracetamol tendo
como base a formulacdo qualitativa do medicamento de referéncia e

especificagbes do produto acabado e validacdo do seu método de
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analise. O projecto foi desenvolvido nas instalacbes da Basi-

Laboratorios de industria farmacéutica em Coimbra.

1.1. Laboratérios BASI

Os Laboratérios BASI, S.A. (seguidamente designado por Basi)
encontram-se sediados em Coimbra na Rua do Padrdo n° 98 e
actualmente sdo um dos mais antigos Laboratérios da Induastria
Farmacéutica Portuguesa. Desde a sua fundagcdo, em 1956,
consolidaram a sua presenca no mercado nacional, e ao longo das
dltimas décadas em paises de lingua oficial Portuguesa. E
reconhecida como uma empresa de referéncia no seu sector que
conta com uma historia de mais de 50 anos, erigida sobre uma
enorme diversidade de acontecimentos, experiéncia e aprendizagens.

Em 2007 e com a aquisicdo de 98% do capital da companhia
pelo novo accionista, € promovida uma profunda reestruturacao
organizativa e a requalificacao de toda a unidade fabril, sendo também
definida uma nova orientacdo estratégica de acordo com as Boas
Praticas de Fabrico.

A missao dos laboratérios Basi é fornecer as pessoas solugcdes
terapéuticas ajustadas as suas necessidades, ao melhor preco
possivel e com a garantia de exceléncia de décadas de actividade.
Para tal, tém implementado um sistema de gestdo de qualidade
conforme as normas UNI EN ISO 9001 que permite uma continua
melhoria de processos, garantia de bons servigos e resposta as
exigéncias da populacdo. Este sistema de gestdo de qualidade é
diariamente acompanhado pelo Responsavel de Gestdo da Qualidade

(GQ) do Departamento de Garantia da Qualidade.
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O portfélio dos laboratérios Basi conta com produtos éticos,
medicamentos ndo sujeitos a receita médica, dermocosméticos e
suplementos alimentares dedicando-se a produg¢do de medicamentos
sélidos, semi-sélidos e liquidos ndo estéreis, nomeadamente,
supositorios, xaropes, pomadas, cremes, ge€is e suplemento
alimentares.

Os laboratorios BASI mantém actualmente uma relacdo de
parceria estratégica com as empresas FHC Farmacéutica,
Overpharma (Produtos Médicos e Farmacéuticos), Phagecon
(Consultoria e Servicos Farmacéuticos) e ainda com a Organizagdo

PharmaPortugal.
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2.Fundamentos teodricos

2.1. Formas farmacéuticas liquidas

Segundo o Decreto-Lei n.° 176/2006, de 30 de Agosto, o
estatuto de medicamento, forma farmacéutica é o “estado final que as
substancias activas ou excipientes apresentam depois de submetidas
as operacdes farmacéuticas necessarias, a fim de facilitar a sua
administrac&o e obter o maior efeito terapéutico desejado” ?.

A classificacdo das formas farmacéuticas pode ser realizada
utilizando varios critérios, como a sua acc¢ao terapéutica, o tipo de
administracdo, estado fisico, método de fabrico e 0 modo de libertacéo
dos constituintes.

As suspensfes sdo sistemas heterogéneos em que a fase
externa ou continua (fase dispersante) é liquida ou semi-sélida e a
fase interna ou dispersa é constituida por particulas sélidas insoluveis
no meio utilizado. Com o repouso e a accdo da gravidade as
particulas sedimentam, o que implica a agitagdo da embalagem antes
do uso. As suspensdes podem ser usadas para uso oral, aplicacédo
topica na pele, aplicagdo nas mucosas e administracdo parenteral
mas ndo podem ser usadas na via sanguinea, pelo perigo de
formacdo de émbolos. O uso de suspensdes justifica-se devido a
insolubilidade dos farmacos nos veiculos habitualmente usados, o
mau sabor que os compostos podem apresentar em solugédo ou em pé

e para prolongar a acc¢ao do principio activo.
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Uma suspensao representa um sistema termodinamicamente
instavel. As particulas dispersas na grande superficie e energia livre
tendem a agrupar-se para que a area inicial seja reduzida, como
também o seu nivel energético. Assim numa suspensao liquida vai
haver tendéncia para que as particulas sélidas se unam umas as
outras, o que podera gerar agregados mais firmes que sedimentam e
gue ndo sdo susceptiveis de serem novamente suspensos. Do ponto
de vista farmacéutico interessa obter suspensdes que ndo depositem
rapidamente, que possam reconstituir facilmente com agitagcéo, que o
produto apresente aspecto homogéneo durante o maior periodo de
tempo possivel e que durante o seu armazenamento nao se verifique

aparecimento de cristais.

2.2. Paracetamol

O paracetamol ou acetaminofeno apresenta-se como o0
farmaco mais versati e mais usado no tratamento da febre
(antipirético) e da dor (analgésico) em diversos pacientes incluindo
criancas, mulheres gravidas e idosos. E um farmaco com
propriedades analgésicas e antipiréticas, mas sem propriedades anti-
inflamatérias clinicamente provadas . Quando administrado nas
doses recomendadas apresenta um excelente perfil de seguranca **..

A origem das palavras acetaminofeno e paracetamol deriva da
nomenclatura usada em quimica organica N-acetil-para-aminofeno | e
para-acetilaminofenol. A IUPAC recomenda, desde 1993, o nome
sistematico N-(4-hidroxifenil)acetamida.

Nos tempos primérdios da histéria e durante o periodo
medieval utilizavam-se analgésicos naturais para o alivio das dores,

recorrendo para tal ao uso de plantas na sua preparacdo. Os
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antipiréticos naturais conhecidos eram 0s compostos presentes na
casca do salgueiro-branco e outros compostos contidos na casca da
quina. A cortica da quina era utilizada para a obtengcdo de quinino,
composto que apresenta actividade antimalaria e antipirética. Em
1880 a quina comecou a escassear, sendo necessario procurar
alternativas, e assim dois compostos antipiréticos foram
desenvolvidos, em 1886 a acetanilida e em 1887 a fenacetina, ambas
com a vantagem de apresentarem propriedades analgésicas e
antipiréticas ao contrario dos produtos naturais que até ai eram
usados. Nesta altura ja o paracetamol tinha sido sintetizado (1873) por
Harmon Northrop Morse, através da reducdo do p-nitrofenol com o
estanho em &cido acético glacial, embora ndo tenha sido utilizado
para fins medicinais durante décadas. Em 1893, este composto foi
encontrado na urina dos individuos que tinham tomado fenacetina que
depois de isolado foi descrito como um composto branco, cristalino e
de sabor amargo. Em 1899 foi identificado como sendo um metabolito
da acetanilida, mas estas descobertas foram ignoradas durante algum
tempo. O Instituto para o Estudo de Drogas Analgésicas e Sedativas,
em 1946, atribuiu um subsidio ao Departamento de Saude de Nova
lorque, para o estudo de problemas associados ao uso de analgésicos
e Bernarde Brodie e Julius Axelrod foram nomeados para investigar a
origem pela qual compostos diferentes da aspirina estavam
associados ao desenvolvimento de metahemoglobinémia (converséo
excessiva da hemoglobina em metahemoglobina, que é incapaz de
transportar oxigénio). Em 1948, ambos os investigadores relacionaram
0 uso da acetanilida e fenacetina com a metahemoglobinémia e
deduziram que o seu efeito analgésico era devido ao seu metabolito
maioritério, o paracetamol. Assim propuseram 0O Seu USO COMO
analgésico, uma vez que ndo apresentava os efeitos téxicos da

acetanilida .
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Na década de 50, devido ao trabalho destes dois
investigadores, houve a introducdo de paracetamol no mercado. Em
1955 pelos laboratérios McNeil sob o nome registado Tylenol ® (elixir
das criangas), em 1956 no Reino Unido, comprimidos de 500 mg de
paracetamol com o nome Panadol ®, produzido pela Frederick
Stearns & Co. e em Junho de 1958 iniciou-se a comercializagdo de
xarope, uma nova forma de apresentacéo, Elixir Panadol ®, destinado
as criancas. Em 1963, o paracetamol foi adicionado a Farmacopeia
Britanica e a partir desta data, o seu uso vulgarizou-se .

Actualmente o paracetamol é um dos analgésicos mais
utilizados por ser seguro e nao interagir com a maioria dos
medicamentos. Encontra-se disponivel em diferentes formas
farmacéuticas como capsulas, comprimidos, gotas, xaropes,
supositérios e injectaveis. Em Portugal encontra-se disponivel com o
nome comercial Ben-U-Ron®, Panadol ® e Supofen ® entre outros e
segundo o Infarmed (Autoridade Nacional do Medicamento) o
paracetamol, é o medicamento ndo sujeito a receita médica mais

vendido em Portugal.

2.2.1.Caracteristicas fisico-quimicas

O paracetamol quimicamente designado por N-(4-
hidroxifenil)acetamida ou 4-Hidroxiacetanilida, tem como férmula
molecular CgHgNO, e massa molar correspondente 151.2 g/mol, a

sua estrutura encontra-se representada na Figura 2.1 .

HO

0]

N

NH CHs

Figura 2.1 - Estrutura quimica do paracetamol (N-(4-Hidroxifenil)acetamida).
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O paracetamol apresenta-se como um po cristalino branco,
com um ligeiro sabor amargo e inodoro e ponto de fusdo entre 169-
170.5°C sendo quimicamente estavel a 200°C ©. O paracetamol é
solivel em 1:70 partes de agua (temperatura ambiente) e em 1:20
partes de dgua em ebulicdo. No entanto, encontra-se igualmente
descrito na bibliografia que a solubilidade aquosa do paracetamol € de
14.7mg/ml (20°C), 14.3 mg/ml (25°C) e 23.7 mg/ml (37°C) % E
soluvel em etanol, metanol, solucdo de hidréxido de sodio 1N,
dimetilformamida, dicloroetano, acetato de etilo e acetona. E
ligeiramente soluvel em diclorometano e éter e praticamente insoltvel
em pentano e benzeno Y,

A molécula de paracetamol caracteriza-se por apresentar um
pK, de 9.51 a 25°C e um coeficiente de partilha Log P (octanol/agua)
de 0.5 ™4,

Foram isoladas e caracterizadas 3 formas metastaveis de
paracetamol. O acetaminofeno ortorrébmbico (forma Il), é adequado
para compressdo directa e pode ser ligeiramente mais sollvel,
contudo tem sido cristalizado apenas em pequenas quantidades. A
Gnica forma comercialmente disponivel €é o0 acetaminofeno
monoclinico  (forma 1), caracterizado por ser a forma
termodinamicamente mais estavel *>1%12,

Numa solu¢do aquosa saturada o pH do paracetamol encontra-
se entre 5.5 e 6.5. A solucao aquosa saturada é estavel, durante vinte
anos, embora a sua estabilidade va diminuindo em condi¢des acidas
ou alcalinas, uma vez que o paracetamol vai sendo lentamente
transformado em &cido acético e p-aminofenol . Sob condicées de
alta temperatura e pH, o paracetamol sofre hidrélise originado o 4-
aminofenol e &cido acético como produtos de degradacao ©.

No que respeita a estabilidade o acetaminofeno deve ser

armazenado em recipientes fechados de forma hermética, para que

10
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desta forma se encontre protegido da luz, calor e humidade. No
estado puro, é estavel a temperaturas inferiores a 45°C "],

A determinacdo do paracetamol em produtos farmacéuticos,
quer isolado ou em combinacbes, é de grande importancia sendo,
para tal, propostos diversos métodos analiticos para a sua
quantificagdo, como, espectroscopia de fluorescéncia, colorimetria,
absorcdo Ultravioleta-Visivel (UV-Vis), voltametria, sistemas de
injeccdo em fluxo com deteccdo colorimétrica, espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier, analise electroquimica,
espectrometria de massa, cromatografia gasosa, electroforese capilar,
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) entre outros B,
Contudo a Farmocopeia Americana (USP) sugere para analise do
paracetamol em pd, o método de espectrofotometria de absorcdo
UV/vis e para todas as outras preparacbes HPLC. A Farmacopeia
BritAnica apresenta varios procedimentos analiticos para o
doseamento do paracetamol quer em poé ou nhoutras formas
farmacéuticas como a titulagdo com sulfato de cério,

espectrofotometria de absorcéo UV/vis e HPLC M.

2.2.2. Propriedades farmacologicas

Dentro das propriedades farmacoldgicas mais relevantes ao
nivel da industria farmacéutica enquadram-se a farmacocinética e as
respectivas indicacdes farmacéuticas, que resultam do estudo do

desempenho in vitro e/ou in vivo da respectiva formulacgéo.

2.2.2.1. Indicacdes terapéuticas

O paracetamol é o0 medicamento anti-inflamatério né&o
esteroide (AINES) mais usado para no tratamento da dor e no alivio
da febre em todo o mundo, ocupando desta forma, uma posicdo Unica

dentro dos medicamentos analgésicos . Ele é indicado no tratamento
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sintomatico de situacdes clinicas que requerem um analgésico e/ou
antipirético, como, sindromes gripais, ou outras hipertermias
infecciosas, reacgBes hipergénicas da vacinagdo, cefaleias,
enxaquecas, dores de dentes, ouvidos, menstruais, traumaticas,
musculares e articulares e como analgésico antes e ap0s intervencdes
cirdrgicas. A maior vantagem do paracetamol é ndo apresentar efeitos
secundarios graves, sendo muito bem tolerado quando administrado
nas doses terapéuticas recomendadas.

Embora o paracetamol seja usado clinicamente a mais de um
século, o0 seu modo de acg¢do tem sido um mistério. Como o
paracetamol apresenta efeito analgésico e antipirético e nao
apresenta actividade anti-inflamatéria, durante muito tempo se pensou
prostaglandina (composto relacionado com os processos febris e da
dor) no sistema nervoso central ™ mas recentemente foi descoberto

Y

gue o seu efeito analgésico é devido a activacdo indirecta dos

receptores canabindides CB, .

2.2.2.2. Farmacocinética

Para que um medicamento actue é necessario que atinja
concentracdes eficazes no seu local de accdo, que, geralmente é
longe do ponto de aplicacdo do farmaco, ou seja, o farmaco tem de
ser absorvido e distribuido pelo sangue dos tecidos onde vai actuar.
Entretanto, vai sendo metabolizado e eliminado. A absorcéo,
distribuicdo, metabolizacdo e eliminacdo dos farmacos denomina-se
farmacocinética. Para que um farmaco tenha efeito terapéutico, deve
possuir caracteristicas farmacocinéticas adequadas.

Apbs administracdo oral, a absorcdo do paracetamol é rapida e
completa. Esta € essencialmente realizada através do tracto
gastrointestinal, atingindo, apés 10 a 60 minutos, concentracdes

plasméticas maximas, dependendo das suas formulacbes. O
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metabolismo do paracetamol ocorre essencialmente por trés vias:
conjugacgao com acido glucurénico, conjugacao com o ido sulfonato ou
via citocromo P450 (complexo enzimatico localizado maioritariamente
a nivel hepético, responsavel pela metabolizacdo de muitos
medicamentos). As duas primeiras vias sao responsaveis por cerca de
90% do metabolismo e a terceira via por cerca de 5%. Os metabolitos
farmacologicamente inactivados sdo excretados via renal sendo
apenas excretados 4% inalterados. Pequenas quantidades de
metabolitos toxicos sdo produzidas o p-aminofenol (via N-hidroxilacao)
e N-acetil-p-benzoquinomina ¢!,

Os efeitos hepatotdxicos’ do paracetamol sdo causados por
um metabolito alquilado menor, a imina N-acetil-p-benzoquinona
(NAPQI) que resulta da accdo das duas isoenzimas do citocromo

P450 no figado e no rim M.

A quantidade de imina N-acetil-p-
benzoquinona produzida depois de uma dose normal de paracetamol
vai ser completamente eliminada pelos rins apds conjugacdo com a
glutationa. Quando ocorre sobredosagem as vias de glucuronidacao e
sulfunacao ficam saturadas, podendo originar danos hepaticos ..

A semi-vida de eliminacdo® do paracetamol varia entre uma a
trés horas. Geralmente dentro de vinte e quatro horas a sua excregao
€ completa. A semi-vida do paracetamol é prolongada quando existe
insuficiéncia hepética ou renal, em caso de sobredosagem e em
recém-nascidos. O efeito maximo e a duracdo de accao média deste
composto estdo em parte relacionados com a concentragdo

plasmatica 2.

2.2.2.3. Dosagem e administracao
O paracetamol deve ser administrado tendo em conta o peso

corporal e idade do doente e a situacao clinica para que é pretendido.

! Substancias que séo téxicas para o figado.
2 Tempo necessario para eliminar metade da concentragéo da substancia activa.
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A dose Unica recomendada € 10-15 mg de paracetamol por kg de
peso corporal e a dose diaria total € 50mg/kg de peso corporal. A
administracdo pode ser repetida em intervalos de quatro a oito horas,
ou seja, trés a quatro doses Unicas diarias. Por exemplo, num adulto a
dose méxima diaria recomendada é 4000mg de paracetamol e numa
crianca até 12 anos é 2000mg. Em individuos com insuficiéncia
hepéatica ou renal ou com a doenca de Gilbert a dose de paracetamol

deve ser reduzida ou administrada em intervalos mais alargados ™.

Os comprimidos podem ser tomados inteiros ou desfeitos na
agua e deve-se ter em conta que a sua administracdo apds as
refeicbes pode retardar o seu efeito. Os xaropes sdo medicamentos
prontos a usar e podem ser tomados com as refeicbes, a
administracdo de alimentos ndo demonstrou ter qualquer influéncia

sobre o efeito do medicamento 2.

2.3. Solubilidade

A determinacao da solubilidade de um novo farmaco em meio
agquoso € de extrema importancia, pois o sélido deve dissolver-se nos
fluidos aquosos do tracto gastrointestinal para que possa ocorrer
absorcéo deste.

E importante conhecer a solubilidade dos farmacos em toda a
gama de pHs fisiolégicos, normalmente limitada entre pH 1 e 8 j& que
a velocidade de dissolugdo dos farmacos a nivel do tracto
gastrointestinal pode também influenciar a velocidade e extensdo da
absorcao 2%,

Dado que a velocidade de dissolugdo de um farmaco depende

da sua solubilidade no meio em causa, esta influencia a absorcéo,
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principalmente quando o soluto é pouco soluvel. Contudo, este
pressuposto ndo pode ser aplicado de modo indiscriminado, uma vez
gue se deve considerar também a dose de f&rmaco a administrar e a
sua estabilidade ao nivel do fluido gastrointestinal. Deste modo, em
alguns casos, se a solubilidade de um farmaco for inferior a
concentracdo necessaria para a dose recomendada, deve recorrer-se
a técnicas para melhorar a sua solubilidade 2%,

A determinacdo da solubilidade de um farmaco pode ser
realizada através de diversos métodos consoante se quer um
resultado quantitativo ou semi-quantitativo, ou consoante a quantidade
de farmaco disponivel para o ensaio.

Uma determinacdo semi-quantitativa da solubilidade pode ser
efectuada adicionando pequenas por¢des de soluto a um volume fixo
de solvente, seguido de forte agitacdo e examinacdo visual de
particulas ndo dissolvidas. Quando uma parte fica por dissolver, a
guantidade de soluto adicionada até aquele ponto serve como um
indicador da solubilidade. Outra técnica consiste em colocar um
excesso de soluto num solvente, sob agitacdo, sendo retiradas e
filtradas amostras a intervalos de tempo regulares. A concentragcao vai
ser determinada por método apropriado. A amostragem continua até
se obter dois valores consecutivos semelhantes 4, gue serdo, entéao,
tidos como o valor da solubilidade.

No entanto, quando ja existe na literatura informacéo acerca da
solubilidade do farmaco que se pretende estudar, pode recorrer-se a
técnicas menos laboriosas. Uma delas consiste em colocar excesso
de farmaco (de acordo com a informacao bibliografica) em volume fixo
de solvente. A metodologia utilizada consiste habitualmente em

agitacdo durante sete dias (normalmente vinte e quatro horas séo
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suficientes para atingir o valor de solubilidade), seguida de repouso
por doze horas®.

Normalmente, considera-se que se um composto apresenta
solubilidade aquosa superior a 1% (massa/volume) provavelmente
ndo vai apresentar problemas de absorcdo relacionados com a
dissolugéo !,

A determinacdo da solubilidade é entdo um ensaio importante
que pode ajudar a nivel da formulacdo e na determinacdo das

condi¢Bes de armazenamento do farmaco.

2.4. Métodos instrumentais de analise

Os métodos analiticos tem uma vasta aplicacao e importancia
na nossa sociedade, pois com eles é possivel verificar a
especificidade, diagnosticar e controlar processos, garantir a
gualidade de bens produzidos ao nivel industrial e na prestacdo de
servicos, diagnosticar e rastrear anomalias, identificar causas e
responder a diversos fendmenos.

Um método analitico € um conjunto de procedimentos que
envolvem técnicas laboratoriais, criteriosamente desenvolvidos,
planeados e sistematizados, visando quantificar com rigor um
determinado analito numa determinada matriz a um certo nivel de
concentracdo. Para cumprir tal objectivo, o método tem que
apresentar certos requisitos como ser fiavel, acessivel e adequado ao
analito na matriz ao nivel de concentracao pretendida.

No presente trabalho destacam-se dois métodos, a
espectrofotometria de absorcao no ultravioleta e visivel (que é usado

no estudo de solubilidade do paracetamol) e cromatografia liquida de

3 A solubilidade é determinada apés filtragdo das solugGes seguida de diluigdo conveniente e
quantificagdo por método mais apropriado.
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alta eficiéncia (HPLC — usado no doseamento do principio activo e

conservantes da formulagédo em estudo).

2.4.1. Espectrofotometria de absorgdao no ultraviole ta
e visivel

A espectrofotometria no ultravioleta e visivel € um dos métodos
analiticos mais usados em determinacdes analiticas em diversas
areas. E aplicada para determinacbes de compostos organicos e
inorganicos, como, por exemplo, no doseamento e identificacdo do
principio activo em farmacos.

A absorc¢éo na regido visivel e ultravioleta depende do nimero
e do arranjo dos electrbes nas moléculas ou dos ibes absorventes.
Como consequéncia, o pico de absor¢cédo pode ser correlacionado com
o tipo de ligacdo que existe na espécie que esta a ser estudada.

O aspecto mais importante no calculo quéntico é a
determinacéo da quantidade da luz absorvida pela amostra, que esta
baseada na medida de transmitancia (T) ou absorvancia (A). Esta
medida é descrita pela lei de Beer- Lambert (equacgéo 2.1), que d& a
relacdo entre a intensidade da luz monocromética incidente na

solucao (lp) e a intensidade da luz monocromatica transmitida (1).

I
A = gcb = log 4 |—° (2.1)
Sendo ¢ a concentracdo do analito (moles por litro, M), b o
percurso Optico (expresso em centimetros, cm) e € o valor da

absortividade molar do analito (expresso em M™cm™).

2.4.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HP  LC)
A separacdo de substancias pode ser realizada por diversos
métodos que se baseiam nas suas diferentes propriedades fisico-

quimicas. E um método fisico-quimico de resolucédo de componentes
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de misturas que depende da diferenca entre 0o comportamento dos
analitos entre a fase mével e a fase estacionédria. A interaccdo dos
componentes da mistura com as duas fases é influenciada por
diferentes forcas intermoleculares, incluindo ionica, bipolar, apolar, e
efeitos de afinidade e solubilidade especificos.

A cromatografia € um poderoso método de separagdo com
aplicacdo em todos os ramos da ciéncia que abrange um diversificado
e importante conjunto de métodos que possibilitam a separacdo de
componentes muito semelhantes de misturas complexas que com
outros métodos seria impossivel. Foi inventada e denominada pelo
boténico russo Mikhail Twett no inicio do século XX.

Nas separacfes cromatogréaficas, a amostra é transportada por
uma “fase movel”, que pode ser um gas, um liquido ou um fluido super
critico. Esta é obrigada a passar através de uma “fase estacionaria”
imiscivel fixa, colocada na coluna ou superficie solida. Na escolha das
duas fases, o objectivo € que as mesmas permitam que oS
componentes da amostra se distribuam em ambas com diferentes
graus, garantindo, deste modo, a separacdo das substancias. A
separacao ocorre em forma de bandas ou zonas discretas que podem
ser analisadas qualitativamente e/ou quantitativamente.

Um equipamento de HPLC é constituido por um sistema de
bomba, um injector, uma coluna cromatogréfica (eventualmente
termostatada), um detector e um sistema de obtencdo de dados (um
integrador ou um registador). A fase moével que sai de um ou varios
reservatorios, circula através da coluna, em geral, a fluxo constante,
chegando em seguida ao detector.

Quando um detector que responde a concentragdo do soluto
for colocado no fim da coluna e o seu sinal for representado num
grafico em funcéo do tempo (ou do volume de fase mével adicionada),
obtém-se uma série de sinais. Este gréfico designa-se cromatograma

e fornece informacdes Uteis para andlise qualitativa e quantitativa. As
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posicbes dos sinais no eixo do tempo podem identificar os
componentes da amostra. As areas sob os sinais ddo uma medida
guantitativa de cada componente da amostra (por comparacdo da
altura ou da area do pico obtido com o analito com a de um ou mais
padrdes)”.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é bastante aplicada,
na indastria, nomeadamente na farmacéutica, e em investigacdo
devido & sua sensibilidade (desde 10° ppm), facil adaptacdo para
determinagfes quantitativas acuradas, adequabilidade a separacao de
espécies ndo-volateis ou termicamente frageis e, principalmente, a

sua ampla aplicabilidade a uma vasta gama de substancias.

2.5. Tratamento estatistico de dados

z

A estatistica € uma ferramenta fundamental na analise
gualitativa e quantitativa de um analito numa certa matriz. As medidas
sdo inerentemente variadas *®, isto é, os dados analiticos obtidos
apresentam variac6es em torno de um valor central, regra geral, mais
frequente. No entanto, a distribuicdo normal dos dados pode ser

assumida na grande maioria dos resultados de andlise fisico-quimica.

2.5.1. Desvio padrao
O desvio padrdo € um importante parametro para descrever a
largura da distribuicdo normal, isto €, o grau de dispersédo dos dados.

Este pardmetro corresponde a distancia horizontal entre o vértice e o

4 A . .
Idealmente, um cromatograma apresenta-se como uma sequéncia de pIcos gaussianos sobre

uma linha da base.
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ponto da inflexdo da curva Gaussiana. O desvio padrao (oy) traduz-se
pela equacéo 2.2.
N o\ 2
(X =X
- = 2, (=% (2.2)
N
onde o, € um estimador da disperséo da distribuicdo, N o niUmero de

observacdes, x; valor obtido e x valor médio obtido.

Quando a dimensdo da amostra é pequena (N <30) o desvio
padrdo apresenta tendencialmente valores por defeito, como tal deve
ser efectuada uma correc¢cdo atendendo ao numero de graus de
liberdade da amostra. Esta correccao é feita através da estimativa do

desvio padréo (sx), determinado pela equacéo 2.3.

N —
s, - 2 |£|Xi ‘1X)2 (2.3)

Na industria farmacéutica as séries de dados geralmente
disponiveis, sdo pequenas e variam pouco extensamente dentro da
escala teorica possivel da populacdo inteira e quanto menor for o
namero de dados, mais elevada € a variabilidade do desvio padrédo
calculado. Quanto mais dados sdo usados para calcular o desvio
padrdo, mais a distribuicdo se torna mais estreita e simétrica.

Geralmente, a variabilidade analitica é exposta como um
desvio padréao relativo (RSD) ou Coeficiente de variagdo (CV, %), isto
€, o desvio padréo dividido pela média respectiva. Esta normalizacdo

permite uma comparacédo directa das precisoes.

2.5.2. Intervalo de confianca
Na auséncia de erro sistematico e assumindo que as
estimativas efectuadas sdo nao-tendenciosas, espera-se que 0S

valores obtidos no método de andlise se encontrem proximos do valor

20



Capitulo 2 Fundamentos tedricos

correcto contudo, este nunca podera ser um valor exacto devido a
contribuigcéo do erro aleatério.
As estimativas podem ser:
a) Pontuais - expressa através de um unico valor numérico;
b) Por intervalos - estimativa dada por um conjunto de dois
valores limites no qual o parametro estimado tem grande

probabilidade de estar localizado.

Contudo, devido essencialmente a erros de quantificacdo como
também a falta de homogeneidade /representatividade da amostra
nao faz sentido exprimir a estimativa através de uma valor pontual
mas sim através de um intervalo de confianca que abranja, com certo
grau de confianca, o verdadeiro valor esperado.

Na auséncia de erro sistematico, a amostragem de uma
determinada populag&o normal (x~N[u,c°]) conduz & estimativa

x ~ N[X,s?]

Para exprimir os resultados teriamos de indicar a gama de
valores que cobre o “grosso” da distribuicdo — por exemplo os
percentis Pg 25 € Po.g75 (percentis entre 0.025 e 0.975) permitem definir
o intervalo de confianca central dos valores da distribuicdo ao nivel de
95%.

Caso a dispersdo seja expressa pelo desvio padrdo (s), o
resultado também pode ser expresso em termos de uma estimativa
central e o respectivo intervalo de confianca onde se localizam os

valores de populacéo inicial € dado por:

E[x] ~ Xtz xs,
Onde o multiplicador z. exprime um factor de cobertura da distribuicdo
identificada e que permite associar uma certa probabilidade de

encontrar o valor central da populacdo original (u) dentro desse

intervalo de cobertura.
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2.5.3. Testes estatisticos
Os testes estatisticos sdo baseados nos conceitos estatisticos
referidos anteriormente. O procedimento geral para executa-los é

descrito em seguida.

2.5.3.1. Teste de hipoteses e de significancia

Devido ao pequeno nimero de dados normalmente usados em
analise farmacéutica, intervalos de confianca largos podem
obscurecer diferencas inaceitaveis. Por outro lado, devido a pequenas
anomalias que ocorrem por vezes, nas séries analiticas, as diferencas
sdo identificadas como significantes, o que néo apresenta qualquer
relevancia préatica.

A componente aleatéria intrinsecamente envolvida implica
sempre a possibilidade de se cometer um erro de juizo. Atendendo a
forma como estes se desviam em relacdo ao valor tomado como
correcto, os erros estatisticos podem ser classificados em erros por
excesso e erros por defeito. Os erros por excesso correspondem a
uma falsa rejeicdo — erro do tipo | ( « ) — a hip6tese nula estava
correcta e foi abusivamente rejeitada por ter sido considerada falsa.
Os erros por defeito referem-se a uma falsa aceitacdo — erro do tipo
(B) — a hipotese nula estava errada e foi abusivamente aceite como

verdadeira.

O nivel de significancia de teste, designada por o |,
(frequentemente expresso sob a forma percentual 100%.a)
corresponde a probabilidade méxima com que se pretende proceder a
rejeicdo abusiva (erro tipo 1). A probabilidade de aceitacdo de hipétese
correcta designa — se de nivel de confianca e corresponde a

probabilidade de (1-a) (em termos percentuais 100 (1-a)%).
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Na formulacdo de hipGteses estatisticas, a hipotese nula (HO)
vai no sentido de ndo haver diferenca significativa, isto é, de pertencer
ao grosso da distribuicdo também designhado de (1 — a ); a hipotese
alternativa (H1) encontra-se direccionada para a diferenca significativa

(o), 0 complemento da hipotese nula.

2.5.3.2. Procedimento

Os testes estatisticos constituem uma ferramenta para, com
critérios estatisticos, auxiliar na tomada de decisdes na interpretacao
de resultados. Cada teste estatistico depende do nivel de confianca
para o qual as conclusdes sdo desejadas assim como do nimero de
graus de liberdade para essas circunstancias.

Os testes estatisticos devem ser efectuados com base num
procedimento I6gico que passa pelos seguintes passos:

1. Formulacdo do problema: Deve-se realizar uma analise do

evento de forma a racionalizar a questdo e poder testar.

2. Escolha do teste: O teste é escolhido de acordo com o

objectivo pretendido, ou seja, com base na distribuicdo
estatistica que melhor se adequa®.

3. Nivel de significancia: Nivel com o qual se pretende obter

conclusdes. Deve ser estabelecido previamente — previsao
do erro maximo admissivel para se tirar conclusdes erradas
por rejeicdo abusiva (o). Regra geral o nivel de
significancia refere-se a o= 0.05 podendo também ser
reduzido para o= 0.01 para serem tiradas conclusdes mais
definitivas.

4. Hipoteses de trabalho: As hipoteses devem ser

complementares e de forma a abranger o universo do

5 As distribui¢bes estatisticas mais comuns para efectuar testes estatisticos sao a normal, ¢ — student,
F-Fisher e qui-quadrado.
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evento. A hipétese nula (HO) deve ser formulada no sentido
de nao haver diferenca (esta tudo correcto, dentro do IC da
estimativa, (1- a )). A hipétese alternativa (H1) incide sobre
a diferenca significativa (ndo esta conforme, fora do IC da
estimativa (a)).

Simetria_do_teste: Esta depende do modo como as

hipoteses foram formuladas. Se o que se pretende é um
teste de desigualdade (superior a ou inferior a), apenas se
estd interessado em considerar um extremo da distribuicdo
como referencia e por isso o0 teste estatistico tem uma
simetria unilateral. Pelo contrario, se 0 que se pretende é
um teste de igualdade, ou seja, comparar a parte central da
distribuicdo com determinada estimativa, agora o teste
estatistico apresenta uma simetria bilateral.

Célculo do teste: Calcula-se com base na expressdo da

distribuicdo estatistica correspondente.

Comparacdo com valores criticos (Xcri): Os valores criticos

estdo tabelados de acordo com o nivel de significancia e
com o numero de graus de liberdade. Estes valores
permitem definir as regides de aceitagcéo e de rejeicdo das
hipéteses formuladas.

Conclusdo: No caso do valor experimental ultrapassar os
limites tabelados (regido de rejeicdo) diz-se que, ao nivel
de confianca 100 (1-a) % hé& diferenca significativa e a
hip6tese nula deve ser rejeitada em detrimento da hipétese
alternativa; caso contrario, ndo existe evidéncia estatistica
para rejeitar a hipotese nula. Os testes estatisticos podem
ser efectuados a diferentes niveis de significaAncia. As
normas ISO recomendam testes de significancia aos niveis

de 5% (0=0.05, probabilidade de efectuar 1 insucesso em
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cada 20 decisdes) e 1% (a=0.01, probabilidade de taxa de

insucesso de 1/100).

2.5.4. Andlise de variancia

A andlise de variancia (ANOVA)® é uma ferramenta que
permite distinguir dentro da variabilidade total de diversos conjuntos
de valores experimentais as contribuicGes puramente aleatorias e a
contribuicdo sistemética entre amostras. Ou seja, permite verificar se
as amostras exercem um efeito significativo fazendo com que estes se
sobreponham a componente aleatoria contribuindo para diferencas
significativas entre si.

Se o factor em estudo (factor A) n&o influi de modo
significativo, ambas as dispersdes sdo estimativas da variancia da
componente aleatéria. J& se o factor influi de modo significativo, a
dispersdo devida ao factor A (sa) torna-se maior que a componente
puramente aleatoria (So).

A comparacdo das dispersdes € conseguida através do teste F

(equacéo 2.4)

F = —< Foosn-tn(m-1) (2.4)
So

onde n e m representam o namero de niveis de factor e 0 nimero de
réplicas em cada nivel, respectivamente.

Caso o valor do teste calculado ndo exceda o respectivo valor
critico previsto para o nivel de confianca de 95%, a hipétese nula pode
ser assumida como verdadeira. Se este valor ultrapassar o valor
critico ao nivel de confianca de 95% mas ndo exceder o valor critico
para o nivel de confianca de 99% a hip6tese nula é dubia. Caso o
valor exceda o respectivo valor critico previsto para o nivel de

confianga de 99% a hipo6tese nula é rejeitada e a hipdtese um € aceite.

®A sigla ANOVA provém do inglés, Analysis Of Variance.
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2.5. Validacdo de métodos analiticos

Actualmente, pretende-se que todos os caminhos levem a
busca da qualidade total, tornando-se desta forma, indispensavel
conhecer perfeitamente cada fase de um processo produtivo. Neste
caso, a validacdo de um método analitico é uma ferramenta adequada
gue verifica a garantia de qualidade operacional e o desempenho
analitico. Através deste processo pode-se demonstrar que o método
analitico em causa é adequado para a analise de um determinado
analito numa certa matriz a um determinado nivel de concentracéo,
levando a resultados fiaveis, com boa exactiddo e precisdo, pois o
objectivo da validacao é demonstrar que o método é adequado para o
fim pretendido #2.

Na industria farmacéutica, a fiabilidade dos resultados
analiticos sdo cruciais para garantir a qualidade, a seguranca e a
eficacia dos farmacos. Por este motivo, exigéncias reguladoras foram
publicadas por muitos anos. A Conferéncia Internacional sobre a
Harmonizacdo (ICH) de exigéncias técnicas para o registo dos
farmacos para o uso humano foi iniciado em 1990, como um férum
para um didlogo construtivo entre autoridades reguladoras e industria,
a fim de harmonizar as exigéncias da submisséo para farmacos novos
entre a Europa, os Estados Unidos da América e Japao. Um dos
primeiros topicos dentro da sec¢do da qualidade foi a validagédo
analitica e a ICH foi muito util nos termos da harmonizagdo e nas
definicdes @ assim como na determinacdo das exigéncias basicas %

A validacdo embora possa ser uma actividade algo complexa e
exigente, é necessaria, pois as consequéncias de um método nao

validado traduzem-se num desperdicio de tempo, dinheiro e recursos,
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pois os resultados obtidos ndo apresentam fiabilidade. A validagéo é
um processo Moroso mas vital na garantia de qualidade analitica de
um processo analitico desenvolvido. Nao deve ser considerada como
uma actividade singular, mas deve ser sempre compreendida no que
diz respeito ao ciclo de vida do procedimento analitico. Iniciando-se
com o desenvolvimento ou a optimiza¢cdo do método, o desempenho
do procedimento analitico deve ser combinado com exigéncias num
processo interactivo.

Segundo a norma NP EN ISO/IEC 17025 o laboratério deve
validar métodos ndo normalizados, métodos criados ou desenvolvidos
pelo proprio laboratério, métodos normalizados utilizados fora do seu
ambito de aplicacdo e extensdes ou modificacbes de métodos
normalizados 4,

Para satisfazer as necessidades de uma dada aplicacdo ou
campo de aplicacdo, a validacdo deve ser tdo exaustiva quanto
necessario. O laboratério deve registar os resultados obtidos, o
procedimento utilizado para a validacdo e uma declaracdo quanto &
adequacdo do método para o0 uso pretendido. As normas
internacionais, hacionais e sistemas da qualidade destacam a
importancia da validacdo de métodos analiticos e a documentacéo do
trabalho de validagéo, para a obtencdo de resultados confidveis e
adequados ao uso pretendido !,

Antes de se iniciar o processo de validacdo de um determinado
método analitico deve-se ponderar sobre o ambito de aplicagdo
pretendido e quais os critérios de validacdo que € necessario
demonstrar. Algumas das questdes mais relevantes deste processo
passam por reflectir sobre o analito que se pretende determinar, os

niveis de concentragdo esperados, o tipo de matriz envolvida e se se
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pretende no final uma informac&o apenas qualitativa’ ou quantitativa,
correspondendo a estimativa do seu teor.

Devido a variedade de ensaios analiticos vamos ter diferentes
métodos que necessitam de diferentes programas de validacdo. A
tabela 2.1 descreve os parametros a determinar, consoante o ambito

de andlise a realizar 19,

Tabela 2.1 -Exigéncias de validacdo dos métodos analiticos de acordo com a

ICH.
Métodos Analiticos
Parametros de Doseamento Pesquisa de impurezas  Caracteristicas Identificacao
desempenho Quantitativo Limites  de desempenho
Exactidao + + - +@ -
Repetibilidade + + - +@ -
Precisdo intermédia +@ +® . +@ .
Especificidade @ + + + +@ .
Limite de detecgéo - - + - -
Limite de
guantificacao - + - - -
Linearidade + + - - -
Gama de trabalho + + - - -
Coeréncia + + + + -
Robustez + + -G +® -

(-) Caracteristica normalmente ndo avaliada; (+) Caracteristica normalmente avaliada; (1) Nos
casos em que a reprodutibilidade foi avaliada, ndo €& necessario determinar a preciséo
intermédia; (2) A auséncia de especificidade de um método analitico pode ser compensada por
outro método analitico de suporte; (3) Pode ser necesséario em alguns casos. (4) Pode ndo ser
necessaria em alguns casos.

A validacdo de um método analitico garante e confere
confianca ao processo de quantificacdo do analito numa determinada
matriz a um certo nivel de concentracdo. De acordo com a USP os
parametros analiticos usados para a validacdo de um método analitico

sdo:

Y (presente / ausente, correcto / incorrecto,...)
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Especificidade e selectividade
Gama de trabalho

Linearidade

A w DN PE

Limiares analiticos (limite de deciséo, limite de deteccdo e
limite de quantificacéo)

Sensibilidade

Preciséo

Exactidado

Robustez

© ® N o v

Coeréncia

Quando ocorrem alteracbes no procedimento analitico, as
mudancas podem conduzir a necessidade de revalidacdo do
procedimento analitico. Esta revalidacdo deve ser desenvolvida para
garantir que o procedimento analitico mantém as suas caracteristicas
e para demonstrar que continua a assegurar a identidade, qualidade,
poténcia da substancia activa e do farmaco, e a biodisponibilidade. O
grau da revalidacdo vai depender da natureza da mudanca, por
exemplo, quando um procedimento analitico regulador diferente é

substituido, o novo procedimento deve ser validado 7.

2.6.1. Especificidade e selectividade

A selectividade e a especificidade sdo parametros que
confirmam a confianca das medi¢cdes na presencga de interferéncias.
Ambos estdo relacionados com a capacidade de quantificar
correctamente um determinado analito na presenca de outras
substancias da matriz da amostra. Podem ser medidos como um tipo
de erro sistemético devido a presenca de interferentes, substéancias
susceptiveis de originar desvios no valor instrumental referente ao
analito, e assim provocar consequentemente desvios sistematicos.

Estes interferentes podem ser impurezas ou produtos de degradacdo.
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Em HPLC estes parametros sdo avaliados geralmente através da
capacidade de resolucdo cromatogréfica, da eficiéncia da separacao e
do factor de assimetria.

A especificidade corresponde a capacidade de um método
analitico determinar inequivocamente um analito na presenca de
outros componentes esperados na matriz, no caso de uma forma
farmacéutica pode ser impurezas, produtos de desagregacdo e
excipientes. Diz-se que um método € especifico quando permite
discriminar o analito relativamente a outras substancias
eventualmente presentes na matriz amostra a analisar, ou seja,
guando se tem garantia que a grandeza medida provém apenas do
analito.

O termo selectividade corresponde a capacidade de o método
analitico responder preferencialmente a um determinado analito, ou
seja, identificar e distinguir um analito huma mistura complexa sem

interferéncia dos outros componentes.

2.6.2. Gama de trabalho

A gama de trabalho de um método analitico corresponde ao
intervalo entre a concentragdo mais baixa e a concentracdo mais
elevada determinadas experimentalmente com precisdo, exactiddo e
linearidade. Normalmente, pretende-se que na gama de
concentracoes o sinal instrumental forne¢ca uma resposta linear como
também homogeneidade da variancia na variavel dependente. Estas
concentracbes sdo evidenciadas estatisticamente através da
calibracdo analitica do método. Segundo a ICH, a especificacdo para
o0 doseamento dum produto farmacéutico acabado, geralmente faz-se

na gama analitica referente a 80 a 120% da concentracao teste %%,
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2.6.3. Linearidade

A linearidade de um método analitico revela a habilidade do
método  produzir resultados directamente  proporcionais a
concentracdo do analito numa dada faixa de aplicacdo. Ou seja,
verificar se existe uma relagéo linear entre os valores medidos e as
concentracoes dos padrdes de calibracao.

Em termos graficos a linearidade do método pode ser
comprovada através do coeficiente de determinacéo (R?) da equacdo
da recta de calibracdo obtida, que reflecte o grau de relacdo ou
ligacdo entre as variaveis X (concentracdo) e Y (resposta), e
considera-se o resultado conforme se o valor de R? for superior a
0,999 9 Estatisticamente a linearidade é verificada, usando o teste
de Mandel.

2.6.3.1.Preparacao da curva de calibracao

Para garantir a rastreabilidade do processo utilizam-se,
inicialmente, padrées de concentragdo conhecida de forma a testar a
resposta do equipamento que fara a quantificagdo. Com a calibragcéo
pretende-se obter uma relacdo entre o padrdo submetido e o
correspondente sinal instrumental. A curva de calibragdo correcta
deve apresentar 0s seguintes aspectos:

i. o limite inferior & estimado com base na menor
concentracdo capaz de originar um sinal estatisticamente
distinto do branco. Apdés a determinacdo do limite de
quantificagéo (X.q) deve-se sempre verificar se o menor
padréo (X;) excede esse valor (X;2Xq);

ii. os padrdes devem abranger a gama de concentracdes das
amostras. O ideal € que as amostras se situem préximo do

centréide da curva de calibracao;
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ii.  a variancia dos valores medidos deve ser constante uma
vez que a introducdo de pesos estatisticos implica um
custo adicional no esfor¢o da quantificagéo;

iv. a gama de trabalho do método analitico é definida como
amplitude de concentracdes usadas para a definicdo de

curva de calibracéo (X; e Xy).

A calibragédo é um processo critico uma vez que dela depende
a qualidade das estimativas da quantificagdo das amostras em termos
de precisdo e exactiddo. Uma vez excluido o problema do erro
sistemético cuja estatistica ndo consegue tratar, tem que se ter em
conta trés passos fundamentais para obter uma curva de calibracdo
correcta que ir4 condicionar a qualidade dos resultados estimados. Os
trés passos fundamentais sdo: representatividade dos valores na
curva de calibracdo (homogeneidade da variancia), escolha do modelo

e deteccao de eventuais valores discrepantes.

A andlise da homogeneidade das variancias para o sinal
medido é realizada através do Teste Fisher (F) onde se compara as

variancias nos extremos do intervalo de calibragéo (equagéo 2.5).

2

F=3(s?>s2) (2.5)

N

De igual modo as hipoteses de trabalho a considerar sdo apenas
duas: existe homogeneidade da variancia (HO) ou nado existe
homogeneidade da variancia (H1).

Para a escolha do modelo deve usar-se diagndsticos simples
mas com fundamento estatistico, sendo o teste de Mandel geralmente
mais usado. O passo inicial deste teste corresponde a ajustar um

polinbmio de primeiro grau (P1), bem como um polindmio de segundo
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grau (P2) e calcular, para cada um deles, as respectivas somas de
residuos quadrados. Pretende verificar-se se 0 aumento na variancia
do ajuste causada pela eliminacdo de um parametro € equiparavel a
variancia aleatéria [pure error], para realizar tal verificacdo recorre-se

a equacao 2.6:

F:Aaﬁt _(ASS /Av) (2.6)
o o

Se o0 valor de F calculado ndo exceder o valor de F tabelado (Fo o1
(Av;Ape), onde Av corresponde aos graus de liberdade que vai ser
apenas um) a hipétese nula é aceite, o que corresponde a dizer que
ambos os polindbmios (primeiro e segundo graus) ajustam os pontos
experimentais de modo similar, concluindo-se que o polindmio de
primeiro grau € o mais adequado para curva de calibracdo, ja que
apresenta maior numero de graus de liberdade. Caso o valor de F
obtido ultrapassa este valor critico a hipétese nula ndo seria valida (o
polinbmio de segundo grau conduzia a um melhor ajuste dos valores
experimentais da curva de calibracdo), deve-se reduzir a gama de
trabalho para se obter uma funcdo de calibragdo linear, pois o

tratamento estatistico do polinomio de segundo grau é bastante

complexo (norma ISO 8466:2).

Os eventuais outliers® presentes nos dados obtidos podem ser
detectados de diferentes formas. Uma delas trata-se da regresséo
robusta que pode ser bastante eficaz na deteccao de outliers ja que é
bastante insensivel a este tipo de valores. Outras alternativas passam
por realizar o teste F (de modo semelhante ao teste de Mandel), e /ou

um teste do tipo t-student.

8 Valores discrepantes que se afastam dos valores previstos pelo modelo.
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Os padrdes da curva de calibracdo devem ser preparados com
0 maximo rigor analitico possivel para que, desta forma, a sua fonte
de erro associada seja desprezavel quando comparada com o erro da
variavel dependente.
Os padroes a utilizar devem obedecer a determinadas
condicoes:
i. possuir elevada pureza e auséncia de matriz;
ii. possuir homogeneidade na sua composi¢ao;
ii. ser representativo (propriedades fisico-quimicas similares aos
analitos a utilizar);
iv. apresentar elevada estabilidade;
v. boas condicbes de armazenamento (padrdo nao deve ser
afectado pelo recipiente nem pelas condicGes de

armazenamento).

A ICH define um minimo de cinco padrbes para estabelecer a
gama de linearidade, como 80% a 120% do teor da substancia a

quantificar .

2.6.4. Limiares analiticos

Os limiares analiticos especificam e definem os extremos
inferior e superior da curva de calibragdo. Assim 0s extremos
inferiores correspondem a concentragbes que permitem saber quais
as capacidades de detec¢do do respectivo método para esses niveis
de concentracdo, temos os limites de decisdo, de deteccdo e de
guantificacéo.

Estes limiares analiticos podem ser estimados por trés
métodos distintos:

i. através de réplicas do branco (my=10) (método recomendado
pela IUPAC e ISO);

ii. com base nos parametros da recta;
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iii. com base no desvio padrdo do ajuste.

Deve-se estimar os limiares analiticos através das réplicas de
branco de padréo. Nao sendo possivel desta forma ou se algum
destes limites conduzir a uma concentracdo sem significado fisico
deve optar-se por utilizar os pardmetros da recta da calibragdo. S6 em
ultimo caso deve ser utilizado o desvio padréo do ajuste para este
objectivo. Os limiares séo obtidos por transformacdo em concentragéo

do sinal respectivo (fungéo inversa da curva de calibracdo: Xi =G (Yi)).

2.6.4.1 Limite de deciséo

O limite de decisdo (Xq4) corresponde a menor concentracao de
analito que apresenta probabilidade de 5 % de que o respectivo sinal
possa ser considerado como sendo o sinal do branco e 50 % de
hipéteses de se tratar de facto do analito (¢=0.05 e $=0.50) e pode ser

estimado a partir da equacéo 2.7.

Xy = Glo + sy .05 ) = G(¥ +165—2) )

0,05(m, m

Caso néao seja possivel obter valores de branco, este limite pode ser
estimado através dos parametros da calibracdo linear, através da

equagéao 2.8.

Xg =G (by + 5 g5m, 10 (Dy)) = G (b, +1.65.5 (b)) (2.8)

Pela equacgdo 2.9 podemos determinar este limiar pelo desvio padrao

de ajuste:

Xqa =Gty o5n-p) Tit) = G165, (2.9)
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2.6.4.2.Limite de deteccao

O limite de detec¢do (X.p) corresponde & menor quantidade de
analito que é possivel detectar com uma certa confianga estatistica,
mas ndo necessariamente quantificar. Esta concentracdo é util para
especificar a presenca/auséncia do analito da amostra. Em termos
qualitativos, o conceito de limite de deteccdo corresponde a
concentracdo minima que é possivel distinguir do branco. A
guantificacdo deste valor de concentracdo esta sujeita a erros
significativos: probabilidade de 5 % de ocorrem erros tipo | (falsa
deteccdo, 0=0.05) e de 5 % de ocorrerem erros tipo Il (falsa nao
deteccao, p=0.05).

O limite de detec¢éo pode ser calculado através de:

Réplicas de brancos (my=10), pela equacdo 2.10, onde se faz uma

estimativa do valor médio do sinal do branco (Y,) e respectivo desvio

padréo ( S, ):

_ u S,
Xip=C(Yp+ Zto,os(nb_l) =) (2.10)
m

Pode também ser determinado a partir da equacdo 2.11 através da
equacdo da curva de calibracéo, recorrendo ao valor de intercepgéo

da recta e respectiva incerteza:

X = G(by + 245 g5, 17 () = G(b, + 3.3 (b)) (2.11)

Pela estimativa com base no desvio padréo residual (c5) do ajuste da
curva de calibracdo através de minimos quadrados e a sensibilidade,

o limite de deteccgéo € determinado pela equagéo 2.12:

Xip =3-3><m (2.12)
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Por dltimo, o limite de deteccdo pode ser determinado através do
quociente sinal/ruido da linha de base: concentragéo que corresponde
a um sinal proporcional a um determinado factor do quociente
sinal/ruido. A determinacdo desta razdo é realizada por comparacao
dos sinais medidos da amostra com baixas concentra¢cdes conhecidas
do analito com as do branco, estabelecendo-se assim a concentragéo
minima onde o analito pode ser detectado. A raz&o sinal/ruido com

valor 3:1 é geralmente aceite para estimar o limite de deteccao.

2.6.4.3.Limite de quantificacéao

O limite de quantificacdo (X o) corresponde a menor
concentracdo de analito que é possivel quantificar com precisdo e
exactidao definidas e nas condicdes de operacao especificadas.

Este limiar analitico pode ser estimado com base em:
Réplicas de brancos (my=10) através de equacdo 2.13: concentracao

de analito capaz de originar um sinal equivalente a,
Xo=GY, +105,) (2.13)

Onde Y,, é a média do sinal medido para uma serie de brancos,
preparados de forma independente e Syoé 0 desvio padrdo associado a
Yo.

Através da equacdo da curva de calibracdo: Estimativa com base no
desvio padréo residual (o) do ajuste da curva de calibragéo através

de minimos quadrados e a sensibilidade. A determinacéo do limite de

guantificacdo por esta via é obtida através da equacéo 2.14.

Ot

X0 =10><W (2.14)
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E finalmente pelo quociente sinal/ruido da linha de base: concentracéo
gue corresponde a um sinal proporcional a um determinado factor do

quociente sinal/ruido. A raz&o sinal/ruido tipica segundo a ICH é 10:1.

Deve se ter em conta possiveis oscilagbes isoladas do sinal
medido que podem corresponder a valores ja significativos e que
podem ser proveniente de contaminagdes.

Os limites de deteccdo e quantificagdo calculados devem ser
sempre confirmados analisando um numero apropriado de amostras
gue contenham o analito nas concentracdes correspondentes e com a

leitura de padrdes com as concentracdes encontradas.

2.6.5.Sensibilidade
A sensibilidade é definida como o menor incremento de
concentracdo (AX) necessario para originar uma variacao detectavel
no valor do sinal lido (AY) coincidindo esta com o declive da recta de
calibragdo quando se trata do modelo linear (polinébmio de primeiro
grau) como se pode ver pela equacéo 2.15.
E= ﬂ (2.15)
AX
2.6.6. Preciséo
A precisdo do método analitico expressa o grau de
concordancia dos resultados entre ensaios independentes sobre a
mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em condicbes
definidas. Pode ser determinada recorrendo a estimativas

paramétricas como:

1. Desvio padrdo dos resultados (s), determinado pela equacgéo
2.16:
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(2.16)

2. Coeficiente de variagcdo (%CV), estimado pela equacéo 2.17:

%CV =100 % (2.17)

Onde s € o desvio padrdo das recuperacdes e L é a estimativa

paramétrica central (média).

A ICH recomenda a determinagdo a trés niveis de preciséo:

repetibilidade, precisdo intermédia e reprodutibilidade.

2.6.6.1. Repetibilidade

A repetibilidade corresponde a precisdo obtida para ensaios
efectuados sobre a mesma amostra num curto intervalo de tempo e
em condicdes tdo homogéneas quanto possivel (mesmo laboratério,
mesmo analista, mesmo equipamento e mesmo tipo de reagentes).
Segundo a norma ISO 5725:1 devem se realizar no minimo dez
ensaios sobre uma mesma amostra ou padrdo e repetir o
procedimento para varios niveis de concentragdo dentro da zona de
aplicacdo do método.

A repetibilidade é dada pelo desvio padrdo s, associado a
média dos resultados assim obtidos. O limite de repetibilidade (Ar) é o
valor maximo permitido para a diferenca absoluta entre dois ensaios
obtidos em condicdes de repetibilidade, calculada para o nivel de

confianca a 95 %, sendo obtido através da equacéo 2.18.

S

ﬁ (2.18)

Ar = \/Ex t(t)).OS(m—l) X
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O coeficiente de variacdo de repetibilidade (% CV, da
informacdo acerca da ordem de grandeza relativa esperada para a
imprecisdo dos valores em condicbes de repetibilidade e ¢é

determinado a partir da equacéo 2.19.

9%CV. =100 f(: 2.19)

onde X corresponde ao valor médio da gama analitica do método ou,
alternativamente, ao nivel de concentracdo a que se refere a
estimativa. O método considera-se preciso em termos de

repetibilidade se o coeficiente de variacao for inferior a 1.0%.

2.6.6.2. Preciséo intermédia

A precisdo intermédia corresponde a precisdo obtida nos
ensaios sobre a mesma amostra, amostras idénticas ou padrdes,
utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério ou em laboratoérios
diferentes, mas definindo exactamente as condigbes que variam. Este
tipo de estudo tem por objectivo avaliar a interferéncia que a mudanca
de determinadas condi¢des intra-laboratoriais podem ter no resultado
final (analises em dias diferentes, com diferentes operadores, etc).

Esta medida de imprecisdo é reconhecida como a mais
representativa da variabilidade dos resultados do laboratério. Segundo
a norma ISO 5725:3, a precisdo intermédia pode ser avaliada de trés
formas distintas: através de cartas de controlo de amplitudes
aplicadas a réplicas, a duplicados da amostra e a padrdes, quando se
realizam n ensaios sobre t amostras ou padrbes ou quando se
realizam n medicbes sobre uma mesma amostra, amostras
supostamente idénticas ou 0 mesmo padrao.

De acordo com esta norma o método considera-se preciso em
termos de precisdo intermédia se o coeficiente de variacao for inferior
a 2.0 %.
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2.6.6.3.Reprodutibilidade

Esta precisdo é obtida quando se efectuam varios ensaios
sobre a mesma amostra em diferentes laboratérios, com diferentes
operadores, usando diferentes equipamentos e em periodos
diferentes, ou seja, realizando estudos interlaboratoriais. Esta é uma
medida de imprecisao global do método analitico pois é obtida através
de resultados publicados por diversos laboratoérios independentes que
realizam esse mesmo método, em condi¢cdes operacionais idénticas,

efectuando andlises sobre o mesmo conjunto de amostras.

2.6.7. Exactidao

A exactiddo de um procedimento analitico expressa a
proximidade entre a média de uma série de resultados de varios
ensaios e um valor aceite como verdadeiro de um padrdo de
referéncia. Indica, desta forma, a capacidade do método analitico
proporcionar resultados o mais proximo possivel do valor aceite como
verdadeiro.

A exactiddo de um método, ou de um resultado, esta
condicionada pela existéncia de erros sistematicos, erros que se
manifestam sempre da mesma forma, para um dado conjunto de
ensaios independentes. Os erros sistematicos obedecem a causas
determinadas e levam ao aparecimento de resultados
significativamente afastados do seu valor verdadeiro. Este tipo de
erros pode ser classificado em categorias: erros instrumentais (onde
se encontram incluidas a ma calibracdo do material e as avarias
parciais do equipamento), erros operativos onde sao incluidos alguns
erros dos analistas e erros de método, associados a interferéncias de
ordem variada, a existéncia de reac¢cfes secunddrias no processo
analitico. Os erros sistematicos colocam em causa a veracidade do

resultado experimental, provocando o seu afastamento relativamente
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ao valor verdadeiro presente na amostra analisada. Este tipo de erro
pode ser minimizado pela utilizacdo de ensaios em branco e pela
aplicagdo da mesma metodologia na preparacéao das solucdes padréo
de calibracéo.

Os testes estatisticos para diagndstico do desempenho de
exactiddo do método sédo geralmente realizados em relacéo a:

I.  Erro absoluto (A): a variavel normalizada deve apresentar

uma distribuicdo t-student evidenciada pela equacao
2.20.

ep L (2.20)

Onde X corresponde a média dos dados obtidos, S; ao desvio padréo

associado a media e 7 ao valor correcto. O valor correcto deve ser um
valor certificado do MRC ou valor de referéncia de um ensaio.
Este teste permite verificar a exactiddo por via interna, onde

vamos ter as seguintes hip6teses de trabalho:
HO: X = 7 = Ha concordancia estatistica dos valores

H1: X # 7 = Ha diferenca significativa entre os valores.
A hipétese nula deve ser aceite se o0 valor calculado ndo exceder o
valor previsto para a distribuicdo bilateral t-student ao nivel de
confianca a 99%. Caso contrario, estima-se o valor previsto com 95%
de confianca. Se ainda o valor de teste for superior ao valor previsto
com 95% de confianca, rejeita-se a hipotese nula e aceita-se a
hipétese 1.

II.  Erro relativo (%RE): quociente entre o erro absoluto (A) e

o valor correcto (1);
O valor obtido através da equacado 2.21 fornece indicagéo percentual
do desvio obtido que serve como termo de avaliacdo e permite a

comparagao com outras situacoes.
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%RE =100 x Na =7) _ 190, A 2.21)
T T

lll. Factor de desempenho (Z-score): Expressa-se em

s

termos de variavel reduzida e é estimado através da

equacdao 2.22.

7 = (Ylab _T)

2.22
S (2.22)

Onde S representa a incerteza associada ao material certificado
(MRC) ou o desvio padrdao da média dos laboratérios no ensaio
interlaboratorial.

Segundo um protocolo com a AOAC, ISO e IUPAC se o factor
de desempenho em médulo for menor ou igual a um, temos um bom
desempenho, se for menor ou igual a dois temos desempenho
satisfatério, caso se encontre entre dois e trés temos desempenho
guestionavel e por ultimo se for superior ou igual a trés temos mau

desempenho do método.

V. Erro normalizado (En): O erro normalizado é estimado

através da equacdo 2.23 onde Uy, corresponde a
incerteza associada ao laboratorio e Ucgm @ incerteza
associado ao valor de referéncia. Quando o valor de erro
normalizado em absoluto é menor ou iguala a 2 o ensaio

realizado é satisfatorio.

En — (Xiab — T)
U % +U Ga

(2.23)
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V.

Testes de recuperacdo: Os testes de recuperacao

permitem avaliar a exactiddo sem recorrer a materiais
certificados, 0 que € uma excelente vantagem econémica
para o laboratério, usando somente solugbes de padréo e
amostras. Este tipo de teste permite testar a resposta na
presencga da prépria matriz da amostra em causa, o que é
bastante vantajoso pois ndo € comum haver materiais
certificados com matrizes idénticas ou similares aquele
gue se esta interessado.

Caso se represente a concentragdo recuperada em
funcdo da concentracdo adicionada obtém-se um gréfico
com variacdo linear que pode ser ajustado por um
polinbmio de primeiro grau conhecido por funcdo de

recuperacao (equacao 2.24):

Xee =85 + D X X (2.24)

Com esta funcdo podemos interpretar o tipo de erro
sistematico cometido no meétodo. Assim, a ordenada na
origem (a) esta relacionada com um erro sistematico
constante e o declive (b) esta relacionado com um erro

sistemético proporcional.

2.6.8. Robustez

A robustez de um método é a capacidade do método exibir

estabilidade ao longo do tempo e ndo ser afectado por pequenas

variagbes nas condicdes de operacdo no laboratério. Os factores

normalmente estudados sé@o a estabilidade das solucdes, o tempo de

conservacdo da amostra, tempo de preparacdo e as condi¢cdes

experimentais do equipamento utilizado.
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A robustez pode ser determinada através de um teste ao
método em condi¢des de precisdo intermédia. Deve-se salientar que
qguanto maior for a robustez de um método, maior sera a confianca
desse relacionamento quanto a sua precisdo e maior insensibilidade
(dependéncia) de factores experimentais deliberadamente alterados, o
que € muito benéfico pois 0 método continua a conduzir a valores

concordantes apesar das alteragdes realizadas.

2.6.9. Coeréncia

A coeréncia de um método analitico expressa a concordancia
de valores obtidos quando sao introduzidas variacdes aleatdrias nas
condicbes experimentais do método.

De acordo com a USP este parametro pode ser medido
através da reprodutibilidade dos resultados obtidos sob a variagédo de
diferentes condicdes (diferencas dentro do laboratério, analistas,

instrumentos, reagentes, periodos de trabalho).

2.6.10. Adequabilidade do sistema

Os testes de adequabilidade do sistema sdo uma parte de
varios procedimentos analiticos e pretendem garantir que o sistema
implementado é adequado para o tipo de andlise que se pretende
realizar e pode ser mantido em funcionamento sem perda das
caracteristicas analiticas. Estes testes sdo baseados no conceito de
gue o equipamento, operacdes analiticas e amostras a serem
analisadas constituem um sistema integral que pode ser avaliado

como tal %,

2.611. Estabilidade das amostras
Para se obter resultados reprodutiveis e confidveis durante o

processo de validacdo a estabilidade das solugbes amostra e padroes
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deve ser determinada. Muitas vezes € essencial que as solucdes
sejam estaveis, para que desta forma, se ocorrer algum atraso
durante o processo, isso ndo va influenciar os resultados obtidos. A
estabilidade das amostras bem como dos padrdes deve ser testada
durante um periodo de vinte e quatro horas no minimo. O coeficiente
de variagdo da razdo das areas das amostras obtido deve ser inferior
a2.0 %
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3.Seccao experimental

3.1. Materiais e Equipamento

Nos materiais e equipamento sdo descritos e enumerados as
matérias-primas utilizados na preparacdo da suspensdo contendo
paracetamol como também o0s reagentes para a andlise da

formulacao.

3.1.1. Paracetamol

A substancia activa, paracetamol, apresenta-se como um po
cristalino branco ou quase branco, ligeiramente solivel em &gua e
faciimente solGvel no &lcool. E ligeiramente solivel em éagua fria,
soluvel em etanol, metanol, solucdo de hidréxido de sodio 1N,
dimetilformamida, dicloroetano, acetato de etilo e acetona. E
ligeiramente soluvel em diclorometano e éter e praticamente insoltvel

em pentano e benzeno .

3.1.2. Acido citrico monohidratado

O acido citrico monohidratado (C¢HsO;.H,O, Mw = 210.14
g.mol™ e P> 99.5 %) apresenta-se na forma po cristalino branco ou
incolor, é inodoro e apresenta um forte sabor amargo. Numa solugéo
aquosa a 1% (m/v) apresenta pH=2.2. Este composto apresenta
densidade de 1.542 g.cm™ e ponto de fusdo de aproximadamente 100

°C.E soliivel em alcool e a4gua e pouco solGvel no éter. Na indUstria

48



Capitulo 3 Seccao Experimental

farmacéutica é usado essencialmente para ajustar o pH das solucdes
[30]

OH

Figura 3.1 - Estrutura quimica do acido citrico monohidratado.

3.1.3. Citrato de sodio

O citrato de sédio (CgHsNazO;, Mw = 258.07 g.mol™).
Apresenta-se na forma cristalina incolor ou na forma de pé cristalino
branco. E inodoro e apresenta sabor salgado. E solivel em agua e
praticamente insolivel em etanol. E amplamente usado em
formulacdes farmacéuticas, uma vez que actua como estabilizador,
controlador de acidez, agente tamponizante e ainda tem funcéo

anticoagulante B.

NaO. o]

NaO ONa
OH

Figura 3.2 - Estrutura quimica do citrato de sédio.

3.1.4. Sacarose

A sacarose (C1,H»,011 € Mw = 342.30 g.mol'l) é formada pela
unido de uma molécula de glicose e uma de frutose. E obtida através
da cana-de-acUcar ou da beterraba, ndo contendo substéancias
adicionadas. Apresenta-se na forma de cristais incolores ou como um

z

pé branco cristalino, que € inodoro e de sabor doce. Na industria
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farmacéutica € usada em formula¢cdes orais, onde vai originar valor
energético, desempenhando funcdes de edulcorante e de
conservante, sendo também usado para aumentar a viscosidade da

formulacéo B

GHaOH
CHnOH
o]
H A H H
on M Ho o
oH | I1 ZHaOH
H OH CH H
Figura 3.3 - Estrutura quimica sacarose.

3.1.5. Metilparabeno e Propilparabeno

O metilparabeno (CgHsO; e massa molar 152.15 g.mol™)
apresenta-se como po cristalino branco ou cristais incolores, € inodoro
e 0 seu ponto de fusdo encontra-se entre 125°C e 128°C. O
propilparabeno (C0H:20O3; e massa molar correspondente 180.20
g.mol™) apresenta-se como um pé cristalino branco, inodoro e
insipido. O ponto de fusdo deste composto encontra-se compreendido
entre 96 e 99°C. Ambos 0s compostos sdo pouco sollveis em agua,
facilmente solUveis em acetona, etanol e éter etilico.

O metil e o propilparabeno sdo usados como conservantes em
produtos cosméticos, alimentares e farmacéuticos. Podem ser usados
individualmente ou em conjunto com outro parabeno ou outro agente
conservante. Os parabenos sdo eficazes numa ampla faixa de pH e
apresentam uma ampla actividade antimicrobiana, embora sejam mais
eficazes contra leveduras e bolores. A actividade antimicrobiana
aumenta com o aumento da cadeia alquilica, mas em contrapartida
diminui a solubilidade em meio aquoso; portanto, uma mistura de
parabenos é usada frequentemente para fornecer uma conservagao

mais eficaz. B9,
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o OCH;

/\/CH3
(0]

OH A HO B

Figura 3.4 - Estrutura quimica metilparabeno (A) e propilparabeno (B).

3.1.6. Aroma de laranja

O acetato ou etanoato de octila € o composto que da nome ao
aroma de laranja que se apresenta na forma de um liquido limpido, de
cor amarelo escuro e com forte odor caracteristico a laranja. E
miscivel com o alcool e praticamente insollvel na agua. Na industria

farmacéutica é usado como edulcorante e aromatizante.

3.1.7. Tartrazina

A tartrazina (CisHgN4NazOeS,; Mw = 534.39 g.mol'l) é um
corante que se apresenta na forma de pé de cor amaro-alaranjado,
com fluorescéncia laranja e € sollivel na agua. As solu¢des aquosas
apresentam cor amarela. Este composto apresenta um maximo de

absorvancia a 425 nm.
NaOOC

~\

=z

SO;Na

NaO;S N=—N

OH

Figura 3.5 - Estrutura quimica da tartrazina.

Os corantes sdo usados para dar uma aparéncia distinta na
forma farmacéutica. A cor dum medicamento é uma ferramenta util
para ajudar a identificar o produto no seu processo de fabrico, na sua

distribuicdo e também é util para os pacientes, principalmente para
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agueles que utilizam varia medicacdo. O uso de cores diferentes para
diferentes dosagens de um mesmo farmaco pode também ajudar a

eliminar erros B,

3.1.8. Goma xantana

A goma xantana (CssHs90,9) € uma mistura polissacaridica
com elevado peso molecular obtida naturalmente pela fermentacao da
bactéria Xanthomonas campestris, que sintetiza a goma para evitar

sua desidratacao.

CH,OH CH,OH
D . 0\
0 OH 0
CO0H OH / QH 4,
1. O

e
SN,

T 7
a S

o~ COOH
J;o\ 0
OH oFr\o oH
R*O
OH

Figura 3.6 - Estrutura quimica da tartrazina.

7

Apresenta-se na forma de um p6 fino branco e é inodoro,
sendo bastante usada na indastria farmacéutica e alimentar como
agente espessante, estabilizante e emulsionante. Esta mistura
heterogénea de polissacarideo supera o0s outros devido
principalmente as suas propriedades reoldgicas, que permitem a
formacédo de solucdes viscosas a baixas concentracdes (0,05-1,0%), e

& sua estabilidade numa ampla faixa de pH e temperatura =,

3.1.9. Agua purificada
A agua purificada (H,O) apresenta-se como liquido limpido,
incolor, inodoro e insipido. E amplamente utilizada como matéria-

prima servindo de diluente e veiculo de transformacao, elaboragéo e
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fabrico de produtos farmacéuticos. A agua purificada é obtida por

osmose inversa (Millipore ELIX 10).

3.1.10. Medicamento de referéncia

O medicamento de referéncia Ben-U-ron ® usado neste
trabalho apresenta-se na forma de xarope. E um liquido viscoso de
cor laranja, aspecto homogéneo com odor e sabor a natas. Contém 40

mg de paracetamol por cada ml de xarope.

3.1.11. Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico (Merck e
Sigma-Aldrich), nomeadamente: metanol grau gradiente para HPLC
(CHsOH, Mw = 32.04 g.mol™, densidade de 0.792 g.cm?, pureza de
99.9%) &cido acético glacial (CH;COOH, Mw = 60.05 g.mol™,
densidade 1.05 g.cm®, pureza de 99.8 %), metanol, paracetamol
padrao secundario, metilparabeno padréo secundario, propilparabeno
padrdo secundéario. Todas as solu¢des aquosas foram preparadas

com agua purificada obtida por osmose inversa (Millipore ELIX 10).

3.1.12. Fase movel (HPLC)

A fase movel utilizada no doseamento do paracetamol, do
metilparabeno e propilparabeno no produto acabado consiste numa
mistura de 570 mL da solucdo aquosa de acido acético e 450 mL de
metanol grau gradiente para HPLC. A fase movel obtida é filtrada
através de filtro membrana GHP de 47 mm de didmetro e 0.45 ym de

porosidade e desgaseificada sob vacuo.

3.1.12.1. Solugdo aquosa de acido acético
Para um baldo volumétrico de 1000 mL colocar

aproximadamente 800 mL de 4gua para HPLC e adicionar 36.4 mL de
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acido acético glacial. Misturar bem e completar o volume com o

mesmo solvente.

3.1.13. Solugbes padrao para doseamento do
paracetamol, metilparabeno e propilparabeno.

Neste subcapitulo encontra-se descrito o procedimento para a
preparacdo das solucdes padrdo para o doseamento da substéncia

activa e dos conservantes na suspensao obtida.

3.1.13.1.Solucéo padrao mée de Paracetamol

Pesar 50.0 mg de paracetamol padrdo para um baldo
volumétrico de 20 ml e dissolver em 15 mL de metanol R. Levar 5
minutos ao ultrassons, agitar durante mais 5 minutos e perfazer o

volume com metanol R. (Csna= 2.5 mg/mL).

3.1.13.2. Solugéo padrao mae de Metilparabeno

Pesar 25.0 mg de metilparabeno para um baldo de 100 mL e
dissolver em metanol R. Completar o volume com 0 mesmo solvente.
(Cinas = 0.25 mg/mL).

3.1.13.3. Solucéo padrdao mae de Propilparabeno

Pesar 2.5 mg de propilparabeno para um baldo de 100 mL e
dissolver em metanol R. Completar o volume com o mesmo solvente.
(Cinas = 0.025 mg/mL).

3.1.13.4. Solugao padrao 100 %

Para um baldo de 10 mL, retirar 2 mL da solucdo padrdo mae
de paracetamol e 1 mL da solucdo padrdo mae de metil e
propilparabeno. Diluir e perfazer o volume com fase movel. (Cparacetamol

= 5ooug/mL; CMemparabeno = 25ug/mL; CProp“parabeno = 2,5ug/mL). Flltrar a
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Solucado padréo 100 % através de filtros seringa PP 0.45um, para um
vial de HPLC de 2 mL.

3.1.14. Solugdes para o ensaio de solubilidade
Para o ensaio de solubilidade da substancia activa,
paracetamol, foram usadas quatro solu¢des diferentes, que abaixo se
descrevem:
e HCI 0.1 M (meio gastrico simulado sem enzimas)
Para um baldo de 1000 mL retirar 50 mL de solucdo de acido
cloridrico 2 M. Diluir e perfazer o volume com agua destilada.

e Tampao acetato (pH=4.5)

Dissolve-se 63 g de acetato de sédio anidro R em &gua
destilada e junta-se 90 ml de 4cido acético R. ajusta-se o pH e perfaz-
se o0 volume para 1000 mL com agua destilada (segundo Farmacopeia
Britanica).

e Tampao fosfato (pH=5.8)

Dissolve-se 1.19 g de fosfato dissodico di-hidratado R e 8.25 g
de dihidrogenofosfato de potdssio R em agua destilada e completa-se
1000 mL com o mesmo solvente (segundo Farmacopeia Britanica).

o Tampdo fosfato (pH=6.8) (meio intestinal simulado sem

enzimas)
A 77.3 mL de solucdo de fosfato dissodico R a 71.5 g/L
adiciona-se 22.7 mL, de solucdo de acido citrico R a 21 g/L (segundo

Farmacopeia Britanica).

3.1.14.1.Solucéo padrao mée de Paracetamol
Pesar 5.0 mg de paracetamol padrdo para um baldo
volumétrico de 100 mL e dissolver em 90 mL no solvente em estudo.

Completar o volume com 0 mesmo solvente (Csna= 50 pg/mL).
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3.1.15. Equipamento
No desenvolvimento deste trabalho foram utilizados os
seguintes equipamentos:

e HPLC LaChrom Elite (desgaseificador e forno integrados e
autoinjector) com detector U.V./visivel;

e Agitador magnético.

e Balanca analitica Mettler Toledo XS205DU

e Titulador automatico Metrohm 794 Basic Titrino

e Filtros seringa PP Acrodisc 0,45 pm

o Papel de filtro Whattman n°4

e Viscosimetro Brookfield modelo DV Il + PRO

e Densimetro

e Espectofotometro UV/visivel Hitachi U2001

3.2. Métodos

Nesta seccdo encontra-se a descricdo dos métodos utilizados
no decorrer do trabalho para a quantificacdo do paracetamol para o
estudo de solubilidade e o doseamento por HPLC do paracetamol e

dos conservantes na suspensao em estudo.

3.2.1. Quantificagao Espectrofotométrica do
paracetamol

Pesar quantidades exactas de paracetamol (5.00 mg) e
dissolver nos solventes utilizados no ensaio de solubilidade. A partir
destas solucBes preparar, por diluicdo, varios padrées de
concentracoes diversas. O doseamento é efectuado por absorcéo

espectroscopica no ultravioleta (UV) a 242.8 nm, por este
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corresponder a um maximo de absorcdo do analito nesta regido
espectral, nos diferentes meios, conforme verificado por varrimento de
espectro de 300 a 210 nm. Construir as curvas de calibragdo de
absorvancia versus concentragdo para utilizar na quantificacdo do
paracetamol no estudo de solubilidade. O método foi validado para o
parametro linearidade, tendo sido determinado a partir do coeficiente

de correlacdo (r?) de cada curva, que foi sempre superior a 0.999.

3.2.2. Solubilidade de paracetamol

Foi determinada a solubilidade de paracetamol em quatro
solucBes diferentes (HCI; tampdo acetato (pH=4.5), tampéo fosfato
(pH=5.8); tampéao fosfato (pH=6.8)) a 37 °C.

Um excesso de paracetamol (1250 mg) é suspenso em 50 mL
de cada um dos meios em estudo ficando em agitacdo durante 72 h.
As solucdes permanecem posteriormente 24 h em equilibrio antes de
serem filtradas. Sofreu diluicAo apropriada e a quantidade de
paracetamol foi determinada espectrofotometricamente, recorrendo a

curvas de calibragcéo de absorvancia versus concentragao.

3.2.3. Doseamento por HPLC da substancia activa e
conservantes

A metodologia utilizada para doseamento, em simultaneo, do
paracetamol, metilparabeno e propilparabeno foi desenvolvida e
validada com base no descrito na monografia “Acetaminophen” e
“Acetaminophen Oral Solution” (USP31, 2008).
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3.2.3.1. Condicdes de trabalho
As condi¢cbes cromatograficas de trabalho para o doseamento
da substancia activa (paracetamol) e dos conservantes (metil e
propilprabeno) em simultaneo na suspenséao foram:
e Pré-coluna: LiChroCart 4 — 4 Purospher STAR RP-8e, 5um;
e Coluna: LiChroCART 250 — 4.6 Purospher STAR RP-8 e
(Spm);
e Deteccao: Ultravioleta a A=280 nm;
e Fluxo: 1,0 ml/min;
e Temperatura do forno: 40°C;
e Volume de injeccdo: 20pl.
e Auto-injector: Temperatura ambiente
e Tempo de corrida: 28 minutos
¢ Fase movel: metanol/ solucdo aguosa de acido acético (45:57,

vIv)

3.2.3.2. Tratamento da amostra

Agitar bem a suspensdo e pesar para um baldo de 20 mL o
equivalente a 50 mg de paracetamol (cerca de 1.5 g de suspensao).
Dissolver em metanol e levar aos ultrassons durante dez minutos e a
agitar durante mais cinco minutos. Deixar arrefecer, perfazer volume
com metanol. Filtrar com papel de filtro Whattman n°4. Do filtrado
retirar 2 mL para baldo volumétrico de 10 mL e perfazer o volume com
fase movel. Filtrar a solucdo através de filtro seringa PP acrodisc
0.45um. Injectar a amostra em triplicado e calcular o teor de cada uma

das substancias na amostra.

A identificacdo do paracetamol, metilparabeno e

propilparabeno na suspenséo é feita por comparacao dos tempos de
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retencdo obtidos com a solucdo padrdo 100% e solucdo amostra,
respectivamente. A quantidade de paracetamol e parabenos na é
determinada a partir das seguintes férmulas:

e Paracetamol:

A quantidade de paracetamol, na por¢do de suspensao tomada

para ensaio, € determinada através da equacao 3.2:

AEXMMXMF.PXEXPX 100
E‘pﬂrﬂcamma! = A % 1000 (31)
?,prﬂx‘l{]ﬂxiﬂXZ{]

C
WParacetamal = C_u- » 100 (3.2)

Onde A, é o valor correspondente a média de areas obtidas para a
amostra, M, a massa teorica de amostra (g), M, a massa pesada do
padrao (mg), P a pureza do padrédo, A, a média de areas obtida para o
padrdo, M, a massa pesada de amostra (g), C a concentracdo de
Paracetamol obtida (ug/ml) e Co= 500 pg/ml.

O teor de paracetamol na amostra deve estar compreendido
entre 95.0 % e 105.0 % de CgHyNO,, respectivamente.

e Metilparabeno:

A quantidade de metilparabeno na suspenséo é determinada pela

equacao 3.4.
Ag X Mg % My, x 1 P x 100 (3.3)
Citeti = x 1000
Metilparabene = 4 x M, x 100 x 10 x 100
(N
YoM etilparabeno = o * 100 (3.4)

1
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Onde A, é o valor correspondente a média de areas obtidas para a
amostra, M, a massa teorica de amostra (g), M, a massa pesada do
padrédo (mg), P a pureza do padréo, A, a média de areas obtida para o
padrdo, M, a massa pesada de amostra (g), C a concentracéo de
metilparabeno obtida (nug/ml) e Coa 25 pg/mL.

O teor de metilparabeno na amostra deve estar entre 90.0% e
110.0%.

e Propilparabeno:
A quantidade de Propilparabeno, na por¢édo de suspenséo tomada

para ensaio, € determinada através da equacao 3.6:

c AgX Mg X My, x1x Px100
Propilparabeno — Ap W Mprz * 100 = 10 = 100

* 1000 (3.5)

(i
Y%Propilparabeno = - »* 100
o (3.6)

Sendo que A, corresponde a média de areas obtidas para a amostra,
M. @ massa tedrica de amostra (g), My, @ massa pesada do padrédo
(mg), P a pureza do padrdo, A, a media de areas obtidas para o
padrdo, M, a massa pesada de amostra (g), C a concentracdo de
Propilparabeno obtida (pg/ml) e Cy a 2,5 pg/mL.

O teor de propilparabeno na amostra deve estar entre 90,0% e

110,0% de 4-hidroxibenzoato de propilo.

3.2.4. Caracterizagao da suspensao de paracetamol
Para além do doseamento, por HPLC, do paracetamol e dos

conservantes metilparabeno e propilparabeno existem outros ensaios
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igualmente importantes, e que permitem fazer uma caracterizacao

adequada da forma farmacéutica desenvolvida.

3.2.4.1. Descricao
A suspenséo deve apresentar-se como um liquido viscoso, cor
amarela, aspecto homogéneo e com odor e sabor caracteristico

laranja.

3.2.4.2. Viscosidade

A viscosidade da forma farmacéutica é obtida através de um
viscosimetro Brookfield modelo DV-lIl + PRO (figura 3.7), utilizando
agulha n°3 a velocidade de 60 RPM. Nestas condicbes, para este tipo
de preparacdes farmacéuticas esperam-se valores de viscosidade
situados entre 500.0 e 1500.0 cP°.

Figura 3.7 - Viscosimetro Brookfield modelo DV-II + PRO.

3.2.4.3. Densidade
A densidade da suspenséo € determinada a 20°C utilizando um
densimetro/picnometro. Os valores da densidade esperados para a

formulacéo obtida situam-se entre 1.100 — 1.250.

9 cP: Centipoise
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3.2.4.4. pH
O pH da suspensédo é determinado por potenciometria, sob
agitacdo suave a 20°C. Nestas condicdes, para este tipo de solugéo

esperam-se valores de pH compreendidos entre 4.5 a 6.5.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Quantificacdo Espectrofotométrica

Foram construidas quatro curvas de calibracdo de paracetamol
dissolvido nos diferentes meios (HCI, tampédo acetato (pH=4.5),
tampao fosfato (pH=5.8), tampé&o fosfato (pH=6.8)).

A absorvancia foi determinada a 242.8 nm, em virtude de este
comprimento de onda (A) corresponder ao maximo de absorcdo do
paracetamol, para os diferentes meios, conforme pode ser verificado

através dos respectivos espectros, ver figura 4.1.

0.600 ‘
0.500
o 1.2
0.400
e H 4.5
0.300 pH>5 8
e H G5
0.200 e A\ 15 AR

0.100

0.000
2300 2400 2R00 2600 2700 2800 2000 annan 3100

Figura 4.1 - Espectro de absorvancia das solu¢gdes em fungcdo do comprimento de
onda (nm).

Na figura 4.1 encontra-se também representada uma linha
vertical (azul claro) que se situa no espectro na zona maximo de
absorvancia correspondente ao paracetamol. Na tabela 4.1.
encontram-se sistematizados os valores de absorvancia registados

para cada uma das solucdes a este comprimento de onda (242.8 nm).
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Tabela 4.1 - Pico maximo obtido no espectro do paracetamol de 300 a 210
nm.

Pico
Solugdes -
A(nm)  Abs
HCI 0.1M (pH=1.2) 242.8 0.168

Tampdo acetato (pH=4.5) 242.8 0.325
Tampao fosfato (pH=5.8) 242.8 0.173
Tampéao fosfato (pH=6.8) 242.8 0.176

Cada curva de calibracéo foi determinada com cinco padrdes
de paracetamol (concentragdes entre 1.00 a 6.00 yg/ml preparados a
partir de solugdo mae a 50 pg/ml). As equagbes das rectas obtidas
bem como o valor do coeficiente de correlagéo (r’) de cada uma das
curvas encontram-se descriminados na tabela 4.2. Como evidenciado
pelos valores de r?, todas as curvas de calibracdo apresentam boa
linearidade entre absorvancia e concentragdo, podemos assim admitir
a correcta quantificagdo do paracetamol sempre que os valores a
determinar se encontrem dentro dos limites de concentragédo

utilizadas.

Tabela 4.2- Estimativas obtidas nas curvas de calibracéo do paracetamol nos
diferentes meios: indicacdo dos parametros do modelo e do respectivo
coeficiente de determinacédo (n=5).

SolucgBes ao ai R?

HCI 0.1M (pH=1.2) -0.00310(0.0024)  0.06592(0.00056) 0.99978
Tamp#o acetato (pH=4.5) -0.0385 (0.0044)  0.06598(0.0010)  0.99928
Tamp#o fosfato (pH=5.8)  0.01011 (0.0019) 0.06489(0.00044) 0.99986

Tampéo fosfato (pH=6.8)  -0.00471(0.0025) 0.06342(0.00059) 0.99974
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4.2. Solubilidade

A solubilidade foi determinada a diferentes valores de pH,
nomeadamente, 1.2, 4.5, 5.8 e 6.8. Os valores de solubilidade

encontrados para o paracetamol encontram-se descritos na tabela 4.3.

Tabela 4.3- Valores de solubilidade do paracetamol.

Solugbes Solubilidade (mg/mL) Solub./ Sol. Max (%)
HCI 0.1M (pH=1.2) 12.98 (0.14) 49.8
Tampao acetato (pH=4.5) 25.99 (0.21) 100
Tampao fosfato (pH=5.8) 12.55 (0.11) 48.3
Tampao fosfato (pH=6.8) 14.25 (0.09) 54.8

Da tabela 4.3 verifica-se que a solubilidade do paracetamol é
cerca do dobro em tampéo acetato (pH=4.5) do que em relacdo as
restantes condicfes testadas. Verifica-se ainda que numa amplitude
grande de pH entre 1.2 e 6.8 (mais de cinco ordens de grandeza em
termos de actividade do protdo em solucdo) a solubilidade deste
farmaco quase ndo varia, recorrendo a tampfes constituidos com
compostos inorganicos. Tal facto faz-nos pensar que a cadeia
pequena carbonada do &cido acético pode ter um peso determinante a
promover a solubilidade deste farmaco. Para validar esta hipétese ter-
se-ia de testar um tampd&o inorganico com pH = 4.5 e por exemplo

uma tampao organico com pH = 6.8.
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4.3. Medicamento de referéncia

O medicamento de referéncia encontra-se disponivel em
frascos de vidro, com 85 ml (100 g) de xarope. Apresenta-se na forma
de um liquido viscoso de cor laranja, aspecto homogéneo e com odor
e sabor a natas. De forma a caracterizar o produto de referéncia,
verificou-se o pH, viscosidade, densidade, identificagcdo e doseamento
do principio activo (paracetamol) e dos conservantes (metilparabeno e

propilparabeno). Os resultados obtidos encontram-se na tabela 4.4.

Tabela 4.4- Caracterizacdo do Ben-U-ron ®.

Ben-U-ron
pH 5.43
Viscosidade (cP) 893.81
Densidade (g.dm) 1.199
Identificacéo de conservantes Positivo
Doseamento de metilparabeno 97.6%
Doseamento de propilparabeno 98.4%
Identificacdo paracetamol Positivo
Doseamento paracetamol 104.5%

4.4. Suspensao contendo paracetamol

Tendo como base a formulacdo qualitativa do produto de
referéncia e as especificacdes do produto acabado obteve-se uma
suspensao contendo paracetamol a 40 mg/ml. A solucédo final obtida

apresenta-se como um liquido viscoso de cor amarela, aspecto
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homogéneo com odor e sabor a laranja. Na tabela 4.5. encontra-se
resumido os resultados dos ensaios realizados.

Tabela 4.5- Suspenséo contendo paracetamol 40mg/ml.

Ensaios Xom cV %

pH 5.375 (0.063) 1.2
Viscosidade (cP) 724 (27) 3.7
Densidade (g/dm ?) 1.187(0.0017) 0.1
Identificac&o de conservantes Positivo -

Doseamento de metilparabeno 103.3 (1.3) 1.2
Doseamento de propilparabeno 103.1 (3.1) 3.0
Identificacdo paracetamol Positivo -

Doseamento paracetamol 101.63 (0.88) 0.9

4.5. Validacdo do método analitico

Para caracterizar de forma adequada o medicamento em
estudo tornou-se fundamental implementar uma metodologia analitica
precisa, exacta e robusta, que permitisse 0 doseamento da substéncia
activa e dos conservantes. Para assegurar a fiabilidade dos resultados
analiticos obtidos tornou-se necessario validar o método analitico o
gue foi feito de acordo com as exigéncias da ICH. O método de
doseamento utilizado foi descrito no capitulo “Materiais e Métodos”,

sendo realizado por cromatografia liquida de alta resolucao (HPLC).

4.5.1.Especificidade

A especificidade foi avaliada através da injeccdo de solugdes
do branco de fase movel, do branco da amostra, solugdo padrdo de
referéncia (paracetamol, metil e propilparabeno) dissolvido em fase

moével, amostra de suspensdo e solucdo de referéncia Be-u-ron®
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dissolvida em fase movel. Os cromatogramas obtidos encontram-se

na figura 4.2. No anexo A.1 encontram-se 0s cromatogramas em

maior dimenséo, para melhor visualizacéo.
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Figura 4.2 - Cromatogramas correspondentes ao ensaio de especificidade no
método de doseamento do paracetamol e de metil e propilparabeno: A —
Branco de fase moével; B — Branco da amostra; C — Solugcdo padrao de
Paracetamol, Metil e Propilparabeno (Cparaceamol: 500ug/ml,
Chetilparabeno:2519/Ml,  Cpropiiparabeno:2,5ug/ml); D - Amostra de suspenséo
40mg/m| (CParacetamol: 500 UQ/mL CMetinarabeno: 25 Ug/mL CPropinarabeno: 215 l—lg/ml);
E — Amostra de solucéo de referéncia Ben — u — ron ® 40 mg/ml.

Pela observacdo dos cromatogramas verifica-se que a ordem
de eluicdo dos componentes é: paracetamol, metilparabeno e
propilparabeno.

Apbés a andlise dos cromatogramas pode-se concluir que nao
existem interferéncias dos excipientes e do solvente/fase mével com a
substancia activa (paracetamol) e conservantes (metilparabeno e
propilparabeno) a dosear, havendo uma perfeita separacdo dos picos
correspondentes a cada um dos compostos em andlise, pelo que se

pode afirmar que o método apresenta especificidade.

4.5.2. Linearidade e Gama de trabalho

A linearidade do método foi avaliada através da construcéo de
uma curva de calibracdo para as trés substancias a dosear. Deste
modo preparam-se sete padrbes abrangendo o intervalo de
concentracao entre 10 % e 120 % para paracetamol, metilparabeno e
propilparabeno. Na tabela 4.6 podemos observar as areas meédias

obtidas para cada padréo e as respectivas incertezas associadas.
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Tabela 4.6- Areas da curva de calibracdo do doseamento do paracetamol
(PA), metilparabeno (Metil) e propilparabeno (Propil).

[PA]  Areamédia | [Metil] Area média [Propil]  Area média
ppm (1x10°) ppm (1x10°) ppm (1x10°)

50 2.693(0.013) | 2.5 0.292(0.0020) | 0.25  3.019 (0.11)

250 13.513(0.010) | 12.5 1.609 (0.0024) | 1.25  16.759(0.062)
400 21.142(0.018) | 20.0 2.588(0.0032) | 2.00  27.392(0.13)
450 23.951(0.005) | 22.5 2.938(0.0058) | 2.25  30.809 (0.17)
500 26.454 (0.013) | 25.0 3.260(0.00016) | 2.50  34.751 (0.43)
550 28.782(0.018) | 27.5  3.544(0.0038) | 2.75  37.440(0.030)

600 31.589 (0.020) | 30.0  3.930 (0.0036) | 3.00  41.262(0.22)

Para um melhor ajuste para cada curva de calibracdo
realizaram-se testes estatisticos adequados referentes as trés fases
criticas da calibracéo:

1- Representatividade dos valores na curva de calibracdo

(homogeneidade da variancia);

2- Escolha do modelo;

3- Deteccdo de outliers.

A homogeneidade das variancias para o sinal medido é
verificada através do Teste Fisher (F) com intervalo de confianca de
99% (Fpo.01=Fuo0.005). Neste caso assume-se como hipotese inicial (HO)
que as variancias obtidas sdo estatisticamente equivalentes e como
hipotese alternativa a sua diferenca. Os valores calculados através do
teste F bem como os respectivos valores prova (PHO), encontram-se

na tabela 4.9.
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Tabela 4.9- Resultados da homogeneidade da varidncia para as trés
substancias.

Valor de teste F  P(HO)

Paracetamol 2,64 0.6
Metilparabeno 3,35 0.5
Propilparabeno 3,75 0.4

Uma vez que nenhum dos valores do teste F obtido ultrapassa
o valor critico a 99% de confianca (14.94), a hipétese nula a valida, ou
seja, as variancias sao estatisticamente semelhantes para o
paracetamol, metilparabeno e propilparabeno. O elevado valor de
prova obtido para cada composto (0.6, 0.5 e 0.4) auxilia na

confirmacao de que ha homogeneidade da variancia.

Como as variancias sao estatisticamente semelhantes,
transportam-se todos os valores para a segunda fase da calibracéo, a
escolha do modelo através do teste Mandel. Os valores de teste
obtidos como os respectivos valores prova dos compostos a dosear

na suspensao encontram-se na tabela 4.10.

Tabela 4.10- Resultados do teste de Mandel para a escolha do modelo.
Valor de teste F P (HO)

Paracetamol 3.73 0.1
Metilparabeno 0.0003 0.99
Propilp arabeno 0.02 0.9

Uma vez que o valor de teste F obtido para os componentes a
dosear ndo ultrapassou o F critico a 99% de confianca (21.2), a

hipétese nula é aceite, ou seja, os polinbmios P1 e P2 apresentam
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ajustes idénticos, o modelo escolhido é P1 para cada curva de
calibragéo. O valor de prova ajuda a confirmar a opgao escolhida.

O dltimo passo para a construgdo da curva de calibragdo foi a
verificagdo da existéncia de outliers, onde numa primeira fase foram
verificados por regressao robusta, através da andlise de residuos, que

podemos observar na figura 4.3.
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Figura 4.3- Representacao gréafica dos residuos (em valor absoluto) em
funcao do indice do padrédo utilizado. Para a verificacdo de outliers da curva
de calibracdo do paracetamol (A), metilparabeno (B) e propilparabeno (C).
Eventuais outliers, para testar a sua rejeicdo, encontram-se assinalados com
marca a vermelho.
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No caso da curva do paracetamol, os possiveis valores
discrepantes correspondem ao padréo 1, 2, 4 e 6 sendo o primeiro
padrdo aquele cujo valor experimental mais se afasta da respectiva
estimativa robusta. Na curva do metilparabeno o possivel outlier é o
padrdo 6 e por ultimo, na curva do propilparabeno, os possiveis
valores discrepantes sdo os residuos correspondentes ao padrdo 5 e
6. O diagnostico destes valores foi efectuado através do teste Mandel
(tabela 4.11).

Tabela 4.11- Resultados do teste de Mandel para verificar a existéncia de
outliers.

Valor de teste F  F critico

Paracetamol 0.01 21.2
Metilparabeno 25.32 21.2
9.57 34.1

Propilparabeno 9.54 21.2

Pela analise dos valores obtidos no teste estatistico realizado,
verificamos que apenas o padrdo 6 na curva de calibracdo do
metilparabeno corresponde a um outlier, pois o valor obtido através do
teste Mandel é superior ao valor critico a 99 % de confianga, sendo
desta forma, rejeitado na construcdo da respectiva curva de
calibracdo. Apos eliminacéo deste outlier foi verificado se existia outro
valor discrepante, mas tal ndo se verificou, pois o valor do teste F ndo

excedeu o valor de F critico a 99 %.

Apos verificar da homogeneidade da variancia, escolha do
modelo e deteccdo de ouliers foi construida a respectiva curva de
calibracéo para o paracetamol, metilparabeno e propilparabeno, onde

se estabeleceram curvas de calibragdo apresentadas na tabela 4.12.
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Tabela 4.12- Equacdes da curva de calibracdo e respectivos coeficientes de
correlacao.

Ao A R
Paracetamol 2.36 (1.6) E+05 5.23 (0.03) E+04  0.99975
Metilparabeno -4.28 (0.80) E+04 1.32(0.0039) E+05 0.99997
Propilp arabeno  -4.95 (2.44) E+03  1.39 (0.011) E+05 0.99968
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Figura 4.4- Representacdo grafica das respectivas curvas de calibragdo do
paracetmol e parabenos. A- Paracetamol; B- Metilparabeno e C-
Propilparabeno.
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A gama de trabalho linear fica estabelecida com uma faixa de
concentracoes 50 a 600 ppm, 2.5 a 30 ppm e 0.25 a 3 ppm para o

paracetamol, metilparabeno e propilparabeno, respectivamente.

4.5.3. Sensibilidade

A sensibilidade do método corresponde a primeira derivada da
curva de calibracédo, neste caso, como temos uma curva de calibracdo
modelo P1 (polinbmio de primeiro grau) vai corresponder ao valor de
al. Assim, para a curva do paracetamol o valor é 5.23 (0.03) E+04
ppm™, para o metilparabeno é 1.32 (0.0039) E+05 ppm™ e para o
propilparabeno corresponde a 1.39 (0.011) E+05 ppm™.

4.5.4. Limiares analiticos

Os limites de decisao (Xy), limites de deteccédo (X.p) e limites
de quantificagdo (X.q) foram estimados a partir dos parametros das
rectas de calibragdo dos trés compostos, paracetamol, metilparabeno
e propilparabeno. Os resultados obtidos para os limites encontram-se
na tabela 4.13.

Tabela 4.13- Valores dos limiares analiticos para a substancia activa e

conservantes.

Limiares analiticos (ppm)

Xd Xip XLq

Paracetamol 6.3 12.5 37.6
Metil parabeno 0.13 0.26 0.78
Propilparabeno 0.035 0.059 0.21

Os limites de quantificagdo para o paracetamol, metilparabeno
e propilparabeno encontram-se abaixo da concentracdo do primeiro

padréo (50 ppm, 2.5 ppm e 0.25 ppm, respectivamente) o que esta em
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conformidade com os requisitos no estabelecimento deste mesmo

limite.

4.5.5. Precisao
A precisdo do método de andlise para o doseamento do
paracetamol, metilparabeno e propilparabeno foi verificada em termos

de repetibilidade e precisédo intermédia.

4.5.5.1. Repetibilidade

A repetibilidade é avaliada através da analise do coeficiente de
variacdo de um conjunto de réplicas consecutivas da mesma amostra.
O método considera-se preciso em termos de repetibilidade se o
coeficiente de variacdo for inferior a 1.0 %. Neste caso fizeram-se dez
injecgbes consecutivas de uma solugdo amostra da suspenséo e da
solugéo padréo no mesmo dia, no mesmo equipamento e pelo mesmo
analista e procedeu-se a andlise do coeficiente de variacdo das areas
obtidas tanto para a amostra da suspensdo como para a solugéo

padréo, os resultados obtidos encontram-se presentes na tabela 4.14.

Tabela 4.14- Coeficientes de variacdo da substancia activa e conservantes

da amostra.
Amostra Padrédo
Concentracao CV % Concentracdo CV %
(ppm) (ppm)
Paracetamol 756.64 (1.18) 0.2 511.19 (0.65) 0.1
Metilparabeno 37.08 (0.14) 0.4 25.16 (0.15) 0.6
Propilparabeno 3.15 (0.019) 0.6 2.54 (0.013) 0.5

Pela andlise dos coeficientes de variacdo pode-se considerar o
método validado em termos de repetibilidade para o paracetamol,
metilparabeno e propilparabeno, uma vez que os valores obtidos sdo

inferiores a 1.0 %.
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4.5.5.2. Preciséo intermédia

Para estudar a precisdo intermédia do método foram
realizadas analises de amostras de padrdo e de xarope preparadas a
80%, 100% e 120% em dias diferentes, tendo sido avaliado o
coeficiente de variacdo decorrente da injeccdo de trés gamas de
concentracdo diferentes de paracetamol, metilparabeno e
propilparabeno ao longo dos trés dias.

O método considera-se preciso em termos de precisdo
intermédia se o coeficiente de variacdo obtido for inferior a 2.0%. O
factor efeito dia também foi estudado com o auxilio da ferramenta
ANOVA.

Na tabela 4.16 encontram-se os valores de concentracdo
obtidos para o paracetamol, na solucdo amostra e na solucdo padréo,

para o estudo de precisao intermédia.

Tabela 4.16 - Preciséo intermédia do método para o paracetamol.

[Solucéo amostra ] (ppm) [Solugéo Padréo ] (ppm)

80% 100% 120% 80% 100% 120%

411.85 576.52 673.92 411.73 511.50 608.31

1° Dia 411.46 577.97 675.03 411.86 510.64 607.28
411.39 576.33 673.43 412.12 510.24 607.78

411.27 575.21 672.00 396.35 501.37 597.93

20 Dia 411.45 576.33 671.62 397.25 500.67 598.98
412.08 575.26 673.09 397.15 500.26 601.01

411.52 577.77 675.51 399.52 501.21 599.21

39 Dia 411.96 576.86 675.64 400.03 500.95 599.05
411.12 576.99 676.48 399.37 501.43 599.79
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Na solucdo amostra para a gama de 80% o valor do teste
(0.02) é muito inferior em relacdo ao valor critico unilateral da
distribuicdo de Fisher ao nivel de confianca de 95 % (5.14) indicando
gue o factor dia ndo apresenta efeito relevante. O respectivo valor de
prova (0.98) é muito superior a 0.05 confirmando que, para esta
amostra, nestas condi¢des de andlise interdiaria, a variabilidade obtida
€ exclusivamente devida ao efeito da repetibilidade (0.37 ppm). Ao
nivel de concentracdo de 411.57 ppm verifica-se que estas analises
sdo extremamente precisas ja que a repetibilidade assume um
coeficiente de variagdo de apenas 0.1 %.

Ao nivel de concentracdo de 576.58 ppm (gama a 100 %) na
solucdo amostra obtém-se um valor de teste de 4.62 que é inferior ao
respectivo valor critico previsto para a distribuicdo unilateral de Fisher
(0.05) (5.14) indicando que o efeito dia também néo se faz sentir neste
caso. Esta decisdo estatistica € reforcada pelo respectivo valor de
prova (0.06) que € superior ao limite 0.05. Assim, a repetibilidade
assume agora o valor 0.70 ppm sendo 0 ensaio muito preciso (CV% =
0.1 %).

Ja quando o teor é da ordem de 674.08 ppm (ha gama de 120
%) o valor de teste € elevado (19.51) excedendo o valor critico ao
nivel de confianca de 95% e 99% (5.14 e 10.92, respectivamente). O
valor de prova é demasiado baixo (0.002) de forma que a hipGtese
alternativa tem de ser considerada revelando que existe efeito
interdiario. Tendo a repetibilidade a contribuicdo de 0.71 ppm, a
precisdo intermédia assume o valor 1.8 ppm. Este ensaio € muito
preciso (CV% = 0.1 %) e apresenta o efeito interdiario que
corresponde a uma incerteza da ordem de 0.3 %.

Na solucao padréo ao nivel de concentracdo de 402.82 ppm, 0
valor de teste € excessivo (1412.68) e o respectivo valor de prova é
nulo (0.000) indicando inequivocamente que o efeito diario contribui

significativamente nesta determinacdo. Enquanto que a repetibilidade
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assume um valor baixo (0.37 ppm) indicando uma boa precisdo em
condi¢cbes de repetibilidade (CV% = 0.1 %). Contudo a variabilidade
introduzida aqui pelo efeito dia assume a grandeza de 8.0 ppm (CV%
= 2.0 %).

Na solucao padréo ao nivel de concentragdo de 100 %, 504.25
ppm, o valor de teste é excessivo (366.54) e o respectivo valor de
prova € nulo (0.000) concluindo que o efeito dirio contribui de forma
significativa. Enquanto que a repetibilidade assume um valor de 0.57
ppm, indicando uma boa precisdo em termos de repetibilidade (CV% =
0.1 %). Embora a variabilidade introduzida pelo efeito dia assuma a
grandeza de 5.7 ppm (CV % = 1.1 %).

Ao nivel de concentracdo de 602.15 ppm (gama de 120%)
observa-se de novo o efeito diario na imprecisdo desta determinacao.
O valor do teste é elevado (75.27) ultrapassando largamente os
valores criticos respectivos e também nesta gama de concentracdo o
valor de prova é nulo (0.000) reafirmando o efeito em causa. A
repetibilidade permanece reduzida (0.98 ppm) indicando que o ensaio
€ muito preciso em termos de repetibilidade (CV% = 0.2 %). O efeito
diario sobre a dispersao estima-se ser da ordem de 4.9 ppm (CV% =
0.8 %).

Na tabela 4.17 encontram-se discriminados os valores de
concentracdo obtidos para o metilparabeno, na solugdo amostra e na
solucdo padrdo, para validagdo de precisdo intermédia deste

composto na suspensao.
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Tabela 4.17 - Preciséo intermédia do método para o metilparabeno.

[Solucéo amostra ] (ppm) [Solugéo Padréo ] (ppm)
80% 100% 120% 80% 100% 120%
20.92 27.82 33.46 20.08 24.76 29.98
1° Dia 20.88 27.89 33.57 20.06 25.15 29.91
20.91 27.89 33.52 20.07 25.16 29.94
20.91 27.82 33.36 20.01 25.30 30.45
20 Dia 20.68 27.94 33.43 20.01 25.24 30.45
20.95 27.85 33.46 20.15 25.22 30.56
20.91 27.99 33.66 19.89 24.98 30.02
3° Dia 20.95 27.96 33.66 19.93 24.98 30.07
20.91 27.97 33.72 19.88 24.98 30.06

Na solugdo amostra, para o metilparabeno, na gama de 20.89
ppm o valor do teste (0.59) é inferior ao valor critico unilateral da
distribuicdo de Fisher ao nivel de confianca de 95 % (5.14) indicando
gue o factor dia ndo apresenta efeito relevante. O respectivo valor de
prova (0.58) é muito superior a 0.05 confirmando que, para esta
amostra, nestas condicdes de andlise interdiaria, a variabilidade obtida
€ exclusivamente devida ao efeito da repetibilidade (0.09 ppm). Ao
nivel de concentracdo de 20.89 ppm verifica-se que estas analises
sdo extremamente precisas ja que a repetibilidade assume um
coeficiente de variagdo de apenas 0.4 %.

J& quando o teor de metilparabeno € da ordem de 20.97 ppm
(na gama de 100 %) o valor de teste (6.44) € superior ao valor critico
ao nivel de confianca de 95% embora ndo ultrapasse a 99% (5.14 e
10.92, respectivamente). Desta forma, pode-se afirmar a 99% de

confianga que ndo existe efeito interdidrio. Tendo a repetibilidade a
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contribuicdo de 0.04 ppm e o respectivo coeficiente de variacdo 0.15
%.

Na gama de 120 %, ao nivel de concentragdo de 33.54 ppm
observa-se o efeito diario na imprecisdo desta determinacdo. O valor
do teste é elevado (24.97) ultrapassando os valores criticos
respectivos e o valor de prova € praticamente nulo (0.001)
reafirmando o efeito em causa. A repetibilidade permanece reduzida
(0.047 ppm) indicando que o0 ensaio € muito preciso em termos de
repetibilidade (CV% = 0.1 %). O efeito diario sobre a dispersdo estima-
se ser da ordem de 0.13 ppm (CV% = 0.4 %).

No estudo do metilparabeno na solucdo padrdo ao nivel de
concentracao de 20.01 ppm (80 %) observa-se efeito diario, uma vez
gue o valor teste (12.94) é superior aos valores criticos a 95 e 99 % de
confianca e o valor de prova é 0.007, reafirmando o efeito dia. A
repetibilidade apresenta contribuicdo de 0.05 ppm e o respectivo
coeficiente de variacdo € de 0.2 %, indicando que o ensaio é preciso
em termos de repetibilidade.

Ao nivel de concentracdo de 25.09 ppm na solucdo padrdo
obtém-se um valor de teste de 3.64 que é inferior ao respectivo valor
critico previsto para a distribuicdo unilateral de Fisher (0.05) (5.14)
indicando que o efeito dia ndo se faz sentir neste gama de
concentracdo. Esta decisdo estatistica é reforcada pelo respectivo
valor de prova (0.09) que é superior ao limite 0.05. Assim, a
repetibilidade assume agora o valor 0.13 ppm sendo 0 ensaio preciso
(CV% = 0.5 %).

Na solu¢édo padrédo ao nivel de concentracdo de 120 %, 30.16
ppm, o valor de teste é excessivo (125.92) e o respectivo valor de
prova € nulo (0.000) concluindo que o efeito diério contribui de forma
significativa. Enquanto que a repetibilidade assume um valor de 0.04

ppm, indicando uma boa precisdo em termos de repetibilidade (CV% =
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0.1 %). Embora a variabilidade introduzida pelo efeito dia assuma a
grandeza de 0.3 ppm (CV% = 1.0 %).

Na tabela 4.18 encontram-se os valores de concentragdo
obtidos para o propilparabeno nas trés gamas de concentragdo em
estudo, na solugdo amostra e na solugdo padrdo, para validacdo de

precisao intermédia deste composto na suspensao.

Tabela 4.18- Precisao intermédia do método para o propilparabeno.

[Solucéo amostra ] (ppm) [Solucéo Padréo ] (ppm)

80% 100% 120% 80% 100% 120%
1.77 2.38 2.84 2.03 2.53 3.11
1° Dia 1.80 2.36 2.85 2.02 2.53 3.04
1.76 2.36 2.84 2.03 2.52 3.05
1.77 2.34 2.83 2.02 2.61 3.10
20 Dia 1.75 2.37 2.83 2.00 2.59 3.06
1.76 2.36 2.84 2.01 2.57 3.08
1.77 2.36 2.83 201 2.52 2.98
3° Dia 1.75 2.36 2.79 1.99 2.50 3.00
1.77 2.36 2.84 2.01 2.57 3.02

Na solucdo amostra para a gama de 1.77 ppm de
propilparabeno o valor do teste (1.04) é inferior em relacdo ao valor
critico unilateral da distribuicdo de Fisher ao nivel de confianca de
95% (5.14) indicando que o factor dia ndo apresenta efeito relevante.
O respectivo valor de prova (0.41) € muito superior a 0.05 confirmando
que, para esta amostra, nestas condi¢cdes de andlise interdiéria, a

variabilidade obtida ¢é exclusivamente devida ao efeito da
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repetibilidade (0.013 ppm). Na gama de 80 %, para este conservante,
verifica-se que estas andlises sdo precisas jA que a repetibilidade
assume um coeficiente de variacdo de 0.7 %.

Para a gama de 2.36 ppm o valor do teste (0.46) € muito
inferior em relagé@o ao valor critico unilateral da distribuicdo de Fisher
ao nivel de confianca de 95 % (5.14) indicando que o factor dia
também ndo apresenta efeito relevante, nesta gama de concentracgéo.
O respectivo valor de prova (0.65) € muito superior a 0.05 confirmando
gue nestas condi¢cdes de andlise interdidria, a variabilidade obtida é
exclusivamente devida ao efeito da repetibilidade (0.011 ppm). O
coeficiente de variacdo € 0.5 %, o que leva a concluir que as analises
sdo precisas nesta gama de concentracdo para o propilparabeno na
solucdo amostra.

Na solucdo amostra para a gama de 1.83 ppm de
propilparabeno o valor do teste (1.89) é inferior em relacéo ao valor
critico unilateral da distribuicdo de Fisher ao nivel de confianca de
95% (5.14) indicando que o factor dia ndo apresenta efeito relevante.
O respectivo valor de prova (0.23) é muito superior a 0.05 confirmando
gue, para esta amostra e nestas condicdes de analise interdiaria, a
variabilidade obtida € exclusivamente devida ao efeito da
repetibilidade (0.016 ppm). O respectivo coeficiente de variacdo de
0.6%, indica que o ensaio € preciso em termos de repetibilidade.

Na solucdo padrdo quando o propilparabeno se encontra na
gama 2.01 ppm (na gama de 80 %) o valor de teste (7.46) € superior
ao valor critico ao nivel de confianca de 95 % embora néo ultrapasse
a 99 % de confianca (5.14 e 10.92, respectivamente). A 99 % de
confianga pode-se afirmar que ndo existe efeito interdiario. Tendo a
repetibilidade a contribuicdo de 0.008 ppm e o respectivo coeficiente
de variacdo 0.4 %, considera-se 0 ensaio preciso.

Quando o teor de propilparabeno é na ordem de 2.55 ppm (ha

gama de 100 %) o valor de teste (7.87) volta a ser superior ao valor
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critico ao nivel de confianca de 95 % embora nao ultrapasse a 99 %.
A 99 % de confianca pode-se afirmar que ndo existe efeito interdiério
relevante. A variabilidade obtida também se deve ao efeito
repetibilidade que apresenta contribuicdo de 0.02 ppm e respectivo
coeficiente de variagédo de 0.8 %.

Quando o propilparabeno se encontra na gama de 3.05 ppm
(na gama de 120 %), na solucdo padrdo o valor de teste (7.83) é
superior ao valor critico ao nivel de confianca de 95 % embora ndo
ultrapasse a 99 % de confianga. Assim, a 99 % de confianca pode-se
afirmar que ndo existe efeito interdiario. A repetibilidade apresenta

contribuicdo de 0.03 ppm e o respectivo coeficiente de variacdo 0.9 %.

4.5.6. Exactidao

Para avaliar a exactiddo do método de doseamento do
paracetamol e conservantes na amostra procedeu-se a preparacao de
amostras de placebo, fortificadas com padrdo, de modo a obter
solugbes com concentracbes de paracetamol, metilparabeno e
propilparabeno a 80, 100 e 120 % (tabela 4.19) e posteriormente
compararam-se 0s valores obtidos com um padrdo de referéncia, na
mesma gama de concentracoes.

A exactiddo do método de analise foi avaliada pelo erro
absoluto através do teste t-student e erro relativo e posteriormente
procedeu-se a determinacdo da percentagem de recuperagdo, como

terceiro parametro de desempenho do método.
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Tabela 4.19- Resultados obtidos no estudo de exactiddo dos métodos de
qguantificacdo dos doseamentos de paracetamol, metilparabeno e
propilparabeno aos niveis de concentracdo de 80, 100 e 120%.

Doseamento (%) [Amostra]/ ppm [Padréo]/ ppm
Paracetamol
406.75 413.86
80
407.72 413.09
593.46 612.03
100
590.34 612.69
735.51 746.28
120
736.00 745.95
Metilparabeno
20.77 20.08
80
20.74 20.06
29.00 28.23
100
28.98 28.24
36.20 36.29
120
36.18 36.21
Propilparabeno
1.74 1.74
80
1.75 1.74
2.45 2.52
100
2.44 2.50
3.06 3.10
120
3.07 3.06

Do estudo da exactiddo, tabela 4.19, obteve-se para o
paracetamol, para cada gama de concentracbes ensaiadas, as
estimativas médias 407.3 (0.68), 591.9 (2.2) e 735.75 (0.35) ppm que
correspondem ao coeficiente de variacdo de 0.2, 0.4 e 0.05 %,
respectivamente. Tendo como valores de referéncia 413.48 (0.55),
612.36 (0.46) e 746.11 (0.23) ppm, para cada gama de
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concentracoes, a exactidao avaliada através do teste t-student conduz
ao valor de teste 7.23, 10.55 e 24.85 que ¢€ inferior ao valor previsto
pela distribuicdo t-student bilateral ao nivel de confianga de 99 %
(12.71) excepto para a gama de concentracdo de 120 % e desta forma
verificou-se ao nivel de confianca 95 % (63.66) e conclui-se que é
inferior. Os valores obtidos como estimativas de erro relativo foram de
1.5, 3.3 e 1.4 % que se encontram dentro da gama pretendida (inferior
a 5.0 %) e as percentagens de recuperacdo obtidas (98.5, 103.5 e
101.4 %) que se encontram dentro o intervalo pretendido (95.0 e
105.0 %). Pela analise dos valores obtidos podemos afirmar que o
método se considera validado em termos de exactiddo para o

paracetamol.

No estudo de exactiddo para o metilparabeno, tabela 4.19,
obteve-se para cada gama de concentracdes 80, 100 e 120%
estimativas médias de 20.76 (0.016), 28.99 (0.015) e 36.19 (0.013)
ppm que correspondem ao coeficiente de variacdo de 0.08, 0.05 e
0.03%, respectivamente. Tendo como valores de referéncia 20.07
(0.086), 28.23 (0.011) e 36.25 (0.054) ppm, para cada gama de
concentracdes, a exactiddo avaliada através do teste t-student conduz
ao valor de teste 130.20, 40.25 e 2.15 que € superior ao valor previsto
pela distribuicdo t-student bilateral ao nivel de confianca de 99%
(12.71) excepto para a gama de concentracdo del20%. Desta forma
verificou-se ao nivel de confiangca 95% (63.66) e verificamos que
apenas a gama de concentracdo de 100% é inferior. O valor de prova
(o= 0.005, 0.02 e 0.28) leva a afirmar que na gama de concentracao
de 80% o ensaio apresenta erro sistematico. O valor obtido como
estimativa de erro relativo foi de 3.5, 2.7 e 0.9 % que se encontra
dentro do pretendido (inferior a 5.0%) e a percentagem de
recuperacdo obtida foi 103.4, 102.7 e 100.2% que se encontram

compreendidas entre o intervalo permitido (95.0 e 105.0%). Assim,
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podemos concluir que 0 método se encontra validado ao nivel de

exactidado para o metilparabeno.

Do estudo da exactiddo, tabela 4.19, obteve-se para o
propilparabeno, para cada gama de concentracbes ensaiadas, as
estimativas médias 1.74 (0.083), 2.45 (0.0058) e 3.07 (0.0012) ppm
gue correspondem ao coeficiente de variacdo de 0.5, 0.2 e 0.04 %,
respectivamente. Tendo como valores de referéncia 1.74 (0.0036),
2.51 (0.014) e 3.08 (0.023) ppm, para cada gama de concentragoes, a
exactiddo avaliada através do teste t-student conduz ao valor de teste
1.05, 18.27 e 0.81 que ¢é inferior ao valor previsto pela distribuicéo t-
student bilateral ao nivel de confianca de 99% (12.71) excepto para a
gama de concentracdo de 100 % e desta forma verificou-se ao nivel
de confianca 95% (63.66) e verificamos que é inferior. O valor obtido
como estimativa de erro relativo foi de 0.21, 2.7 e 0.45 % que se
encontra dentro do pretendido (inferior a 5.0%) e a percentagem de
recuperacao obtida foi 100.2, 97.3 e 99.6% que estd dentro do
intervalo permitido (95.0 e 105.0%). Pela analise dos valores obtidos
podemos afirmar que o método se considera validado em termos de

exactiddo para o propilparabeno.
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4.5.7.Estabilidade das solu¢bes analiticas

A solucdo padrdo a 100% e a amostra da suspensdo foram
mantidas a temperatura ambiente do laboratério (22°C - 24°C / 40%
HR — 60% HR) e no auto-injector do HPLC durante 24 horas. Este
ensaio permite determinar o periodo de tempo no qual as amostras
podem ser mantidas em bancada, no laboratério, e no auto-injector do
HPLC sem sofrerem degradacdo significativa. A estabilidade das
solucBes foi verificada estatisticamente pela analise ANOVA de um
factor (onde se verifica a influencia do factor tempo) e pelo coeficiente

de variacao (CV, %).

4.5.7.1.Estabilidade da solucao padrao
o Na bancada
A solucado padrdo 100% foi mantida & temperatura ambiente
do laboratério (22 °C - 24 °C / 40% HR — 60% HR), durante um dia. As
amostras sdo injectadas, em duplicado, em diferentes intervalos de
tempo, e as concentracdes obtidas para a solugdo padrdo encontram-

se na tabela 4.20.

Tabela 4.20- Estabilidade das solu¢des padrdo na bancada.

Tempo [Paracetamol] [Metilparabeno ] [Propilparabeno ]
(horas) (ppm) (ppm) (ppm)
491.65 23.97 2.40
0 496.32 24.21 2.43
497.12 24.29 2.44
® 497.35 24.37 2.45
497.75 24.37 2.46
12 497.87 24.32 2.45
497.75 24.37 2.46
24 497.87 24.32 2.45
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No estudo de estabilidade da solucdo padrdo durante um dia
obteve-se para o paracetamol, metilparabeno e propilparabeno as
estimativas de concentragcdo 496.71 (2.1), 24.28 (0.14) e 2.44 (0.019)
ppm, respectivamente. Estas estimativas correspondem ao coeficiente
de variagédo de 0.3, 0.4 e 0.4 %. Pela andlise ANOVA de um factor
pode-se verificar que durante um dia a solugdo padrdo a 100 % pode
permanecer na bancada do laboratério, sem sofrer degradagéo
significativa pois o valor de teste obtido (2.47, 3.53 e 5.89) é inferior ao
valor previsto ao nivel de confianca de 99 % (6.59) ou seja, o factor
tempo néo influi na estabilidade da solugéo padrdo durante um dia e
guando esta se encontra na bancada. Como os coeficientes de
variacdo sao inferiores a 2.0 % quer para a substancia activa quer
também para o0s conservantes, auxilia na confirmacdo da né&o

influéncia do factor dia.
Foi representado graficamente (figura 4.5) a estabilidade das

concentracbes (em ppm) do paracetamol, metilparabeno e

propilparabeno em funcdo do tempo.
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Figura 4.5- Estabilidade da solucéo padrdo na bancada. A- Paracetamol, B-
Metilparabeno e C- Propilparabeno.

Através de figura 4.5 pode-se verificar que a média das
concentragdes obtidas durante um dia que a solugdo permaneceu na
bancada nédo varia significativamente para 0 paracetamol,

metilparabeno e propilparabeno.
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¢ No auto-injector
A solucdo padrdo 100 % foi mantida em viales no auto-
injector, a temperatura ambiente, durante um dia sendo injectada, em
duplicado, em diferentes intervalos de tempo (tabela 4.21). Este
ensaio permite determinar o periodo de tempo no qual a amostra pode
ser mantida no auto-injector do HPLC, sem sofrer degradacdo

significativa.

Tabela 4.21 - Estabilidade da solu¢éo padréo no auto-injector.

Tempo ) [Propilparabeno]
(horas) [Paracetamol] (ppm) [Metilparabeno] (ppm) (opm)
468.83 21.34 1.79
0 469.03 21.33 1.80
469.23 21.37 1.82
® 469.19 21.34 1.80
469.44 21.29 1.78
b 469.70 21.32 1.80
469.24 21.36 1.76
24 468.79 21.33 1.78

Durante o tempo de estudo da estabilidade da solu¢do padrdo
guando esta se encontra no auto-injector obteve-se as estimativas de
concentracao média 469.18 (0.30), 21.33 (0.024) e 1.79 (0.018) ppm
para o] paracetamol, metilparabeno e propilparabeno,
respectivamente, que correspondem ao coeficiente de variacdo 0.04,
0.09 e 1.1 %.

Pela andlise ANOVA de um factor pode-se verificar que
durante um dia a soluc&o padréo pode ser mantida no auto-injector do
HPLC, sem sofrer degradacéo significativa pois o valor de teste obtido
para os trés compostos em estudo (4.07, 2.60 e 1.09) é inferior ao
valor previsto com 99 % de confianca (6.59) e o coeficiente de

variacao € inferior a 2.0% para 0s trés compostos.
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A estabilidade da solucdo padrdo foi verificada visualmente
(figura 4.6) atraves dos valores de concentracdo obtidos em funcéo do
factor horas.
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Figura 4.6- Estabilidade da solucao padrdo no auto-injector. A- Paracetamol,
B- Metilparabeno e C- Propilparabeno.

Pela analise da figura 4.6 pode-se verificar que a média das

concentracbes obtidas para o paracetamol, metilparabeno e
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propilparabeno durante este estudo ndo sofreu alteracdo significativa,

0 que confirmar mais uma vez a estabilidade da solugcdo padrdo no

auto-injector.

4.5.7.2. Estabilidade da solugdo amostra

¢ Na bancada

A solucdo amostra foi mantida a temperatura ambiente do
laborat6rio (22 °C - 24 °C / 40% HR — 60% HR), durante um dia. Os

resultados obtidos encontram-se na tabela 4.22.

Tabela 4.22 - Estabilidade da solugdo amostra na bancada.

Tempo [Paracetamol] [Metilparabeno] [Propilparabeno]
(horas) (ppm) (ppm) (ppm)
566.05 26.52 2.24
0 567.94 26.50 2.22
572.89 26.86 2.23
® 566.07 26.56 2.20
569.95 26.70 2.21
12 570.39 26.73 2.16
569.15 26.55 2.29
24 568.06 26.52 2.27
As estimativas médias obtidas paracetamol,

metilparabeno e propilparabeno durante o estudo da estabilidade da
amostra foram 568.81 (2.30), 26.62 (0.13) e 2.23 (0.04) ppm,

respectivamente, que correspondem ao coeficiente de variacdo 0.4,

0.4 e 1.1 %. Como os coeficientes de variagdo sdo inferiores a 2.0%

quer para a substancia activa quer também para os conservantes,

pode-se dizer que a amostra é estavel durante um dia. Pela andlise

ANOVA de um factor confirmou-se que durante o periodo de um dia a

solucdo amostra da suspensdo pode permanecer na bancada do

laboratorio, sem sofrer degradacado significativa, pois o valor de teste
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obtido para os trés compostos (0.58, 2.20 e 4.88) € menor que o valor
previsto com 99% de confianga (6.59), ou seja, o factor horas na
influéncia na concentrac@o da substancia activa quer também para os
conservantes.

Na figura 4.7 pode-se visualizar a estabilidade da concentragéo

da amostra em fung&o do factor tempo.
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Figura 4.7- Estabilidade da solugdo amostra na bancada do laboratorio. A-
Paracetamol, B- Metilparabeno e C- Propilparabeno.

95



Capitulo 4 Resultados e Discussio

Através da andlise da figura 4.7, verificou-se que durante vinte
e quatro horas as concentragbes médias da amostra ndo variaram
significativamente para 0 paracetamol, metilparabeno e
propilparabeno e assim confirmar o que o factor tempo néo influencia

as concentra¢des dos compostos durante o periodo de um dia.

e No auto-injector
A solucdo amostra da suspensdo foi mantida em viales no
auto-injector, a temperatura ambiente, durante um dia sendo
injectada, em duplicado, em intervalos de tempo diferentes (tabela
4.23).

Tabela 4.23- Estabilidade da solugdo amostra no auto-injector.

Tempo [Paracetamol] [Metilparabeno] [Propilparabeno]
(horas) (ppm) (ppm) (ppm)
482.08 22.59 1.94
0 481.44 22.59 1.90
483.45 22.76 191
® 484.02 22.72 1.89
483.20 22.68 1.91
12 483.85 22.69 1.89
482.90 22.71 1.95
24 483.09 22.80 191

Durante a verificagcdo da estabilidade da amostra no auto-
injector obteve-se as estimativas de concentracBes 483.00 (0.87),
22.69 (0.08) e 1.91 (0.02) ppm para o paracetamol, metilparabeno e
propilparabeno, respectivamente, que correspondem a um coeficiente
de variacdo de 0.1, 0.2 e 1.1 %. Como os coeficientes de variacdo sao
inferiores a 2.0 %, podemos dizer que ha estabilidade das
concentracoes durante um dia. Para a verificar a influéncia do factor

tempo na concentracdo da amostra realizou-se a analise ANOVA de
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um factor a 99% de confianca e verificou-se que o factor tempo influi
para o paracetamol e metilparabeno uma vez que o valor de teste
obtido (10.63 e 10.20, respectivamente) é superior ao valor previsto
com este grau de confianca (6.59) mas o0 que ndo se observou para o
propilparabeno (o valor teste (1.09) € menor que o valor previsto).
Assim para o paracetamol e metilparabeno testou-se a influéncia do
factor a 95 % e verificou-se que durante um dia, o factor tempo n&o
influi (o valor de teste é inferior ao valor previsto com 95 % de
confianca, 16.69). Desta forma, pode-se afirmar que a solugéo
amostra da suspensdo pode permanecer na bancada do laboratério

durante este periodo de tempo, sem sofrer degradacéo significativa.

Na figura 4.8, encontra-se representada as concentracdes

médias dos trés compostos em estudo em funcdo do tempo.
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Figura 4.8- Estabilidade da solucdo amostra no auto-injector do HPLC.
Concentracdo do Paracetamol (A), Metilparabeno (B) e Propilparabeno (C)
em ppm em func¢&o do tempo em horas.

Através da analise da figura 4.8, verificou-se que durante vinte

e quatro horas as concentracbes medias da amostra ndo variaram
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significativamente para 0 paracetamol, metilparabeno e
propilparabeno e assim confirma-se o que o factor tempo néo
influencia as concentragfes dos compostos durante o periodo de um

dia quando esta se encontra no auto-injector do HPLC.
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5. Conclusoes

O trabalho desenvolvido visava essencialmente dois objectivos
— 0 desenvolvimento de uma formulagdo farmacéutica contendo
paracetamol e a validagdo do respectivo método de andlise. Para esse
efeito preparou-se uma suspenséo de cor amarela contendo 40 mg de
paracetamol por mL.

Através do estudo de solubilidade do paracetamol, verificou-se
gue este parametro depende do solvente e do pH do meio, e que com
o tampao acetato a pH 4.5 apresenta maior solubilidade.

Para a avaliacdo dos parametros de validacdo do método de
analise do doseamento simultdneo de paracetamol, metilparabeno e
propilparabeno na formulagéo farmacéutica em HPLC comecou por se
verificar a especificidade/selectividade do método e através dos
cromatogramas comprovou-se que nao existem interferentes no
doseamento do principio activo e dos conservantes. Pelo parametro
de linearidade estabeleceu-se para cada composto a respectiva curva
de calibracdo linear com equacao de polinébmio de primeiro grau. A
gama de trabalho construiu-se a partir de sete padrbes (excepto para
0 metilparabeno, foram seis) e definiu-se de 50 a 600 ppm, 2.5 a 30
ppm e 0.25 a 3 ppm, para o0 paracetamol, metilparabeno e
propilparabeno, respectivamente. A partir das curvas de calibracdo
estabeleceu-se os limiares analiticos para os trés compostos a
dosear, onde se obteve como limites de quantificacdo 37.56 ppm,
0.778 ppm e 0.212 ppm, para o paracetamol, metilparabeno e
propilparabeno, respectivamente.

A sensibilidade do método de andlise determinou-se pelo

declive da curva de calibracdo onde se obteve para o paracetamol
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5.23 (0.03) E+04 ppm™, para o metilparabeno 1.32 (0.0039) E+05
ppm™ e para o propilparabeno 1.39 (0.011) E+05 ppm™.

A precisdo do método verificou-se pela repetibilidade e
precisdo intermédia. Em termos de repetibilidade, os coeficientes de
variacéo obtidos para o paracetamol, metilparabeno e propilparabeno
na solucdo padrdo e na solucdo amostra foram inferiores a 1.0 %, logo
0 método encontra-se validado em termos de repetibilidade. Quanto a
precisdo intermédia avaliou-se a solugcdo padrdo e amostra em trés
gamas de concentracdes diferentes (80 %, 100 % e 120 %) e em trés
dias diferentes. Em todos os casos os coeficientes de variacdo obtidos
foram inferiores a 2.0 %, logo o método considera-se validado em
termos de precisdo intermédia, nestas gamas de concentracao.
Contudo pela analise ANOVA, verificou-se que existe efeito dia para a
solucdo amostra a 120 % e na solucdo padrdo em todas as gamas de
concentracdo estudadas, no caso do paracetamol. No caso do
metilparabeno também se verificou efeito interdidrio na solucdo
amostra a 120 % e nas solucbes padrédo a 80 % e 120 %. Nas
concentracdes de propilparabeno na solucdo amostra e padrdo nao
existe efeito interdiario. Como os parametros indicadores da precisédo
do método se encontram validados, o método encontra-se também
validado no parametro precisao.

A exactiddo do método avaliou-se pelo erro absoluto através
do teste t-student a 95 % de confianga e erro relativo e posteriormente
procedeu-se a determinacdo da percentagem de recuperagdo, como
terceiro par@metro de desempenho do método, e em ambos 0s casos
verificou-se que o método € exacto, ou seja, ndo apresenta erro
sistematico significativo.

Foi ainda verificada a estabilidade da solucdo padrédo e da
solucdo amostra durante vinte e quatro horas na bancada e no auto-
injector do HPLC, no doseamento simultdneo do paracetamol,

metilparabeno e propilparabeno. Pelo estudo de andlise ANOVA
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verificou-se que o factor tempo néo influi na estabilidade das solucdes
e os coeficientes de variacdo obtidos foram inferiores a 2.0 %, pelo
qgue se pode confirmar a estabilidade das solu¢Bes neste periodo de
tempo.

A metodologia testada para doseamento, em simultaneo, do
paracetamol, metilparabeno e propilparabeno, considera-se validada,
uma vez que satisfaz as especificacoes determinadas para cada

parametro de validag&o testado.
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A.1. Cromatogramas correspondentes ao ensaio

de especificidade
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Figura A.1 - Cromatogramas correspondentes ao ensaio de especificidade
no método de doseamento do paracetamol e de metil e propilparabeno: A —
Branco de fase moével; B — Branco da amostra; C — Solugcdo padrdo de
Paracetamol, Metil e Propilparabeno (Cparaceamol: 500ug/ml,
Chetiiparabeno:25M8/MI,  Cpropiparabeno:2,51g/ml); D - Amostra de suspenséo
40mg/ml (CParacetamoI: 500 Hg/mL CMetinarabeno: 25 Hg/mL CPropinarabeno: 2,5 Hg/m|),
E — Amostra de solucéo de referéncia Ben —u — ron ® 40 mg/ml.
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