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Resumo

Garcia Antonio Juan Jose; Monteiro, Elisabeth Costa, Aucelio, Ricardo
Queiroz. e Cunha, Alessandra Licursi M. C. Desenvolvimento e validacéo
metroldgica de meétodo analitico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia para a quantificacédo de ciclofenil apds derivacédo fotoquimica.
Rio de Janeiro, 2012. 114p. Dissertacdo de Mestrado — Programa de Pds-
Graduacio em Metrologia (Area de concentracio: Metrologia para
Qualidade e Inovacdo), Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

O ciclofenil € um medicamento antiestrogénico usado em tratamentos de
distarbios ovarianos. Por outro lado, esse efeito em homens resulta em aumento
de massa muscular, sendo seu uso proibido para atletas do sexo masculino pelo
codigo mundial antidoping estabelecido pela WADA. Os métodos de
espectrofotometria de absorcéo e de fluorescéncia permitem quantificar direta ou
indiretamente o ciclofenil, porém ndo sdo adequados para a andlise de amostras
mais complexas. Este trabalho propde o desenvolvimento de um método baseado
na cromatografia liquida de alta eficiéncia para determinacdo de ciclofenil usando
deteccdo por fluorescéncia, ap6s a fotoderivagdo do ciclofenil. A separacdo utiliza
eluicdo isocratica (tampédo borato 10 mmol L™, pH 10/metanol/ 60/40% v/v), e
coluna C18 mantida a 35°C. Apds a fotoderivacdo com UV, formaram-se
fotoderivados luminecentes, como previsto na literatura, sendo que o fotoderiado
com tempo de retencdo igual a 2,7 min foi o escolhido para fins quantitativos por
ser estavel ao longo de 96 h ap6s o processo de derivatizacdo. Foram obtidos os
limites de deteccdo de 6,6 x 10 mol L™ e de quantificacio de 7,3 x 107 mol L™
A faixa de resposta linear se extendeu até 5 x 10™° mol L™ (de ciclofenil). As
recuperacdes obtidas em formulacdes farmacéuticas se apresentaram entre 94 e
105%. Os resultados indicaram que a homogeneidade e estabilidade dos
medicamentos de ciclofenil sdo satisfatérias. As fontes que mais contribuiram
para a incerteza de medicdo estdo associadas ao preparo das solucdes e a

construcdo da curva analitica.

Palavras-chave
Metrologia; ciclofenil; derivacdo fotoquimica; fluorimetria; validagéo

metroldgica; cromatografia em fase liquida.
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Abstract

Garcia Antonio Juan Jose; Monteiro, Elisabeth Costa. (advisor), Aucelio,
Ricardo Queiroz. (co-advisor) e Cunha, Alessandra Licursi M. C. (co-
advisor). Development and metrological validation of a high
performance liquid chromatographic method for the quantification of
cyclofenil after photochemical derivatization. Rio de Janeiro, 2012. 114p.
MSc. Dissertation — Programa de Pés-Graduagio em Metrologia (Area de
concentracdo: Metrologia para Qualidade e Inovacdo), Pontificia
Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

Cyclofenil is an anti-estrogen used in treatments of ovarian disorders. On
the other hand, its effect in men results in the increasing of muscle mass, being its
use, by male athletes, banned by the World Anti-Doping Code established by
World Anti-Doping Agency. Absorption and fluorescence spectrophotometries
allow direct or indirect quantification of cyclofenil, however, they are not suitable
for the analysis of complex samples. This work proposes the development of a
method based on high performance liquid chromatography to determine cyclofenil
using photochemical induced fluorescence detection. The separation using
isocratic elution (10 mmol L™ borate buffer at pH 10/methanol (60/40% v/v), and
column C18 maintained at 35°C. After exposing cyclofenil to the UV, fluorescent
photoderivatives were formed, as indicated in the literature, with the
photoderivative with the retention time of 2.7 min used for quantitative purposes
since it is stable for over 96 h after the photoderivatization procedure. The
detection limit was 6.6 x 10® mol L™ and the limit of quantification was 7.3 x 10"
mol L™. The linear response range extended up to 5 x 10 mol L™ (as cyclofenil).
Recoveries in pharmaceutical formulations were between 94 and 105%. The
results indicated that the homogeneity and stability of cyclofenil tablets are
satisfactory. The uncertainty sources that present the greatest contributions to the
measurement uncertainty were the ones associated with the preparation of the

solutions and the analytical curve.

Keywords
Metrology; cyclofenil;  photochemical derivatization;  fluorimetry;

metrological vadidation; high performance liquid chromatography.
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1
Introducéao

O ciclofenil ou bis (p-acetoxifenil)-cicloexilidenometano, que tem a
estrutura quimica como é indicado na Figura 1, € um farmaco de acao
antiestrogénica empregado no tratamento da infertilidade feminina, como indutor
da ovulacdo (KENJI, 2001). Posteriormente, o ciclofenil teve sua aplicacdo
estendida a tratamentos de disturbios hormonais relacionados ao climatério
(Ministério da Saude, 2008).

O ciclofenil age como modificador da sintese e secre¢cdo do hormdnio
foliculo estimulante (FSH) e do hormdnio luteinizante. No caso das mulheres, a
FSH estimula a producéo de 6vulos e do hormdnio estradiol durante a primeira

metade do ciclo menstrual. No caso dos homens, a FSH estimula a produgéo de

espermatozoides (WHO, 1973).
Figura 1: ciclofenil Cy3H2404.

No organismo masculino, quando o hipotdlamo percebe niveis adequados
de testosterona, presente tanto em sua forma natural (endégena) ou artificial
(ex6gena), a producdo de gonadotrofina € inibida, consequentemente o0s
testiculos ndo recebem o sinal quimico para produzir a testosterona. Somente
nos organismos masculinos, o ciclofenil interfere no ciclo natural de feedback
negativo do eixo hipotalamo-hipdfise-testiculos mediante a ocupacdo dos
receptores de estrogénio, estimulando a liberacdo de gonadotrofina/testosterona.
O consequente aumento da testosterona no sangue provoca um crescimento de
massa muscular melhorando o aspecto estético e o rendimento fisico, o que
pode beneficiar atletas (REA, 2002). Por esse motivo, o uso do ciclofenil por

atletas olimpicos é considerado doping.
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Em geral, o uso do ciclofenil com o objetivo de aumentar de massa
muscular em homens é feito em conjunto com outros anabolizantes, sendo
normalmente usado em doses de 200 mg, duas a trés vezes por dia, por um
periodo de quatro a seis semanas. Os efeitos adversos observados com o uso
do ciclofenil incluem hepatite aguda, anemia hepética, problemas
cardiovasculares, aumento do desejo sexual, contracdo dos testiculos,
ginecomastia (desenvolvimento das glandulas mamarias em homens) e ondas
de calor (Russel and Schachter, 1981; Rossi et al.,, 1992; REA, 2002; WHO,
1973; Gartner et al., 2008).

Na busca da igualdade de oportunidades e do desenvolvimento bem
sucedido de competi¢cbes justas, a Agéncia Mundial Antidoping, AMA, (WADA,
2012) elabora e publica anualmente o Cdédigo Mundial Antidoping, que é
ratificado pelo Comité Olimpico Internacional (COIl) e submetido aos paises
membros da Organizagdo das Nacdes Unidas, para a Educacéo, a Ciéncia e a
Cultura (UNESCO).

O Cdbdigo Mundial Antidoping é uma lista de sustancias e métodos
proibidos (The World Anti-doping Code The 2012 Prohibited list international
Standard, WADA, 2012a) que normaliza a lei contra a dopagem no esporte. No
Cddigo Mundial Antidoping, o ciclofenil é classificado como pertencente ao grupo
de moduladores hormonais sendo considerado como substancia de uso ilicito.
Por ser uma sustancia antiestrogénica, o ciclofenil é considerado um farmaco
que melhora artificialmente o desenvolvimento dos esportistas do sexo
masculino ao aumentar a massa muscular, for¢ca e energia, tornando seu uso
desleal nas competi¢cbes esportivas. Além disso, a Agéncia Mundial Antidoping
considera ouso de ciclofenil como um atentado contra a saude publica e do
esportista (WADA, 2012).

1.1.
Estudos para a determinacao de ciclofenil publicados na literatura

Na pesquisa bibliografica para a determinacdo do ciclofenil em
formulacdes farmacéuticas foram encontradas poucas metodologias analiticas,
as quais sao resumidas a seguir:

(i) Crucs J., et al (1972) propuseram a determinagdo de ciclofenil em
tecido muscular de boi. A amostra passou por um tratamento prévio para
minimizar a presenca de componentes de matriz. A técnica usada foi a de

cromatografia em fase gasosa (GC) com deteccdo por ionizagdo por chama. Os
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resultados apresentados foram de 95% de recuperacdo do analito e limite de
detecgéo (LOD) de 0,02 ug g™ de ciclofenil.

(i) HASSAN, A. (1994) desenvolveram um método por espectrofotometria
de absorcédo de luz na regido do UV-Vis, quantificando indiretamente o ciclofenil
por meio de seus produtos de degradagdo &cida em solugdo de H,SO,. As
medic¢des foram feitas no comprimento de onda de 272 nm. Os espectros obtidos
apoés tratamento matematico (segunda derivada) foram utilizados para extrair a
informacgé&o analitica quantitativa. O método foi aplicado na analise de formulagéo
farmacéutica de ciclofenil com recuperacdes de 101,06 + 0,78 %, porém, ndo foi
informada a capacidade de detec¢do do método.

(i) Myung S., et al. (2002) utilizaram técnicas de GC com detector de
captura de elétrons e por deteccdo por espectrometria de massas e de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detec¢éo por espectrometria
de massas em duas dimensofes, 0 que permitiu a caracterizagédo da estrutura dos
metabalitos hidroxilados do ciclofenil em matriz de urina de individuos do sexo
masculino. Os autores nao detectaram o ciclofenil na urina, mas sim seus
metabdlitos. O trabalho ndo menciona os limites de deteccdo de quantificacéo e
demais parametros de mérito.

(iv) Pacheco, W.F., et al. (2005) propuseram um método de determinag&o
de ciclofenil por voltametria de onda quadrada ap6s derivacdo fotoquimica do
ciclofenil com UV. Os fotoderivados foram detectados na forma de um Unico pico
de corrente na janela de operacdo do eletrodo de mercurio (gota pendente). O
método permitiu obter um valor de LOD de 1,5 x 10® mol L*, com faixa de
resposta linear até 6,0 x 10° mol L*. O método foi testado para a analise de
formulacdes farmacéuticas e de amostra de urina fortificada com o analito. As
recuperacdes de analito ficaram na faixa de 93,6 a 106,5% com uma
repetibilidade de 7% ao longo da faixa de trabalho. Apesar da grande
sensibilidade e versatilidade do método para analisar amostras complexas como
urina, métodos voltamétricos com eletrodos baseados no mercudrio ndo cumprem
0s preceitos da quimica verde.

(v) Gartner, P., et al. (2008) estudaram a sintese dos metabdlitos
hidroxilados do ciclofenil e caracterizaram suas estruturas quimicas usando as
técnicas de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa de alta
resolucdo. Os autores identificaram trés metabdlitos hidroxilados do ciclofenil. Os
estudos foram realizados visando a deteccdo desses metabdlitos em urina de
individuo do sexo masculino. No artigo ndo foi indicada a capacidade de

deteccdo do método e ndo foram apresentados estudos de recuperacao.
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(vi) Pacheco, W.F., et al, (2008) desenvolveram um método
espectrofluorimétrico para a determinacdo indireta de ciclofenil por meio da
fluorescéncia de seus fotoderivados (obtidos apos tratamento do ciclofenil com
UV em solugao alcalina). O método permitiu alcancar um valor de LOD de 1,1 x
10® mol L*, com faixa de resposta linear até 8,0 x 10° mol L*. O método
desenvolvido foi testado na analise de formulacdes farmacéuticas e de amostra
de urina fortificadas com o analito. A recuperagéo do analito foi de 98,3 + 3,9%
(n=9). A técnica ndo pdde ser aplicada na determinagdo de ciclofenil em urina
devido a contribui¢cdo da fluorescéncia de componentes da matriz da amostra na
mesma regido da banda de fluorescéncia do ciclofenil e de seus fotoderivados,
mesmo apos a utilizagdo de procedimentos usuais de limpeza de matriz.

(vii) Brabanter N., et al, (2012) desenvolveram um método por GC com
espectrometria de massa usando um espectrémetro triplo quadrupolo para a
deteccdo de 150 compostos de diferentes classes, entre os quais esteroides,
narcoticos, estimulantes, beta-bloqueadores, beta-2-agonistas, e também
antagonistas hormonais como o ciclofenil. No estudo, o ciclofenil é quantificado
de forma indireta por meio da deteccdo de seu metabdlito 4-hydroxycyclofenil.
No trabalho, a validagdo do método indica apenas dois parametros, o LOD de 25
x10° gmL™* e 0 LOQ de 50 x 10° g mL™. Um valor de incerteza de medicéo de
42,77 x 10° g mL™ é apresentado, porém, o célculo realizado tem por base
apenas o parametro de repetibilidade.

Dentre os métodos descritos na literatura, somente em um dos trabalhos,
Myung S., et al. (2002), foi utilizada a técnica de HPLC, que é uma técnica de
capaz de separar 0os metabdlitos existentes em matriz biolégica. No conjunto dos
estudos publicados para determinacdo de ciclofenil permanecem lacunas com
relacdo a disponibilidade de métodos validados que possam ser aplicados em
matrizes simples, como medicamentos, e que potencialmente possam permitir
andlises de matizes mais complexas, como tecidos e fluidos biolégicos. Até
entdo, somente um dos trabalhos publicados apresenta resultados de incerteza
de medicao (Brabanter N., et al, 2012), porém este considera apenas a influéncia
da repetibilidade com resultados que correspondem a uma elevada porcentagem

do valor do limite de deteccéo informado.
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1.2.
Mecanismos de reacdo dos derivados do ciclofenil

1.2.1.
Caracterizacao dos metabdlitos do ciclofenil

Myung S., et al. (2002) caracterizaram 0s metabdlitos do ciclofenil por meio
da técnica de GC com espectrometria de massa, realizando a comparac¢do do
resultados obtidos de amostra de urina sem o uso da medicagéo (branco) e outra
amostra, obitida do mesmo voluntério, apds o uso de ciclofenil. O ciclofenil ndo
foi detectado na urina, mas sim, seus metabolitos, denominados derivados M1 e
M2l, com tempos de retencdo de 9,53 e 10,0 min respectivamente. Os autores
propuseram um mecanismo para formacdo do primeiro derivado do ciclofenil
com base no ion molecular detectado em 9,53 min, que apresenta razao massa-
carga (m/z) igual a 424 Da. Conforme ilustrado na Figura 2, supde-se a formacdo
do sistema com dois anéis aromaticos (m/z = 343 Da) pela hidrélise do ciclofenil
com a perda de CgHo.

:
:
|
g
:

Figura 2: Formacdo do primero derivado do ciclofenil que é gerado por hidrélise do
ciclofenil (adaptado de Myung S., et al. (2002).

Myung, et al. caracterizou os metabdlitos do ciclofenil mas n&o identificou a
posicdo exata da hidroxila no anel ciclohexila. Por sua vez, usando técnica

similar, Gartner, et al. identificou todos os derivados hidroxilados como mostra na
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Figura 3.
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Figura 3: Estrutura proposta para os metabdlitos do ciclofenil: 1 ciclofenil, 2 metabdlito
hidroxlado, 3-5 os metabdlitos hidroxilados respectivamente nas posicdes 4, 3 e 2 do
anel (adaptado de Gartner, et al).
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1.2.2.
Caracterizacao dos fotoderivado do ciclofenil

Estudos para identificacdo dos derivados do ciclofenil apos exposi¢cao ao
UV foram feitos por Pacheco et al. (2008) usando espectrometria de massa
(espectrometria de tempo de voo) com a abordagem de desorcao/ionizacdo
assistida por laser com linha de 337 nm (LDI-TOF-MS) e por GC, com detecc¢do
por espectrometria de massa. ApoOs tratamento com UV (pelo menos 15 min),
foram identificados dois fotoderivados do ciclofenil, com valores de m/z iguais a
322 e 288 Da, com reducdo significativa do pico caracteristico do ciclofenil
original (m/z = 364 Da). Baseados nesses dados, 0s autores propuseram o
mecanismo de formacéo dos fotoderivados em duas etapas (como indicado na
Figura 4). Do ponto de vista espectroscopico, a fotoderivagdo ocasionou um
aumento significativo da fluorescéncia medida, fato decorrente da transformacéo
dos grupos ésteres terminais do ciclofenil em hidroxilas (como indicado na Figura
5). Essas espécies hidroxiladas, em especial a de m/z 288, possuem maior
rigidez estrutural, o que implica em maior eficiéncia quéantica florescente. Os
autores propuseram que o0 aumento da fluorescéncia, em duas etapas, que
ocorre em fun¢éo do tempo de irradiacdo com UV (Figura 6), reflete o alcance de
um primeiro patamar de aumento de fluorescéncia quando a espécie com m/z
322 (estrutura 2 da Figura 4) passa a ser a mais relevante na mistura. O
segundo patamar de sinal, significantemente maior que o primeiro, é alcancado
com tempos mais longos de exposi¢cao a luz, quando o derivado de m/z 288
(estrutura 4 da Figura 4, a de maior rigidez estrutural) passa a ser a espécie
relevante na mistura. Do ponto de vista espectral, a posicdo das bandas do
ciclofenil e de seus derivados ocorrem na mesma regido, pois 0S grupos
croméforos  destes  continuam  sendo  praticamente 0SS  mesmos.
Consequentemente, do ponto de vista da medi¢cédo espectral da fluorescéncia, se
observou o crescimento de uma banda de fluorescéncia (250/410 nm) em funcao
do tempo. Vale salientar que os autores ndo fizeram estudos aprofundados

sobre a estabilidade desses fotoderivados.
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Figura 4: Mecanismo sugerido na formagdo dos fotoderivados do ciclofenil apods
irradiacdo UV pelo LDI-TOF-MS (1 é ciclofenil; 2, 3 intermediario; 4 é o fotoderivado).
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Figura 5: Perfil de aumento de fluorescéncia de uma solugdo de 1 x 10° mol L™ de
ciclofenil em funcao da exposicéo ao UV (adaptado de Pacheco, W.F., et al, 2008).

O fato da molécula do fotoderivado com m/z de 288 Da (Figura 6)
assemelhar-se a um dos metabolitos caraterizados pelos grupos de pesquisa
mencionados acima, pode potencialmente implicar que um método capaz de
guantificar tal fotoderivado apresenta o potencial para a deteccao do metabdlito

do ciclofenil em matriz biologica.
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HO oH

Figura 6: Um dos fotoderivados do ciclofenil que tem estrutura igual a um dos
metabalitos do ciclofenil.

1.2.3.
Derivacédo fotoquimica

A fotoquimica estuda os mecanismos de reac¢des quimicas promovidos por
fétons, envolvendo transformagfes estruturais (em geral irreversiveis) que
ocorrem apés mudancas nos estados eletrénicos de energia. Na maioria dos
casos essas mudancas de niveis de energia de uma molécula estdo
relacionadas a luz na regido do ultravioleta (UV). A radiagdo do UV préximo
abrange a regido do espectro eletromagnético entre 200 e 350 nm e, de acordo
com o Comité Internacional da lluminacédo, se divide em trés faixas: UV-A (de
315 a 400 nm), UV-B (de 280 a 315 nm) e UV-C (abaixo de 280 nm) (Cavicchioli,
2003).

A derivacdo fotoquimica consiste em um tratamento da amostra utilizando
a energia de fotons de luz para transformar o analito de interesse com o objetivo
de se obter uma nova forma com propriedades (tempo de retencao,
absortividade molar, eficiéncia quantica, potencial redox, etc) Gteis do ponto de
vista analitico. Alternativamente, a incidéncia de UV sobre uma amostra pode
degradar interferentes presentes na matriz da amostra, facilitando sua analise.
Tais transformacdes sdo provocadas por reagdes (reducéo, oxidacdo, quebras,
adicOes, etc) que ocorrem quando as espécies quimicas estdo num nivel mais
elevado de energia.

Provavelmente o tipo mais comum de derivacdo fotoquimica de analitos é
aguela usada para se obter um produto com luminescéncia mais intensa. De
fato, a quebra de estruturas moleculares pelo rompimento de ligacdes quimicas,
provocada por fétons, invariavelmente aumenta a rigidez de um dos produtos da
reacdo, amplificando sua eficiéncia quéantica luminescente. Véarios sdo os
trabalhos publicados utilizando esta abordagem para melhorar a sensibilidade de

uma metodologia luminescente (Gutz, 2003) na qual um produto gerado por
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fotoderivatizacdo é utilizado para determinacdo indireta do composto original
(Cavicchioli, 2003).

1.3.
Deteccéo baseada no fendmeno de fluorescéncia

1.3.1.
Fluorescéncia

O fendmeno luminescente é definido como a radiacdo emitida por espécies
quimicas (luminéforos) quando elas sofrem uma transicao radiativa de um nivel
eletrénico de maior energia (excitado) para outro nivel de menor energia (em
geral o fundamental). A luminescéncia decorrente da interacdo com a radiagéo
eletromagnética na regido do visivel e do UV (isto €, a luminescéncia estimulada
pela absorcéo de fétons) € denominada fotoluminescéncia, a qual se divide em
fluorescéncia e em fosforescéncia (SKOOG, 1992).

Ao absorver fétons, a molécula é promovida para um estado de maior
energia (estado excitado). Nessa transigcéo, elétrons de valéncia sdo promovidos
para orbitais de maior energia, provocando um aumento da energia total da
molécula. A natureza dos orbitais envolvidos em uma transi¢édo eletrénica é um
fator importante na determinacdo das caracteristicas luminescentes da molécula
(SKOOG, 2001). As moléculas organicas que sao fortemente luminescentes
possuem varios elétrons © em sistemas deslocalizados, como no caso das
moléculas aromaticas. Na auséncia de heterodtomos na estrutura do luminéforo,
as transicdes eletrbnicas geralmente envolvem a promocao de um elétron de um
orbital ligante = para um orbital antiligante ©*. Este processo € conhecido como
transicdo « - n* e 0 estado eletrénico resultante € chamado de estado excitado ©
n*. No caso da presenca de heteroatomos (N, O ou S) no sistema conjugado de
elétrons, um estado eletrénico pode resultar da promoc¢éo de um elétron de um
orbital ligante n para um orbital antiligante n*; esta transicdo é chamada de n-r*
e 0 estado excitado resultante é denominado nr*. Se o elétron promovido
mantém sua direcdo relativa de spin original tem-se um estado excitado singleto.
Por outro lado, se houver inversao da direcdo do spin do elétron promovido, tem-
se um estado excitado tripleto. O estado fundamental singleto € denominado So.
J& os estados excitados singleto e tripleto de menor energia sdo chamados de
S; e Ty, respectivamente, sendo que, normalmente, o estado T, possui menor
energia que S; (SKOOG, 2001, 2005; Huang K, 2012).
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Simultaneamente a uma transicao eletrénica, ocorrem também mudancas
nos estados vibracionais e rotacionais da molécula. Assim, ao se considerar que
uma populagédo de moléculas organicas, com alguns grupos cromoéforos, esteja
envolvida no processo de absorcdo de fotons, bandas espectrais relativamente
largas (AA na ordem de 100 nm) séo observadas, pois variacdes diferentes de
energia rotacional e vibracional sdo associadas as transi¢cfes eletronicas sofridas
pelo conjunto de moléculas dessa populacao.

O diagrama de Jablonski (Figura 7) pode ser usado para compreender o
gue ocorre com uma populacdo de moléculas apo6s a absorcdo de energia
radiativa e as consequéncias diretas dos processos que se seguem (SKOOG,
2005). Considerando que a populagdo de moléculas, inicialmente em S,, seja
promovida pela absor¢cdo de fotons, esta é distribuida pelos vérios niveis
rotacionais e vibracionais de um estado eletrdnico excitado singleto qualquer
(Sh). O primeiro processo que se observa é o relaxamento vibracional (RV) e
conversdo interna (Cl), que ocorre na escala de tempo da ordem de 10*% a 10!
s, e que em geral, leva essa populacéo para o nivel vibracional mais baixo (S;).
Essa transicdo, que ndo envolve emissdo de radiacdo, pode também ocorrer
pela transferéncia de energia vibracional para outras moléculas (solvente, por
exemplo) através de colisdes. O efeito final € a conversdo de parte da energia do
féton absorvido em calor, que é disseminado por todo o meio (SKOOG, 2005).

A partir de S; podem acontecer varios eventos que competem entre eles
para trazer a populacéo de volta para o estado fundamental. A populacéo pode
transitar para niveis vibracionais de energia mais elevada que Sy que se
sobrepde, em termos de energia, a niveis vibracionais de menor energia de S;.
Esse processo € chamado de conversédo interna (Cl) e € um processo nao-
radiativo e ocorre em intervalos de tempo similares ao do relaxamento
vibracional. Em seguida, a populacdo pode relaxar de volta aos niveis
vibracionais de energia mais baixa que S, por meio de RV, dissipando energia
na forma de calor (Huang K., 2012).

Alternativamente, a populagdo de molécula pode se transferir de S; para T,
por meio de um evento conhecido como cruzamento intersistemas (CIS), ou
seja, um processo ndo-radiativo que envolve a troca de multiplicidade do estado
excitado e que tem duracdo na ordem de 10 s. A populagéo entdo segue por
RV para o nivel vibracional de menor energia de T;. A partir deste nivel, a
populacdo pode se desativar para So. Embora a transicdo de estados excitados
de diferentes multiplicidades seja proibida do ponto de vista da mecéanica

guantica, o CIS pode ocorrer em casos onde existe acoplamento spin-orbital.
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Este tipo de fenbmeno, que consiste no acoplamento entre 0s campos
magneéticos gerados pelo movimento do spin e pelo movimento angular do orbital
do elétron, promove a mistura de estados excitados da mecanica quéantica
(SKOOG, 2001, 2005).

A partir de S; ou de T4, a populacdo de moléculas também pode desativar
para S, emitindo fotons. A transicdo radiativa entre estados de mesma
multiplicidade, no caso S; — Sy, € chamada fluorescéncia; e a transicao radiativa
entre estados eletrdnicos com multiplicidades diferentes, no caso T; — Sy, €
chamada fosforescéncia. As taxas relativas de Cl, RV, CIS, fluorescéncia e
fosforescéncia dependem: (i) da estrutura da molécula, (i) do solvente onde
essas moléculas se encontram dissolvidas, (iii) da presenca de espécies
guimicas concomitantes e (iv) de outras condicbes como a temperatura e a
pressdo. Pode-se observar na Figura 7 que a energia da fosforescéncia € menor
do que a energia da fluorescéncia, de forma que as bandas fosforescentes
aparecem em comprimentos de onda maiores do que as bandas fluorescentes
(Huang K., 2012).

A fluorescéncia, ao contrario da fosforescéncia, é um fenémeno
corrigueiro, mas sofre forte competicAo dos processos néo-radiativos de
desativacdo do estado excitado. Consequentemente, tanto a estrutura do
luminoforo quanto as condigBes do meio no qual estes se encontram devem ser
bastante favoraveis para permitir a observacdo da fluorescéncia. O tempo de
vida (tempo necessario para que a emissao decaia a 1/e de seu valor inicial) da
fluorescéncia é relativamente mais curto (da ordem de 10®° a 10™ s), enquanto
que o tempo de vida da fosforescéncia é mais longo (10°® a 10 s), em

consequéncia da complexidade do processo de troca de multiplicidade.
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estados eletrénicos Ty
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Figura 7: Diagrama de Jablonski modificado, mostrando os processos fisicos que podem
ocorrer apos cada molécula absorver um féton ultravioleta ou visivel onde Sy é o estado
eletrdnico fundamental, S; e T, s&o os estados excitados mais baixos singleto e tripleto,
respectivamente. As setas retas representam 0s processos envolvendo fétons, e as
setas onduladas sé@o as transicdes ndo-radiativas. A, absorcdo; F, fluorescéncia; P,
fosforescéncia; Cl, converséo interna; CIS, cruzamento intersistemas; RV, relaxacéo
vibracional. F e P sao transicdes que podem terminar em qualquer um dos niveis
vibracionais de S, e ndo apenas no nivel de menor energia (Huang K., 2012).

Um aspecto de grande relevancia na fluorescéncia de uma molécula é a
sua intensidade, que depende de um parametro denominado de fluorescéncia
quéntica fluorescente (®F), que é a razdo entre os fotons emitidos por
fluorescéncia e os absorvidos por uma populacdo. A magnitude de @ repercute
na sensibilidade alcancada nas medi¢cdes espectrofluorimétricas, logo as
condigbes experimentais de um método analitico fluorimétrico devem ser
aguelas que beneficiam a alta taxa de transicéo radiativa entre estados singletos
(Huang K., 2012).

A fotoluminescéncia inerente de algumas espécies quimicas permitiu o
desenvolvimento e comercializacdo de detectores paa cromatografia liquida que
possuem elevada seletividade e sensibilidade (Lancas, 2009). Os detectores de
fluorescéncia acoplados a sistemas de HPLC operam tanto como uma unidade

independente ou como parte integrante de um sistema de cromatografia.
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1.4.
Cromatografia em fase liquida

7

Na cromatografia liquida, a fase moével no estado fisico liquido é usada
para separar espécies quimicas semelhantes por meio dos diferentes
coeficientes de particdo e que determinam o tempo relativo que cada espécie
passa na fase molvel e na fase estacionaria. A cromatografia liquida é
denominada de alta eficiéncia (high performance liquid chromatography - HPLC)
quando a fase moével é empacotada numa coluna na forma de particulas
esféricas muito pequenas (da ordem de micrémetros) requerendo-se 0 uso de
alta presséo para eluir a fase mével por entre os intersticios do empacotamento.
Esse tipo de empacotamento gera uma area superficial de contato de varias
centenas de metros quadrados por grama, o que faz com que essa abordagem
tenha capacidade significantemente amplificada para separar espécies quimicas,
focando-as em zonas de tempo relativamente estreita, com tempos de retencéo
caracteristicos (SKOOG, 2005; Huang K, 2012).

HPLC é uma técnica de separacdo que, na sua modalidade analitica,
permite a quantificacdo de substancias em misturas complexas. Uma separagéo
bem-sucedida requer o alcance de um equilibrio adequado de forcas
intermoleculares entre os trés participantes ativos do processo de separacgao: (i)
o0 soluto, (ii) a fase moével e (iii) a fase estacionaria. Na cromatografia dita de fase
reversa, a fase estaciondria tem carater apolar enquanto a fase mével é mais
polar. Essa abordagem é muito eficiente na separagéo de classes de espécies
quimicas das mais variadas, muitas vezes com fases méveis contendo uma
fracdo relevante de agua, o que € muito interessante do ponto de vista da
quimica verde (SKOOG, 2001, 2005).

Algumas carateristicas e pré-requisitos importantes para a escolha da fase
moével é sua pureza, polaridade, viscosidade e pressdo de vapor. Gases
dissolvidos na fase movel devem ser retirados para minimizar a formacao de
bolhas (o que é critico em solventes com maior presséo de vapor). A fase movel
deve ser composta de solventes altamente misciveis (se formada por mais de
um solvente) e deve solubilizar plenamente a amostra injetada contendo os
analitos além de coadjuvantes como componentes de sistemas tampéao.

A eluicdo pode ser isocratica, na qual a composicao da fase mével e as
outras condicdes de eluicdo sdo mantidas constantes ao longo de todo o
processo de separacdo. Quando a eluicao € feita realizada com aplicacéo de

gradiente, varia-se, de modo planejado, a composicdo dos solventes na fase
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movel podendo-se variar algum outro parametro como vazao e temperatura da
coluna. A aplicagdo de gradiente melhora a separacdo do ponto de vista da
resolucdo das zonas e na rapidez da corrida cromatografica. Conforme a
composi¢cdo do solvente varia, a polaridade também ¢é alterada (a for¢ca do
eluente diminui quando o solvente se torna mais polar) (SKOOG, 2005; Lancgas,
2009).

A cromatografia liquida usada para a separacdo e quantificacdo de
espécies moleculares permite diferentes modos de deteccdo, Os mais
tradicionais e praticos sdo os baseados em medicdo de luz transmitida ou
emitida, no caso, a fluorescéncia de espécies moleculares (Lancas, 2009).

O equilibrio da distribuicAo de solutos na cromatografia pode ser

resumido na Equacéo (1) e na Equacao (2)

gstacionaria (1)

K= 2

Onde:

A: soluto

K: constante de equilibrio (razdo de distribuicdo ou coeficiente de distribuicao)
gue é constante em uma ampla faixa de concentracao de analitos na fase movel.
Cs: concentracdo molar do soluto na fase estacionaria

Cwm: concentracao molar do soluto na fase mével.

O tempo de retencgéo (tr) é o tempo gasto pelo analito desde a injecdo da
amostra até este ser detectado. Ja o tempo morto ty € o tempo requerido para
gue as espécies nao retidas na coluna alcancem o detector. A velocidade média

de migracdo do soluto, 7, e a velocidade linear média, u, estdo descritas na

Equacéo (3) e na Equacao (4) que relacionam tg ou ty com o comprimento, L, da

coluna cromatografica.

__L
i 3)
_L
U= (4)
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A relacdo entre ¥, e u, é proporcional a fragcdo do tempo, f, que o analito

reside na fase mével, Equacao (5).

O numero total de matéria de soluto, na fase mével é igual a concentracdo

em quantidade de matéria () do soluto nesta fase multiplicado pelo volume da
fase movel (Vi). Da mesma forma, a quantidade do soluto na fase estacionaria é
obtida pelo produto da concentracdo molar do soluto (L) na fase estacionéria e
seu volume ¥z, dessa forma a Equacéo (5) passa a ser expressa como indicado

na Equagéo (6) e na Equacéo (7).

= _ EM VM
T CMVM+CsVs (6)
_ 1
F=Uu——s
14 L5 (7)
CrsVas

Ao se substituir a Equacéo (2) na Equacao (7), tem-se a Equacao (8) que é
uma expressao para a velocidade de migracdo do soluto em fungéo da constante

de distribuicéo e dos volumes da fase estacionaria e movel.

1+ 55 ®)

Para uma espécie A, o fator de retencdo se define como descrito na
Equacéo (9):
_ Kals
TV (9)

¥

Onde K5 é o coeficiente de distribuicio da espécie A. Substituindo a

Equacéo (9) na Equacéo (8) obtém-se a Equacao (10):
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14k} (10)

Que pode ser transformada na Equacgédo (11) a partir das relacbes entre
velocidade média de migracdo do soluto e a velocidade linear média seguida da

reordenacgdo para isolar o termo K.

Ky=—7— (11)

O fator de seletividade a de uma coluna para diferentes espécies A e B é
definido na Equacéo (12).
Kg
=%, (12)

Onde KEg é o coeficiente de distribuicdo para a espécie com major tempo
de retencdo na coluna B e K4 é o coeficiente de distribuicdo para a espécie

menos retenida A. Entdo a sempre é maior que a unidade.
Usando uma substituicdo de variaveis, tomando como base a Equacéo (9)
e de igual forma para a espécie B na Equacéo (12) se obtém na Equacao (13)

uma relacdo entre os fatores de retengéo para os analitos.

kg
o= E (13)

A partir da combinacdo da Equacdo (11) e da Equacao (13), se obtém a

Equacéo (14) que determina a a partir de dados do cromatograma.

_(tr)s — tu
 (tr)a—ty (14)

As formas dos picos cromatogréficos num cromatograma séo similares as
curvas de distribuicdo normal, o que resulta em pequenas diferencas nos tempos
de retengdo da populacdo de um mesmo tipo de espécie quimica dentro de uma

zona. Esses alargamentos das zonas se intensificam aumentam a medida que
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aumenta o tempo de permanéncia das espécies na coluna e sado inversamente
proporcionais a velocidade da fase moével (fluxo da fase mével) (SKOOG, 2001).

Para descrever a eficiéncia da coluna, o numero de pratos teéricos N é
usado. O valor de N é calculado pela a relagéo entre o comprimento da coluna L
(em cm) e a altura do prato H, como mostrado na Equagéo (15).

N = (15)

Quanto maior o numero de pratos teéricos e/ou menor a altura do prato,
maior sera a eficiéncia da coluna. A equacéo da altura do prato é dada conforme
a Equagdo (16), onde o representa a variancia da zona cromatogréfica (de
formato gaussiano). Assim, o H, em termos de formato de uma zona com
comprimento L, é definido como a distancia linear entre o tempo de retencéo e
lo. Como a é&rea sob a curva de distribuicdo normal limitada por o é
aproximadamente 68% da &rea total, a altura de prato que contém 34% das

espécies de uma zona cromatografica.

-
=

H—g
=T (16)

Num cromatograma caracteristico 0 eixo da abscissa estd em termos de
tempo de retencdo (tg). A varidncia do pico do analito pode ser obtida por
aproximacao gréfica simples, onde se usa a variavel t no lugar de o, pois este
Gltimo tem unidade em cm?. Essas variaveis se relacionam conforme Equac&o
(17):

T =

o
L (17)
tR

Onde:

L . T L - -
o é a velocidade media linear da espécie em cm s

Na Figura 8 é ilustrada uma forma simples para deduzir t (Tt =w/4) e o,

Equacao (18), a partir de um cromatograma. Duas tangentes sao tracadas dos
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pontos de inflexdo de cada lado de pico cromatografico e sdo estendidas até a

intersecdo formando um triangulo com a linha de base do cromatograma.

-
=

Iy M

Sinal do detector ——
[
N N
=l
1l
|

b
-
e

-

W -

Tempo

Figura 8: Determinacdo de desvio padrdo de um pico cromatografico, W = 4T (W € a
base do triangulo) (adaptado de SKOOG, 2001).

A area do tridangulo é aproximadamente 96% da area total do pico em um

intervalo de +20. Assim, as interse¢des indicam um comprimento maximo de

aproximacao de +2T sendo w = 4T, onde W é a base do triangulo.

Ao substituir esta relagdo na Equacao (17) tem-se a Equagéao (18).

_ LW
= (18)

Paralelamente substituindo o na Equagéo (16), tem-se a Equacéo (19).

o Lw?
T 16t2 (19)

Para obter N, substituindo a Equacdo (19) na Equacgéo (15) obtém-se a
Equacéo (20), que possibilita o calculo do numero de pratos teoricos. Assim, o
valor de N pode ser calculado a partir das medicdes de tg € W. Ja para calcular
H, deve-se conhecer o comprimento do enchimento da coluna L. Esses dois
parametros, N e H, sédo utilizados com frequéncia para avaliar a eficiéncia da
coluna.

H=16 C—Dz (20)
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Um dos principais parametros que afetam a eficiéncia da coluna sdo o
tamanho e a uniformidade das particulas da fase estacionaria. A eficiéncia
melhora a medida que as particulas diminuem e sdo mais homogéneas, como
consequéncia da diminuicdo do valor de H e do aumento do valor de N.
Particulas pequenas e de tamanho homogéneo aumentam a resolugéo, pois
promovem uma vazado mais uniforme através da coluna e uma diminuicdo da
distancia através da qual o soluto tem que se difundir na fase movel.

A resolucdo, R, de uma coluna é uma medida quantitativa de sua
capacidade para a separacao entre dois analitos A e B. A Equagédo (21) é uma
das que descreve o célculo de Rs de uma separagcdo onde W, e Wg sdo 0s
intervalos de tempo que representam as bases das zonas desses analitos. Uma
resolucdo de 1,5 permite uma separagdo completa das substancias de uma

mistura.

_ 2[&3]3 - {:tR]A]

R
s W, + Wy (21)

O parametro N e Rs podem ser relacionados pela Equacdo (22) abaixo cuja

obtencdo nédo sera demonstrada com detalhes.

2

K, (22)

=

a 2 f1+k
N=1532( ) =

a—1

1.5.
Objetivos

1.5.1.0bjetivo geral

Desenvolver, otimizar e validar, incluindo com calculo da estimativa da
incerteza de medi¢cdo, um método analitico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia para quantificacdo de ciclofenil, de forma indireta apds derivacéo

fotoquimica, em formulacdes farmacéuticas.
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1.5.2.
Objetivos especificos

¢ Identificar e estudar os documentos normativos/regulatérios existentes
no Brasil e no mundo relacionados a quantificagdo de ciclofenil em
formulacdes farmacéuticas e validagdo de métodos analiticos.

e Otimizar o procedimento de derivacdo fotoquimica para a formacgéo
dos fotoderivados do ciclofenil.

e Identificar os fotoderivados do ciclofenil no cromatograma apoés
exposicao a luz UV-vis.

e Otimizar os parametros criticos experimentais e instrumentais de modo
gue se possa desenvolver um método analitico para quantificacdo de
forma indireta de ciclofenil, com boa sensibilidade e resolugéo.

e Validar o método analitico desenvolvido, considerando todos os
requisitos indicados nos documentos vigentes.

e Estimar a incerteza de medicdo e propor acdes para minimizar as
principais fontes de incerteza do método analitico.

e Estudar a homogeneidade e a estabilidade do ciclofenil.

e Aplicar o método desenvolvido em uma matriz real (farmaco de

ciclofenil).

1.6.
Estrutura do trabalho

A presente dissertacdo esta estruturada em cinco capitulos cujos
conteudos sao indicados abaixo.

Capitulo 1 — apresenta texto introdutério contendo a motivacdo e
relevancia do trabalho desenvolvido, uma revisdo da literatura sobre a
determinacdo de ciclofenil, além de alguns conceitos fundamentais a
compreensédo da dissertacéo.

Capitulo 2 — apresentam-se 0s principais organismos que compdem a
estrutura para a confiabilidade metrolégica e os documentos regulatérios
relacionados ao tema do presente trabalho, bem como os principais conceitos
associados aos procedimentos de validacdo de métodos analiticos e estimativa
da incerteza de medicao.

Capitulo 3 — descrevem-se os materiais e métodos utilizados no presente

trabalho para o desenvolvimento do método analitico por cromatografia liquida
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de alta eficiéncia utilizando detector de fluorescéncia para quantificacdo do
ciclofenil apds derivagéo fotoquimica

Capitulo 4 — apresentam-se os resultados obtidos e a discusséo sobre os
mesmos.

Capitulo 5 — sdo apresentadas as conclusfes da dissertacdo e indicadas
sugestdes para trabalhos futuros.
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Confiabilidade metrolégica na determinacédo de ciclofenil

A Metrologia engloba todos os aspectos tedéricos e praticos da medicao,
gualquer que seja a incerteza de medicdo e o campo de aplicacéo (VIM, 2012).
Possui trés areas de aplicacdo: a Metrologia Cientifica, a Metrologia Industrial e
a Metrologia Legal. A Metrologia Cientifica trata do desenvolvimento de padrées
de medida e de sua conservacdo. A metrologia Industrial abrange todos os
instrumentos de medicao usados na industria e em atividades de ensaios. Neste
sentido, a Metrologia Cientifica e a Metrologia Industrial sdo fundamentais ao
crescimento e inovacdo tecnologica, promovendo a competitividade e
favorecendo o desenvolvimento cientifico e industrial (INMETRO). A metrologia
Legal é a parte da metrologia relacionada as atividades associadas as
exigéncias referentes as medicdes, as unidades de medida, aos instrumentos e
aos métodos de medicéo.

A validagdo de um método analitico é uma ferramenta da metrologia usada
para garantir a qualidade do método, suportado por dados laboratoriais
documentados que atendam aos requisitos das instituicdes nacionais, tais como
Inmetro e Anvisa no Brasil, e a entidades internacionais, tais como Bureau
Internacional de Pesos e Medidas, Organizacdo Internacional de Metrologia
Legal, e outras.

A Incerteza de medi¢cdo € um parametro ndo negativo que caracteriza a
disperséo dos valores atribuidos a um mensurando, com base nas informacdes
utilizadas. A incerteza de medicdo inclui componentes provenientes de efeitos
sistematicos, tais como componentes associadas a correcdes e a valores
atribuidos a padrées. A incerteza de medicdo geralmente engloba muitas
componentes. Algumas delas podem ser estimadas por uma avaliacédo do Tipo A
da incerteza de medicdo, a partir da distribuicdo estatistica dos valores
provenientes de séries de medicdes e podem ser caracterizadas por desvios-
padrdo. As outras componentes, as quais podem ser estimadas por uma
avaliacdo do Tipo B da incerteza de medi¢gdo, podem também ser caracterizadas
por desvios-padréo estimados a partir de fungdes de densidade de probabilidade

baseadas na experiéncia ou em outras informagées (VIM, 2012, JCGM, 2012).
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2.1.
Rastreabilidade metroldgica

7

A rastreabilidade metrolégica € uma propriedade de um resultado de
medi¢do pela qual, tal resultado pode ser relacionado a uma referéncia atravées
de uma cadeia interrupta e documentada de calibragbes, cada uma contribuindo
para a incerteza de medicdo (VIM, 2012). Para esta definicdo, a “referéncia”
pode ser uma definicdo de uma unidade de medida por meio de sua realizacdo
pratica, ou um procedimento de medi¢do que inclui a unidade de medida para
uma grandeza n&o ordinal, ou um padréo (VIM, 2012).

A rastreabilidade metrologica é propriedade de um resultado de medicéo
pela qual, tal resultado pode ser relacionado a uma referéncia através de uma
cadeia ininterrupta e documentada de calibragbes, cada uma contribuindo para a
incerteza de medicéo (VIM, 2012). A rastreabilidade dos resultados quimicos se
verifica globalmente utilizando um valor de referéncia, que pode ser dado pela
concentracdo de um material de referéncia certificado (MRC), o valor obtido por
um teste Interlaboratorial ou pela concentracdo encontrada por um método de
referéncia publicado. Cada uma dessas referéncias, teoricamente, tem um nivel
de rastreabilidade a unidade fundamental, 0 mol. Na Figura 9 é mostrada a
relag@o entre a piramide metrologica e as diferentes referéncias, utilizando para

verificar a rastreabilidade ao Sistema Internacional (Sl).

) Unidades do SI

_ ) Padrdes Internacionais

Padrdes dos Institutos Nacionais de Metrologia

¥ £ Padroes de referéncia dos laboratérios de calibragao
W aceditados

\ Padrdes de referéncia dos laboratdrios de

ensaio acreditados

Padries de trabalho dos laboratdrios do
chdo de fabrica

COMPARABILIDADE

Figura 9: Relacdo entre a piramide metroldgica e as areas de referencia utilizadas em
medi¢des quimicas para verificar a rastreabilidade.

A seguir, alguns dos termos mais utilizados em metrologia quimica,
segundo VIM, 2012:

Mensurando: Grandeza que se pretende medir;
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Material de referéncia certificado (MRC): material de referéncia acompanhado
de documentacédo emitida por uma entidade reconhecida, a qual fornece um ou
mais valores de propriedades especificadas com as incertezas e as
rastreabilidades associadas, utilizando procedimentos validos;

Material de referéncia (MR): material, suficientemente homogéneo e estavel em
relacdo a propriedades especificas, preparado para se adequar a uma utilizacdo
pretendida numa medi¢do ou num exame de propriedades qualitativas;

Padrdo de medicao: realizacdo da definicdo de uma dada grandeza, com um
valor determinado e uma incerteza de medicdo associada, utilizada como
referéncia.

Material de referéncia certificado (MRC): Material de referéncia acompanhado
duma documentacdo emitida por uma entidade reconhecida, a qual fornece um
ou mais valores de propriedades especificadas com as incertezas e as
rastreabilidades associadas, utilizando procedimentos validos.

Na area de metrologia quimica, caracterizada por uma diversidade de
produtos e complexidade de matrizes, o uso de materiais de referéncia
certificados garante a qualidade e a confiabilidade das medi¢bes por meio de
rastreabilidade metroldgica. No entanto, a quantidade de MRC disponiveis é
muito limitada. No caso da presente pesquisa, ndo se encontrou disponivel o

MRC para ciclofenil.

2.2.
Organismos Internacionais

2.2.1.
BIPM

O Bureau International des poids et Mesures, BIPM foi criado em 20 de
maio de 1875 em Paris (Franca), com a assinatura da Convenc¢édo do Metro por
17 paises entre os quais, o Brasil faz parte. O BIPM é um organismo
intergovernamental que esta sob a supervisdo do Comité Internacional de Pesos
e Medidas (CIPM), e ambos sob a autoridade da Conferéncia Geral de Pesos e
Medidas (CGPM). Os membros do CIPM sao eleitos pela CGPM, que é
composta pelos representantes dos governos dos paises membros e se retne a
cada quatro anos (BIPM, 2012).

O trabalho do BIPM consiste em fornecer a base para um sistema unico e
coerente de medidas para todo o mundo, que seja rastreavel no Sistema

Internacional de Unidades (SI). O trabalho do CIPM néo se limita somente a


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1021738/CC


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1021738/CC

Capitulo 2: Confiabilidade metrolégica na determinacéo de ciclofenil 42

disseminacdo direta das sete unidades base do Sl, ele também coordena as

comparagodes internacionais dos padrdes.

A seguir se encontram listados os comités consultivos estabelecidos pelo
CIPM (BIPM, 2012a):

CCAUV: Comité consultatif de l'acoustique, des ultrasons et des
vibrations;

CCEM: Comité consultatif d'électricité et magnétisme;

CCL: Comité consultatif des longueurs;

CCM: Comité consultatif pour la masse et les grandeurs apparentées;
CCPR: Comité consultatif de photométrie et radiométrie;

CCQM: Comité consultatif pour la quantité de matiére — métrologie en
chimie;

CCRI: Comité consultatif des rayonnements ionisants;

CCT: Comité consultatif de thermométrie;

CCTF: Comité consultatif du temps et des fréquences;

CCU: Comité consultatif des unités;

O CCQM gue é comité consultivo mais diretamente ligado ao tema do

presente trabalho. O CCQM foi criado em 1993 e é responsavel pelo

estabelecimento de métodos primarios para a medi¢cdo da quantidade de matéria

de equivaléncia internacional entre os laboratérios nacionais (BIPM, 2012b).

O CCQM estabeleceu diferentes grupos de trabalho, listados abaixo.

CCQM Working Group on Key Comparisons and CMC Quality
(KCWG);

CCQM Working Group on Gas Analysis (GAWG);

CCQM Working Group on Electrochemical Analysis (EAWG);

CCQM Working Group on Inorganic Analysis (IAWG);

CCQM Working Group on Organic Analysis (OAWG);

CCQM Working Group on Bioanalysis (BAWG);

CCQM Working Group on Surface Analysis (SAWG).

Os Joint Committees sao comités variados do BIPM com outras

organizacdes internacionais criadas para tarefas especificas de interesse comum

e sdo quatro:

JCGM: Comité Conjunto para Guias em Metrologia;
JCRB: Comissdo Mista das OrganizacGes Regionais de Metrologia e
do BIPM;
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e JCTLM: Comité Misto para Rastreabilidade em Medicina Laboratorial;
e DCMAS Rede: Rede de Metrologia, Acreditacdo e Normalizacdo para

Paises em Desenvolvimento.

As tarefas do JCGM sdo manter e promover o uso do guia para a
expressdo da incerteza de medicdo, mais conhecido como GUM, e do
Vocabulério Internacional de termos béasicos e gerais em metrologia, conhecido
como VIM. Estes dois documentos foram extensamente utilizados para a
concretizacado da pesquisa reportada nessa dissertacdo (BIPM, 2012c).

O JCTLM foi criado em 2002 por meio de uma declaracdo de cooperagdo
entre o Comité Internacional de Pesos e Medidas (CIPM), a Federacéo
Internacional de Quimica Clinica e Medicina Laboratorial (IFCC), e o
International Laboratory Accreditation Coopertion (ILAC), em resposta a
implementacdo da Comunidade Europeia 98/79/CE Diretiva relativa aos
dispositivos médicos in vitro. O JCTLM tem dois grupos de trabalho que
estabelecem uma lista de materiais de referencia certificados de ordem superior,
procedimentos de medicdo, métodos e servicos de medi¢do dos laboratérios de
referencia (JCTLM, 2012).

2.2.2.
OIML

Organizacao Internacional de Metrologia Legal (OIML) é uma organizagéo
intergovernamental que foi criada em 1955 com o objetivo de promover e
harmonizar os procedimentos da metrologia legal no mundo. E composta por
Estados Membros, que sdo 0s paises que participam ativamente das atividades
técnicas da OIML, e por Estados Correspondentes, que sao paises
observadores (OIML, 2012).

Desde 1955 a OIML desenvolve um importante papel na estrutura técnica
global na elaboragdo dos requisitos internacionais referentes a fabricacdo e
utilizacdo de instrumentos de medicdo destinados, aplicados e relacionados a
metrologia legal. A OIML possui 18 comités técnicos, dentre os quais o TC-17
(instrumentos de medicao fisico-quimicos) se dedica diretamente a area de
quimica. O TC-16 (Instruments for measuring pollutants), por sua vez, em seu
subcomité (TC 16/SC 3: Pesticides and other pollutant toxic substances),
publicou a recomendacéo 112 (TC16/SC3 R112) que contempla instrumentos de

medicao por HPLC em aplicagfes relacionadas a pesticidas e outras substancias
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téxicas (R 112: High performance liquid chromatographs for measurement of
pesticides and other toxic)(OIML, 2012a, 2012d).

O Brasil participa junto a OIML e tem o reconhecimento internacional
(certificacdo internacional). Este sistema possibilita que qualquer fabricante de
um instrumento de medi¢do, associado a metrologia legal, possa solicitar um
certificado OIML a um pais membro que faca parte do sistema (no caso do
Brasil, ao Inmetro). Segundo estatistica realizada pelo Banco Mundial em 2007
(OIML, 2012), os paises membros do OIML representam 96% da economia
mundial, o que destaca a importancia da metrologia legal no mundo (OIML,
2012b).

2.2.3.
ILAC

O Laboratério Internacional de Cooperacdo e Acreditacdo, ILAC
(International Laboratory Accreditation Cooperation) € uma corporacao
internacional de acreditacdo de laboratérios e de inspecao cujo objetivo é apoiar
e desenvolver a cooperagdo internacional para facilitar o comércio internacional
sem barreiras técnicas (ILAC, 2012)

O ILAC estabelece uma parceria de mutua cooperacdo com organizacoes
internacionais para alcancar o0s objetivos compartiihados. Entre tais
organizagdes pode-se citar o CIPM, a Industry Cooperation on Standards and
Conformity Assessment (ICSCA), a international accreditation férum -
International Organization for Standardization (IAF-ISO), a International
Organization for Standardization (ISO), a United Nations Industrial Development
Organization-Industry Cooperation on Standards (UNIDO-IAF), a International
Elestrotechnical Commission (IEC), a International Federation for Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC), a Industry Cooperation on Standards
- Organizacao Internacional de Metrologia Legal (IAF OIML) e o World Anti-
Doping Agency (WADA) (ILAC, 2012a).

ILAC publica os trabalhos que fazem parte dos critérios de avaliacbes, que
estdo na area de nosso interesse (ILAC, 2012b):

e ILAC G17: 2002 Conceitos de incerteza de medicdo base na ISO/IEC

17025.
e |ILAC P10: 2002 Rastreabilidade dos Resultados de Medicéo.
e ILAC P14:12/2010 Politica de incerteza na calibracgéo.
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2.2.4.
IMEKO

A Confederacdo Internacional de Medicdo (IMEKO), criada em 1958 em
Budapeste - Hungria, € uma confederacdo ndo governamental que tem
representantes em 39 paises membros.

Os membros de IMEKO s&o as organizacbes e sociedade cientifica ou
comités técnicos que estdo comprometidas com as diferentes é&reas da
metrologia. A associacdo séo 0s representantes das instituicbes de metrologia
ou pessoas relacionadas com a metrologia (ensino superior, inddstria, usuarios
de instrumentos etc.).

O IMEKO tem como objetivo promover o intercambio de informacdes
cientificas e técnicas a nivel internacional em areas como medicao,
instrumentacdo e reforco da cooperagdo internacional entre cientistas,
engenheiros de pesquisa e industria. O IMEKO é tem a responsabilidade de
considerar os desafios da ciéncia e da tecnologia de medi¢cdo e engenharia de
instrumentagdo provenientes das areas de aplicagdo e importantes para formar
visbes para o futuro desenvolvimento de sociedade humana. O grupo técnico
(Task Forces) do IMEKO que tem maior relagdo com o trabalho dessa
dissertacdo € o TC24 (Chemical Measurements), estabelecido em 2008 e que
tem como objetivo a promocao de forum internacional de colaboracéo efetiva em
gquimica analitica com o objetivo de melhorar a confiabilidade, comparabilidade e
rastreabilidade das medic6es quimicas em um grande numero de setores
(IMEKO, 2012).

O ambito do TC 24 abrange todos os dominios e areas envolvidas com
medi¢cdes analiticas, dando especial atencdo aos setores ligados ao meio
ambiente, alimentacdo e saude, priorizando as questfes sociais. O TC 24
proporciona uma plataforma para o intercambio entre os quimicos analiticos,
metrologistas especialistas. As atividades do TC24 s&o:

e Utilizacdo de resultados de dados de comparacao entre laboratorios e
programas de ensaios de proficiéncia, "rastreabilidade" do valor
atribuido - Rastreabilidade das medi¢cdes ambientais em diferentes
matrizes (agua, solos, sedimentos etc.) em niveis limites de regulacéo;

e Melhoria das andlises de especiacdo de metais - Rastreabilidade das
medicdes quimicas no setor de saude - Rastreabilidade de medigbes

no local;
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e Levantamento das necessidades e requisitos metrolégicos (materiais
de referéncia, métodos de referéncia, calibragdo etc.) em
determinados setores industriais (IMEKO, 2012).

2.2.5.
WHO

A Organizacdo Mundial da Saude (WHO — World Health), criada em 1948
€ uma Agéncia Internacional das Na¢Bes Unidas (ONU), sendo responséavel pelo
setor da salude. Tem missdo de ajudar os paises a resolver questdes de saude
publica, além de apoiar e promover pesquisas na area. Com a mediacdo da
OMS, os paises podem lidar conjuntamente com problemas globais de saude
publica (OMS, 2012).

Entre as publicagbes da WHO, a quantificagdo de ciclofenil ndo é citada.
Somente sdo apresentadas informagdes relacionadas a aplicacdo na area da
saude.

A seguir, estdo listados alguns documentos relacionados ao tema do
presente trabalho (WHO, 2012):

e “Treatments for suppression of lactation” (Review). Oladapo OT,

Fawole B.;
¢  WHO Drug Information Vol. 26, No. 1, 2012,
¢  WHO Drug Information Vol. 26, No. 2, 2012.

2.2.6.
WADA

Por a iniciativa do Comité Olimpico Internacional (COI) foi convocada a
primeira Conferencia Mundial sobre Doping no esporte em 24 de fevereiro de
1999. Desse encontro resultou a declaracdo de Lausanne — Suica com a
proposta da criacdo da Agéncia Mundial Antidopagem, WADA (World Anti-
Doping Agency) em 10 de novembro de 1999 em Lausanne (WADA, 2012).

A WADA é uma organizacgdo internacional independente que tem a missao
de promover, coordenar e monitorar, a nivel internacional a luta contra o doping
no esporte, sob todas as formas (WADA, 2012).

A WADA é composta por representantes dos governos do mundo e
movimentos olimpicos (esportivos) que dao o financiamento em partes iguais.

O WADA tem sete &reas que sdo de responsabilidades atribuidas da

agencia pelo Cadigo Mundial Antidoping, que € o documento que estabelece e
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harmoniza as regras e politicas Antidoping em todos os esportes e areas do
mundo (Antidoping, 2006).

O Cadigo: Aceitacdo, Implementacdo e Cumprimento;
Ciéncia e Medicina;

Testes Fora de Competicéo;

Programa de Educacao Atleta-Outreach;

Educacéo;

Desenvolvimento Antidoping; Coordenacdo Antidoping (ADAMS);

As publicacbes do WADA que serdo usadas nesta pesquisa sao listadas a

seqguir:
[}

2.2.7.

IUPAC

The 2012 prohibited list international standard;

El Estandar Internacional de Autorizacion de Uso Terapéutico
(documento en espanol);

WADA Technical Document — TD2010IDCR (identification criteria for
qualitative assays incorporating column chromatography and mass
spectrometry);

WADA Technical Document — TD2010BAR (Blood Analytical
Requirements for the Athlete Biological Passport);

WADA Technical Document — TD2012INDEX (WADA Technical
Documents Index);

WADA Drug Testing Standards;

Anabolic steroids: action mechanisms and effects on the
cardiovascular system Esteroides anabdlicos: mecanismos de accion e

efecto sobre el sistema cardiovascular.

A Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada IUPAC (International

Union of Pure and Applied Chemistry) foi criada em 1919 por quimicos da

indastria e da académica. A IUPAC é um organismo internacional, n&o

governamental criado por necessidade de padronizacdo internacional em

quimica (padronizacdo de pesos, medidas, nhomes, simbolos) (IUPAC, 2012). A

IUPAC esta composta por representantes da sociedade quimica dos diferentes

paises membros sendo uma autoridade mundial em nomenclatura, terminologia

quimica e também em métodos padronizados de medicdo de pesos atdbmicos
(IUPAC, 2012, 2012a).
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A IUPAC tem publicacdes referentes a cromatografia liquida de alta
eficiéncia:

e Relatorio Técnico 1998: guidelines for calibration in analytical
chemistry.

e Relatério Técnico 2002: Harmonized guidelines for single laboratory
validation of methods of analysis.

e Relatério Técnico 2004: guidelines for calibration in analytical
chemistry part 2. multispecies calibration relatério técnico 2006:

uncertainty estimation and figures of merit for multivariate calibration.

2.2.8.
ISO/IEC

A Organizagdo Internacional para Padronizagdo, 1SO (International
Organization for Standardization) foi fundada em 23 de fevereiro 1947 em
Genebra, Suica. Desde entdo, ISO publicou mais de 19.000 Normas
Internacionais abrangendo quase todos 0s aspectos de tecnologia e negécios
tais como seguranga alimentar, computadores, agricultura, saude, entre outros
(ISO, 2012).

Algumas normas da ISO séo de grande importancia para a pesquisa.

e |SO 31 Tamanhos e unidades.

e |SO 1000 Unidades S| e recomendac¢fes para o0 uso de seus multiplos

e de algumas outras unidades.

e |SO 14000 - ISO 14064 Normas de gestdo do ambiente em ambientes

de producgéo.

e ISO/IEC 17024 Avaliacdo de conformidade para estabelecer requisitos

gerais para organismos que realizam certificacdo de pessoas.

e ISO/IEC 17025 Laboratérios de Ensaio e Calibracdo (1ISO, 2012).

2.3.
Contexto Nacional

2.3.1.
INMETRO

Para acompanhar o avanco tecnolégico mundial, se criou, em 1973, o
Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial, o

INMETRO, hoje chamado Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e


http://pt.wikipedia.org/wiki/ISO_1000
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_Internacional_de_Unidades
http://pt.wikipedia.org/wiki/ISO_14000
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=ISO_14064&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Gest%C3%A3o_do_ambiente&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/ISO/IEC_17024
http://pt.wikipedia.org/wiki/ISO/IEC_17025
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Tecnologia (Lei 5.966). O INMETRO atua como Secretaria Executiva do
Conselho Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial
(CONMETRO), colegiado interministerial, que é o érgdo normativo do Sistema
Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial (SINMETRO)
(INMETRO, 2012) (INMETRO, 2012b).

A missdo do INMETRO é fortalecer as empresas nacionais, aumentando
sua produtividade por meio da ado¢do de mecanismos destinados a melhoria da
qualidade de produtos e servigos, prover confianca a sociedade brasileira nas
medi¢Bes e nos produtos, através da metrologia e da avaliagdo da conformidade,
promovendo a harmonizacdo das relacbes de consumo, a inovagdo e a
competitividade do Pais. Dentre as suas competéncias e atribuicbes destacam-
se (INMETRO, 2012c, 2012b, 2012):

e Executar as politicas nacionais de metrologia e da qualidade;

e Verificar a observancia das normas técnicas e legais, no que se refere
as unidades de medida, métodos de medicdo, medidas materializadas,
instrumentos de medicdo e produtos pré-medidos;

e Manter e conservar os padrées das unidades de medida, assim como
implantar e manter a cadeia de rastreabilidade dos padrdes das
unidades de medida no Pais;

e Fortalecer a participacdo do Pais nas atividades internacionais
relacionadas com metrologia e qualidade;

e Prestar suporte técnico e administrativo ao Conselho Nacional de
Metrologia, Normalizacéo e Qualidade Industrial - CONMETRO;

e Fomentar a utilizagdo da técnica de gestdo da qualidade nas
empresas brasileiras;

e Planejar e executar as atividades de acreditacdo de laboratérios de
calibracdo e de ensaios, de provedores de ensaios de proficiéncia, de
organismos de certificacéo, de inspec¢do, de treinamento e de outros;

e Desenvolvimento, no ambito do SINMETRO, de programas de
avaliacdo da conformidade, nas areas de produtos, processos,
servicos e pessoal, compulsérios ou voluntarios, que envolvem a
aprovacao de regulamentos.

A Metrologia Quimica no Inmetro foi criada em junho de 2000 em fungcédo do
reconhecimento da importancia desta area para a competitividade dos produtos
e servigos brasileiros. As principais competéncias da Divisdo de Metrologia
Quimica sédo (INMETRO, 2012d):
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¢ Implantacdo de métodos primarios e técnicas de alto valor metrolégico

para medicdes das diversas espécies quimicas;

e Desenvolvimento de procedimentos de referéncia para determinacdo

destas espécies;

e Desenvolvimento, produgéo e certificagdo de materiais de referéncia

para medicao das citadas espécies;

e Prestacdo de servicos de calibracdo e ensaios em 4reas que néao

houver laboratérios capacitados;

¢ Disseminacdo da cultura metroldgica através de palestras, seminarios,

cursos, participacdo em congressos e publicagdo de artigos em
revistas especializadas;

e Participacdo em intercomparac¢0des internacionais;

e Coordenacdo de intercomparacdes nacionais;

e Representacao do Pais em féruns internacionais;

e Participacdo em comités técnicos nacionais e internacionais;

e Coordenacédo de Ensaios de Proficiéncia.

O INMETRO publicou por primeira vez em 2002 o documento de carater
de orientagfes sobre a validagdo de métodos analiticos (DOQ-CGCRE-008 que
esta atualizando), com objetivo de auxiliar os laboratérios de ensaios quimicos,
na validagdo dos meétodos analiticos e os parametros para a obtencdo de
resultados com a qualidade exigida (INMETRO, 2012a):

¢ DOQ-CGCRE-008. Revisdo: 04-Julho 2011: Orientagbes sobre

validacdo de métodos analiticos.

2.3.2.
ANVISA

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria ANVISA, foi criada pela Lei n°
9.782, de 26 de janeiro 1999, e esta vinculada ao Ministério da Saude do Brasil.
A ANVISA tem como area de atuacao todos os setores relacionados a produtos
e servicos (nacionais ou importados) que possam afetar a saude da populacéo
brasileira. Essa Agéncia promove e protege a saude da populacdo e intervém
minimizando os riscos decorrentes da producgéo e do uso de produtos e servicos
sujeitos a vigilancia sanitaria, de acordo com os principios do Sistema Unico de
Saude, para a melhoria da qualidade de vida da populacdo brasileira (ANVISA,
2012).
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Para o caso de insumos farmacéuticos e industria farmacéutica a ANVISA
assegura a qualidade na producdo de medicamentos e é responsavel pela
autorizacdo de funcionamento dos estabelecimentos e pelo controle sanitario
dos insumos farmacéuticos, mediante a realizacdo de inspec¢fes sanitarias e
elaboracdo de normas. A ANVISA também implementa o cadastramento dos
insumos farmacéuticos ativos para as empresas que exercam as atividades de
fabricar, importar, exportar, fracionar, armazenar, expedir, embalar e distribuir.
As notificacdes de insumos farmacéuticos com desvios de qualidade
comprovados também sdo avaliadas pela ANVISA (ANVISA, 2012a).

Para ocaso de nosso interesse essa agéncia publicou a seguinte
resolucao:

e Resolugdo RE n° 899: Guia para a Validagdo de Métodos Analiticos e

Bianaliticos (ANVISA, 2003).

2.3.3.
ABNT

A ABNT foi criada em 1940 e é o 6rgao responsavel pela normalizacdo
técnica no pais, fornecendo a base necessaria ao desenvolvimento tecnoldgico
brasileiro. A ABNT é uma entidade privada, sem fins lucrativos, reconhecida
como unico Foro Nacional de Normalizacdo através da Resolugdo n.° 07 do
CONMETRO, de 24.08.1992 (ABNT, 2012).

A ABNT é membro fundador da ISO, da COPANT (Comissdo Pan-
americana de Normas Técnicas) e da AMN (Associacdo Mercosul de
Normaliza¢ao).

A ABNT é a representante oficial no Brasil das seguintes entidades
internacionais: 1SO, IEC (Internacional Eletrotechnical Comission); e das
entidades de normalizag&o regional COPANT e a AMN.

Para nosso caso os comités técnicos importantes sao:

e ABNT/CB-10 — QUIMICA: A &rea de trabalho é a normalizacio no
campo da quimica compreendendo produtos quimicos organicos,
produtos e preparados quimicos diversos, no que concerne a
terminologia, requisitos, métodos de ensaio e generalidades (ABNT,
2012).

e ABNT/CB-25 — QUALIDADE: A érea de trabalho € a normaliza¢do no
campo de gestdo da qualidade, compreendendo sistemas da

qualidade, garantia da qualidade e tecnologias de suporte; diretrizes
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para selecdo e aplicacdo das normas da qualidade; e no campo da
avaliagdo da conformidade compreendendo estudo de meios para a
avaliagdo da conformidade de produtos, processos, servicos e
sistemas de gestdo; elaboracdo de guias e normas relativas a praticas
de ensaio, inspec¢éo e certificacdo de produtos, processos e servicos e
para avaliagdo de sistemas de gestdo, laboratério de ensaio,
organismos de inspecdo, certificacdo e credenciamento, e sua
operacdo e aceitacdo. Excluindo-se a normalizagdo de produtos e
servicos (ABNT, 2008) (ABNT, 2005) (ABNT, 2012a).

2.4.
Validacéao intralaboratorial de método analitico por HPLC

De acordo com o Vocabulério Internacional de Metrologia, a Validagido
pode ser definida como uma verificacdo de requisitos especificos visando a
adequacdo de um método para um uso pretendido (JCGM 200:2012). Essa
avaliacdo dos parametros de validacdo possibilita a determinagdo das
caracteristicas de desempenho de um método analitico (IMETRO, 2012a)
(ANVISA, 2003).

O processo de validagcdo deve ser aplicado aos métodos né&o
normalizados, aos métodos criados/desenvolvidos por um laboratério, aos
métodos normalizados que sdo usados fora do escopo para 0os quais foram
concebidos ou aos métodos normalizados que sofreram modificacGes
(INMETRO, 2012d). Tanto a ANVISA quanto o INMETRO publicaram guias para
a validacdo de métodos analiticos (Resolugcdo ANVISA RE n° 899, de
29/05/2003, e o documento de orientagdo INMETRO DOQ-CGCRE-008 de
07/2011). H4 também procedimentos de validacdo que sao estabelecidos por
orgados internacionais como a ISO (ISO 5725, 1994), a IUPAC (IUPAC -
Harmonized guidelines for single laboratory validation of methods of analysis,
2002) e pela Conferéncia Internacional de Harmonizacdo (ICH - Q2(R1)
Validation of analytical procedures: text and methodology, 1994). Estes
documentos tém como objetivo o de auxiliar laboratérios a mostrar que um
determinado método atende as caracteristicas necessarias de uma aplicagédo de
modo a obter resultados com a qualidade requerida (IUPAC, 2012c, I1SO, 2012).

A validacdo de métodos tem recebido consideravel atencdo em literaturas,
comités industriais e agéncias regulamentadoras, com grande procura por parte

dos laboratérios e organismos acreditados por protocolos para planejamento e
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controle de processos. No entanto, a diversidade de areas de aplicacdo, de
parametros de desempenho a serem avaliados, bem como a terminologia e
definicbes, tém dificultando a harmonizacdo dos processos de validacéo (Ledo,
2000; Resolucdo ANVISA RE n° 899, de 29/05/2003, Documento INMETRO
DOQ-CGCRE-008, de 07/2011).

Um procedimento detalhado foi realizado para validac&o intralaboratorial
do método desenvolvido, incluindo delineamento experimental, tratamento
estatistico e avaliacdo das fontes de incertezas. A Tabela 1 mostra o0s
parametros analiticos de desempenho que foram contemplados nesse trabalho.

Tabela 1: Parametros analiticos de desempenho (LEAO, 2000).

Parametro Operacionalidade/aspecto
econdmico
o Seletividade
* Precisdo ) Investimento
o Tendéncia/recuperagéo ~
o Robustez * Manuf[en(;ao
«  Sensibilidade / linearidade / *  Velocidade
faixa de trabalho * Fgmhc_iqde de uso
o Limite de deteccéo * Simplicidade
o Limite de quantificacédo
o Incerteza de medicao
2.4.1.

Seletividade

A seletividade pode ser definida como a capacidade que o método possui
de determinar certa substancia (analito) na presenca de outras que fazem parte
da matriz da amostra como impurezas, produtos de degradacdo e outras
substancias concomitantes. A presenca de substancias que interfiram
(interferentes) na determinagdo de um analito pode acarretar no aumento ou na
reducdo do sinal medido, podendo ser a magnitude do efeito dependente
também da concentracdo (INMETRO, 2011).

A seletividade pode ser avaliada de diversas formas, através da andlise da
pureza do sinal, analise de amostra de referéncia, comparacdo dos resultados
obtidos em diferentes condicbes de medi¢cdo, comparacdo dos resultados
obtidos por diferentes métodos de andlise, analise da amostra sem a presenca
do analito de interesse, analise por método de adicdo de analito e comparacdo

da inclinacdo da curva analitica obtida na presenca dos potenciais interferentes
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com a inclinacdo da curva de padrdes puros (EUROCHEM, 1998; INMETRO,
2011).

Em métodos cromatogréficos, devem-se tomar as precaucdes necessarias
para garantir a pureza dos picos cromatogréaficos. A utilizacdo de testes de
pureza de pico (por exemplo, com auxilio de detector de arranjo de fotodiodos ou
espectrométrico de massas) € interessante para demostrar que 0 pico
cromatogréfico é atribuido a um s6 componente (ANVISA-RE-899-2003 2-1, 29,
2003).

2.4.2.
Resposta linear

A resposta linear do método indica que a relacéo entre a resposta medida
e a concentragdo do analito é linear. Essa linearidade pode ser obtida por
padronizagdo interna ou externa sendo modelada como uma expresséo
matematica usada para o calculo da concentracdo do analito a ser determinado
na amostra real. A equacao da reta (apresentacao simplificada na Equagéo 23) é
0 modelo que relaciona as duas variaveis sdo (INMETRO, 2011; EUROCHEM,
2012):

V=a+bx (23)

Onde:

y = resposta medida

X = concentracao

a = interse¢cdo com o0 eixo y, quando x =0

b = inclinacdo da curva analitica = sensibilidade

Estabelecer a faixa de linearidade é um procedimento que deve ser feito a
partir da constru¢gdo de uma curva analitica com no minimo cinco niveis de
concentracdo, sendo trés, o numero minimo de replicas. O coeficiente de
correlacdo linear (r) pode ser utilizado nesta avaliacdo, sendo o valor minimo
aceitavel igual a 0,99 (INMETRO, 2011; ANVISA, 2003). O modelo é avaliado
pela regresséo linear, grafico dos residuos e pelo coeficiente de determinacao
(R? que indicam o quanto a reta pode ser considerada adequada nesse modelo
matematico.

Como os desvios da linearidade sdo muitas vezes dificeis de serem

detectados visualmente, pode-se verificar a sua adequacao por meio do calculo
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dos residuos entre os valores medidos e os valores calculados a partir da
equacao de regressao. Calcula-se o valor de t por a Equagéo (24) (INMETRO,
2011):

residuo

Lealculado = S, (24)

\n
Onde:
reSidUO = |Xmedido - Xcalculadol
s, = desvio padrao dos residuos

n = nimero de pontos

Quando o valor de t calculado para um ponto duvidoso de uma curva
analitica for menor ou igual ao valor de t unilateral, para a confianca desejada e
(n-1) graus de liberdade, considera-se que o ponto pertence a curva e a faixa até
ele é linear. E necessario, entretanto, verificar até que ponto a faixa de
concentracdo do analito coincide com a faixa dindmica linear e assegurar que
nenhum outro fendbmeno tenha impacto indesejavel na resposta (EURACHEM,
2012).

2.4.3.
Faixa de Trabalho e Faixa Linear

Para qualquer método quantitativo existe uma faixa de concentracdes do
analito ou de valores de uma propriedade fisica no qual o método pode ser
aplicado assumindo um modelo de resposta. Todo experimento de determinacao
da faixa de trabalho é iniciado pela escolha de uma faixa preliminar. A faixa de
trabalho deve cobrir a faixa de aplicagdo para a qual o ensaio vai ser usado e a
concentracdo mais esperada da amostra deve, sempre que possivel, se situar no
centro da faixa de trabalho.

No limite inferior da faixa de concentracdo, o fator limitante € o valor do
limite de quantificacdo. No limite superior, os fatores limitantes dependem das
propriedades fisicas e quimicas do material medido no nivel de concentracdo
elevado e do sistema de resposta do equipamento de medicéo.

Dentro da faixa de trabalho pode existir uma faixa de resposta linear e
dentro desta, a resposta do sinal terd uma relacdo linear com o analito ou valor

da propriedade. A extensdo dessa faixa pode ser estabelecida durante a
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avaliacdo da faixa de trabalho (Inmetro, 2011; EURACHEM, 2012; ANVISA,
2003).

2.4.4.
Limite de deteccéao e limite de quantificacao

O limite de deteccdo (LOD) no caso de técnicas de separagdo € a
concentracdo mais baixa da substancia que pode ser detectada, na maioria dos
casos visualmente e ndo por integracdo de sinal. A determinacdo do LOD é
realizada por meio da andlise de solugbes de concentragbes conhecidas e
decrescentes do analito, at¢é o menor nivel detectavel (INMETRO, 2012;
ANVISA, 2003).

O limite de quantificacdo (LOQ) € a concentragdo mais baixa da sustancia
gue se consegue determinar com precisdo e exatiddo aceitaveis sob condi¢des
experimentais especificadas.

No entanto, enquanto que para o calculo do LOD o fator de multiplicagéo &
3, para o célculo de LOQ este fator deve ser alterado para 5, 6 ou 10 de acordo
com a incerteza desejada (INMETRO, 2011).

Para a validacdo de um método analitico, € normalmente suficiente
fornecer uma indicacdo do nivel em que a deteccdo do analito pode ser
distinguida do sinal do branco ou do ruido O LOD e o LOQ podem ser calculados

pela Equacéo (25) e pela Equacéo (26), respectivamente:

LOD = x, + 35 (25)

LOQ =x, + 10s (26)

Onde:
X, € a média das areas da menor concentracdo detectada

s é o0 desvio padrao das medi¢cbes de menor concentracao

2.4.5.
Tendéncia/Recuperacao

Segundo o DOQ-CGCRE 008, exatiddo de um método analitico é avaliada
numericamente atraves da tendéncia. Os processos normalmente utilizados para

avaliar a tendéncia de um método sdo, entre outros: (i) uso de materiais de
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referéncia certificados (MRC), (ii) participacdo em comparacdes interlaboratoriais
e (iii) realizacdo de ensaios de recuperagao.

A determinagdo da tendéncia com relagdo aos valores de referéncia
apropriados € importante no estabelecimento da rastreabilidade aos padrbes
reconhecidos. A tendéncia pode ser expressa como recuperacao analitica,

definida como descrita na Equagéo (27):

Valor observado

Il{]ﬂ% (27)

Valor esperado

A recuperagdo do analito pode ser estimada pela determinacdo de
amostras fortificadas com quantidades conhecidas do analito. As amostras
podem ser fortificadas com o analto em pelo menos trés diferentes
concentragcbes ao longo da faixa de uso do método. A limitacdo deste
procedimento é decorrente do fato de que o analito adicionado ndo esta
necessariamente na mesma forma que a presente na amostra. A presenca de
analitos adicionados em uma forma mais facilmente detectavel pode ocasionar
avaliacdes excessivamente otimistas da recuperacdo. A recuperacéo € calculada
segundo Equacéo (28):

C.
Recuperacio (%) = ( 28)

Onde:
C1 é a concentracdo do analito na amostra fortificada,
C2 é a concentracao do analito na amostra nao fortificada,

C3 é a concentracdo do analito adicionada a amostra fortificada.

2.4.6.
Precisao

A precisdo (INMETRO, 2011) representa o grau de repeticdo entre os
resultados obtidos em diferentes analises individuais quando o procedimento &
aplicado diversas vezes a uma amostra homogénea. Normalmente ela é
determinada para circunstancias especificas de medicao e as trés formas mais

comuns de expressa-la sdo: por meio da repetibilidade, precisdo intermediéria e
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da reprodutibilidade, sendo usualmente expressas pelo desvio padrdo e
coeficiente de variagéo.

O coeficiente de variagdo (CV, usualmente expresso em %), também
conhecido como desvio padréo relativo (DPR), € calculado conforme a Equacao
(29):

5
(1] —_ —_
CV (%) = DPR = —CMDx‘lﬂ[] (29)

Onde:
s = desvio-padrao;

CMD = concentracdo média determinada

A repetibilidade pode ser expressa quantitativamente em termos da
caracteristica da dispersao dos resultados e pode ser determinada por meio da
andlise de padrbes, de material de referéncia ou pela adicdo do analito a um
ensaio em branco da amostra, em varias concentracdes ao longo da faixa de
trabalho. O numero de replicas para cada nivel de concentracao deve expressar
a rotina do laboratério. As condi¢des de repetibilidade podem ser caracterizadas
utilizando o mesmo procedimento de medigdo, 0 mesmo observador, 0 mesmo
instrumento usado sob mesmas condigGes e local e as repeticbes devem ser
feitas num espaco de tempo curto.

A precisdo intermediaria pode ser definida como a concordancia entre os
resultados obtidos em um mesmo laboratorio, utilizando o mesmo método, a
mesma amostra, amostras idénticas ou padrbes, porém definindo-se exatamente
as condi¢cdes que sdo diferentes tais como dias diferentes, analistas diferentes
e/ou equipamentos diferentes. A precisdo intermediaria representa a
variabilidade dos resultados em um laboratério. Nesse trabalho, a preciséo
intermediaria foi calculada a partir de experimentos realizados em dias
diferentes. Analisou-se a mesma solugdo padréo em trés niveis de concentracdo
ao longo da faixa de trabalho (ponto logo acima do LOQ, ponto médio da curva,
ponto superior da curva), sendo que para cada nivel foram realizados cinco
réplicas, em um intervalo de 1 h. O coeficiente de variagdo pode ser obtido a
partir do desvio padrao da preciséo intermediaria, Equacao (29), e da média das
medicdes dos dias (INMETRO, 2011). Como foram efetuados ensaios em dias

diferentes, utilizou-se a Equacéo (30).
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120 7)

2t

S’pi.:jkj = (30)
Onde:
¥;1= resultado médio obtido para a amostra j no primeiro dia;

¥;2= resultado medio obtido para a amostra j no 3° dia.

i = total de amostras ensaiadas;

n = total de ensaios efetuados por amostra;
j=n°daamostra, j=1,t;

k = n° do ensaio da amostra j, k =1, n.

Utilizou-se o teste F baseado no principio da andlise de variancia
(ANOVA), de modo a verificar qualquer diferenga significativa entre as variancias
das andlises obtidas em dois dias diferentes. O valor de F € obtido a partir da
Equacéo (31) (Skoog et al., 2005; Langas, 2009):

MQF

Onde:
MQF é a soma das médias quadraticas entre dias e MQE a soma das médias

quadraticas de cada dia.

Verifica-se se ha diferenca significativa entre as variancias das analises
realizadas quando 0 Fgculado fOr menor que Fiico para todos os niveis. Compara-
se também a média dos resultados obtidos a partir do estudo da precisdo

intermediaria pelo teste t.

2.4.7.
Avaliacao da aceitabilidade das caracteristicas de precisdo de um
meétodo de analise

No caso de ndo haver método com 0s quais possam ser comparadas as
caracteristicas de precisdo, os valores teodricos de precisdo podem ser

calculados a partir da funcdo de Horwitz que é uma equacdo de precisdo

generalizada independente do analito e da matriz, sendo dependente apenas da
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concentracdo para a maioria dos métodos de analise de rotina, Equacéo (32),
(INMETRO, 2011):

RSDp = 2 (1-0.5logC) 32)

Onde:
C é a fracdo em massa do componente analisado.

Em condi¢cbes de repetibilidade o valor de HorRat, Equacéo (33), pode ser
obtido a partir do CV(%) dividido pelo RSDg estimado, o qual esta entre 1/2 a 2/3
de RSDk.

C1V (%)
2R5D (33)

3

HorRat =

Os valores, que sdo independentes da matriz da amostra, encontram-se na
Tabela 2:

Tabela 2: Principais valores de Horwitz INMETRO, 2011).

Raz&o de concentrago RSDgr
1 (100%) 2
10" 2,8
10 (1%) 4
10° 5,6
10" 8
10° 11
10°° (ppm) 16
107 23
10°® 32
10 (ppb) 45

2.4.8.

Robustez

A robustez de um método de ensaio mede a sensibilidade que este
apresenta em face de pequenas variagbes. Um método é considerado robusto
se este revelar praticamente insensivel a pequenas variacbes que possam
ocorrer quando esse esta sendo executado (EURACHEM, 1998; INMETRO,
2011).
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Em HPLC, as variacbes referem-se a diferentes tipos de colunas,
concentracdo de tampéo, temperatura, fluxo, volume de injec&o, proporcédo da
fase movel, pH do tampao, concentragédo do tampao.

2.4.9.
Comparacédo da precisdo entre métodos

A comparacdo da precisdo entre métodos possibilita verificar o grau de
proximidade que existe entre os resultados obtidos pelos dois métodos. A
comparacéo € realizada por meio de analises de uma mesma amostra utilizando
o método desenvolvido e um método de referéncia INMETRO, 2011a). Aplica-se
o teste t para comparar as médias dos resultados e o teste F para comparar as

variancias.

2.5.
Estimativa da incerteza de medicéao

De acordo com o VIM (2012) o termo incerteza de medi¢do é o parametro
nao negativo que caracteriza a dispersdo dos valores atribuidos a um
mensurando, com base nas informacdes utilizadas. O conhecimento da incerteza
€ importante jA que o mesmo implica em uma maior validade dos resultados de
uma medi¢do (EURACHEM, 2002; JCGM 200:2012).

De acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005 os laboratérios devem
avaliar a incerteza de suas medi¢des, além de divulgar a incerteza de medig&o
em circunstancias especificas, quando as mesmas forem relevantes para
interpretac@o do resultado do ensaio. Observam-se na pratica varias fontes que
contribuem para a incerteza em uma medicdo, entre as quais: a definicdo
incompleta de um mensurando, amostragem ndo representativa,
homogeneidade da amostra, estabilidade da solucdo, pesagem, efeitos de matriz
e interferéncias, equipamentos volumétricos, erro de tendéncia pessoal na
medicdo de instrumentos analdgicos, resolucdo finita do instrumento, entre
outros (INMETRO, 2011; EURACHEM, 2002).

As etapas necessarias para o calculo da incerteza de medicao segundo o
ISO GUM séo:

(i) especificar o mensurando: especificagdo do mensurando para 0 método
analitico e uma descricdo completa dos diferentes estadgios do método analitico

pela equacdo do mensurando;
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(i) identificar todas as fontes de incerteza possiveis para cada variavel utilizada.
Para isso pode ser feita a utilizacdo do diagrama de causa e efeito;

(i) definir as incertezas das grandezas de entrada (Incertezas Padrao) — definir
os tipos de incertezas A e B, do seguinte modo:

- Incerteza tipo A: 0 método de avaliacdo consiste na analise estatistica de uma
série de observacgdes e a incerteza pode ser caracterizada pelos desvios-padréo
experimentais (JCGM 200:2012; JCGM 100:2008). Logo, a dispersdo em torno
do valor médio pode ser expressa pela Equacdo (34) (INMETRO, 2003;
EURACHEM, 2012):

(34)

H
Sl

Onde:

ugz : Incerteza padréo da estimativa do valor médio.

S: Desvio padrao calculado.

v/n: Raiz quadrada do nimero de duplicatas (n).

Como geralmente o numero de duplicatas é reduzido, utiliza-se o
coeficiente t-Student que leva em conta o fato de a amostragem ser pequena e
permite a estimagdo da incerteza tipo A, mesmo para baixos valores de n
(INMETRO, 2003).

Assim para um determinado nivel de confianca, a incerteza de medicao

tipo A (us) é dada pela Equacéo (35):

5
Uy = tv—{,_ﬂ (35)

Incerteza tipo B: é obtida por outros meios que n&o a analise estatistica de
uma série de observagBes. Pode ser caracterizada pelos desvios-padréo
estimada por distribuicbes de probabilidades assumidas, baseadas na
experiéncia ou sdo determinadas a partir de informacdes acessérias e externas
ao processo de medicdo. Este conjunto de informac8es inclui: dados do
fabricante, dados fornecidos em certificados de calibracdo e outros certificados,
incertezas atribuidas a dados de referéncia extraidos de manuais etc.
(INMETRO, 2003).
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Pode-se citar como exemplo de incerteza tipo B a extraida de um

certificado de calibracéo, dada pela Equagéo (36).

'U':n'eci arada)

Us =

B i (36)
Onde:
ug: Incerteza padrao do tipo B;
Uedarada): INCerteza expandida obtida a partir do certificado e;
k: Fator de abrangéncia, que depende do nivel de confianca.

Tanto na incerteza tipo A quanto na do tipo B, a incerteza padrdo é a
incerteza de uma medicdo expressa como um desvio padrdo, devendo-se
expressar todas as componentes de incerteza correspondentes a um desvio
padrdo. No entanto na incerteza tipo B assumindo que cada grandeza de
entrada (resultado) tem uma distribuicdo e um intervalo de confianga, a incerteza
deve ser calculada com base nas distribuicbes de probabilidade (normal,
retangular, triangular) correspondente a um nivel de confianga declarado. A

Tabela 3 apresenta os divisores para algumas distribuicdes de probabilidade.

Tabela 3: Divisores para algumas distribuicbes de probabilidade

Distribuicédo Divisor
Normal K (~2)
(Certificado de calibragao)
Retangular V3
Triangular \6

(iv) calcular da incerteza padrdo combinada: expressar todas as incertezas
quantificadas em termos de desvio padrdo e combina-las segundo as regras de

operacdo de variancias. Os efeitos aleatdrios de cada fonte de incerteza devem
ser considerados para compor a chamada incerteza padrdo combinada. Para
gue a estimativa da incerteza padrédo combinada seja efetuada de forma correta,
assume-se a independéncia entre essas fontes de modo a se usar a forma mais
simples da lei da propagacao da incerteza (soma quadrética das contribuicdes)

como indicado na Equacéo (37).
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i

dv 2 5
= ) () -

i=1

Onde:
.. Incerteza padrdo combinada;

dy
dxi

. Coeficiente de sensibilidade de cada fonte (coeficiente estes utilizados para

transformar grandezas de entrada em incerteza, uniformizando as unidades das
grandezas de entrada de modo permitir que estas possam ser combinadas ao
final do processo);

uz. Incerteza padréo associada a cada uma das fontes.

(v) avaliacdo dos graus de liberdade efetivos (Ves): utilizando a distribuicao “t-
Student”. Quando as incertezas padrao de varias fontes de incertezas séo
consideradas para estimar a incerteza padrdo combinada, o nimero de graus de
liberdade resultante da incerteza combinada deve ser estimado a partir de
informagdes da cada fonte de incerteza. Logo o numero de graus de liberdade

efetivos € o nimero de graus de liberdade associado a incerteza padrdo

combinada. Este € obtido a partir da equacdo de Welch-Satterthwaite (Equacao
(38)):
u; (v)

Vs =
T ey u () (38)

i=1
7

Onde:

Vgrs. NUMero de graus de liberdade efetivos associado a incerteza padréo

combinada,

Uz incerteza combinada, u; é a incerteza padrdo associada a i-ésima fonte de

incerteza,

v;: n° de graus de liberdade associado a i-ésima fonte de incerteza,

N: n° total de fontes de incertezas analisadas.
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(vi) determinar a incerteza expandida, a partir da multiplicacdo da incerteza

padrdo combinada u.(y) por um fator de abrangéncia k, conforme a Equagio

(39).
U= kwpuc(}’} (39)

O fator de abrangéncia k deve ser sempre declarado. Quando se tem um
namero elevado de medicdes utiliza-se como regra geral k=2 para expressar a
incerteza expandida. Desse modo, a incerteza expandida corresponde a uma
probabilidade de abrangéncia de 95,45% (considerando distribuicdo normal), por
se tratar de carater amostral. O fator “k” se relaciona diretamente com o grau de
probabilidade de acerto do calculo da incerteza. O valor do fator de abrangéncia
k deve levar em conta, além do nivel de confianca desejado, o nUmero de graus
de liberdade efetivos associados ao caso para o intervalo y-U a y+U. Em geral o
valor de k se encontra entre 2 e 3, porém em aplicagbes especiais pode assumir
outros valores. A Tabela 4 relaciona o fator de abrangéncia k a um nivel de

confianga, assumindo-se uma distribuicdo normal (JCGM 100:2008).

Tabela 4: Relagdo entre o nivel de confianga e o fator de abrangéncia em uma
distribuicdo normal.

Nivel de confianga (%) Fator de abrangéncia (k)
68,27 1,000
90,00 1,645
95,00 1,960
95,45 2,000
99,00 2,576
99,73 3,000

O resultado de uma medicao pode ser expresso conforme Equacéao (40):

Este resultado pode ser interpretado como a melhor estimativa do valor
atribuivel ao mensurando Y é y,equey-U ay + U é o intervalo com o qual se
espera abranger uma extensa fracdo da distribuicdo de valores que podem ser
razoavelmente atribuidos a Y (JCGM 100:2008). Este intervalo pode ser definido

comoy—-U<Y<y+U.
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2.6.
Estudos de homogeneidade e de estabilidade

Em teoria, um material é perfeitamente homogéneo em relacdo a uma
determinada propriedade, se ndo existir qualquer diferenca significativa entre os
valores desta propriedade nas diferentes partes do material. No entanto, na
pratica, um material € considerado homogéneo em relacdo a uma determinada
propriedade, se a diferenca entre os valores desta propriedade entre as
diferentes por¢cbes do material € desprezivel se comparada com uma das
componentes de incerteza do material como um todo. Se a matriz em questéo é
uma solucdo ou um material aparentemente puro, o estudo de homogeneidade é
necessario para comprovar a homogeneidade e para detectar possiveis falhas
no processo de preparacdo. Mas se a matriz em questdo for heterogénea, o
estudo de homogeneidade €é necessario para estimar o grau de nao-
homogeneidade (CUNHA, 2007).

A I1SO Guide 35: 2008 néo estabelece um nimero minimo de amostras (no
caso do pool de formulagbes farmacéuticas) para um estudo de homogeneidade.
O guia recomenda que este numero seja entre 10 e 30, mas ndo menor do que
10. No entanto, a norma também ressalta que o nimero de amostras escolhidas
para o estudo de homogeneidade depende do tamanho de lote, devendo ser
representativo de todo o lote, considerando a abordagem estatistica a ser
utilizada.

O tratamento estatistico adotado foi o de comparacdo de médias, teste t-
Student, avaliando as amostras individualmente e em um pool, neste caso de
amostras de formula¢des farmacéuticas.

Assim como a avaliacdo de homogeneidade, o estudo de estabilidade é de
extrema importancia e tem como objetivo determinar o grau de instabilidade de
um material candidato a ser um material de referéncia ou confirmar a
estabilidade de um material a ser analisado (ISO GUIDE 35:2008). Mesmo um
material considerado estavel pode apresentar instabilidade para uma ou mais
propriedades. Os estudos de estabilidades podem ser de curta e longa duracao,
também conhecidos como isécrono e classico, respectivamente.

O tratamento estatistico utilizado foi o de ANOVA, avaliando num intervalo

de horas e dias a solucao do ciclofenil apds tratamento UV.
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3
Materiais e métodos

Neste capitulo é apresentada a metodologia utlizada para o
desenvolvimento de um método analitico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, utilizando detector de fluorescéncia, para quantificacdo do ciclofenil de
forma indireta apos derivacao fotoquimica.

3.1.
Reagentes

Para a preparacdo das solucdes estoque dos padrdes do analito e das
amostras medicamento foi utilizado metanol grau HPLC (Tedia, Brasil) e agua
ultrapura (resistividade de 18,2 MQ cm) obtida de um purificador Milli-Q
(Millipore, EUA). O ciclofenil utilizado foi adquirido da Sigma-Aldrich (EUA). Para
os testes de dosagem foi usado o medicamento Menopax® (200 mg por
comprimido), para administragéo oral (Aché, Brasil).

Tetraborato de sédio, acido nitrico e hidroxido de s6dio forma adquiridos

da Merck (Darmstadt, Alemanha).

3.2.
Materiais descartaveis e vidraria

Os filtros de seringas utilizados para filtrar as amostras (17 mm de
diametro e 0,45 um de didmetro do poro) foram adquiridos da National Scientific
Company (Reino Unido). Para filtragdo dos solventes, aquoso e organico, foram
utilizados filtros de membranas, tamanho de poro de 0,22 um e de 47 mm de
didmetro, adquiridos da Fiber filter/Tokyo Soshi Kaisha Ltda (Jap&o).

Os tubos de quartzo (1,9 cm de didmetro e 13,7 cm de altura) foram feitos
sob medida pela empresa (Qualyta, Brasil). Seringas descartaveis de 3 mL (Med
Inject, Brasil) foram usadas conectadas aos filtros de seringa para a filtragem
das amostras e conectadas a agulhas de aco inox sem ponta para injecéo
manual no cromatégrafo.

Balbes volumétricos de 10 mL foram calibrados no laboratério integrante

da Rede Brasileira de Calibracdo (RBC), no caso o Laboratorio de
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caracterizacdo de fluidos (LCF/PUC-Rio). Os certificados encontram-se em

anexo (anexo ).

3.3.
Instrumentacao

3.3.1.
Reator Fotoquimico

A equipe do laboratério LEEA-PUC-RIO desenvolveu e construiu um
protétipo de reator fotoquimico UV-vis com a finalidade de realizar reacdes de
fotoderivacao quimica. O reator € composto de seis lampadas germicidas de
vapor de mercurio (6 W cada) com linhas emitidas nos intervalos de
comprimento de onda entre 296-313 nm, uma mesa de notebook com ventilador
(Nylon, China) de 3010 RPM e fluxo de ar de 38,6 CFM (pés cubicos de ar por
minuto por pé quadrado, unidade americana fora do Sl, e 3,84 W), 6 reatores de
9 Watts (ECP, Brasil) (cada um com suporte para 1 lampada fluorescente), O
sistema foi montado em uma secc¢do de tubo de PVC de 0,22 m de diametro
interno, 0,30 m de largura (Figura 10).

A mesa com ventilador foi colocada em um dos extremos do tubo (fundo
do reator) para um melhor resfriamento do sistema (ver Figura 10B para a
visualizagdo do sentido do fluxo de ar), evitando assim grande variagdo de
temperatura das amostras causada pelo aquecimento natural das lampadas.
Para controlar a exposi¢do das amostras ao UV, as lampadas foram ligadas em
pares (como mostrado na Figura 10 C, D e E), podendo cada par ser ligado
independentemente um do outro, como mostra o diagrama do circuito elétrico do
reator (Figura 10A). As solugdes, por causa do fluxo de ar dentro do sistema,

saiam do reator com a temperatura em torno de 20 °C.
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<30
<= n
=

Figura 10: Esquema e foto do reator fotoquimico: (A) diagrama do circuito elétrico do
reator onde R € reator de 9 W e L1 - L6 sdo as lampadas germicidas; (B) diagrama do
fotoreator j& montado onde: (1) sdo os tubos de quartzo que contém as amostras, (2)
lampadas germicidas, (3) extrator de ar (mesa com ventilador de notebook), (4) sentido
de fluxo do ar (entrada de ar ao foto reator), (5) tubo de PVC de 0,22 m de diametro
interno x 0,30 m, (6) tampa do fotoreator (que tem um anteparo para evitar a saida de luz
UV do fotoreator); (C) interior do fotoreator com duas lampadas ligadas; (D) interior do
fotoreator com quatro lampadas ligadas e (E) interior do fotoreator com seis lampadas
ligadas.

3.3.2.
Cromatégrafo em fase liquida de alta eficiéncia

O cromatégrafo em fase liquida de alta eficiéncia (Waters modelo Breeze
1525, EUA) utilizado nessa pesquisa (Figura 11) contém uma bomba binaria, um
forno, e um detector de fluorescéncia multicanal. O software de controle é da
Waters (Breeze system). A bomba binaria de alta presséo permite variagdo da
vazdo de fase movel de até 10 mL min™. O forno utilizado permite ajustar a
temperatura da coluna entre 20 a 60°C. O detector de fluorescéncia (Waters,
modelo 2475) opera com até dois canais para monitorar a fluorescéncia. A
excitagdo é feita com lampada de xendnio. O monocromador pode ser ajustado
na faixa entre 200 e 900 mn. O sistema de injecdo foi manual (Reodyne) com
loop de 20 pL.

Para a separacao utilizou-se uma Coluna C18 Xterra de base polimérica
(Waters) de 4,6 mm de diametro interno, 5 um de didmetro médio da particula e

150 mm comprimento.
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Figura 11: Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (Waters 1525) com (a) detector de
fluorescéncia modelo 2475, (b) bomba binaria de alta presséo, (c) forno, (d) foto interna
das bombas binarias de alta presséo e (e) foto interna do forno.

3.3.3.
Equipamentos auxiliares

O banho ultrassénico (modelo USB 214, CTA do Brasil) foi utilizado para
auxiliar na homogeneizacdo das amostras e para eliminacao de gas dissolvido
da fase moével. A balanca analitica (modelo AUW220D, Shimadzu, Japao) de
cinco casas decimais foi calibrada por um laboratério integrante da Rede
Brasileira de Calibragdo — RBC (SJS Servigcos LTDA). O certificado de calibracdo
encontra-se em anexo (anexo Il). O pHmetro (Tecnopon MPA 210) utilizado
possui um eletrodo combinado de vidro cuja referéncia interna é um eletrodo de
Ag/AgCl.

As micropipetas usadas foram de volume ajustavel (faixas entre 0,20 e 100
pL e de 100 e 1000 pL) da marca HT, calibradas por um laboratério integrante da
Rede Brasileira de Calibracio — RBC (LCF/PUC-Rio) e os -certificados

encontram-se em anexo (anexos llI).
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3.4.
Procedimento

3.4.1.
Lavagem do material

O material usado foi lavado primeiramente com agua da torneira, em
seguida com agua destilada e por altimo, o material foi imerso em solucao de
acido nitrico 10% por 24 h. Depois desse tempo o material foi enxaguado com
agua destilada e posteriormente com agua ultrapura. Quando necessario, um

detergente (Extran®, Merck) foi usado.

3.4.2.
Preparo do padréo do analito e das amostras de medicamentos

O tampéo borato foi preparado a partir de uma solucédo de tetraborato de
sédio 10,0 x 10 mol L™. O valor do pH da solucéo foi ajustado para 10,0 com
adicdo de uma solucdo 0,01 mol L™de hidréxido de sodio.

Preparou-se a solucdo estoque de ciclofenil de 5,0 x 10* mol L* em
metanol. As solucbes padrbes foram preparadas por diluicAo sequencial da
solucdo estoque com uma mistura de metanol/tampédo borato (pH 10,0) cuja
propor¢cdo é 60/40% v/v. A curva analitica foi preparada transferindo pequenas
aliquotas da solugéo estoque em baldes volumétricos de 10,0 mL. Da mesma
forma, uma mistura de metanol/tampao borato foi utilizada para ajustar o volume
do baldo, obedecendo a proporc¢éao final de 60/40% vi/v.

As solucdes das amostras de medicamento (Menopax) foram feitas com a
maceragdo de um conjunto de comprimidos. A fim de se tornar mais significativo,
sete comprimidos foram colocados em um gral de porcelana e triturados com
auxilio de um pistilo. Depois, uma massa conhecida (0,00291 g) foi dissolvida em
metanol. A solucdo permaneceu no ultrassom por 5 min para forcar a dissolucéo
completa do farmaco. Ajustou-se a um volume de 50 mL. A solugéo foi filtrada
com auxilio de um filtro de seringa e filtro de 0,45 um. Desta solucdo foram
transferidas aliquotas para baldes volumétricos de 10,00 mL e diluidas com a
mistura de metanol/tampéo borato (pH 10) 60/40% (v/v) para a concentracdo

desejada.
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3.4.3.
Tratamento fotoquimico

As solugbes de padréo ciclofenil e de medicamento, preparados em
tampéo borato (pH 10), foram colocadas em tubo de quartzo e expostas a
radiacdo UV, no reator fotoquimico como mostra na Figura 12, em geral por um
intervalo de tempo de 15 min. Depois de retirada a solucdo do reator (Figura 13),

as mesmas foram guardadas no escuro até serem injetadas no cromatdgrafo.

Figura 12: Amostras do ciclofenil no reator fotoquimico, (A) foto do reator ligado com as
amostras, (B) foto do reator desligado com as amostras apds 15 min.

Figura 13: Amostras de ciclofenil apds exposi¢cao ao UV por 15 min.

3.4.4.
Quantificacdo indireta do ciclofenil

As medicbes foram feitas utilizando cromatédgrafo de fase mével liquida de

alta eficiéncia com detector de fluorescéncia e com coluna C18. A fase moével
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consistiu em uma mistura de metanol/tampéo borato 60/40% v/v. A eluicédo foi
isocratica (composigdo constante de fase moével) com a temperatura do forno
constante (35 'C). A vaz&o de fase mével foi 1 mL min™ e volume de injecdo de
amostra foi 20 pL. Durante a otimizagdo do método, a fluorescéncia foi
acompanhada em dois canais simultaneamente cujos pares de comprimentos de
onda foram 278/308 nm para a deteccdo simultdnea de todos os fotoderivados
do ciclofenil e 308/340 nm para o ciclofenil. Na determinagéo indireta do ciclofenil
pela medigéo de sinal do fotoproduto Ill, a fluorescéncia foi medida em 328/374
nm que correspondem aos comprimentos de onda méaximo das bandas de

excitacdo e de emissao desse fotoderivado.
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4
Resultados e discussao

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no
desenvolvimento e validacdo do método cromatografico para a determinagéo de
ciclofenil apos derivagéo fotoquimica.

4.1.
Desenvolvimento e otimizacdo das condi¢cfes cromatogréficas

O desenvolvimento e a otimizacdo dos parametros da cromatografia
liquida visaram primeiramente o isolamento do ciclofenil original dos seus
fotoderivados com o intuito de se obter um pico para a espécie fotoderivada mais
estavel e, com isso, se gerar condicbes mais robustas para a determinacao
indireta do analito. O procedimento de separacdo também visou proporcionar
(em aplicagbes futuras) condi¢des para a determinacdo de residuos de ciclofenil
em fluidos biolégicos, ja que a separacdo cromatogréfica eliminaria os problemas
de interferéncia espectral encontrados por Pacheco et al. (2008) quando da
aplicacdo do meétodo espectrofluorimétrico, usando derivacdo fotoquimica, na

determinagéo indireta de ciclofenil em urina.

4.1.1.
Testes de solubilidade

O ciclofenil € um composto de baixa polaridade e possui maior solubilidade
em solventes menos polares que a agua. Dessa forma, a escolha do sistema de
solventes € crucial na etapa de preparacdo da amostra e na separacao
cromatografica ja que este deve ser compativel com a fase mével escolhida.
Inicialmente tomaram-se como referéncia os trabalhos de Pacheco et al. (2005,
2008). Nesses dois trabalhos, a derivacdo fotoquimica atingiu os melhores
rendimentos em tamp&o Britton Robson (pH 10,8; 40 x 10° mol L™). Como esse
pH é muito elevado para as condi¢cdes do sistema cromatografico utilizado,
decidiu-se por alterar o tampdo a fim de poupar, em especial, a coluna
cromatogréfica. O tampao escolhido foi o borato, que é um sistema de tampao

que cobre a faixa de pH entre 9 e 10. A concentracao do tampao foi reduzida de
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40 x 10° mol L™? (indicado em Pacheco et al., 2008) para 10 x 10 mol L™, de
forma a se minimizar a chance de precipitacdo de cristais de sal no sistema
cromatogréfico.

Nos testes de solubilidade iniciais foram usadas as seguintes propor¢coes
de metanol/tamp&o borato (pH 10, 10 x 10 mol L™): 10/90%, 20/80%, 30/70%,
40/60%, 50/50%, 60/40%, 70/30%, 80/20% v/v. A concentracdo de cilcofenil
utilizada foi de 5,0 x 10®* mol L. Observou-se que o ciclofenil somente se
solubilizou totalmente nos sistemas que continham mais de 40% de metanol.
Optou-se entdo por trabalhar em 60% de metanol para garantir um excesso de

seguranca de modo a manter o analito em solucéo.

4.1.2.
Estudo da composicdo da fase moével

Para a otimizacdo da composi¢do da fase movel utilizou-se solugdes de
ciclofenil de concentragéo igual 5,0 x 10”° mol L™ que foram expostas ao UV por
20 min. Com esse tempo de exposi¢do ao UV, se observam sinais significativos
dos fotoderivados do ciclofenil no par de comprimentos de onda de
excitacdo/emissdo de 278/308 nm. Por outro lado nesse par de comprimentos de
onda nao se consegue observar o sinal original do ciclofenil. Vale salientar que
Pacheco et al. (2008) mostrou que quando submetido a exposicdo ao UV o
ciclofenil gerou dois fotoderivados.

Nos cromatogramas obtidos no presente trabalho, foram detectados a
fluorescéncia de trés aqui denominados de fotoderivado |, fotoderivado Il e
fotoderivado IIl (Figura 14). Este fato nos permite, a principio, dizer que o
mecanismo proposto por Pacheco et al. (2008) esta incompleto, jA que a
presenca de um dos fotoderivados foi ignorada. A ndo detecc¢éo do fotoderivado |
foi provavelmente devido ao fato deste se degradar rapidamente com a
exposicao ao UV (ver mais adiante no subitem 4.1.3), ndo sendo detectado apés
30 min de irradiacdo. Por outro lado, as condi¢cGes de derivacao fotoquimica e/ou
de monitoramento utilizada por Pacheco et al. (2008) poderiam ter influenciado
no resultado, minimizando a producéo do fotoderivado | ou ndo permitindo a sua
deteccdo. Podem-se citar algumas condi¢ces que Pacheco utilizou e que diferem
das estabelecidas para o presente trabalho: (i) uso de outro reator UV com uma
camera interna maior e por isso com diferentes condi¢bes de irradiancia, (ii)

temperatura interna do reator maior (60°C), (iii) o par de comprimentos de onda
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de excitagdo/emissdo de monitoramento foi 290/410 nm, (iv) tempo de exposicao
mais longo (2 h) e (v) valor do pH da solugéo reacional maior o que 10.

Nos cromatogramas obtidos, em algumas ocasifes, pequenos picos
também sdo observados em tempos de retencdo variados, porém a presenca
destes foi atribuida a impurezas ou outros produtos de degradacdo que se
formam em quantidades insignificantes ao longo do processo. Como essa etapa
de otimizacéo foi realizada com o medicamento contendo ciclofenil (de modo a
se poupar o padrdo para a validagdo) acreditou-se que varios dos pequenos
picos sé@o advindos de impurezas.

O estudo para definir a propor¢éo ideal do metanol na fase mével contendo
o tamp4&o borato (pH 10; 10 x 10 mol L™?) foi feito de modo univariado, avaliando
o efeito do aumento da proporcdo de metanol (entre 60 e 70%). Em proporgdes
entre 60 e 70% de metanol, se observou a separacdo dos picos dos
fotoderivados do ciclofenil em zonas distintas, como mostrado na Figura 14. Para
continuidade dos testes optou-se por utilizar a proporcdo de 60% de metanol
onde se tem a melhor separagcdo (de linha base) entre os trés picos. Vale
salientar que os picos dos derivados do ciclofenil apresentam uma frente que
aparenta ser de espécies ainda nao resolvidas. Esse efeito pode também ser
advindo de condicdes de separagdo ainda ndo completamente ajustadas e que
afetam as condi¢Bes de particdo dessas espécies entre a fase moével e a fase
estacionaria ou causada por pequenos defeitos na fase estacionaria que
possibilitam uma fracdo eluida em tempo um pouco mais curto que a da zona
principal. Independentemente disso, o pico do fotoderivado Il (o produto final da
derivacao, como se mostrara adiante) aparece bem resolvido e simétrico. Como
esse pico foi o escolhido para a determinacdo indireta do ciclofenil apés
derivacao fotoquimica, o bom perfil deste é o que importou no trabalho.

A ordem de eluicédo dos fotoderivados do ciclofenil apds exposi¢cdo ao UV
seguiu a ordem esperada, segundo as estruturas propostas por Pacheco et al.
2008, iniciando pelo fotoderivado Ill, a espécie mais polar e por isso a que tem
menor tempo de retencdo, seguido pelo fotoderivado I, que € menos polar. O
fotoderivado |, a espécie que tem o maior tempo de retencéo e ndo identificada
no trabalho citado, seria a menos polar. Essa ordem de eluicdo é mais um
resultado experimental que corrobora, em parte, a proposta de Pacheco et al.

(2008) para as estruturas e mecanismo de formacéo dos fotoderivados.
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Figura 14: Cromatogramas de uma solugdo 5 x 10° mol L™ de ciclofenil usando
proporcdes de metanol/tampao borato (pH 10; 10 x 10 mol L™) v/v na fase mével iguais
a: (a) 70%/30%; (b) 67%/33%, (c) 65%/35%, (d) 62%/38%, () 60%/40%.

Para o estudo da concentracdo do tampéao borato (pH 10) se testou duas
concentragdes, 10 x10° mol L* e 5 x10® mol L™, com um incremento de area
quando a concentracdo do tampao foi a maior (Figura 15). Observou-se que para
a menor concentracdo de tampdao, os tempos de retengcédo dos fotoderivados do
ciclofenil aumentaram e as areas desses picos diminuiram em torno de 30% em
relacdo ao observado com o uso da concentragdo de 10 x 10° mol L* de
tampdo. Além disso, houve um aumento do ruido na linha de base do
cromatograma. Dessa forma, optou-se para continuidade dos experimentos com
a concentracdo do tampao igual a 10 x 10° mol L™.

A fim de se definir o melhor pH da fase mével para se realizar a andlise
das amostras contendo ciclofenil, testou-se solucdes do tamp&o borato (10 x10°
mol L") na faixa entre 9 e 11. Os resultados indicaram que o sinal de
fluorescéncia do fotoderivado 11l (Figura 16) foi mais elevado em pH 10,5 o que
condiz com os resultados dos estudos realizados por Pacheco et al. (2008), que
definiu como pH ideal o valor de 10,8. No caso de Pacheco et al., o valor de pH
10,8 permitiu um melhor sinal para determinacdo espectrofluorimétrica do
ciclofenil (o sinal naquele caso foi a da banda que continha contribuicdes de

fluorescéncia de todos os fotoderivados). O valor de pH escolhido para o


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1021738/CC


PUC-RiIo - Certificacéo Digital N° 1021738/CC

Capitulo 4: Resultados e discusséo 78

presente trabalho foi 10, porque se encontra na faixa de trabalho Gtil do tampéao
borato (7,8 a 10,2) e est& abaixo do limite recomendado de compatibilidade com

a coluna cromatogréfica (C18 XTerra), cujo limite maximo de pH é 11.
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Figura 15: Cormatograma de solucdo de ciclofenil de 5 x 10 mol L™ (a) tampéo de 5 x
10 mol L, (b) tampao de 10 x 10 mol L.
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Figura 16: Efeito do valor do pH do tampao no sinal de fluorescéncia do fotoderivado I
do ciclofenil (originalmente na concentracdo de 5 x 10° mol L™). Fase mével contendo
metanol/tampao borato 10 x 10 mol L™ 60/40% v/v.
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4.1.3.
Otimizacdo da derivagao fotoquimica

Como mencionado, o sistema de solventes escolhido para a preparacéo da
solucdo para derivacao fotoquimica do analito foi o metanol/tampao borato (pH
10; 10 x 10° mol L™ 60/40% v/v), cuja composicdo é a mesma da fase movel
utilizada na separacao. Tal escolha foi feita para facilitar a compatibilidade entre
a solugcdo de amostra e fase moével.

O primeiro estudo foi o da eficiéncia de reacdo em funcdo da variagao do
namero de lampadas (duas, quatro e seis lampadas) utilizadas no processo de
derivacdo fotoquimica (20 min) do ciclofenil (5 x 10° mol L™"). Conforme os
resultados obtidos, a maior eficiéncia foi obtida com seis lampadas, como
mostrado na Figura 17. Vale ressaltar que o uso do sistema de ventilagdo
permitiu que as temperaturas de reagdo em todos os casos fosse a mesma (em
torno de 20°C) independentemente do nimero de lampadas ligadas, o que
minimizou a influéncia da variagdo de temperatura nesse estudo comparativo.

Para avaliar o perfil temporal de formagéo dos fotoprodutos do ciclofenil,
uma solucdo do analito, de concentracdo de 5 x 10" mol L™, foi exposta ao UV
no reator. Aliquotas da solugéo foram retiradas a cada 5 min de exposi¢éo ao UV
até o tempo maximo de 90 min. Depois de retiradas, cada aliquota foi mantida no
escuro por 10 min antes de ser injetada no cromatdgrafo. O perfil de intensidade
dos sinais de fluorescéncia dos derivados do ciclofenil em funcdo do tempo de
exposi¢cao ao UV pode ser observado na Figura 18. Comparando os trés perfis,
observa-se que tanto o fotoderivado | quanto o fotoderivado Il do ciclofenil sdo
formados imediatamente apds a solugdo ser exposta ao UV. No entanto, seus
sinais de fluorescéncia diminuem rapidamente com o tempo de exposi¢cdo com a
consequente formacdo do fotoderivado Ill, que por sua vez, possui um perfil
temporal mais longo, fotodegradando-se lentamente, ao contrario dos dois outros
fotoderivados, cujos sinais desaparecem completamente apds 30 min no reator.
Com 30 min de exposicao ao UV, tem-se o sinal maximo do fotoderivado lII.
Com tempos de exposicdo maiores que 30 min, o sinal do fotoderivado Il
comeca a diminuir lentamente indicando degradacdo do mesmo com formacéo
de espécies nao fluorescentes nos pares de excitagcdo/emissao escolhidos para
0 monitoramento. Essa queda gradativa de sinal indica também certa
estabilidade para o fotoderivado Il quando irradiado no intervalo entre 20 e 30

min. Os resultados desses experimentos indicaram a escolha logica do
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fotoderivado Il (mais estavel) para se realizar a quantificacdo indireta de

ciclofenil.

Sinal do detector de fluorescéncia (mV)
g

N
AWA

VY \N\e——_(a)-

( )(b)
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Y™ IR B
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Figura 17: (a) Amostra exposta a radiacdo de 6 lampadas UV, (b) amostra exposta a
radiacdo de 4 lampadas UV, (c) amostra exposta a radiagdo de 2 lampadas UV, (d)
ensaio em branco por um tem de 25 min.
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Figura 18: Fluorescéncia medida no HPLC-FL em area de pico para os derivados do
ciclofenil em funcdo do tempo de exposicdo ao UV: (a) fotoderivado I, (b) fotoderivado Il
e (c) fotoderivado lll. Condig8es analiticas experimentais utilizadas: solugdo de ciclofenil
5x10° mol L™* em metanol/tamp&o borato (pH 10, 10 x 10 mol L"l) 60/40% v/v, Loop de
20 pL.

O comportamento dos sinais de fluorescéncia dos derivados em funcdo do
tempo de exposicdo ao UV indicou que o mecanismo proposto por Pacheco et.
al. (2008) esta incompleto e contempla apenas a formagéo do fotoderivado Il e
fotoderivado II, no entanto, o experimento mostrou que a sequéncia de formagéo
dos fotoderivados segue a logica indicada no trabalho em questédo. Vale ainda
lembrar que as condi¢cfes usadas no presente estudo séo distintas das utilizadas
por Pacheco et al. (2008), o que pode explicar quaisquer diferencas nos

resultados..
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Na Figura 19 sdo mostrados os cromatogramas das solu¢des de ciclofenil
injetadas no cromatdgrafo apds exposicdo ao UV em tempos que variaram entre
0 e 40 min. Os picos dos fotoderivados do ciclofenil estdo resolvidos (resolucdo
de linha base) e seus tempos de retencdo séo de 2,5 min para o fotoderivado lll;
3,8 min para o fotoderivado Il e 6,8 min para o fotoderivado I.

Com 30 min de exposi¢do ao UV, como ja relatado anteriormente, verifica-
se total eliminag&o dos picos do fotoderivado | e do fotoderivado Il com o pico do
fotoderivado Il aparecendo no seu tempo de retengdo caracteristico (Figura 19
cromatograma b).

A fim de se avaliar a eficiéncia da separacdo cromatografica, considerando
gue fez uso de uma coluna de 15 cm na determinacdo dos fotoderivados do
ciclofenil e de acordo com os dados obtidos nos cromatogramas, calcularam-se
0s parametros cromatograficos e os resultados em relacdo ao fotoderivado Il se
mostraram bastantes satisfatorios com simetria de 0,9 e resolugéo igual a 2,2
(fotoderivado Il — fotoderivado 11l) com nimero de pratos teéricos de 4,7 x 10% e

altura de prato de 3,1 x 102 cm.
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Figura 19: Cromatogramas de uma solucéo de ciclofenil de 5 x 10®° mol L irradiada com
UV por: (a) tempo de 40 min, (b) tempo de 30 min, (c) tempo de 20 min, (d) tempo de 15
min, (e) tempo de 10 min, (f) tempo de 5 min, (g) tempo de 0 min.
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4.1.4.
Otimizacdo dos parametros instrumentais do cromatégrafo

Para a avaliacdo da influéncia da temperatura da coluna, as corridas
cromatogréficas foram realizadas com a temperatura do forno ajustada na faixa
entre 25°C e 40°C. A temperatura na coluna tem um efeito direto nos tempos de
retencdo dos cromatogramas, pois a viscosidade do solvente diminui e a particdo
do analito entre a fase estacionaria e a fase moével se altera. A temperatura
também tende a afetar o alargamento das zonas cromatogréficas. O resultado do
experimento indicou que na medida em que se aumentou a temperatura do
forno, diminui-se o tempo de retencdo dos picos. Optou-se para continuidade
dos experimentos a temperatura de 35°C, como indicado na Figura 20.
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Figura 20: Cromatogramas de uma solugéo de ciclofenil 5 x 10®° mol L™ irradiada em
metanol/tampé&o borato (10 x 10° mol L™, pH 10) 60/40% v/v e fase mével de mesma
composicao, variando a temperatura do forno em: (a) 40°C, (b) 35°C, (c) 30°C, (d) 25°C.

A eficiéncia da separacéo depende diretamente do tempo de contato entre
a fase movel e a fase estacionaria, e esse contato depende do fluxo da fase
mével. Quanto menor o fluxo, maior sera o contato da fase mével com o
preenchimento da coluna, o que permite que se estabeleca o equilibrio dos

analitos entre as duas fases. Por outro lado, fluxos pequenos de fase moével
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aumentam o tempo da corrida cromatografica e provocam o alargamento das
zonas. Assim, um estudo univariado com corridas cromatograficas isocraticas
com diferentes fluxos de fase moével (0,6; 0,8 e 1,0 mL min™) foi realizado (Figura
21). Os resultados encontrados mostraram que na faixa estudada ndo houve
diferenca significativa nas areas dos picos obtidos para o fotoderivado Ill, porém
houve reducdo do tempo de retencéo deste pico de 3,8 min (com 0,6 mL min™)
para 2,5 min (com 1,0 mL min™). Optou-se para continuidade dos experimentos

o fluxo de 1,0 mL min™.
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Figura 21: Cromatogramas de uma solugéo de ciclofenil 5 x 10° mol L™ irradiada em
metanol/tampao borato (10 x 10° mol L™, pH 10) 60/40% v/v, na temperatura de 35°C e
fase movel de mesma composicéo, variando o fluxo em: (a) 1,0 mL min™, (b) 0,8 mL min’
' (c) 0,6 mL min’™,

4.1.5.
Resumo das condi¢des escolhidas

A otimizacdo de parametros experimentais e instrumentais permitiu a
escolha das condi¢fes ideais para a andlise cromatografica para a determinacéo
do ciclofenil a partir do fotoderivado 1ll). As condi¢ces escolhidas sdo indicadas
na Tabela 5.

Nas melhores condicBes cromatogréficas (Tabela 5) uma solucdo de

concentracdo de 5 x 10®° mol L™ do padrdo do ciclofenil apés exposicdo ao UV
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por 30 min foi injetada no HPLC, demonstrando a determinacdo seletiva do

fotoderivados Il do ciclofenil (Figura 22).

Tabela 5: Resumo das condi¢des 6timas de trabalho para determinagéo de ciclofenil e de

seus derivados por HPLC.

Parametros

Condicdes selecionadas

Concentracdo do tampé&o borato na
fase mével e na solucdo de amostra

10 x 103 mol L*

‘ pH do tampao ‘ 10

‘ Temperatura do forno ‘ 35°C

‘ Tempo de exposi¢do ao UV ‘ 30 min

‘ Volume de injecéo ‘ 20 L

‘ Modo de eluicdo ‘ Isocratico
‘ Tempo total de corrida ‘ 4 min

Composicdo da fase movel e da
solucédo de amostra

Metanol/tampé&o 60/40% v/v

‘ Fluxo fase mével

‘ 1,0 mL min™

‘ Comprimento de onda (exc./em.)

\ 328/374 mn

=2 100=-1

Sinal do detector de fluorescéndia {mV)

2. 80—
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Tempo de retencao (min)

12.D§

Figura 22: Cromatogramas mostrando o pico do fotoderivado 11l isolado, na injecdo das
solugBes de medicamento do ciclofenil (a) e o branco (b), apés 30 min de exposigdo ao
tratamento UV.
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4.2.
Estudo de estabilidade

4.2.1.
Estudo de estabilidade de padréo

A estabilidade da solucéo irradiada de ciclofenil foi avaliada, pois esta
informacédo é importante para se conhecer o tempo maximo que a amostra pode
ser acondicionada antes de ser analisada. Para tal, uma solucdo padréo 5,0 x
10® mol L™ de ciclofenil foi exposta ao UV por 30 min e seu cromatograma obtido
logo apos o tratamento. Em seguida essa solugéo foi acondicionada no escuro e
na geladeira de modo que uma aliquota desta fosse injetada no cromatografo em
periodos definidos ao longo de dez dias. Os resultados (Figura 23) indicaram
gue o sinal analitico do fotoderivado Ill € constante ao longo dos dois primeiros
dias ap6s o tratamento fotoquimico, o que indica a satisfatéria estabilidade do
fotoderivado depois que a exposi¢do ao UV é cessada. Esse resultado garante a
boa qualidade do resultado analitico se as andlises forem realizadas no mesmo

dia em que a derivagéo fotoquimica é feita.
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Figura 23: Estudo da estabilidade do sinal analitico (fluorescéncia em 328/374 nm) do
fotoderivado I obtldo aPos 30 min de exposicdo ao UV de uma solugdo padrdo de
ciclofenil (5, 0x10® mol L™). As solugBes foram armazenadas na geladeira e no escuro.

Outro teste de estabilidade em intervalo de tempo mais curto foi realizado
com o padrdo com 5,0 x 10°° mol L™ de ciclofenil irradiado (30 min de UV). Nesse
caso, o sinal da solucdo foi medida ao longo de 30 h. Em fungdo do curto

periodo de tempo, as solu¢des ndo foram colocadas na geladeira, porém estas
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foram mantidas ao abrigo da luz. Os resultados indicaram que a fluorescéncia do
fotoderivado 1l praticamente ndo mudou ao longo do periodo (Figura 24),
indicando uma boa estabilidade do sistema.
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Figura 24: Estudo da estabilidade do sinal analitico (fluorescéncia em 328/374 nm) do
fotoderivado 11l obtido apés 30 min de exposicdo ao UV de uma solucdo padrdo de
ciclofenil (5,0 x 10°° mol L™). As solugdes foram armazenadas na temperatura ambiente e
ao abrigo da luz.

4.3.
Estudo de homogeneidade dos comprimidos de ciclofenil

Um estudo foi realizado visando a avaliacdo da homogeneidade da
quantidade de ciclofenil presente nos comprimidos do medicamento escolhido
para a realizacdo das analises com o método desenvolvido. Para fazer os
estudos de homogeneidade foram utilizados trés lotes diferentes do
medicamento Menopax adquiridos em drogarias de diferentes bairros do Rio de
Janeiro.

Inicialmente, o estudo foi realizado com 10 comprimidos de cada lote. As
solugbes de amostras (cada comprimido foi uma amostra) foram preparadas de
modo a se ter ciclofenil na concentracdo esperada de 8,0 x 10° mol L™ Os
resultados da Figura 25 mostram que a quantidade de ciclofenil nos comprimidos
de cada um dos lotes € semelhante, indicando a homogeneidade do produto. No
entanto, ao se comparar os trés lotes diferentes, observou-se que um deles
possuiu a metade da quantidade de ciclofenil dos outros dois lotes.

O resultado do teste mostrou que a homogeneidade por lote € garantida e

o procedimento de andlise de pool adotado no trabalho é adequado.
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Figura 25: Estudo da homogeneidade da quantidade de ciclofenil em trés lotes do
medicamento Menopax. Amostras expostas ao UV por 30 mim e fluorescéncia medida
em 328/374 nm (area integrada do pico em tg = 2,5 mim) no HPLC.

O teste de homogeneidade foi repetido com trés novos lotes do
medicamento Menopax denominados A, B e C. Desta vez, oito comprimidos de
cada lote foram macerados e uma aliquota do pé resultante foi usada para a
solubilizacdo do ciclofenil de modo a se obter uma solugdo (concentracdo
estimada em 5,0 x 10® mol L™) para cada comprimido (24 solucBes, oito por
lote). A outra aliquota do p6 (por exemplo, do lote A) foi misturada com aliquotas
de um comprimido do lote B e de um comprimido do lote C de modo a se ter um
pool de trés comprimidos. Aliquotas desses pools de trés comprimidos (total de
oito pools de comprimidos) foram tratadas para a solubilizacdo de ciclofenil.
Apo6s tratamento com UV (30 min) a fluorescéncia de cada comprimido e de cada
pool de trés comprimidos foram medidas. Os resultados se encontram na Tabela
6.
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Tabela 6: Teste de homogeneidade com comprimidos de Menopax de trés lotes distintos.

NO Sinal de fluorescéncia (area de pico em u.a.)
Amostras A B C pool (A+B+C)
1 477 670 546 588
2 763 588 687 592
3 603 687 584 691
4 667 488 678 579
5 613 646 530 565
6 535 598 692 498
7 510 605 538 589
8 510 646 589 602

Um tratamento estatistico de analise de variancia (ANOVA) dos resultados
foi realizado para avaliar o conjunto de dados. Os resultados da analise e 0s
pardmetros estatisticos escolhidos estdo resumidos, respectivamente, na Tabela
7 e na Tabela 8. O valor do parametro Fcacuado (0,335) foi menor que o valor de
Feitco (2,947), indicando que ndo existe diferenca significativa entre os trés
grupos de amostras e, consequentemente, ha uma boa homogeneidade nos trés
lotes adquiridos.

Tabela 7: Parametros estatisticos no estudo de homogeneidade.

Grupo yé]rr%%r"c::;c;tal Soma Média Variancia
Amostra A 8 4678 584,75 9275,64
Amostra B 8 4928 616,00 3910,00
Amostra C 8 4844 605,50 484457
Amostra A+B+C |8 4704 588,00 2790,29

Tabela 8: Resultados da ANOVA para o estudo de homogeneidade com 95% de limite
de confianga.

Fonte da variagéo |SQ ﬁ;brzrlfja dede MQ Feaicuado | Valor-P Feritico
Entre grupos 5236,375 |3 1745,458 | 0,335 0,710 2,947
Dentro dos grupos | 145743,5 |28 5205,125

Total 150979,87 |31
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4.4,
Validacdo do método

A validacdo do método cromatografico desenvolvido foi feita por meio da
obtencdo dos parametros analiticos de desempenho, entre eles: seletividade,
limites de deteccdo e de quantificacdo, faixa de resposta linear, robustez,
preciséo e exatidao.

4.4.1.
Seletividade

Para avaliar a seletividade do método, foram feitos testes, em triplicata
(condicdes da Tabela 5), com solu¢des do padrdo do analito e do medicamento
do ciclofenil na concentracdo de 5 x 10° mol L™ como mostra a Figura 26. As
solucdes foram expostas ao UV por 30 min e injetadas no cromatdgrafo de modo
a se obter tempos de retengcdo e areas caracteristicas. Observa-se pelos
cromatogramas que o0s picos obtidos da solucdo padrdo do analito e do
medicamento de ciclofenil estdo bem resolvidos, com areas e tempos de
retencdo praticamente sobrepostos. Pelo ensaio em branco (b) pode-se
evidenciar a auséncia de interferéncias dos reagentes utilizados na preparagéo

das solucdes e dos excipientes presentes nas formulages farmacéuticas.

::-o- (a)

~ ()

Sinal do detector de fluerescéncia (mVy)
Fotoderivado [lI

— : Bl i ER — - - - = e I———

T —

200 a00 5,00 nog g 12.00 14,00
Tempo de retencdo (min)

Figura 26: Cromatogramas mostrando o pico do fotoderivado Il isolado do ciclofenil: (a)
padrdo do analito (b) medicamento (c) ensaio em branco, apés exposi¢cdo ao UV por 30
min.
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4.4.2.
Limite de deteccao e de quantificacdo do equipamento

A determinacdo do limite de deteccédo (LOD) e do limite de quantificacao
(LOQ) foi feita para o para o fotoderivado 1ll, o escolhido para a quantificagao
indireta de ciclofenil. Nas condi¢gdes experimentais e instrumentais escolhidas
para 0 método, sete injecdes de concentracéo de analito (5 x 107 mol L™) foram
feitas, de modo a gerar 0 menor pico caracteristico, visualmente detectavel cuja
area do pico pode apenas ser integrado manualmente. Os valores de LOD e
LOQ foram entdo calculados conforme Equacdo (25) e Equacdo (26) e os
resultados encontrados foram 6,7 x 10®% e 7,3 x 107" mol L™.

O resultado foi considerado bastante satisfatério ja que o valor de LOD é
compativel com os dos métodos propostos para determinacdo de ciclofenil
usando voltametria e espectrofulorimetria (Pacheco et al. 2005 e 2008) que
foram respectivamente 1,5 x 107 mol L™ (LOD na cela eletroquimica) e de 1,1 x
1078 mol L™ (usando a banda que pode conter a mistura do ciclofenil e de seus

fotoderivados).

4.4.3.
Resposta linear

Para se avaliar o modelo de resposta de sinal analitico em funcdo da
concentracdo de analito, foi construida uma curva analitica na faixa de
concentracdo de ciclofenil entre 7,0 x 107 a 2,0 x 10” mol L. A curva obtida
pode ser visualizada na Figura 27, onde se identifica uma faixa de resposta

linear até a concentracéo de 5 x 10° mol L™ de ciclofenil.

3500 .
3000 *
= 2500 ¢
E
g 2000
E- 1500 ¢
g 1000 *
< 500 ,
0
5 10 15 20 25
concentragdo (mol L1) / 107

Figura 27: Curva analitica do fotoderivado IIl do ciclofenil.
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Seguindo as diretrizes do DOQ-CGCRE-008, 2011 do INMETRO, a
linearidade da resposta analitica do método desenvolvido foi avaliada pelos
valores dos coeficientes de correlacdo linear e pela homogeneidade das
variancias (teste t de Student, teste F de Fischer, e grafico de residuos).

Na Figura 28 sdo mostradas duas curvas analiticas realizadas na faixa que
iniciou no LOQ até 5,0 x 10 mol L™ de ciclofenil. Na Tabela 9 encontram-se 0s
parametros de trés curvas consecutivas realizadas. Os resultados mostram uma

excelente reproducao das medicdes analiticas.

Fluorescéncia (unidades abitrarias)

1 2 3 4 5

concentracdo (mol L) / 10°

Figura 28: Curva analitica do fotoderivado Il do ciclofenil apds tratamento UV (injecdes +
desvio padréo).

Tabela 9: Pardmetros analiticos para avaliagédo da linearidade.

Parametro |[Curval Curva 2 Curva 3

Inclinagdo |5,81 x 10’ 5,69 x 10’ 5,51 x 10’
Intersecdo |[-1,91x10° |-1,94x10° |-2,13x10°
R® 0,996 0,995 0,996

R? i 0,995 0,994 0,995

Ao se avaliar os resultados da Tabela 9, observa-se que o

comportamento linear foi obtido como indicado pelos coeficientes (R? e Rzad,-)
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superiores a 99 %. A adequacao do modelo também foi avaliada pelos testes F e
t de Student que indicaram a linearidade da faixa estudada.

O bom ajuste ao modelo linear foi verificado pela distribuicdo aleatéria no
gréfico dos residuos em torno da média (Figura 29). O ajuste ao modelo linear e
a significancia da regressao foi verificado por meio da ANOVA. A andlise
demonstrou regressoes significativas (p < 0,001) e o ajuste ao modelo linear (p >
0,05), confirmando o comportamento homocedastico.

200
150 -
100
50 -

0

™

00

*

Residuos

-5@,0&0'7 9,5x10° 1,9x10° 42,8x10° 3,7x10° 4,6x107 55x10°
-100 - ¢

-150 -
-200 -

Concentragao (mol L)

Figura 29: Grafico de residuos de todas as inje¢fes na faixa linear da curva analitica
para determinacao do fotoderivado Il do ciclofenil apés 30 min de tratamento UV.

4.4.4.
Robustez

Para avaliar a robustez, em termos de sinal, altera¢cdes na propor¢édo dos
solventes na fase moével, na temperatura do forno e no pH do tampao foram
avaliadas nas faixas indicadas na Tabela 10. De acordo com os resultados
obtidos nenhuma variacdo significativa de sinal foi observada nas condi¢cbes
estabelecidas no experimento o que indicou robustez do método em relacéo a

esses parametros.

Tabela 10: Avaliacdo da robustez dos par@metros experimentais e instrumentais

Parametros Faixa robusta
pH do tampao (10° mol L™) 9-10
Proporcao de metanol na fase movel (%) 60 — 68
Temperatura do forno (°C) 25-40
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445,
Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada por meio de testes de recuperacéo das
andlises de formulagBes farmacéuticas (Menopax). O procedimento para cada
uma das amostras (quatro réplicas) foi feito conforme estabelecido para o
método. Para o calculo da recuperacédo se utilizou a Equacéo (27) e a Equacgéo
(28) (INMETRO, 2011). Os resultados encontrados em quatro concentragdes
distintas de ciclofenil (3,0 x 10®; 6,0 x 10°; 1,2 x 10° e 1,2 x 10 mol L™) foram
satisfatérios, pois as recuperacdes ficaram na faixa entre 95 e 104%.

4.4.6.
Precisdo

A avaliagdo da precisdo foi determinada por meio de estudos da
repetibilidade e da precisdo intermediaria.

4.4.6.1.
Estudo da repetibilidade

A repetibilidade dos resultados foi calculada pelo desvio padrao relativo
(DPR), como descrito na Equacdo (29). A repetibilidade foi avaliada em trés
niveis de concentracdo ao longo da faixa linear de trabalho (em um ponto acima
do LOQ, no ponto médio da curva, e em um ponto na parte superior da curva).
Para cada nivel de concentragdo foram realizadas cinco réplicas auténticas.
Como as medicdes de ciclofenil foram feitas de forma indireta apds tratamento
UV, os experimentos fugiram um pouco as diretrizes para repetibilidade, ja que
neste caso, a posi¢ado dos tubos do reator pode influenciar o resultado. Assim, os
resultados aqui apresentados para repetibilidade foram feitos da seguinte
maneira: injegdes realizadas de uma mesma concentracdo, em um mesmo dia,
em condi¢des experimentais e instrumentais idénticas, exceto a mesma posi¢ao
dentro do reator UV.

Os resultados encontrados mostraram uma boa repetibilidade como indica
os valores de DPR entre 2,0 e 4,0%. Segundo o documento regulatério da
ANVISA, Resolugdo - RE n° 899, de 29 de maio de 2003, ndo se admitem
valores superiores a 5% para o DPR. Por sua vez, os valores de HorRat obtidos
em todos os niveis de concentracao avaliados foram menores do que 1, o que
comparando com os valores da Tabela 11, indica que a metodologia pode ser

considerada repetitiva (Horwitz & Albert, 2006) .
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Tabela 11: avaliacdo da repetibilidade para cada nivel de concentracdo do ciclofenil
segundo HorRat

Concentracdo mol L™ Valor calculado (HorRat)

3,0x10° 0,51
6,0 x 10° 0,47
1,2x10° 0,47
2,5x10° 0,77

4.4.7.
Estudo da precisao intermediéria

A precisao intermediaria foi calculada a partir de experimentos realizados
em quatro dias distintos e consecutivos. Analisou-se a mesma solucdo padrdo
em quatro niveis de concentragdo, sendo que para cada nivel foram realizadas
cinco réplicas.

A partir dos valores de Fcqcuados: POde-se afirmar que ndo ha diferenca
significativa entre as variancias das analises realizadas em dois dias diferentes
(Featculado < Frabelado) para todos os niveis. Comparou-se também a média dos
resultados obtidos (dia 1 em relagdo aos demais dias) a partir do estudo da
precisdo intermediaria com o teste t. Os resultados indicaram ndo haver
diferenca significativa entre as médias das analises realizadas nos quatros dias
consecutivos (tearcuiado < trabelado), €XCELO para o ponto referente a concentracao 1,2
x 10 mol L™, provavelmente, devido a problemas aleat6rios operacionais.

A seguir, as Tabelas (Tabela 12, Tabela 13, Tabela 14 e Tabela 15)
mostram um resumo dos experimentos e o tratamento estatistico (ANOVA)
realizados nos quatro niveis de concentragéo (3,0 x 10°% 6,0 x 10% 1,2 x 10% e
2,5 x 10° mol L™).

Tabela 12: Resumo dos experimentos e o tratamento estatistico (ANOVA) para o ponto
3,0x10° mol L*

Resumo

Grupo Réplicas Soma Média Variancia

Coluna 1 3 9,0x10° 3,0x10° 2,7x10™"

Coluna 2 3 9,1x10° 3,1x10° 6,7 x 10"

Coluna 3 3 9,1x10° 3,0x10° 1,2x10™

Coluna 4 3 9,3x10° 3,1x10° 1,2x10™

ANOVA

Fonte da variacdo  SQ gl MQ F Valor-p F critico
Entre grupos 21x10™ 3 7,1x10™ 0,87 0,50 4,07

Entre dos grupos ~ 6,5x10™ 8 8,2x 10"
Total 8,7x10™ 11
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Tabela 13: Resumo dos experimentos e o tratamento estatistico (ANOVA) para o ponto

6,0 x 10° mol L™

Resumo

Grupo Réplicas Soma Média Variancia

Coluna 1 3 1,8x10° 6,1x10° 1,6x10™

Coluna 2 3 1,8x10° 6,1x10° 1,7x10™

Coluna 3 3 1,8x10° 6,0x10°  6,7x10"

Coluna 4 3 1,8x10° 6,0x10° 51x 10"

ANOVA

Fonte da variacdo  SQ gl MQ F Valor-p F critico
Entre grupos 21x10™ 3 71x10" 0,64 0,61 4,07
Entre dos grupos ~ 8,8x10™* 8 1,1x10™

Total 1,1x10" 11

Tabela 14: Resumo dos experimentos e o tratamento estatistico (ANOVA) para o ponto
1,2 x 10° mol L™ (ANOVA: fator unico).

Resumo

Grupo Réplicas Soma Média Variancia

Coluna 1 3 358x10° 1,3x10° 2,1x10™

Coluna 2 3 3,77x10° 1,3x10° 20x10™"°

Coluna 3 3 3,75x10° 1,2x10° 55x10™"°

ANOVA

Fonte da variacdo  SQ gl MQ F Valor-p F critico
Entre grupos 1,9x10% 2 9,6x10™ 10,15 0,01 5,14
Entre dos grupos ~ 5,7x10™ 6 9,4x 10"

Total 25x10" 8

Tabela 15: Resumo dos experimentos e o tratamento estatistico (ANOVA) para o ponto
2,5 x 10®° mol L™ (ANOVA: fator unico).

Resumo

Grupo Réplicas Soma Média Variancia

Coluna 1 3 75x10° 250x10° 54x10™

Coluna 2 3 74x10° 247x10° 69x10™"

Coluna 3 3 75x10° 2,48x10° 4,0x10"

ANOVA

Fonte da variacdo  SQ gl MQ F Valor-p F critico
Entre grupos 1,6x10% 2 8,2x10™ 0,21 0,81 5,14
Entre dos grupos ~ 2,3x10™ 6 3,8x10™

Total

25x10* 8
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4.5.
Incerteza de medicéo

A incerteza associada ao método desenvolvido foi estimada com as fontes
de incerteza mais relevantes agrupadas em quatro grupos principais: (i) Preparo
de solucgdes criticas, (ii) Repetibilidade, (iii) Precisdo intermediaria (variacao dia),
(iv) Curva analitica. Uma vez estimada a incerteza de cada componente,
calculou-se as incertezas combinada e expandida. A Figura 30 mostra o
diagrama de causa e efeito considerado na indicacdo das fontes das incertezas
mais relevantes para o processo de medicdo para quantificacdo indireta do
ciclofenil por HPLC apos tratamento fotoquimico.

Repetibilidade

Rephcata > Curva analitica
Reator UV —2
Homogeneidade ——> Coeficiente ae b
? (regressdo linear) ?
Determinacao
> de ciclofenil
apos UV por
ReatorUV —— > HPLC

Variacdodia ——> Micropipetas (uL )

Equipamento <—— Baldo volumetrico mL

Estabilidade ———

- e Massade
Precisdo ciclofenil (g)

intermediaria

< Fator diluicdo

Preparo da
solucdes criticas

Figura 30: Diagrama de causa e efeito mostrando as fontes mais relevantes.

Para o calculo da incerteza associada ao preparo de solugdes criticas (us),
os parametros (incertezas) considerados foram: massa do analito, volume do
baldo volumétrico e da micropipeta e o fator de diluicdo. O calculo foi realizado

conforme Equacgéo (41):

o 4'|((U?:)2 )G @
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Onde:
U..z1: aincerteza da micropipeta de 10 - 1000 L,

U,...a incerteza do baldo volumétrico,

Uesy: aincerteza do fator de diluigao,

Usy: aincerteza da balanga e k o fator de abrangéncia de cada componente.

A incerteza combinada de cada componente € dada pela razdo entre o
valor da incerteza expandida “U” expressa no certificado de calibracéo e o fator
de abrangéncia “k”. Os certificados referentes as calibragbes do balao
volumétrico, balanga e micropipetas se encontram nos anexos |, 1l e Ill.

A incerteza associada a repetibilidade (u,) foi estimada a partir do desvio
padrao “s,” resultante da analise em triplicata dos quatro niveis de concentracao
de solugdes padréo de ciclofenil apds tratamento UV. A incerteza associada a
precisdo intermediaria (u,) foi obtida do mesmo modo que a incerteza
relacionada a repetibilidade, porém o calculo foi realizado a partir da estimativa
do desvio padrdo da precis&o intermediaria “sy”", a partir da Equacéo (30).

Ja para a realizacdo do calculo da incerteza associada a curva analitica

utilizou-se a Equacéo (42):

f a - a -
Upyrpg = ﬂl{ci‘ﬂ x52a) +(c3 x52b) + (2¢;0 % Cip X Ug X UL X T) (42)

Onde:

Cia © Cip SA0 coeficientes de sensibilidade,
5, e 55 sdo os desvios padrbes dos coeficientes angular e linear

respectivamente e r é o coeficiente de correlacao.

Os coeficientes de sensibilidade sdo usados para uniformizar as unidades
das grandezas de entrada em relacdo a unidade do mensurando e podem ser

obtidos a partir da Equacéo (43) e da Equacéao (44).

_ Y¥maior{wa) — b

Cig = — gz (43)
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Onde:
“b” é aintercepcao dareta e

[T l]

a” é ainclinagao da reta.

= (44)

Os desvios padréo e o coeficiente de correlacdo podem ser obtidos a partir

da Equacao (45), da Equacgéao (46) e da Equacéo (47).

, §*®C?
5= o
a o (45)
7 _mx5
%= (46)
___x¢
NETOND) (47)

Onde:

C: Concentracao do analito utilizado para a construgcédo da curva e

n: numero de pontos.

Os valores de s* e D correspondem & variancia e ao desvio da curva

respectivamente, sendo dados pela Equacéo (48) e pela Equacao (49).

p=(nx Y c?)-(Ye)

5t = (49)

Onde:

(48)

A; é a diferenca entre o valor tedérico de C (Ciegrico) NO melhor ajuste da curva e o

valor experimental de C (Cexperimental)-
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As incertezas u. e u; Sdo obtidas a partir da Equacéo (50) e da Equacéo

(51).

U, = SE (50)

ub=5b

(51)

A incerteza combinada (u.), obtida pela raiz quadrada da soma quadratica
de todas as contribuicBes de incerteza relativas a medicdo de ciclofenil apds
tratamento UV, bem como a incerteza expandida e demais incertezas
associadas a medicéo é apresentada na Tabela 16. Na Figura 31 é apresentado

o gréfico de contribui¢do referente a cada fonte de incerteza associada.

Tabela 16: Valores das incertezas das fontes mais relevantes para determinacao indireta
do ciclofenil apés tratamento UV.

PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1021738/CC

[Ciclofenil] apés UV (mol L™)
Fontes de incertezas P1 p2 P3 P4

3,0x10° |6,0x10° |1,2x10° |25x10°
Repetibilidade (u;) 9,0x10® |1,0x10" |9,7x10° |6,2x10"
Precisdo intermediaria (Uy;) 1,5x10° |[15x107 |4,4x10" |4,0x107
Preparo de solucdes us (volume) 73x10" |73x10" |7,3x107 |7,3x10"
Curva analitica Uywa) 6,7x10" |6,7x10" |6,7x10" |6,7x10"
Incerteza combinada (Ucombinada) 1,0x10° |1,0x10° |1,1x10° [1,2x10°
Percentual % 34% 16% 8% 5%
Incerteza expandida (Uy=,. g5%) 2,0x10° |[2,0x10° |22x10° |25x10°
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Figura 31: Contribuicdo relativa das fontes de incerteza na incerteza combinada (u.) da
medicdo de ciclofenil ap6s tratamento UV para as seguintes concentracdes: (P1) 3,0 x
10°%; (P2) 6,0 x 10°°%; (P3) 1,2 x 10° e (P4) 2,5 x 10”° mol L™.

A partir dos resultados apresentados observa-se que as fontes que mais
contribuem para a incerteza estdo associadas ao preparo das solucbes e a
construgdo da curva analitica. Uma alternativa para minimizar a incerteza no P1
seria fazer o desdobramento da curva analitica em duas e realizar o preparo das
solugcdes por meio de ajuste de massa, 0 que levaria em conta apenas a
incerteza da balanga analitica, minimizando assim o valor de us.

J4 para os pontos P2, P3 e P4, observa-se que na medida em que
aumenta a concentracdo, as incertezas associadas a repetibilidade e a precisédo
intermediaria tendem a aumentar, no entanto este aumento é proporcional ao
aumento da concentracdo analisada, possuindo uma contribuicdo minima na
incerteza final, jA que nestes pontos o valor desta ja é baixo (ver % de

contribuicdo na Tabela 16).
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5
Conclusao

No presente trabalho foi desenvolvido um método para determinagdo
indireta de ciclofenil, por meio de um de seus fotoderivados, utilizando a técnica
de cromatografia liquida de alta eficiéncia, com deteccdo por fluorescéncia
(328/374 nm). O método desenvolvido traz como vantagens uma boa
sensibilidade, alta estabilidade de sinal, um custo relativamente reduzido (baixo
consumo de solvente) e baixa producao de rejeitos toxicos.

A validacdo intralaboratorial e a estimativa da incerteza de medigao,
ferramentas essenciais para garantir a confiabilidade metrolégica dos resultados,
foram realizadas e os resultados obtidos mostraram um grande potencial no
método proposto. Por meio de testes de recuperacao, a aplicabilidade do método
analitico desenvolvido foi avaliada em uma matriz farmacéutica (comprimido de
ciclofenil) e os resultados mostraram-se satisfatorios.

A comparacdo entre os resultados obtidos no presente trabalho, com
agueles apresentados na literatura (Pacheco et al., 2008) indicou que os limites
de deteccdo e de quantificagdo se encontram na mesma ordem de grandeza.
Porém, o método cromatografico permite a determinacdo apenas do fotoderivado
[l e ndo o sinal do conjunto das espécies quimicas envolvidas no processo, o
gue aumenta a robustez do método. Além disso, os trabalhos publicados que
abordam os métodos de espectrofotometria de absorcao e de fluorescéncia
(Pacheco et al., 2008) nao possibilitam a analise do ciclofenil em matrizes
complexas como as amostras biolégicas. Embora ndo testado, o método
cromatogréfico tem o potencial de permitir analises de fluidos bioldgicos.

Os estudos de homogeneidade foram baseados em trés lotes distintos e
demostraram, apés tratamento estatistico que o produto nao apresentou
diferenca significativa para o nivel de 95% de confianca. J& os estudos de
estabilidade em curto prazo realizados demonstraram que, ap6s a formacéo, o
fotoderivado Ill pode ser considerado bastante estavel (dois dias).

O método analitico desenvolvido pode contribuir para o controle de
qualidade de medicamentos contendo ciclofenil, para 0 monitoramento fisiol6gico
de pacientes em uso terapéutico da substancia e para teste antidoping em

competicbes desportivas.
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O método proposto corroborou, em parte, os resultados encontrados por
Pacheco, no entanto mais estudos serdo necessarios para confirmar esse
mecanismo, pois 0s cromatogramas indicaram a possibilidade de existir mais um
fotoderivado no processo. A existéncia desse terceiro fotoderivado ndo afeta a
metodologia analitica, pois ele se degrada antes da formacg&o do fotoderivado |l
(efetivamente usado na quantificagcéo indireta do ciclofenil).

Como trabalhos futuros, propde-se:

Aplicacdo do método desenvolvido em amostras biolégicas. Neste caso,
serd necesséria a realizagdo de novos estudos da fotoderivacao e das fases
movel e estaciondria para minimizar as possiveis interferéncias da matriz e,
se necessario for, aumentar a sensibilidade;

o Confirmar o mecanismo proposto com estudos por espectrometria de
massa.

o Completar os estudos de estabilidade em longo prazo e de caracterizagéo
do medicamento e estimar a incerteza do material;

o Desenvolver, em parceria com o INMETRO, um material de referéncia

certificado para a determinacao indireta do ciclofenil.
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Anexos: Certificados de calibragao da vidraria (balao
volumétrico), balanca analitica e micro pipeta (10 pL) (100-
1000 pL).

I. Certificado da calibragéo da vidraria — baldo volumétrico de 10,00 mL
Il. Certificado da calibracdo da balanc¢a analitica

lll. Certificado da calibragao da micropipeta 10 pL.

IV. Certificado da calibracdo da micropipeta 100 — 1000 L
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Anexos 110
I. Certificado da calibracdo da vidraria — baldo volumétrico de 10,00 mL.
- e Laboratdrio de Tek: (23) 3527-1173 o
Caracterizago de Fiuidos LCF Fax: (21) 3527-1165
Raa Marqués de Sio Vicente 225 - Gives P cnait KIGmec. pec-riote
Ho do Janaire, R) 22453900 DEMPUC-RIO MU/, mec. pac- .
e e—— Y trrd )
|a CERTIFCADO DE CALBRAGAO 1 VOL008/07 miw
[Tcatoon | DADOS DO CLENTE
Nome: LEEA/Departamento de Quimica/PUC-Rio
Endereco’ Rua Marqués de Sao Vicente 225 - Gévea
[Rio de Janeiro, RS 22451-900
N° 0.5.: 001/07 - LCF
Objeto: baldo -, I-,f fas
Tipo do objeto: volumétrico wiUiic
Fabricante: Quimex = ygruhﬂ 2
N identificagdo: 9 ir e
Codigo Cliente: - EEREEER
Temp. de referéncia; 20°C ko e

Capacidade nominal: 10 mL
Valor de uma divisdo: -

DADOS DA CALIBRACAD
Métodor Segundo o Procadmento interno PR-003 revisio O3, baseado na norma ABNT MB-3119, que consiste em determina 0 pesa do volume
i agua decaizada contido ou transfarido.
Dados Ambientals: Tomp. 02T Unmiclach 8% Presséo 762 mmiig
Picndmetag: n" ident, F523 n" cert. \OL-873/06 LCF/DEM/PUC R0
Termémetro: nident.  MISOYPO00271 - Serser 01 n* cert. TE-27506 ™
Balanga 1: " ident, 2641118300117 n* cert., DOMCI 067472006 INNETRO
Balanga 2; 1" ident, - n* cart. - -
Higrémetro: 0" ident. 21815 n' cert. LTR 1702/05 VISOMES
BarSmetro: 1" ident, a1 n* cert. DG 016372005 INNETRO
RESULTADOS OBTIDOS
volume volume
nominal a20c U k
(mt) (ml) (mL)
10 10.050 0.003 2.02
v ab dda, ¢ ko fater do

Data da cdibracio: 09/01 /07

i i
Data da emissao: 18/01/07 *"%1 e

Assinatura Autorizada: Paulo Roberto de Souza Mendes

Gerente Téenico
08S: o Orignal </ 01 cipia, » Este cenid atense sos > dtacho do Cocreinmetro, que svaboy a P i de medichs do & o ¢
Omprovos sus rastresbiidade & padrDes TecoNNs de medda. ¢ [stes se referem exchesh 30 obyeto desarito adima scb 35 condigles
el v 00 SENde extensives @ (e lotes.  ® Nio & permitida sua repredacio pardal. » 4 incerteza s relatada 3 2 um sivel &
Confan(a de aproaimadamente 95%.

Foha 1N
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Il. Certificado da calibragcdo da balanca analitica.

. SJS“Servicos Ltda

3 Rua: Dr. Nunes, 985, Olaria, Rio de Janeiro, RJ. Cep.: 21021-370
: Tel.:(0xx21) 3867.0705 ou 3867.0805/ Fax. (0xx21)3867.0650
CNPJ: 31.410.780/0001-71 / LE.: 84.833.517

www.sjsservicos.cone.br
e-mall: sfs@sjsservicos.com.br

I N 2 1
LABORATORID ACREDNTADO NA AREA DE MASSA SOB O N® 0418
SOLICITANTE:  FACULDADES CATOLICAS ~
ENDEREGO: Rua Marqués de S30 Vicente 225, Prédio Cardeal Lome, sals 283, Givea, Rio de Janclro - RJ —
CONTRATANTE: O mesmo
ENDERECO: Omesmo

DADOS DA BALANCA;
FABRICANTE: Shimadiu IMODELO: AUW 220 ~ NOMERO DE SERIE: D 450012328 ~
IDENTIFICACAO: LEEAQIS ~ = S PATRIMONIO:  Nio consta

i

FAIXA DE INDICAGAO: 82 /2208 ~~ . : . RESOLUCAO:  0,00001g/0,00015 ~
Padrbes utiiizados: A calibrago da %ltuiudaw

LOCAUIZAGAO: Laboratéric de \““'r."‘?-;"""ﬂ & CLASSE DE EXATIDAO: | _

. A

Identificacio L Certificado R Validade

BAR 001 } E m;,sg-,/og L 2592009, 2 anos

P008 MAIS6O7 10 W8 28/7/3010 - 2anos

TH 002 4. V253811 4 i 2 anos |

"85 o v

Condigbes amblentais: A calibrag3o da balanga fol realizada conf T Ses. abaixo:
Temperatura iniciok: 2239C - UnidagEinicial:  51%) - £ PrEsto atmostérica inicial: 1024 hPa
Temparatura final:  22,10C Umldq:olhal. 3 '1.7" Pn_ss‘io’nmo_sﬁtka final: 1024 hPa

LA
direta dei;nlsso'j partir dos padrdes de referéncia
& =

£ & duas dobras em mg.

3.mmammm~mmamwem s

4. Alncenteza expandida de medics "‘emum“amamhamomommwawwx
s.omeW&Mamﬂ:memmcxMQéMMmonmmnlosendo
CXeNSiv 3 Qualquer outro instrumento de medicdo, 3inda que simitar, 2

6. D¢terminagdo da i forme IS0 GUM. :
LAAMdcdeqmzeemmniobmlwudomam
l.EmmiﬁadosépommeuMA-Mmmmmua&kwma&sWuﬂm
9.zuamuamuomom«wmmwmm~mhaom :

1o.~hhomvmxiodemvwmnuwsxaz‘c,domman.swhwwmdmmamuhmma
medigBes inicisis ¢ finals. :

quW“ﬂMéMwM&Wﬁ

F32.106 %0/06/2011
Pigina | de2
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Anexos
s 7 NER 1S0MC
e

SIS Servicos Ltda

: ‘ Rua: Dr. Nunes, 985, Olaria, Rio de Janeiro, RJ. Cep.: 21021-370

' Tel.:(0xx21) 3867.0705 ou 3867.0805/ Fax. (0xx21)3867.0650

k CNPJ: 31.410.780/0001-71 / LE.: 84.833.517
WHIRSisservicos,com.br

DR e-mail: sjs@sjsservicos.com.br

ERTIFICADQ DE CALIBRA O DE
woummwmmmmmmomuu

Valor | Valor de | Valorde | Errode k Incerteza
nominal { 9 ) referéncla ( g ) medi¢3o (9 )‘mc&c&o( 9) lexpandidaz(g)
001 | o009 | 001000 | 000900 | 700 | oo0m0r

01 | 000000 | 010000 | 000000 200° | = 000001

0,5 0500012 | 0,50001 000000 | 2,00 0,00002
[ 1] ogssssr | 0999% | 00000 |7200 | 000003 |
10 | 10000002 | 10,0000 | 0,00000 _200 2.00004
2| 20000000 | 000000 | 000000 | 200" 000008 |
| s0 49999947 | 4999995 | 000000 | 2,00 0,00010

100 | 10000010 | 1000001 | 0,000 | 2,00 00002
350 | 150000047 | 1500000 | 00000 | 2,00 00002 |
20 | 220000110 | 2200000 | 00001 | 2,00 _ ome |

!hdlca;io = valor de réfenéncia‘ + err'ovae met'ﬁ_cio

DATA DA CALIBRAGRO:  19/9/2011

A gl
? Marcelo Costa
Executante da Calibracio
Se encaminhado por e-mail dispensa assinaturg

LANCA N2

i@

g

Leandro Sampaio
Responsivel Técnico

Se encaminhado por ¢-mail dispensa assinatura

MCAB
F32.1/6 30/05/20121
Pigisa 2 d¢ 2
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. Certificado da calibragdo da micropipeta 10 uL

Laboratério de
Caracterizag@o de Fluidos

Rua Marculs de 580 Vicente 225 - Glves

LCF

- %50 de Jarewro, RJ 22451-900 CEMPUC.RIO

Tek: (21) 3527-1173
Fax: (21) 35271979
o-mak kf¥pucno br

Nome:| LEEA/Departamento de Quim|

Endereco| Rua Marqués de Sio Vicente, 225 - Gévea

[Rio de Janeiro, RJ 22451-900

N' 0.5.:/084/10

IDENTIFICACAQ DO INSTRUMENTO CALIBRADO

Objeto:| micropipeta
Tipo do objeto:! deslocamento de ar

Fabricante:|HT - [CF
N identificagio: 948121444 o
Cédigo cume:gm 070
Temp. de referéncia:| 20°C AQIACING
Capacidade nominal:| 10 g ~ oG
Valor uma divis3o:|0,1 L = o
Fabricante das ponleim:?w EEARITE
Modo de pipetagem: | normal
DADOS DA CALBRACAD
ch 9 0 Proceck nMemo PR-006, baseado ra norma IS0 8655, que cansiste em determinar o peso do volume de dgua delonzada
contido ou
Dados Ambinntais: Temp. z0.0C Umicade 6% Pressao 1027 ea
Picnbmetro: o ident. o3 W cert. VOL1B3A0 T ACR/PUCRio L L
Termimetro: n* dent. TDS20001816 - 2 0" cort. TE-1288/10 N
Balanga 12 o dent. 1122200582 n*cert. 201003504 (3T R
Balanga " ident. D2EAT 118300117 n* cert. 20100348 EBM 3
Termohigrémetra: n*ident. caras meer o wasizees SAivsomes
Bardmatro: n* dent. P23 n*cert. P5O1-23510 SETTING
RESULTADOS C8TIDOS
naminal 220C A A e
GL) Qi) RAXITA REHS R
1 0,93 0,03 2,00
) 4,90 0,08 - 228
10 9,97 0,03 2,01
v 4 nctrlan ¢ ko faler de steangbecia,

Data da caliragdo:|19/10/10
Data da amissdo:|20/10/10

——zpl—

Assinatura Autorizada: Paulo Roberto de Souza Mendes

Gerente Tdcnico

Foban1A
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IV. Certificado da calibracdo da micropipeta 100 - 1000 pL.
Laboraténe de Tet (21335271178
Caracterizag@o de Fluidos LCF Fauc (21) 3527-1079
Fun Narcuds de S Vicente 225 - Glves SR sl lef@rucio e
P50 de Janeino, & 224518300  DEMPUC-RIO
£ -_: ... CERTIFICADO DE CALIBRAGAO n* MVO-036/10 ]
eatews | DADOS DO CLENTE
Neme; | LEEA/Departamento de Quirmica/PUC-Rio
EndececoRua Marqués de $3o Vicente, 225 - Gavea
;Rlo de Janeiro, RJ 22451-900
N* 0.5.:/084/10
IDENTIFICACAD DO INSTRUMENTO CALERADD
Chjeto: micropipeta
Tipo do objete: deslocamento de ar e
Fabricante: HT - LCF
N* wentificagio: 948163964 AN
Codigo Clieate: LEEA 072 2 %
Temp. de referénciaz| 20°C 0‘1’5‘40
Capacidade nominal: 1000 pl Mo ¢
Valor uma divisio:| 1 pl, Ti\’?ﬁ?ﬂl:l:)
Fabricante das ponteiras: | Plastibrand B L
Modo de pipetagern: normal
DADCS DA CALIBRACAQ
MNiitodo: Segunda o Procedimento Interno PR-00S, basesdo m norma ISQ 8655, que consiste em doterminar 0 peso do wlume de Sgua doirizady
cuntido cu transtenido,
Dados Armbientais: Tomp, 20,7"C Urnidace 655 Pressio 1027 téa
Plnbmetro: " ient. -3 ; amomt, | NO-1BIA10 LRGN L
Temdmetro: n" ient, TO520001816 - 52 meert.  TEN2880 N L
Balseca 1: n* ident. 1122200562 .+ - ntearte S 201003504 VAT e M T
Salarga 2 n* ident. 0264111830017 n* cert. 20100349 EBM
Termahigrometro: o iden, y 6784 e ontcert L2531 7608 WISOMES
Eardermtro; 0 idesnt, oz21 n" cen. P3.01.23510 SETTING
RESULTADOS C8TIDOS
volume volurne B ST <
nomingal az20c ¢ L &
wly (L) (L) SRt
100 98,9 0,6 2,00
500 500,7 09 2,00 .
1000 1003 2 2,00
Urep a nerloa © ko fator de abeanginga,

Data da calibragdo: '07/10/10
Data da emissdo: 20/10/10

Q@C‘-——)
i _—

Assinatura Auterizada: Paulo Roberto de Souza Mendes
Gerente Téenico

085« Orignal ¢/ 01 edgia, » Este h Atende aos requisios de
L

epechicndas, (o sendo extersives s sualsauer ke . Nio ¢

530 da Cuore/trmatro, que avabou 3 competinets do medclo do Mborstdvio €
3 podkles 2 de medda. = Tsies resulados me refevem exdudvaments 0 djeto deschlo som 500 s cendodes

L) Hsdo parcll, ¢ A
CONaNGs de apecodmadanmenta 95%,

opandda iadd comesponds 3 um nivel da

Folta p™1/1
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