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Nada vai permanecer
No estado em que esta

Eu s6 penso em ver vocé
Eu s6 quero te encontrar

Geleiras vao derreter
Estrelas vao se apagar

E eu pensando em ter vocé
Pelo tempo que durar

Coisas vao se transformar
Para desaparecer

E eu pensando em ficar
A vida a te transcorrer

E eu pensando em passar
Pela vida com vocé

Dedico esta dissertacao a minha familia,
Madalena, José e Silvia

por nunca me deixarem desistir...

S6 vocés sabem quanto eu

caminhei para chegar até aqui.



Tenha sempre em mente que a pele enruga,

O cabelo embranquece e os dias convertem-se em anos...
Mas o que é importante ndao muda.

A sua forca e convicgdo ndo tem idade

O seu espirito é como qualquer teia de aranha.

Atras de cada linha de chegada ha sempre uma de partida.
Atras de cada conquista, vem um novo desafio.
Enquanto estiver viva, sinta-se viva...

Se sentir saudades do que fazia, volte a fazer.

Nao viva de fotografias amareladas...

Continue quando todos esperam que desista.

Nao deixe que enferruje o ferro que existe em vocé.

Faca com que em vez de pena, tenham respeito por vocé.
Quando nao conseguir correr através dos anos, caminhe!
Quando nao conseguir caminhar use uma bengala...

Mas nunca se deixe deter...

“Madre Teresa de Calcuta”

E bom ter a certeza que além do horizonte deve ter

algum lugar bonito para viver em paz...

Aproveitar a tarde sem pensar na vida, andar despreocupado sem
saber a hora de voltar.
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RESUMO
“Determinacao Espectrofotométrica de Acetato de Medroxiprogesterona em

Medicamentos pela Reagdo com Mo(VI) em H.SO4”

Aluna: Tania Aparecida Lopes Pinheiro

Orientadora: Profa. Dra. Adriana Vitorino Rossi

Acetato de medroxiprogesterona (AMP) é um derivado da progesterona que
vem sendo usado para contracepgao por cerca de 30 milhdes de mulheres e
também vem aplicado em tratamentos de cancer. Como em alguns casos, AMP gera
efeitos colaterais desfavoraveis, sua dosagem deve ser bem controlada. Neste
trabalho, foi desenvolvido um método espectrofotométrico para quantificacdo de
AMP em farmacos pela reagdo com Mo(VI) em meio fortemente acido. Testes
preliminares como avaliagdo do ponto de fusdo e spot test com acido sulfurico foram
introduzidos para identificar o AMP de outros compostos, como derivados de
cortisona que também podem reagir com Mo(VI). A reagéo foi otimizada a partir da
avaliacdo de algumas variaveis do sistema reacional: tempo e temperatura de
aquecimento, solvente e concentracdo de acido. Os resultados obtidos indicaram
que as melhores condicdes para o sistema reacional sdo: solugdo 9 mol L de
H,SO,4 70 minutos de aquecimento a 90 °C e uso de AMP em acetonitrila. Nestas
condicbes, foram obtidas curvas analiticas com a absorbancia em 406 nm do
produto formado cuja concentracado é diretamente proporcional a concentragcao de
AMP na faixa de 5,87x10° a 10,00x10? mg mL™", com coeficiente de correlagdo
linear = 0,9972 e limite de deteccdo = 1,77x10> mg mL™". A precisdo foi avaliada por
intra (repetibilidade) e inter (precisdo intermediaria) testes, tendo sido obtidos
desvios maximos de *+ 1,9%. Quando comparado com um método de quantificagao
de AMP em medicamentos comerciais por cromatografia liquida de alta eficiéncia, os
resultados com o método proposto ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas com 95 % de confianga, indicando bom desempenho do método
baseado na reagao colorimétrica, que tem favoraveis caracteristicas de simplicidade

instrumental.



ABSTRACT
“Spectrophotometric determination of Medroxioprogesterone in
pharmaceuticals using a reaction with Mo(VI) in H.SO,”
Student: Tania Aparecida Lopes Pinheiro

Adviser: Prof. Dr. Adriana Vitorino Rossi

Acetate of medroxiprogesterona (AMP) is one derivative of the progesterone,
that have been used used as contraceptive method for about 30 million women. And
in treatments of cancer. In some cases, AMP cause favorable collateral effect,
therefore its dosage must be well controlled. In this work, a spectrophotometric
method for quantification of AMP in pharmaceutical preparation using the reaction
with Mo(VI) in strong acid was developed. Preliminary tests as evaluation of the
fusing point and spot test with H,SO4 had been introduced in order to identify the
AMP from other compounds, as corticoids, that ca also react with Mo(VI). The
reaction was optimized from the evaluation of some reaction variable: time and
temperature of heating, AMP solvent, acid concentration. The optimized conditions
are 9 mol L™ H,S04; heating for 70 minutes at 90 °C and acetonirile solvent for AMP.
In these conditions, analytical curves of absorbance at 406 nm of the product formed
whose concentration is directly proportional to the initial concentration of AMP were
obtained from 5,87x10 a 10,00x10?% mg mL™" , with linear coefficient = 0,9972 and
detection limit = 1,77x10° mgmL". The precision was evaluated by intra
(repeatability) and inter (intermediate precision) tests, having been achieved
maximum relative deviation = +£1,9 %. When compared with a HPLC method of
quantification of AMP in commercial medicines, the results achieved with this method
did give statistical significant differences at 95 % confidence level, indicating good
performance of the colorimetric method, which has the advantage of instrumental

simplicity.
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1. INTRODUGAO

Acetato de medroxiprogesterona (AMP) é o contraceptivo de longa
duracao mais utilizado atualmente. Além da ac¢ao contraceptiva, outros efeitos de
AMP tém sido explorados, com destaque para o tratamento de carcinoma
metastatico pulmonar e de mama, produzindo remissdées por periodo
prolongado 2.

Para a agdo contraceptiva, a dose empregada € 150 mg via intramuscular
a cada trés meses . Pode ser utilizado para tratamentos de amenorréias com
doses diarias de 5 a 10 mg por 5 a 10 dias *. Nos tratamentos contra o cancer,
doses elevadas, acima de 150 mg, sdo empregadas. Nestes casos, a
administracao de AMP pode causar varios efeitos adversos e, por esse motivo, a
dosagem deve ser cuidadosamente controlada °.

Em farmacias de manipulagdo e em farmacias hospitalares o consumo de
AMP ¢ grande ®. Por esse motivo, é desejavel que haja um procedimento
acessivel para a dosagem deste farmaco nas preparacgdes farmacéuticas.

Neste contexto, a proposta deste trabalho foi desenvolver um método
acessivel para a quantificacdo de AMP com medidas espectrofotométricas, com

uso de equipamentos simples.

1.1. Contraceptivos

Milhares de pessoas em todo o mundo utilizam uma grande variedade de
métodos contraceptivos para controlar a fertilidade humana °. Entre estes, estio
os métodos quimicos, tais como contraceptivos oral, injetavel e implante. Ha
também outros métodos fisicos, tais como dispositivos intrauterino, métodos da
barreira e esterilizacdo cirirgica, dentre outros ®. Nenhum destes métodos
representa a opgéao ideal para controle da fertilidade e da natalidade ja que cada

um apresenta vantagens e desvantagens 8

@ Fonte: Nice Maria Oliveira da Silva, Diretora Co-Responsavel Técnica, CAISM — Centro de Atengao Integral
a Saude da Mulher, Hospital da Clinicas — UNICAMP (Fevereiro de 2003).
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O primeiro contraceptivo hormonal, Enovid ™ (150 ug menastro e 9,85 mg
de noretinodrel) foi aprovado pela FDA (U.S. Food and Drug Administration °) para
o uso nos Estados Unidos em 1960. Contraceptivos hormonais constituem o grupo
mais amplamente utilizado de contraceptivo reversivel no mundo ™.

Por serem os mais eficazes e oferecerem outras vantagens, incluindo
melhora na qualidade de vida e protecdo contra doengas ginecoldgicas " os
contraceptivos hormonais (formas: oral, injetavel e implante) sdo os mais
utilizados. Por enquanto, os contraceptivos hormonais s&o de uso mais comum em
mulheres 2. Na década de 60, quando iniciaram os estudos com contraceptivos
hormonais femininos, j4 se buscava uma opgdo masculina do método .
Atualmente, ja existem anticoncepcionais hormonais desenvolvidos para o publico
masculino " . No Brasil, o primeiro medicamento desde género comercializado,
Nofertil, comecou a ser passou a ser usado em 1996 °.

Os contraceptivos hormonais sao derivados de alguns hormdnios como
estradiol, testosterona, pregna-4,6-dieno-3,20-diona, pregnadieno e outros
compostos sintéticos com estruturas variadas "’.

Desde que foi criada, a contracepcdo hormonal evoluiu
extraordinariamente em composi¢cdo, dosagem e administragdo, buscando-se
reducdo da carga hormonal, acomodagao ao ciclo menstrual e outras aplicagdes
benéficas para as usuarias '®. Em geral, a contracepg¢do hormonal é realizada com
associagbes de progestagénicos (como progesterona) e estrogénicos (mais
conhecido é estradiol) e podem ser utilizados também para corrigir disturbios
menstruais, como amenorréria primaria e secundaria, dismenorréia, endometriose
e hemorragia uterina disfuncional *,".

Em todo o mundo, o uso de anticoncepcionais hormonais é crescente. Em
diversos paises pobres, a pilula anticoncepcional é distribuida gratuitamente em
programas de planejamento familiar 2. Com um numero tdo elevado de usuarias,
os anticoncepcionais orais fazem parte do seleto grupo de medicamentos mais

exaustivamente pesquisados desde o seu surgimento, ha mais de 40 anos 21
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1.1.1.  Tipos de Contraceptivos Hormonais
1.1.1.1. Transdérmico

O adesivo contraceptivo transdérmico € uma recente opgao contraceptiva
para as mulheres brasileiras. O adesivo libera diariamente, na circulagcio
sistémica, 150 ug de norelgestromina, um progestogénio moderno, e 20 ug de
etinilestradiol, dose que equivale a uma pilula oral de baixa dosagem % 2.
Entretanto, a usuaria deve troca-lo apenas uma vez por semana.

Em estudos controlados, o adesivo demonstrou eficacia semelhante a da
pilula no controle do ciclo menstrual e na prevencao de gestagcdes. Com esquema
de dosagem mais pratico, com aplicagao semanal pela propria usuaria, aliado ao
fato de ser facilmente reversivel, o uso correto do adesivo semanal (sem falhas

por parte da usuaria) superou o da pilula oral diaria %°.

1.1.1.2. Anel Vaginal

Trata-se de um anel de material macio e flexivel com cerca de 5 cm de didmetro
que deve ser colocado na vagina uma vez em cada més. Durante um periodo de 3
semanas, uma baixa dose de hormdnios, aproximadamente 120 pupg de
etonogestrel (derivado progestagénio 19-nortestosterona) e 15 pg de estradiol por
dia, é liberada, regular e controladamente para prevenir gravidez %*.

Como este dispositivo envolve uma menor exposigdo aos estrogénios, ha
uma menor incidéncia de efeitos secundarios, como dores de cabeca, nauseas e
aumento da sensibilidade mamaria. A regular, constante e baixa taxa de liberagao
de hormdnios proporciona menos desequilibrios hormonais, em comparagao com

a pilula ou o adesivo contraceptivo. O indice de falha deste método é de 0,65 % %°.

1.1.1.3. Implante Subcutaneo

Pesquisas mais recentes sobre implantes anticoncepcionais
concentraram-se na reducdo do numero de bastdes ou capsulas pelo uso de

diferentes progestogénios, na minimizagcéo dos efeitos colaterais (particularmente
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os transtornos de sangramento) e na tentativa de garantir que o uso seja mais
seguro durante a amamentagao %.

Atualmente, sdo usadas capsulas de progestogénio levonorgestrel que
oferecem excelente protecdo anticoncepcional. Porém, em alguns paises
observaram-se muitos casos de interrupgcdo do uso desses implantes devido a
problemas de sangramento que s&o os efeitos colaterais mais comuns do uso do
implantes e representam a principal justificativa das pacientes para explicar a

interrupcao do uso 2°. Falhas deste método s&o raras: de 0,20% a 1,6 % 2'.

1.1.1.4. Contraceptivo Injetavel

Os contraceptivos hormonais injetaveis sdo semelhantes aos de uso oral,
porém sdo administrados na forma de depdsito, ou seja, de acado prolongada,
suficiente para 1 até 3 meses. E indicado para pacientes que apresentam
incompatibilidade gastrica com contraceptivos orais ou em casos de pacientes que

esquecem de tomar a pilula diariamente .

1.1.1.5. Contraceptivo Oral — Pilula

A pilula, como os contraceptivos orais sdo popularmente conhecidos,
talvez seja o método de contracepgdo mais comum no mundo. Calcula-se que
nada menos que 90 milhdes de mulheres no mundo todo facam uso da pilula °.
Com esse numero de usuarias, ndo € de se espantar que os anticoncepcionais
orais (ou, abreviando, ACO), fagam parte do seleto grupo de medicamentos mais
exaustivamente pesquisados desde o seu surgimento, ha cerca de 40 anos %

ACO tém sido estudados e modificados ao longo do tempo com a
finalidade de reduzir a dosagem de estrogénio e progesterona nas formulagdes a
fim de minimizar os efeitos colaterais.

Apesar de nenhum meétodo contraceptivo ser isento de riscos, estes
tendem a ser minimizados e contrabalancados pelos beneficios. Um bom

acompanhamento médico ajuda a reduzir os riscos potenciais durante o uso.
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1.2. Acetato de Medroxiprogesterona

Acetato de medroxiprogesterona, AMP, € um derivado progestagénico
com estrutura ilustrada na Figura 1 e que vem sendo usado para contracepgao por
30 milhdes de mulheres em mais de 90 paises devido ao seu baixo custo '°. Seu
efeito contraceptivo resulta principalmente da inibigdo da ovulagéo. A elevadissima
eficacia contraceptiva do AMP, que promove a atrofia endometrial e alteragao da
mobilidade da tuba uterina, também resulta do efeito de aumento da viscosidade

do muco cervical que evita a penetracdo do esperma °.

o) CHs;
?Hﬁl/,OAc

H \CH3

Figura 1. Férmula estrutural do AMP %’

Além da sua agao contraceptiva, AMP tem sido utilizado no tratamento
contra o cancer de mama. Neste caso, AMP é utilizado na dose de 1000 mg/dia
via intramuscular ou via oral no primeiro més de tratamento e, depois, com doses
de 500 mg/dia, 2 vezes por semana. Doses mais elevadas ndo sao relacionadas
com aumento da resposta, mas sim com maiores efeitos colaterais, como
abscessos musculares . E geralmente utilizado como hormonioterapia de
segunda linha por apresentarem efeitos colaterais mais intensos (retencao hidrica,
tromboses venosas, hipertenséo, diabetes mellitus e aumento do apetite) que o
tamoxifeno (hormonioterapia de primeira linha). Existem estudos nos quais, faz-se
a opcao de utilizar AMP combinado com doxifluridina e ciclofosfamida como

hormonioterapia de primeira linha, com reducéo dos efeitos colaterais 2°.

1.2.1. Propriedades Fisico-Quimicas

Acetato de medroxiprogesterona apresenta-se na forma de um po6 branco

cristalino, inodoro, estavel ao ar, insoluvel em agua, porém muito soluvel em
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cloroférmio, acetona, acetonitrila, dioxano e parcialmente solGvel em etanol **3'. O
armazenamento de AMP deve ser feito em recipiente fechado e protegido da luz.
Dados da literatura indicam que a dose de AMP letal em 50%, LDsg, é:

> 6,4 g kg™ (para camundongos, via oral) e > 5 g kg (caes, via oral) *2.

1.2.2. Indicacoes e formas de apresentacao

AMP pode ser utilizado por via oral ou intramuscular, para contracepgao e
no tratamento de disturbios menstruais. Por via intramuscular, seu tempo de acao
é muito prolongado e ndo pode ser adotado como rotina . A forma injetavel de
AMP tem efeito de longa duracdo (12 semanas), sendo um método contraceptivo

extremamente efetivo, com indice de falha entre 0 e 0,7% .

1.3. Sintese de AMP

Desde 1923, diversos compostos progestacionais tém sido sintetizados.
Alguns mostram atividade quando administrados por via oral, constituindo um
grupo de compostos com propriedades semelhantes, porém todos diferem da
estrutura da progesterona em um ou mais grupo funcional.

Em geral, compostos com 21 carbonos (hidroxiprogesterona,
medroxiprogesterona, megestrol e dimetisterona) sdo os mais estreitamente
relacionados com a progesterona, tanto do ponto de vista farmacolégico quanto

quimico. A Figura 2 ilustra alguns destes compostos progestacionais *°.

(A) (B)
Figura 2. Exemplos de compostos progestacionais sintéticos semelhantes a
progesterona. (A) Hidroxiprogesterona. (B) Pregnanodiol.
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A Figura 3 ilustra a rota simplificada de sintese de AMP 3+3°.

5a, 17a-dihidroxi-3,20-dioxo-
6p-metil-pregnana

17-hydroxy-6a-metilprogesterona (I)

o o
)k k CH;COOH, Tos-OH
4+ hC” 07 e >

I

CHs

Acetato de Medroxiprogesterona

Figura 3. Esquema simplificado da sintese do AMP %%,

1.4. Propriedades Farmacodinamicas

As propriedades farmacodindmicas compreendem os diferentes
mecanismos de acgao pelos quais os medicamentos atuam sobre as fungdes
bioquimicas ou fisiolégicas de um organismo vivo °.

Neste contexto, AMP é um derivado sintético da progesterona, que é a
progestina mais importante nos seres humanos. Além de seus efeitos hormonais,
a progesterona atua como precursor de estrogénios, androgénios e esterdides

cortico-supra-renais .
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1.4.1. Mecanismo de Acao

Acdes farmacoldgicas sobre o sistema endécrino #°7;

e Inibigdo das gonadotrofinas pituitarias (hormonio foliculo-estimulante-
FSH e horménio luteinizante-LH);

e Diminui¢ao dos niveis sanguineos de hormdnio adrenocorticotréfico e
de hidrocortisona;

e Diminuicdo da testosterona circulante;

e Diminuicdo dos niveis de estrogénio circulante (como resultado da

inibicdo de FSH e indugao enzimatica de redutase hepatica).

1.4.2. Propriedades Farmacocinéticas

Farmacocinética é o termo utilizado para o estudo da velocidade com que
os farmacos atingem o sitio de agc&do e s&do eliminados do organismo, bem como
dos diferentes fatores que influenciam na quantidade de farmaco a atingir o seu
sitio. Essencialmente, estuda os processos metabdlicos de absorcao, distribuigao,
biotransformagao e eliminacdo das drogas *.

AMP administrado via oral € rapidamente absorvido, atingindo
concentracdo maxima apos 2 a 4 horas. A meia-vida € de aproximadamente 17
horas, ficando aproximadamente 90% ligado as proteinas e sendo principalmente

excretado na urina ¥,

1.5. Técnicas Analiticas para analise de AMP

Nos ultimos anos, estudos para analise de farmacos, especialmente os
hormdnios esterdides, tém sido frequentes. Entre as técnicas mais utilizadas estao
a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS, do inglés:
Gas Chromatography-Mass Spectroscopy)® e cromatografia liquida de alta
eficiéncia *° (HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatograph), método

oficial de andlise da Farmacopéia Americana (XV USP)*°, tanto para
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determinagdes qualitativas quanto quantitativas. Os dois métodos diferem no
modo de preparo da amostra, tipo de coluna e fase movel utilizadas.

Outra técnica, a espectroscopia Raman também passou a ser empregada
para determinacdes qualitativa e quantitativa de AMP. Esta técnica é considerada
uma das mais avangadas atualmente para determinagdes de principais ativos em
farmacos devido a vantagens como resposta rapida e nao destrutiva, sendo que
ha possibilidade de obtengdo do sinal analitico do medicamento na propria
embalagem, sem que haja manipulacgo “**'.

Estes métodos apesar de apresentarem muitas vantagens, especialmente
na sensibilidade e seletividade, envolvem alto custo, tanto de instrumentacéo,
incluindo a manutengao dos equipamentos, quanto com os reagentes necessarios.

Em farmacias de manipulagdo e em farmacias hospitalares € grande o
consumo de AMP e recursos como um cromatrografo para HPLC e profissional
capacitado nao sao normalmente disponiveis. Por outro lado, espectrofotémetros
para medidas no visivel sdo mais acessiveis em termos de custo e facilidades
operacionais. Neste contexto, esta foi a condicdo considerada para o
desenvolvimento da proposta analitica de dosagem de AMP, objeto do estudo do
presente trabalho.

Apesar da atual predominéncia de métodos cromatograficos nas analises
de farmacos, métodos espectrofotométricos ainda vém sendo explorados. A
despeito de sua baixa seletividade, a espectrofotometria UV-vis ainda é muito
utiizada para quantificacdo de farmacos, em fungdo da simplicidade, custo
relativamente baixo e grande numero de aplicagbes desenvolvidas M,

Consultando-se o banco de dados do "Analytical Abstracts", encontram-se
pelo menos 4.300 citacdes de trabalhos envolvendo espectrofotometria na analise
de farmacos nos ultimos 15 anos *®. Os procedimentos envolvem medidas diretas
de espécies que absorvem radiagdo, medidas apds derivacdo quimica e
acoplamento a diversas técnicas ou processos, como cromatografia, eletroforese e
analises em fluxo *.

A associagao da espectrofotometria com outros métodos para identificacao

e 0 uso de padrbes de referéncia tornam-na eficaz para o desenvolvimento de
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meétodos para a quantificacdo de farmacos, tanto na matéria-prima quanto nas
formulagées comerciais “>*°.

Outra alternativa é a espectrofotometria derivativa, uma representagao das
derivadas da absorbancia em relagcdo ao comprimento de onda, em fungédo do
comprimento de onda *’. Os métodos de derivagdo espectral envolvem caculos
com programas ja comuns em diversos espectrofotdmetros UV-VIS “8. Em geral, a
derivacao espectral visa determinacbes simultidneas, bem como aumento de
seletividade. Entretanto, freqlientemente também se observa aumento de
sensibilidade e melhoria do limite de detecgao *°*°.

Algumas das dificuldades a serem superadas para a aplicacédo de
meétodos espectrofotométricos para a analise de farmacos envolvem a eliminacao
do efeito de matriz e a determinagdo simultdnea de ingredientes ativos em
formulagdées multifuncionais °'. Em alguns casos o problema pode ser resolvido
utilizando-se 2 ou mais comprimentos de onda e empregando métodos
quimiométricos de calibracdo multivariada °'.

Como exemplos de propostas para a quantificagao de farmacos utilizando-
se espectrofotometria, podem ser citados trabalhos de Pezza e colaboradores °**°
e Crivilente e Rossi®. Estes trabalhos envolvem um sistema colorimétrico
baseado na reacao entre molibdato de aménio e derivados de cortisona em meio
fortemente acido, que foi utilizado para a quantificagdo de alguns corticoides. O
produto da reagao tem coloragao azul esverdeada e em solugao tem absorbancia
maxima entre 403 a 409 nm. A concentragdo desse produto em solugdo é
proporcional a concentragao inicial do corticoide colocado para reagir.

AMP possui formula estrutural semelhante aos corticoides e verificou-se
que também reage com molibdénio resultando em um composto colorido analogo
com maximo de absor¢gao em 406 nm, conforme ilustrado na Figura 4. Esta foi a
base do desenvolvimento da proposta analitica deste trabalho, visando inclusive a
possibilidade de adaptacdo das medidas para dispositivos fotométricos de baixo

custo para a quantificacdo de AMP em formulagdes comerciais ou manipuladas.
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A 90 °C
Espécie Monitorada.
+ HzS04 + Mo (V1) Absorbancia maxima
70 min. em 406 nm

AMP

Figura 4. Esquema da reagéo entre AMP e Mo(VI).

1.6. Reacao com Mo(VI)

Como a reagao colorimétrica que seria testada envolve Mo(VI),
informacdes sobre este elemento e sua reatividade s&o importante para o estudo.
Molibdénio, cuja configuragao eletrénica é [Kr] 4d°5s" pode apresentar-se
nos estados de oxidacao O, Il, Ill, IV, V, e VI. Exibe caracteristicas alcalinas em
estados de oxidagdo mais baixos e caracteristicas acidas em estados de oxidagao
mais elevados, sendo que o estado de oxidagao VI € considerado o mais estavel e
a Unica forma que apresenta coloracdo verde em solugao °°.
Existem varios trabalhos na literatura sobre reacdes de molibdénio em meio

acido que geram produtos coloridos *%.

Como exemplo pode ser citada a
Basques-Lustosa *° para a determinagdo de ions fosfato baseada na reagdo com
molibdénio em meio acido, formando um complexo amarelo, que por agao de um
tampao alcalino é reduzido a “azul-molibdénio”, um composto que deve conter
Mo(V) e Mo(VI), que é medido colorimetricamente em 650 nm e forma-se tanto em
meio alcalino como acido, pela redugao parcial de molibdatos ou pela oxidagao de
estados de oxidagdo mais baixos °°.

Outro exemplo é a reacao para quantificar catecol, que reage com Mo(VI)
em meio acido formando um complexo amarelo-alaranjado. Nesta reacgao, é
proposto que o molibdénio esteja na forma de MoO,(OH)s** em meio neutro. A

formacao do complexo ocorre segundo a reagao ilustrada na Figura 5 ®°°":
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Figura 5. Esquema da Reagéo entre Mo(VI) e Cateco

Aman e colaboradores %2%°

vém estudando reacdes colorimétricas
envolvendo diversos farmacos. Em um de seus estudos ®2, a reacgéo de cloridrato
de amitriptilina com molibdato de amdnio em &cido sulfurico concentrado sob
aquecimento a 100°C durante 20 minutos gerou um produto de coloragao verde,
que absorve em 660 nm e que pode ser utilizado para quantificar cloridrato de
amitriptilina. Neste caso, molibdato de amdnio foi utilizado como reagente oxidante
responsavel pela formacgéo produto de coloragdo verde obtido. Outros reagentes
oxidantes como KMnO., KyCr,O7, Kl, Nal, NaNO, e NaNOj; também foram
testados, porém n&o foi obtida nenhuma resposta colorimétrica para fins
quantitativos. Também foi investigado o efeito da concentracédo de acido sulfurico,
tendo sido notado que na auséncia deste acido, a reacdo entre a amitriptilina e
molibdato de aménio gerava um precipitado amarelo, soluvel em acido sulfurico
concentrado (solugao de coloragao verde).

Este sistema reacional, composto organico com Mo(VIl) em meio contendo
acido sulfurico concentrado sob aquecimento, foi utilizado para determinacéo de

corticoides %%

e inspirou o trabalho desta dissertacdo. Como ndo € uma reagao
especifica mas que seria utilizada para quantificacdo de um unico analito, foi
desenvolvida uma sistematica de testes preliminares simples para identificar a
espécie de interesse, envolvendo medida do ponto de fusdo e um spot test’ com

H>SO4 concentrado.

b Reagdes diretas para identificagdo rapida de determinados grupos quimicos de interesse
utilizando pouca quantidade de amostra e reagente, na ordem de microescala 67
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CAPITULO 2 — OBJETIVOS
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Este trabalho visou o desenvolvimento de um método espectrofotométrico
para determinacdao de AMP em farmacos pela reacdo com Mo(VI) em meio

fortemente acido.

Especificamente os objetivos foram:

¢ |dentificagdo do AMP, a fim de diferencia-lo de outros
esterdides, especialmente corticéides, por meio de testes fisicos e

quimicos (ponto de fuséo e adigao de acido sulfurico concentrado);

e Desenvolver um método espectrofotométrico para a

quantificacdo de AMP;

e Otimizar o sistema reacional com ions Mo(VI) em H,SO4 para

melhorar a sensibilidade e a repetibilidade do método;

e Aplicar o método em medicamentos comerciais;

¢ Investigar o produto da reacgao.
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CAPITULO 3 - PARTE EXPERIMENTAL
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3.1. Reagentes

e Acetato de Etila p.a. (Merck);

e Acetonitrila grau cromatografico (J.T. Baker);
e Acetonitrila p.a. (Carbo Erba);

e Acido Cloridrico p.a. (Synth)

e Acido Fosférico p.a(Synth)

e Acido Sulftrico p.a. (Synth);

e Cloroférmio p.a. (Synth);

e Cloroférmio grau cromatografico (Synth);
e Hexano grau cormatografico (Tédia)

e Hidroxido de Sodio p.a. (Nuclear)

¢ Metanol grau cromatografico (Tédia);

e Molibdato de Amoénio p.a. (Synth)

3.2. Amostras de Medicamentos
e Comprimidos de10 mg de AMP (Pharmacia);
e Suspenséo injetavel de150 mg/mL de AMP (Pharmacia);

¢ Solugao otologica de 10 mg/mL de hidrocortisona (GlaxoWellcone).

3.3. Padroes de Referéncia
e AMP (Galena®) °;
e Acetato de Cortisona; (Sigma), minimo 98%;
e Cortisona (Sigma), minimo 98%;

e Hidrocortisona (Sigma), minimo 98%.

Para a preparagao das solugdes foi utilizada agua destilada (destilador de
vidro) e quando necessario foi utilizada agua deionizada (Milipore) seguindo-se de

padronizagdo nos casos necessarios .

¢ Certificado de Analise do material encontra-se no Anexo 1
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3.4. Equipamentos

e Balanga Analitica Mettler AE 200.
e Centrifuga Excelsa Il Fanem 206 BL.
e Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia Shimatzu,
e Auto injetor 10AF;
e Detector UV-Vis SPD 10 A;
e Coluna: C18 (Nucleosil silica 5 mm, 100 A); Macherey-Nagel.

e Espectrofotbmetro UV/vis Pharmacia Biotech Ultrospech 2000, com
celas de quartzo com caminho o6ptico de 1 cm.

e Espectrobmetro FTIR Bomer MB Series B 100 e cela de ATR com
cristal de ZnSe e angulo de 45°.

e pHmetro com eletrodo de vidro combinado Analyser pH 300;

e Placa de agitagao e aquecimento Quimis Q 261 — 22.

e Ultra-som Unique Ultracleaner 14000;
3.5. Outros materiais

e Filtro com membrana de porosidade 0,45 um Gellman GHP Acrodisc;
¢ Papel de filtro qualitativo J Prolab;

¢ Fitas com papel indicador universal pH 0-14, Merck.

3.6. Preparo das Solucoes
3.6.1. Solucao de AMP para o Método Espectrofotométrico

A solugao estoque de AMP (massa molar = 386,53 g mol'1) era preparada
diariamente® pela dissolucdo em solvente apropriado (acetonitrila ou cloroférmio)
da massa adequada do sdlido para se obter uma solugéo 1,5 mg mL". Foram
realizadas as dissolu¢des utilizando-se o solvente adequado (acetonitrila ou

cloroférmio) para obtengédo das concentragdes desejadas.

4 Exceto no estudo de avaliagcdo de precisdo intermediaria, descritos no item 3.13.3.2., no qual foi
utilizada solugédo de AMP preparada no primeiro dia do teste.
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3.6.2. Preparo da Solucao de AMP para o Meétodo
Cromatografico *°

Uma massa de 50,0 mg de AMP foi transferida para um baldo volumétrico
de 250 mL, completando-se o volume com metanol (solugdo 1). Desta solugao,
foram pipetados 25,00 mL e transferidos para um baldo volumétrico de 50 mL.
Completou-se o volume com metanol e em seguida filtrou-se a solugdo membrana
com porosidade de 0,45 um (solugéo 2). Por diluigdo adequada com metanol da
solucao 2, foram preparadas solugdes com concentragdes de 50, 75, 100, 125 e
150 pg mL™" para elaboragdo de curva de calibragdo do método cromatografico

para dosagem de AMP em comprimidos *°.

3.6.3. Solucao de H,SO,

Preparou-se solugdo de H,SO4 de 1 a 11 mol L™ por diluigdo do &cido

concentrado com agua destilada.

3.6.4. Solucao de HCI

Preparou-se solucdo de HCI de 2 a 12 mol L por diluicdo do acido

concentrado com agua destilada.

3.6.5. Solucao de H3;PO,

Preparou-se solugdo de HsPO, de 2 a 12 mol L™ por diluigdo do &cido
concentrado com agua destilada.

3.6.6. Solucao de Molibdato de Amoénio 2,5% (m:v)

Esta solucéo foi preparada pela dissolugdo em agua destilada de 2,5 g do

sal (NH4)sM07024-4H,0 em baldo volumétrico de 100 mL.
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3.6.7. Fase Moével para o Método Cromatografico
Foi preparada uma mistura de solugdo de aquosa de (NH4)HPO, 0,01

mol L' e metanol, na proporgdo volumétrica 80:20. O pH foi ajustado para
7,2+0,1 pela adicdo de HsPO,4 85% *°.

3.7. Determinacao do Ponto de Fusao
Para as medidas de ponto de fusao, foi utilizado o método classico com
tubo de Thiele. Colocava-se uma pequena quantidade do composto de interesse
no tubo capilar que era preso a um termémetro com o auxilio de um pequeno
elastico. O termémetro era preso a uma rolha perfurada e o sistema inserido no
tubo de Thiele contendo éleo de silicone, conforme ilustra a Figura 6.

TERMOMETRO

Figura 6. Montagem com tubo de Thiele, utilizada na determinagéo do ponto de fuséo.

O tubo de Thiele foi aquecido na chama de um bico de Bunsen. Observou-
se a temperatura em que o sélido comecou a fundir e a temperatura do fim da
fusdo, obtendo-se a faixa de fusdo dos compostos. Este procedimento foi
realizado em ftriplicata. Nesta etapa, bem como nos procedimentos de spot tests
com acido sulfurico concentrado foram utilizados alguns corticoides (acetato de
cortisona, acetato de hidrocortisona, cortisona e hidrocortisona) para posterior

comparagao com medicamentos contendo AMP.
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3.8. Spot Test com Acido Sulfrico Concentrado
Num tubo de ensaio, misturavam-se cerca 10 mg da amostra (padréo ou
medicamento previamente macerado com o auxilio de almofariz e pistilo) ou 3

gotas do medicamento em solugéo e 5 gotas de H,SO,4 concentrado.

3.9. Otimizacao das condicoes de reacao
Como citado anteriormente, inicialmente neste trabalho foi testado o

52,53 o Crivelente e Rossi **

procedimento proposto por Pezza e colaboradores
para determinacdo do corticoides, no que diz respeito a quantidade e ordem de
reagentes. Considerando diversas condigdes de trabalho envolvidas, um estudo
de adaptacao do sistema reacional foi necessario para otimizacdo de parametros

como tempo e temperatura de reagao, concentracdo do H,SO4 e tipo de solvente.

3.9.1 Sistema reacional para obtencao da espécie

monitorada em 406 nm

Este procedimento consistia em reagir num tubo de ensaio de 10 mL
(aferido para 5,00 mL) 500 uL de solugao de AMP, 500 uL de agua destilada, 3 mL
de solucdo de acido e 1 mL de solugdo de molibdato de aménio 2,5 % (m/v),
totalizando 5,00 mL de solucéo final. Os tubos eram fechados com fita TEFLON®
perfurada e aquecidos em banho-maria.

O tipo e a concentracdo de acido, o solvente de AMP, o tempo e a
temperatura de aquecimento foram condi¢cdes e parametros de reacao otimizados.
Para cada condigcao estudada, o procedimento foi realizado em quintuplicata para
cada concentracdao de AMP.

Apds o0 aquecimento, os tubos eram resfriados em banho de gelo por 10
min e depois mantidos a temperatura ambiente durante 15 min. Em todos os
casos, ao final do procedimento, a mistura reacional, originalmente uma solugao
incolor, apresentava-se na forma de uma solugdo de coloracdo verde-azulada.

Posteriormente, fazia-se o acerto de volume para 5 mL com solugcdo acida,
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obtendo-se em seguida o espectro na faixa de 190 a 800 nm da solugao

resultante, usando-se cubetas de quartzo, com 1,0 cm de caminho optico.

3.9.2 — Solvente do AMP

Foram realizados experimentos empregando-se 2 solventes para preparar

a solucéo de AMP: cloroférmio e acetonitrila.

3.9.2.1 - Reacao com Solucao de AMP em Cloroformio

Para a solubilizagdo do AMP, utilizou-se como solvente cloroférmio p.a.;
em seguida, realizou-se o procedimento descrito no item 3.9.1. utilizando-se
H,SO,4 com aquecimento a 90°C durante 50 minutos. Destaca-se que neste caso,
durante a etapa de aquecimento, os tubos eram agitados manualmente para
favorecer a evaporacao do cloroférmio. Em todos os casos, foi observado que, ao
final do procedimento, a mistura reacional, originalmente uma solugéo incolor,

apresentava-se na forma de uma solugao de coloracao verde-azulada.

3.9.2.2 - Reacao com Solucao de AMP em Acetonitrila

Para a solubilizacdo do AMP, utilizou-se como solvente acetonitrila p.a..
Em seguida, realizou-se o procedimento descrito no item 3.8.1 utilizando-se H,SO4
com aquecimento a 90°C durante 50 minutos. Analogamente aos testes com
cloroférmio, em todas as replicatas foi observado que, ao final do procedimento, a
mistura reacional que originalmente era uma solugdo incolor, apresentava-se na

forma de uma solugao de coloragao verde-azulada.

3.9.3 — Solucao de acido

Estudou-se o sistema reacional utilizando o acido H,SO4 em varias
concentragcdes e também HCI e H3PO4 na tentativa de substitui-lo para os testes
de identificacdo do produto da reacdo. Realizou-se o procedimento descrito no
item 3.8.1, porém utilizando cada um dos acidos citados em diversas

concentracdes.
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3.9.3.1 — Efeito da Concentracao de H,SO,

Foram avaliadas diferentes concentragdes deste acido visando verificar se
seria possivel baixar sua concentragdo sem prejudicar a formagao do produto.
Foram preparadas solugdes de H,SO4 nas concentragdes de 2 a 11 mol L™, Neste
estudo, aplicou-se o procedimento descrito no item 3.8.1, alterando-se a

concentracédo de H,SO4 na faixa citada.

3.9.3.1 — Uso de HCI e de H;PO,

Foi avaliada a possibilidade de uso desses acidos em substituicdo a
H,SO4 a fim de se alcancarem condicbes de reagao mais brandas que seriam
necessarias para o estudo do produto de reagédo por espectrometria de massas.
Neste estudo, aplicou-se o procedimento descrito no item 3.8.1, utilizando-se

individualmente os acidos citados em solugdes de concentracdo 2 a 12 mol L™.

3.9.4 — Efeito da Temperatura e do tempo de Aquecimento

Foi realizado um planejamento experimental 2% | descrito na Tabela 1, no
qual foram avaliados em triplicata 2 tempos de reacédo (50 e 70 minutos) e 2
temperaturas diferentes (70 e 90 °C), totalizando 4 experimentos, utilizando
solugdo de AMP (5,9x102 mg mL™"). Nesta etapa, foi realizado procedimento

descrito no item 3.8.1, alterando-se o tempo e a temperatura de aquecimento.

Tabela 1. Planejamento experimental realizado para otimizagao de tempo e temperatura
de aquecimento.

Nivel

Variavel 1 +1

Tempo 50 70
Temperatura 70 90
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3.10. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Esta técnica foi empregada a fim de verificar a exatiddo do método
proposto quando comparado. Foi utilizado o procedimento desenvolvido por Fatmi,

Willians e Hickson *° para determinagdo de AMP em comprimidos®.

3.10.1. Condicoes cromatograficas
e Detector UV-Vis , com operagao em 234 nm (SPD 10AF, Shimatzu);
e Coluna: C18 (Nucleosil silica 5 mm, 100 A; Macherey-Nagel);
e Vazdo: 1 mL/min;

e Tempo de eluigdo: 7 minutos

3.11. Preparo das Amostras de Medicamentos

3.11.1. Ensaios Espectroanaliticos (UV-VIS)
Para esta etapa foi seguido o procedimento recomendado pela

Farmacopéia americana (USP XXV) *°.

3.11.1.1. Comprimidos

Foram pesados e triturados 20 comprimidos. Massa equivalente a 25 mg
de AMP foi dissolvida em 15 mL de cloroférmio. Esta mistura foi filtrada com papel
de filtro qualitativo. O filtrado foi evaporada em banho-maria para evaporacao do
solvente. O residuo obtido foi seco em estufa a 105 °C por 3 horas *°.

Apos resfriamento do material, este foi submetido ao procedimento 3.9.1.

nas condi¢des otimizadas.

3.11.1.2. Suspensao Injetavel
Massa equivalente a 50 mg de AMP foi centrifugada por 1 minuto a

3000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com duas

¢ A utilizacdo do método oficial de determinagdo de AMP recomendado pela Farmacopéia
Americana (USP XXV)* foi inviabilizada devido & indisponibilidade de coluna cromatografica
adequada. Neste contexto, optou-se pela utilizagdo do método descrito por Fatmi, Willians e
Hickson para determinagdo de AMP em comprimidos %,
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por¢cdes de 15 mL de agua destilada. O sodlido foi dissolvido em cloroférmio,
transferido para um béquer e colocado em banho-maria para evaporagdo do
solvente. O residuo obtido foi seco em estufa a 105 °C por 3 horas *°. Apds
resfriamento do material, este foi submetido ao procedimento 3.9.1. nas condi¢des

otimizadas.

3.11.2 Ensaios Cromatograficos

3.11.2.1. Preparo da Amostra

Seguindo o procedimento desenvolvido por Fatmi, Willians e Hickson %,
foram pesados 20 comprimidos contendo AMP para determinar a massa média
dos mesmos. Os comprimidos foram triturados e transferiu-se massa equivalente
a 10 mg de AMP para um baldo volumétrico de 50 mL. Adicionaram-se 10 mL de
metanol e deixou-se em ultra-som por 5 minutos. Completou-se o volume do baldo
com metanol. Desta solugcdo foram pipetados 25 mL que foram transferidos para
um baldo volumétrico de 50 mL, completando-se o0 volume novamente com

metanol. Esta solugao foi filtrada em membrana porosa de 0,45 um.

3.12. Identificacao do produto da reacao

3.12.1. Espectros no Infravermelho médio

Na tentativa de identificar o produto da reagédo entre o AMP em Mo(VI) em
meio de H,SO.4, foram obtidos espectros no infravermelho dos reagentes e da
espécie monitorada, empregando-se a técnica de transmissao (pastilha de KBr e
janelas de NaCl) e reflexao total atenuada com cela de ATR (do inglés Attenuated
Total Reflectance) com cristal de ZnSe, no intervalo espectral de 4000 a 600 cm™,

com 16 e 256 varreduras respectivamente.
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3.12.2. Espectrometria de Massas

Outra ferramenta considerada para identificacdo do produto da reacéao foi
espectrometria de massas. Como o sistema reacional era constituido de agente
oxidante muito forte (H,SO,), foram realizados testes para obtengao do produto da

reagcao em condi¢gdes compativeis para inje¢ao no espectrometro de massas.

3.12.2.1 Neutralizacao do Sistema Reacional

Inicialmente, optou-se por testar a eficiéncia e adequacao de neutralizar o
sistema reacional utilizando-se solucdo de NaOH. A solugao basica era adicionada

gota a gota e o pH era medido acompanhado com papel indicador universal.

3.12.2.2. Extracao Liquido-Liquido da Espécie Monitorada.

Na tentativa de extrair a espécie monitorada do meio reacional, alguns
solventes organicos de polaridades diferentes foram testados.

Foram adicionados 10 mL da solugdo contendo a espécie monitorada e
10 mL de solvente em funil de separacdo. Os solventes testados foram
cloroférmio, hexano, acetato de etila.

Com estes testes nao foi possivel obter o produto da reagdo em condigdes
compativeis para injecdo no espectrémetro de massas. Neste contexto, a técnica

nao pode ser aplicada.

3.13. Figuras de Meérito

Na avaliagdo do desempenho do método desenvolvido, diversos

experimentos foram realizados para obtengao de parametros de mérito analitico.

3.13.1. Linearidade

Este parametro foi avaliado a partir dos resultados obtidos na elaboragao

da curva de calibragdo. E a capacidade de um método analitico de demonstrar
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que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragdo da
espécie de interesse na amostra, dentro de um intervalo especificado®. Foi

utilizado o coeficiente de correlagdo (r) da curva analitica.

3.13.2. Intervalo

E definida como a faixa de concentracdo na qual a sensibilidade do
método pode ser mantida constante. Foram realizados experimentos segundo o

item 3.9.1 variando as concentracdes de AMP de 80 % a 120 % do valor tedrico.

3.13.3. Precisao

A precisdo de um meétodo analitico pode ser expressa como o desvio
padrdo ou desvio padrdo relativo de uma série de medidas ®°. A avaliacdo da
precisdo das medidas é realizada pelos dados de Repetibilidade e Precisédo

Intermediaria °°.

3.13.3.1. Repetibilidade

A repetibilidade do método foi verificada por 9 determinacdes do analito,
contemplando o intervalo linear do método, ou seja, 3 concentragdes: baixa, média

e alta, com 3 replicatas de cada °°.

3.13.3.2. Precisao Intermediaria

Trata-se da concordancia entre os resultados obtidos num mesmo
laboratorio, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou
equipamentos diferentes. Para a determinagdo da precisdao intermediaria,
recomenda-se um minimo de 2 dias diferentes com analistas diferentes .

O valor maximo de variagao aceitavel deve ser definido de acordo com a
metodologia empregada, a concentragao da espécie de interesse na amostra, o
tipo de matriz e a finalidade do método, ndo se admitindo valores superiores a

+5% 9. Para andlises realizadas com preparactes farmacéuticas sdo admitidos
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desvios inferiores a +2% °. Foram encontradas as concentragées médias de AMP

(5 replicatas) em 3 valores diferentes, em procedimentos realizados em 5 dias.

3.13.4. Especificidade

Para avaliar a especificidade da espécie monitorada frente aos seus
produtos de degradacdo (agdo de acido, base ou agente oxidante) %",
investigou-se o efeito da exposi¢cao do AMP a esses agentes.

Preparou-se solucdo de AMP 1,5 mg mL™" pela dissolugdo do sélido nas
solugbes dos agentes de degradacdo e a menor quantidade possivel de
acetonitrila. Foram obtidas solugdes de AMP 1,5 mg mL™" em HCI 0,1 mol L', em
NaOH 0,1 mol L' e (H.02 3 % m/v. Apds 72 h, utilizou-se a solugdo de AMP para
iniciar a reagao colorimétrica, conforme descrito no item 3.9.1. Isto serviria para se
verificar se a exposicdo aos agentes de degradagdo manteria a mesma
reatividade do AMP na reagao colorimétrica.

Pra efeitos de comparagdo com o método cromatografico, o suposto
produto de degradacgao alcalina também foi analisado também por cromatografia

liquida de alta eficiéncia.

3.13.5. Estabilidade

Solugao de AMP 1,5 mg mL™" em acetonitrila foi exposta & luz ambiente e
ao calor (em estufa) até 72 horas. A cada 12 horas era realizado o procedimento
descrito no item 3.9.1 para verificar a eventual degradacdo do AMP. Notou a

degradacao a partir de 72 horas de exposicao e o teste foi encerrado.

3.13.6. Exatidao

Este parametro foi avaliado por comparacdo de resultados obtidos na
determinacdo da espécie monitorada em 406 nm em amostras comerciais de
medicamentos pelo método proposto e pelo método de Fatmi, Willians e

Hickson *° para determinagdo de AMP em comprimidos por cromatografia.
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSOES
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4.1. Testes de Identificacao de AMP

No trabalho de Crivilente **, que empregou a reagdo de corticdides com
Mo(VI) em H,SO,, foi constatado que diversos derivados da cortisona produziam
um mesmo composto azul esverdeado. Para contornar a falta de especificidade da
reacao, foi introduzida uma etapa de identificacado de AMP com testes preliminares
simples. Esta etapa de trabalho contou com a colaboragédo da estudante de

Iniciagao Cientifica, Luciana Martins Foltram f

4.1.1 Ponto de Fusao

A determinacao do ponto de fusdo € um procedimento classico e simples
para identificagdo de substancias. O ponto de fusdo € um dado que pode ser
facilmente determinado e depende de pureza dos materiais, por isso € util para
indicar aspectos de qualidade das substancias além de trazer informacgdes sobre
de sua composigao.

A Tabela 2 descreve os valores médios de temperatura do ponto de fusao
obtidos para AMP e os diversos compostos que participam da reagao de forma
analoga com Mo(VI) em H2SO,, incluindo resultados obtidos com as amostras de
medicamentos comerciais.

Tabela 2. Valores de ponto de fusdo experimentais e da literatura *.

Ponto de Fusao Ponto de Fusao

Composto Médio (°C) __Literatura (°C)
Acetato de cortisona 213-218 220-224
Acetato de hidrocortisona 212-214 216-222
Cortisona 213-218 220-224
Hidrocortisona 212-216 217-220
AMP 206-209 207-209
Comprimidos (10 mg de AMP) 202-206 207-209
Suspenséo Injetavel (150 mg de AMP) 206-209 207-209

" O trabalho da Srta. Martins “Proposta de Baixo Custo para ldentificacdo e Quantificacdo de
Acetato de Medroxiprogesterona”, foi apresentado no Xlll Congresso Interno de Iniciagdo Cientifica
da UNICAMP e recebeu prémio de Mérito Cientifico em setembro de 2005 2
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Observou-se que os valores de pontos de fusdo obtidos tanto para o
padrdo de AMP quanto para os medicamentos em comprimido (10 mg de AMP) e
suspensao injetavel (150 mg de AMP) sao distintos daqueles obtidos para os
corticoides, permitindo identificar a presenca de AMP na amostra a ser testada. As
meédias dos pontos de fusdo obtidos para os compostos descritos na Tabela 2
foram analisadas estatisticamente, utilizando-se teste t-Student, num intervalo de

confianca de 95% ">,

Tabela 3. Resultados da analise estatistica comparando os valores médios de ponto de
fusao entre corticoides e derivados de AMP.

Pares de Comparacéao Valor de t.acutado
Acetato Cortisona e Acetato de Hidrocortisona 1,723
Acetato Cortisona e Cortisona 0,365
Acetato Cortisona e Hidrocortisona 0,830
Acetato Cortisona e AMP 5,208
Acetato Cortisona e Comprimido 7,026
Acetato Cortisona e Suspensao 5,455
Acetato de Hidrocortisona e Cortisona 2,121
Acetato de Hidrocortisona e Hidrocortisona 0,894
Acetato de Hidrocortisona e AMP 5,842
Acetato de Hidrocortisona e Comprimido 7,682
Acetato de Hidrocortisona e Suspensao 6,000
Cortisona e Hidrocortisona 1,206
Cortisona e AMP 5,455
Cortisona e Comprimido (10 mg de AMP) 7,214
Cortisona e Suspensao (150 mg/mL de AMP) 5,692
Hidrocortisona e AMP 5,033
Hidrocortisona e Comprimido (10 mg de AMP) 6,983
Hidrocortisona e Suspenséo (150 mg/mL de AMP) 5,292
AMP e Comprimido (10 mg de AMP) 3,130
AMP e Suspensao (150 mg/mL de AMP) 0,577

Comprimido (10 mg de AMP) e Suspensao (150 mg/mL de AMP) 2,540
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O valor de tiaperado para estas condigdes (o = 0,05; v = 2) é 4,303. Sempre
que os valores de tcajculado SA0 maiores que o valor de tapelado ha diferenca
estatisticamente significativa. Na Tabela 3, podem ser observados os valores de
Lcaiculado N@ CcOMparacao entre os diversos compostos e produtos. NA comparagao
de corticoides e AMP, inclusive em medicamentos, todos os valores destacados
representaram tcaculado Maior que 0O tapelado. ESte resultado demonstra que é
possivel diferenciar corticéides de AMP realizando testes de ponto de fusdo dos

compostos.

4.1.2. Teste com Acido Sulfarico Concentrado

O procedimento de spot test envolve realizar reagdes especificas,
preferencialmente rapidas, utilizando pequena quantidade de amostras e
reagentes com a finalidade de obter uma resposta rapida e objetiva sobre a
presenca de um determinado composto ®’. Neste trabalho, empregou-se o spot
test com acido sulfurico concentrado. O acido sulfurico € um poderoso agente
oxidante e forma produtos com coloragdes bem definidas em reacdo com
diferentes compostos organicos. Esta reagdo com esterdides insaturados resulta
em produto de coloragdo marron, por agdo na ligacdo dupla de anéis com 6
atomos de carbono. O colesterol, por exemplo, possui uma dupla ligagdo C5-C6
no seu anel beta correspondente ao do ciclopentanoperidrofenantreno e reage

com o acido sulfurico dando um produto de cor marrom ™.

Figura 7. Estrutura do colesterol com desta%ue da regido atacada em reagdo com
H,SO, .
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Os compostos derivados de corticdides e de AMP, assim como algumas
preparacdes farmacéuticas comerciais foram submetidos ao spot test com acido

sulfdrico concentrado. O resultado obtido esta descrito na Tabela 4.

Tabela 4. Resultado de spot tests com H,SO, concentrado.

Composto Coloracao da solucao
Acetato de Cortisona Marrom
Acetato de Hidrocortisona Marrom escuro
Cortisona Marrom escuro
Hidrocortisona Marrom escuro
AMP Amarelo claro
Comprimidos (10 mg de AMP) Amarelo
Suspensio Injetavel (150 mg mL™" de AMP) Amarelo claro
Solugdo otologica (10 mg mL-1 de hidrocortisona) Marron claro

Neste teste, o padrdo de AMP e as preparagdes farmacéuticas que
contém este principio ativo resultaram em solucbes com apresentaram coloragao
amarela, enquanto que o produto da reacédo dos corticéides e um medicamento
contendo cortisona apresentaram coloragao mais escura, de tonalidade marrom.
Este resultado indica que este spot test € util para a diferenciagao entre corticoides
e AMP, inclusive em formulagdes farmacéuticas compostos contendo tais
principios ativos.

A reacdo empregada neste trabalho entre Mo(VI) em meio fortemente
acido pode ocorrer com varios esteroides. A combinagao dos resultados do spot-
test com os valores encontrados para o ponto de fusdo € uma ferramenta simples
e eficiente para conferir seletividade ao método, ja que permite identificar com
seguranca o AMP frente aos outros compostos avaliados que participam

analogamente da reagao analitica.
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4.2. Espectros Eletronicos da Espécie Monitorada

A reacao entre AMP e Mo(VI)/H,SO,4 ocorre segundo o esquema descrito
na Figura 4 (pagina 12) e gera um produto azul esverdeado cuja concentragéo
estimada a partir de valores de absorbancia da solugcdo obtida € diretamente
proporcional a quantidade inicial de AMP.

O espectro eletrébnico da solugcao da “espécie monitorada” (produto da
reagdo com concentracdo proporcional a concentragdo inicial de AMP) é
apresentado na Figura 8, onde se notam maximos de absor¢do em 406 e 665 nm.
Devido a maior intensidade da absor¢do em 406 nm, este comprimento de onda
foi utilizado para construgao das curvas de calibragao.

1.0

0.8

Absorbancia

0.0 PR NN NP NP (PR I N R R
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Figura 8. Espectro da solugdo da espécie monitorada obtida aa partir de solugdo
5,96x10° mg mL" de AMP

4.3.1. Otimizacao do Sistema Reacional AMP-Mo(VI)

Como citado anteriormente, inicialmente neste trabalho foi testado o

procedimento proposto por Pezza e colaboradores °*%

e Crivelente ®* para
determinacdo do corticéides, no que diz respeito a quantidade e ordem de
reagentes. Considerando diversas condigdes de trabalho envolvidas, um estudo
de adaptacao do sistema reacional foi necessario para otimizacdo de parametros

como tempo e temperatura de reacao, concentracdo do H,SO4 e tipo de solvente.
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Na sequéncia sao descritos os resultados obtidos nestes testes de

otimizagao.

4.3.2. Solvente do AMP

%283 o colaboradores assim como nos

Na reagcao proposta por Pezza
estudos realizados por Rossi e Crivelente **, cloroférmio era utilizado como
solvente de AMP, assim as misturas reacionais deviam ser manipuladas
rapidamente para evitar evaporacgao, além de se tratar de solvente potencialmente
toxico. Nos primeiros testes do presente trabalho, empregou-se cloroférmio para a
dissolugdo do AMP e deste modo a mistura reacional era constituido por 2 fases,
notando-se dificuldade de migragédo do principio ativo AMP da fase organica para
a fase aquosa onde os demais reagentes encontravam-se. Para minimizar esta
dificuldade, era necessario agitar vigorosamente os tubos reacionais durante o
periodo de aquecimento a fim de melhorar a repetibilidade dos resultados.

Os resultados obtidos utilizando-se cloroférmio como solvente do AMP
apresentavam desvios relativos de até + 7,4%, conforme dados descritos na
Tabela 5, ndo aceitaveis para os propdsitos da andlise envolvendo medicamento.
Estes resultados, que também sugeriam tendéncia de decomposi¢ao da solugao
de AMP utilizada, foram obtidos seguindo o procedimento do item 3.9.1,

realizando-se medidas em quintuplicata durante 5 dias.

Tabela 5. Avaliagcao da precisao dos resultados com cloroférmio como solvente de AMP.

Campmg L™ (%RSD*; n=5).
1 2 3 4 5
0,950 7,39 5,98 4,33 3,78 2,87
1,90 4,09 1,85 1,87 1,27 0,89
3,33 1,13 1,05 0,690 0,53 0,38

* %RSD = o desvio padréo relativo percentual, definido por 100* s / x, onde s é a estimativa do
desvio padrédo e x a média aritmética da 5 replicatas.

Neste contexto, seria adequado substituir o solvente do AMP, buscando-

se um reagente com caracteristicas mais favoraveis, como menor toxicidade e



PINHEIRO,T. A. L. Dissertacdo de Mestrado 36

volatilidade que o cloroférmio, além de ser miscivel com agua. A opgao foi
acetonitrila, cuja toxidade e volatilidade sao inferiores ao cloroférmio. A Tabela 6

descreve algumas propriedades dos solventes.

Tabela 6. Algumas caracteristicas fisico-quimicas e de toxidade de acetonitrila e
cloroférmio *°.

Cloroférmio: Acetonitrila:
LD*so (oral, rato): 908mg kg™ 2730 a 3800 mg kg™
Potencial cancerigeno C:3
Ponto de Ebulicdo 61 °C. 82°C
Solubilidade em agua (25°C) 8g L" soluvel

* LD = dose letal em ratos

A substituicdo de cloroformio como solvente do AMP para acetonitrila
proporcionou melhora expressiva na precisdo dos dados, conforme esta descrito
na avaliagdo das Figuras de Meérito (item 4.5.1.5. Precisdo), onde sé&o

apresentados os valores obtidos de desvios inferiores a +2%.

4.3.4. Efeito da Concentracao de H,SO,

Acido sulfurico é um forte agente oxidante, necessario para que ocorra a
formagao do produto na reacdo de AMP com Mo(VI). Foram avaliadas diferentes
concentracdes deste acido a fim de se verificar seu efeito na formacao da espécie
monitorada. A Figura 9 ilustra o comportamento do sistema reacional em
diferentes concentracbes do H,SO, mediante a verificagcdo da absorbancia da

solucao resultante.
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Figura 9. Efeito da concentracéo de H,SO, na absorbéncia do produto de reagéo obtido a
partir de solugdo de AMP 4,30x10? mg mL™".

Observou-se que nao ha variagao significativa no valor da absorbancia
em 406 nm, quando se usaram solucdes de H,SO, de 2 e 7 mol L™ de. A partir da
concentragdo 8 mol L™ houve um aumento no valor da concentracdo do produto
obtido, que a absorbancia, atingindo o maximo de absorc¢ao foi maxima usando-se
H,S0, 9 mol L. Concentragdes superiores do &cido resultam em diminuicdo
significativa do sinal medido, indicando que ha realmente um compromisso
importante entre a concentracédo de H,SO,4 e a quantidade de produto formado.

Isto aponta para uma caracteristica critica do método, mas que pode
facilmente ser controlada ja que se trata de solugdo de preparo e conservagao

simples.
4.2.3. Avaliacio de Solucdes Acidas para substituir o

H.SO,

Estes ensaios, descritos no item 3.9.3, na pagina 22, foram realizados a
fim de avaliar condigdes reacionais mais brandas para viabilizar estudos de

identificacdo do produto da reacdo pela técnica de espectrometria de massas,
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para a qual o uso de solugdes de HCI e H3PO,4 € mais indicado. As Figuras 10 e
11 descrevem as absorbancias das solugdes em 406 nm, apds as reagcdes com as

diversas concentragdes dos acidos estudadas.

0,05

0,04 |-

0,03 |-

0,02 |-

Absorbancia (406 nm)

0,01 -— E %

1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
4 6 8 10 12

Concentragdo de HCI (mol L ™)

Figura 10. Efeito da concentragcao de HCI na absorbéancia da espécie monitorada, obtida
a partir de AMP 4,30x10% mg mL"".
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Figura 11. Efeito da concentragdo de H3;PO, na absorbancia da espécie monitorada,
obtida a partir de AMP 4,30x10°% mg mL™".
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Observou-se que tanto o HCI quanto o H3PO4 quando empregados no
sistema reacional, ndo foram eficientes para a formagao do produto com absorcao
em 406 nm, provavelmente por ndo atuarem terem a mesma caracteristica
oxidante do HSOg.

4.2.5. Efeito da Temperatura e do Tempo de Aquecimento

Foi realizado um planejamento experimental 2% | descrito na Tabela 7, no
qual foram avaliados em triplicata 2 tempos de reacdo (50 e 70 minutos) e 2
temperaturas diferentes (70 e 90 °C), totalizando 4 experimentos, utilizando
solucdo de AMP (5,9x102 mg mL ™"). Os dados estatisticos foram processados

pelo software Design-Expert v. 5 (Stat-Ease Corp, Minneapolis/USA, 1997).

Tabela 7. Resultados obtidos nos experimentos realizados para otimizagao do tempo e
temperatura de aquecimento.

. Nivel %
Variavel 1 +1 Prob > |t|
Tempo 50 70 0,4538
Temperatura 70 90 0,0319

*Prob > Itl é o dado que indica se a variavel é o ou ndo significativa no sistema reacional.
Se Prob 73 Itl for < 0,05; a varidvel é significativa, se = 0,05, a variavel ndo afeta o sistema
reaciona .

De acordo com os resultados obtidos, a variavel tempo (50 ou 70 minutos)
nao afetou significativamente o sinal analitico, porém o aumento no tempo de
reacao diminuiu a dispersédo dos dados. A temperatura alterou significativamente o

sinal analitico quando passou da temperatura 70 °C para 90°C.

4.2.5. Resumo das Condicoes Reacionais Otimizadas

e  Substituicao do solvente de AMP, de cloroféormio para acetonitrila;
e  Concentragdo de H,SO,: 9 mol L™;
e  Tempo de Aquecimento: 70 minutos;

e  Temperatura: 90 °C.
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4.3. Quantificacao da Espécie Monitorada em 406 nm

A Tabela 8 apresenta as concentragdes de AMP e os respectivos valores
de absorbancia da espécie monitorada em 406 nm em condig¢des otimizadas. Com
estes dados foi possivel construir curvas de calibracéo relacionando a absorbancia
da espécie monitorada em 406 nm com as concentracdes iniciais de AMP entre
8,61x10™* e 8,94x102% mg mL"™".

Tabela 8: Absorbancia da solugao da espécie monitorada obtida a partir de diferentes
concentracdes de solugcdo de AMP.

Ponto Concentracdo de AMP (10°mgmL ')  Absorbancia* em 406 nm

1 0,000 0,016+0,003
2 1,49 0,160+0,005
3 2,98 0,281+0,002
4 4,47 0,417+0,004
) 5,96 0,60+0,01
6 7,45 0,78+0,01
7 8,94 0,95+0,02

* média de 5 replicatas

A Figura 12 ilustra a curva de calibragdo utilizada que relaciona a
concentragcdo de AMP (Camp) com a absorbancia em 406 nm da solugdo da
espécie monitorada (As0s) de acordo com a Equagdo 1, com coeficiente de
correlagao = 0,9972.

Asos = 9,46x10° — 10,5 x Camp Equacéo 1
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Figura 12. Curva analitica para a espécie monitorada nas condi¢ées de reagcéo
otimizadas.
4.3.1. Determinacao de AMP em amostras comerciais pelo
método da reacao com Mo(VI)

Nos testes com medicamentos em suspenséo e comprimidos, foi utilizada
a curva analitica da Figura 11 para a determinacdo da concentracdo de AMP. Os

resultados obtidos encontram-se descritos na Tabela 9.

Tabela 9. Resultados de concentragao de AMP em amostras comerciais (média £ s)*

Concentracdo de AMP (mg mL™)

Suspenséo Injetavel (150 mg/mL) Comprimidos (10 mg)
1,02 + 0,01 1,00 + 0,02

*média de triplicatas + estimativa de desvio padrdo

4.4. Determinacao de AMP no Ultravioleta

Com esta técnica é possivel realizar a quantificacdo de AMP de maneira
simples e direta, ndo sendo necessarias etapas de aquecimento e resfriamento.

Porém, apresenta algumas desvantagens com relacdo ao método proposto neste
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trabalho. Um sistema colorimétrico de quantificagcdo de AMP pode ser precursor
para medidas fotométricas utilizando um dispositivo portatii de medidas e, até
mesmo, desenvolver escalas visuais de cores relacionando a concentracdo de
AMP com a intensidade da coloragdo. Com medidas no ultravioleta, esta proposta
nao € possivel.

Apenas para efeito comparativo com o método proposto neste trabalho,
foram obtidos espectros de AMP na regi&o do ultravioleta, ilustrado na Figura 13.
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Figura 13. Espectro eletronico de solugédo 6,12x10° mg mL'de AMP em acetonitrila ()
obtido em cela de quartzo com 1,0 cm de caminho optico.

A Tabela 10 apresenta as concentragdes de AMP (Cawvp) € 0s respectivos
valores de absorbéncia em 237 nm (Ay37) usados para construgdo de uma curva
analitica na faixa de 1,02x10% a 3,06x10? mg mL", descrita pela Equacdo 2 com

coeficiente de correlagéo = 0,9996, ilustrada na Figura 14.

Tabela 10. Dados de absorbancia obtidos para cada concentragao de AMP.

Pontos Concentracao de AMP Absorbancia em 237 nm
(mg mL™") (Média + SD)
2,04x10°° 0,143 + 0,003
6,12x107° 0,362+0,007

3 1,02x1072 0,63+0,01
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4 1,43x102 0,87+0,02
5 1,84x102 1,15+0,02
6 2,24x107 1,39+0,03
7 2,65x107 1,53+0,03
8 3,06x10 2 1,82+0,04
A2z = 2,08 x1072 + 59,0 x Camp Equacéo 2
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06 -

Absorbancia em 237 nm

04 |

0,2 |
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Figura 14. Curva analitica para AMP com medidas no ultravioleta.

4.4.1 Determinacao da concentracao de AMP em amostras

comerciais pelo método ultravioleta.
Nos testes com medicamentos em suspenséo e comprimidos, foi utilizada
a curva analitica da Equacao 2 para a determinacédo da concentracido de AMP. Os

resultados obtidos encontram-se descritos na Tabela 11.

Tabela 11. Resultados de concentragdo de AMP em amostras comerciais (média + s)*

Concentracdo de AMP (método ultravioleta) mg mL™

Suspensao Comprimidos
1,00 £ 0,01 0,99 + 0,01

* média de triplicatas + estimativa de desvio padrdo
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Apesar dos resultados obtidos pelo método ultravioleta apresentarem
precisdo muito alta das medidas, deve-se lembrar que muitos compostos
organicos absorvem em 237 nm ’’. Deste modo a seletividade do método é
comprometida.

Um dos objetivos do presente trabalho € a proposta de simplificar a
quantificacdo de AMP através de medidas fotométricas e escalas visuais
correlacionado a concentragdo de AMP com a intensidade de coloragéo obtida.

Portanto, o método ultravioleta € inadequado para esta proposta.

4.5. Validacao do Método da reacao com Mo(VI)

O objetivo de uma validagdo é demonstrar que o método é apropriado
para a finalidade pretendida, ou seja, a determinacao qualitativa, semi-quantitativa
elou quantitativa de farmacos e outras substancias em produtos farmacéuticos °°.

Um meétodo podera ser considerado validado, desde que sejam avaliados

os parametros relacionados nas Tabelas 12 e 13.

Tabela 12. Classificagao de testes, segundo sua finalidade. Normas estabelecidas pela
Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude) *°.

Categoria Finalidade do Teste

Testes quantitativos para a determinagéo do principio ativo em
produtos farmacéuticos ou matérias-primas.
Testes quantitativos ou ensaios limite para a determinacao de

I

II impurezas e produtos de degradacao em produtos farmacéuticos e
matérias-primas.

111 Teste de desempenho (dissolugao, liberacéo de ativo).

v Testes de ldentificacao

Para cada categoria de teste sera exigido um conjunto ensaios,

relacionados na Tabela 13.
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Tabela 13. Ensaios necessarios para a validacao de método analitico, segundo sua
finalidade .

Categoria

I II I v

Parametro Quantitativo E?ri?ts
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim N&o * N&o
Intervalo Sim Sim * * Nao
. Repetibilidade Sim Sim Nao Sim Nao

Precisao o

Intermediaria * * Nao ** N&o
Limite de Detecgao Nao Nao Sim * Nao
Limite de Quantificagao Nao Sim Nao * Nao
Exatidao Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim N&do Néo

* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico;
** se houver comprovagao da reprodutibilidade ndo é necessaria a comprovagdo de precisdo
intermediaria.

O método espectrofotométrico proposto tem a finalidade de quantificar
AMP em medicamentos comerciais € manipulados e, portanto se enquadra na
categoria II, da Tabela 13, devendo, portanto, ser avaliadas as seguintes figuras
de mérito: especificidade, linearidade, intervalo (faixa linear), precisao

(repetibilidade de precisao intermediaria), exatidao e robustez.

4.5.1 Figuras de Mérito

4.5.1.1. Especificidade e Seletividade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto
em presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de
degradacdo e componentes da matriz "°. O parametro especificidade foi avaliado
pelo estudo do produto de degradacéo, que consiste em simular processos de

degradacgdo da espécie de interesse, no caso AMP, expondo-a a condi¢gdes como
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calor, luz, solugdo acida (HCI 0,1 mol L"), solucdo alcalina (NaOH 0,1 mol L™) e

com agente oxidante (H202 3 % m/v) *"",

4.5.1.2. Linearidade

E a capacidade de um método analitico de demonstrar que os resultados
obtidos sao diretamente proporcionais a concentracdo da espécie de interesse na

amostra, dentro de um intervalo especificado ®°.

4.5.1.3. Intervalo

E a faixa entre o limite superior e inferior de um método analitico. E obtido
no estudo da linearidade e depende da aplicacdo pretendida pelo método. E
estabelecido pela confirmagdo de que o método apresenta exatidao, preciséo, e

linearidade adequados °°.

4.5.1.4. Precisao

E a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de

medidas de uma amostragem mdltipla de uma mesma amostra °.

4.5.1.4.1. Repetibilidade

Concordéancia entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo
com o mesmo analista e a mesma instrumentacgao.

A repetibilidade do método ¢é verificada por, no minimo, 9 determinagdes,
contemplando o intervalo linear do método, ou seja, 3 concentragdes, baixa, média
e alta, com 3 réplicas cada ou no minimo 6 determinacbées a 100% da

concentragao do teste (10 mg) °.
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4.5.1.4.2. Precisao Intermediaria

Concordancia entre os resultados de um mesmo laboratério, mas obtidos
em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes. Para a
determinacdo da precisdo intermediaria, recomenda-se um minimo de 2 dias
diferentes com analistas diferentes.

A precisdo de um meétodo analitico pode ser expressa como o desvio
padrao ou desvio padréao relativo de uma série de medidas.

O valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia
empregada, a concentragao da espécie de interesse na amostra, o tipo de matriz e

a finalidade do método, ndo se admitindo valores superiores a 5% °°.

4.5.1.5. Resultados Obtidos

De acordo com o Guia para Validacdo de Meétodos Analiticos e
Bioanaliticos ®°, 0 método espectrofotométrico proposto para a determinagdo de

AMP em amostras comerciais de medicamentos foi validado, seguindo os
parametros descritos na Tabela 13, de acordo com a categoria I. Os resultados

estao apresentados nas Tabelas 14 a 16.

Tabela 14. Figuras de Mérito para o método espectrofotométrico proposto (n=5)

Parametros Valor

Faixa Linear (5,87x10 a 10,00x102 ) mg mL™’
Linearidade 0,9972
Sensibilidade 10,5 mL mg”’

Limite de deteccéo
Limite de determinagao

Especificidade
(produto de degradagéo

Estabilidade

)61

1,77x10° mg mL™
5,87x10° mg mL™"

HCI nao degrada
NaOH degrada
H,0, degrada
72 horas
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Especificidade:

De acordo com os resultados obtidos, ndo houve degradacdo do AMP
quando exposto em solugédo acida. A exposi¢do em solugdo alcalina (NaOH) e
oxidante (H»0;) degradou o AMP, alterando o produto da reagdo com Mo(VI) em
H>SO4. A Figura 15 ilustra os espectros obtidos para os produtos de degradacéo,

indicando que houve acgao efetiva de degradacao por acado de NaOH e H,0..

1,0

Produto de Degradagéo
0,8

Basica (NaOH)
Oxidante (H,0,)

e Acida (HCI)

0,6 -

Absorbancia

400 500 600 700 800
Comprimento de Onda (nm)

Figura 15. Espectros eletrénicos dos pI’OdLII_l;%SI da degradag¢ao do AMP em NaOH. H,0, e

O produto de degradagao alcalina também foi analisado por HPLC e o
cromatograma obtido esta ilustrado na Figura 16. Notou-se que também para esta
técnica a degradagao alcalina ocorre e o produto de degradagao apresenta sinal
diferente do sinal do produto ndo degradado, ja que houve modificagées no tempo
de retencdo dos compostos eluidos. Isto pode ser verificado pela comparagao com

os cromatograma da Figura 18.
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Figura 16. Cromatograma do produto da degradagéo alcalina de solugdo 100 1ig mL™" de
AMP , obtido nas condigbées descritas no item 3.10.

Estabilidade:

A exposicdo a luz e ao calor a partir de 72 horas alterou a solugao de
AMP, ja que o produto da reacédo dessa solugdo com Mo(VI) em meio acido nao
apresentou o espectro caracteristico com intensa absor¢do em 406 nm. A Figura
17 ilustra o espectro do produto de reacdo obtido a partir da solucdo de AMP

exposta a luz e ao calor por 72 horas.
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Figura 17. Espectro do produto obtido a partir de solugdo de AMP (10 mg mL™") exposta a
luz por 72 horas
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Repetibilidade:

Repetibilidade pode ser definida pelo grau de concordancia entre
repetidas medidas da mesma propriedade. Foram avaliadas medidas realizadas
em 5 dias consecutivos partindo da mesma solucdo estoque, utilizando-se 3
concentracgdes diferentes de AMP 8. Os dados obtidos estdo descritos na Tabela
15.

Tabela 15. Avaliagdo da Repetibilidade das medidas. Valores de %RSD "(n=5).

Cawe mg mL™ 1 2 3 4 5
1,50%107 1,6 1,9 1,8 1,6 1,8
4,50x102 1,7 1,0 0,8 1,4 1,1
8,50x10% 0,6 1,2 1,6 0,6 1,1

* %RSD = o desvio padréo relativo percentual, definido por 100* s / x, onde s é a estimativa do
desvio padrédo e x a média aritmética de 5 medidas.

A Tabela 15, com resultados dos ensaios de repetibilidade, mostra os
valores de desvio padréao relativo (%RSD) obtidos entre 0,6 % a 1,9%, indicando
que o método é repetitivo, pois de acordo com as normas estabelecidas pela
Farmacopéia Americana (USP XXV), para medidas quantitativas com farmacos

s&o aceitos desvios inferiores a 2 % °.

Precisao Intermediaria:

Indica o efeito das variagdes dentro do laboratério devido a eventos como
diferentes dias ou diferentes analistas ou diferentes equipamentos ou uma

combinacdo destes fatores "®°

. Avaliou-se este parametro utilizando-se as
medidas realizadas em dias diferentes. A precisdo intermediaria pode ser
expressa através da estimativa do desvio padrao relativo (RSD). Os resultados

obtidos estao descritos na Tabela 16.
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Tabela 16. Avaliagdo da Precisdo Intermediaria das medidas. Valores de %RSD "(n=5).

Camp mg mL™ Média 2 Desvio Padrzo ° %RSD ©
1,50%x1072 0,159 0,003 1,7
4,50%107 0,411 0,005 1,2
8,50x1072 0,949 0,011 1,2

a - Média aritmética dos 5 dias consecutivos partindo da mesma solugao estoque e estudando-se 3
concentragées diferentes.

b — Desvio padrdo das medidas nos 5 dias consecutivo de ensaios.

c- %RDS de medidas realizadas em 5 dias consecutivos de ensaios.

Nos ensaios de precisao intermediaria (Tabela 16), foram obtidos valores
de desvio padrao relativo (%RSD) entre 1,2 % a 1,7 %, indicando que o método é
preciso, pois apresentou em avaliagdes realizadas em dias diferentes desvio
padrao relativo (%RSD) inferior a 2 %, de acordo com os critérios estabelecidos

pela Farmacopéia Americana (USP XXV)*.

Exatidao:

Este parametro foi avaliado por comparacdo de resultados obtidos na
determinacdo da espécie monitorada em 406 nm em amostras comerciais de
medicamentos pelo método proposto e um método cromatografico desenvolvido
por Fatmi, Willians e Hickson. A Figura 18 traz os cromatogramas utilizados para
construgdo da curva de calibracdo para este método, cujo pico € maximo no

tempo de retencdo em 7 minutos correspondente a eluicdo do AMP.
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Figura 18. Cromatogramas de AMP em diversas concentrag¢des, obtidos pelo
procedimento descrito em 3.10 (pagina 24).

O tempo de retencao para o AMP em solucgao foi de 7 minutos, com estes
dados foi possivel elaborar uma curva de calibragdo correlacionando a area dos
picos (Area) com a concentracdo de AMP (Cawp), descrita pela Equagdo 3, com

coeficiente de correlagéo = 0,9998 (Figura 19).

Area = 1,007x107° - 3,025x10° x Cawp Equacéo 3



PINHEIRO,T. A. L. Dissertacdo de Mestrado 53

5,0x10°
4,5x10° B
4,0x10° i
3,5x10° B
3,0x10° B

2,5x10° -

Area do Pico

2,0x10° |
1,5x10° |

1,0x10° |

5,0x10™ |-
" 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1

25 50 75 100 125 150
Concentragao de AMP pg/mL

Figura 19. Curva de Calibragéo para AMP pelo método cromatografico.

A Figura 20 corresponde ao cromatograma obtido com a analise do
comprimido 10 mg de AMP. Na figura 10 € apresentado o cromatograma da

analise da suspenséo injetavel de AMP.
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Figura 20. Cromatograma do medicamento em comprimidos 10 mg de AMP.
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Figura 21. Cromatograma do medicamento em suspenséo injetavel 150 mg mL™" de AMP.

Os resultados da comparacido entre os meétodos espectrofotométrico e

cromatografico estdo na Tabela 17.

Tabela 17: Comparagado do método proposto com o método cromatografico.

Concentracdo de AMP + SD* (mg mL")

Método proposto Método cromatografico
Suspensao Comprimidos Suspenséao Comprimidos
1,02 +£0,01 1,00 £ 0,03 1,035 + 0,003 0,982 + 0,005

*SD = Desvio padrdo da concentragdo média (3 replicatas) de AMP.

Comparacio entre os Métodos

Foram realizados testes estatisticos (Teste F e Teste t-Student) ">’ a fim
de avaliara a precisao e exatidao entre o método espectrofotométrico, reagdo com

Mo(VI), e o método cromatografico.
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Teste F 7

Para comparar a precisdao das medidas espectrofotométricas e

cromatograficas, foi realizado o Teste F (Equacéo 4).

F= Equacio 4

m|m
< NIX N

onde: s° e s§ sdo os valore