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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi o desenvolvimento e a validacao de um método analitico
para a determinacdo da gliclazida, empregando a técnica de Ressonincia Magnética Nuclear
quantitativa de hidrogénio (RMNg-'H), uma técnica que apresenta como grandes vantagens a
rapidez de andlise e uso de padrdes internos de facil aquisicdo, baratos, e com identidade
diversa a do analito de interesse. Para as andlises de RMNg-'H foi utilizado um espectrdmetro
Bruker Fourier de 300MHz. Para validacdo do método, foi utilizada a substancia quimica de
referéncia da gliclazida. O tereftalato de dimetila (DMT) foi usado como padrdo interno e o
solvente escolhido foi o cloroférmio deuterado (CDCl;). As amostras alopdticas analisadas
consistiram de comprimidos de gliclazida 30mg de liberacdo prolongada obtidos no comércio
local de Diamantina — MG. Foram utilizados seis lotes diferentes para preparacdo das
amostras. Trés aliquotas de cada amostra foram utilizadas para quantificacio por RMNq-'H.
Os sinais em o 8,1 ppm e & 7,9 ppm foram utilizados para quantificacio do DMT e da GLZ
respectivamente. Dos resultados obtidos em RMNq-'H apenas um lote apresentou resultados
de acordo com as especificacdes de 90 — 110% do valor esperado. Trés aliquotas das mesmas
amostras utilizadas em RMNg-'H foram destinadas a confirmacdo do resultado por CLAE
para validagdo cruzada dos dois métodos. Nenhum lote mostrou-se dentro dos limites
estabelecidos. Os dados da andlise estatistica mostraram que nao houve diferenca significativa
entre os resultados obtidos pelas duas técnicas a um nivel de significancia de 95%, porém os
diferentes valores encontrados nas duas técnicas sugerem uma diferenca na eficiéncia do
processo de extracdo utilizado nos dois métodos, ou uma falta de uniformidade no p6 dos
comprimidos. Talvez esta hipdtese de baixa uniformidade dos pds podera ser confirmada com
a andlise de um maior nimero de aliquotas das amostras, o que deverd levar a uma menor
dispersdo entre os resultados. A metodologia de RMNg-'H desenvolvida para a determinacio
da gliclazida em comprimidos se mostrou sensivel, seletiva, linear, com boa precisio,
exatiddo e robustez quando analisado os parametros de validagdo do método. Entretanto, para
maior exatiddo na quantificacdo do analito, e confirmacdo dos desvios de qualidade aqui
relatados, um ndmero maior de amostras deve ser analisado.

Palavras-chave: RMNq—lH; Gliclazida; Controle de Qualidade; Medicamentos; Teor.






ABSTRACT

This technique presents advantages such as speed of analysis and use of easily found and
inexpensive commercial internal standards that do not need to have the same chemical
identity as the analyte of interest. For NMR analyses we used a Bruker Fourier spectrometer
(300MHz). For method validation we used gliclazide pharmacopeial reference standard.
Dimethyl terephtalate (DMT) was used as internal standard and the solvent was deuterated
chloroform (CDCls). The samples were gliclazide extended release tablets (30mg) purchased
in the local commerce (Diamantina, MG). We used six different commercial batches for
sample preparation. Three aliquots from each sample were used for 'H-qNMR quantification.
The signals at 6 8.1 ppm and 6 7.9 ppm were used for the quantification of DMT and GLZ
respectively. From the results obtained using the 'H-gNMR method, just one commercial
batch had results within pharmacopeial standards (90 — 110% of labelled value). Three
aliquots of the same samples analysed by 'H-qNMR were assayed by HPLC for cross
validation. The results of the HPLC assay showed that none of the commercial batches were
within pharmacopeial specifications. Statistical analysis showed that there was no significant
difference between the results obtained by the two methods within a 95% significance level.
However, the different results of individual analyses from the methods may indicate important
differences in the yield of the extraction methods used for sample preparation or lack of
powder homogeneity during sample preparation. This hypothesis of lack of uniformity can be
ruled out by analysing a larger number of samples which will tend to give smaller standard
deviations. The 1H-qNMR method that was developed was shown to be sensitive, selective,
linear and rugged according to validation data. However, a larger number of samples will
need to be analysed in order to confirm the quality issues pointed out in this study.

Keywords: 1H—qNMR; Gliclazide; Quality Control; Medicines; Assay.
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1 INTRODUCAO
A industria farmacéutica abrange além da producdo de medicamentos, atividades
de desenvolvimento, pesquisa, comercializacdo e distribuicio de medicamentos. Esse setor é

extremamente importante no sistema financeiro mundial e contribuiu diretamente para a

consolidacdo do mercado globalizado. (KORNIS; BRAGA; PAULA, 2014).

Especialmente, a inddstria farmacéutica brasileira vem passando por um
significativo periodo de crescimento e consolidacdo apresentando, desde 2004, um
crescimento médio anual de 10% no faturamento. (FILHO; CAPANEMA, 2007). Segundo o
Sindicato da Industria de Produtos Farmacéuticos no Estado de Sao Paulo, o mercado
farmacéutico vem crescendo exponencialmente, alcancando uma receita total de R$ 69
bilhdes em 2019, como podemos ver na Figura 1. Atualmente, o Brasil ocupa a 6° posi¢ao no
ranking global de mercados farmacéuticos, a frente de outros importantes paises emergentes
como o Canadd, India e Russia. Projeta-se que em 2022 o Brasil alcance a 5° posicio.

(SINDUSFARMA, 2018).

Figura 1 - Gréfico de vendas do mercado farmacéutico no Brasil entre 2014 e 2020.

MERCADO FARMACEUTICO - BRASIL (Canal Farmacia)
Vendas do Mercado Total em Reais (R$) - PPP

Meses de Janeiro - julho de 2014 a 2020
80.000.000.000

70.000.000.000

60.000.000.000

50.000.000.000
40.000.000.000 -
30.000.000.000 -
20.000.000.000 -
10.000.000.000 -
e 2014 [ 2015 | 2016 | 2017 [ 2018 | 2019 | 2020

|Jan - Dez| 41.960.653.54 | 44.723.510.04 | 50.839.995.61 | 56.853.420.29 | 62.343.346.65 | 60.036.880.34 | 43.378.738.77

Fonte: Sindusfarma, 2018.



Em um cendrio de vérios casos de falsificacdo de medicamentos, foi criada a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) visando proteger e promover a satde da
populacdo brasileira. Esse 6rgdo regulamentador exige eficicia, seguranca e qualidade de
todos os medicamentos registrados. (ARAUJO et al., 2010). Diante disso, as inddstrias
farmacéuticas tem procurado cada vez mais garantir a qualidade dos medicamentos
comercializados, pois a legislacdo obriga a empresas instaladas no pais a investirem na

adaptacdo de suas instalacdes, processos e produtos. (FILHO; CAPANEMA, 2007).

Segundo Linsbinski (2008), a qualidade em medicamentos é uma obrigatoriedade,
legal, ética e moral. E dever das empresas garantir a qualidade, seguranca e eficdcia dos
medicamentos em qualquer que seja o setor, industrial ou magistral. (LINSBINSKI; DE
MUSIS; MACHADO, 2008). Evidenciado isso, ter o controle de qualidade dentro de uma
inddstria € extremamente importante para assegurar a credibilidade de seus produtos no

mercado, pois através dele temos a garantia de que as determinacdes impostas pelas ANVISA

estdo sendo cumpridas. (GALDINO; BETONI, 2014).

Ainda assim, encontramos na literatura estudos que demonstram como diversos
medicamentos apresentam desvios de qualidade, oferecendo quantidade de principio ativo
abaixo do declarado na embalagem. Para sanar essa inseguranca, sdo usados testes
padronizados e normatizados que se encontram nas farmacopeias. Segundo a Organizagao
Mundial da Saide (OMS), a farmacopeia contém normas farmacé€uticas destinadas a garantir,
dentro de uma determinada entidade politica, a uniformidade da qualidade, da natureza, da
composi¢ao e da concentragao dos medicamentos aprovados por representantes. Em outras
palavras, a farmacopeia é uma colecio de normas para controle de qualidade. Nas
farmacopeias existem as monografias dos medicamentos que consistem em informacdes
especificas sobre as propriedades fisico-quimicas, métodos de identificacdo, testes de

impurezas, quantificacdes e ensaios para determinacdo de conteido. (HOLZGRABE;

MALET-MARTINO, 2011).

Um dos testes mais importantes que deve ser realizado nos produtos finais é a
determinacdo de conteudo. Esse teste consiste na realiza¢do de andlises para quantificar o teor
de substincia ativa em um medicamento. (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
Entretanto, nem todas as monografias sdo atualizadas como deveriam ser e especialmente nos

laboratdrios brasileiros ainda falta especificacdes farmacopeicas para diversos farmacos.



Entre essa escassez de monografias na Farmacopeia Brasileira, ainda ndo se encontra inserida

a monografia oficial da Gliclazida.

A gliclazida (GLZ) é uma droga da classe das sulfoniluréias, utilizada como
hipoglicemiante oral e indicada no tratamento da Diabetes Mellitus Tipo II. (KUMAR, 2014).
Inicialmente, o objetivo deste trabalho seria o de determinar o teor de substancias de baixo
indice terapéutico produzidas em farmdicias de manipulacdo utilizando como técnica a
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear Quantitativa de Hidrogénio (RMNg-'H),
porém verificou-se que sdo muito raras as farmécias magistrais que ainda produzem férmulas
com farmacos de baixo indice terapéutico, diante do risco de desvios de qualidade
acarretarem sérios efeitos adversos. Diante disso, optou-se por trabalhar com a GLZ 30mg,
que € uma droga de interesse nacional e seu padrdo de referéncia estava disponivel no
inventdrio de substancias quimicas de referéncia do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Sadde (INCQS). Além disso, os dados da literatura para os espectros de GLZ
produzidos por ressonancia magnética nuclear mostravam sinais ideais para quantificacdo

como, por exemplo, singletos e dubletos com boa resolugao.

A literatura descreve algumas técnicas analiticas que podem ser utilizadas na
determinacdo quantitativa da GLZ, mas sua monografia oficial ndo estd presente na
Farmacopeia Brasileira, tendo-se optado neste trabalho por seguir como método de referéncia
aquele descrito na Farmacopeia Britanica (British Pharmacopoeia, 2005). A Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é a técnica oficial para a determinagdo de contetido
especificada na monografia desse farmaco. Porém, esse trabalho visa destacar a Ressonancia
Magnética Nuclear Quantitativa (em inglés: Nuclear Magnetic Resonance; (NMRq) como
técnica apropriada para a quantificacdo desse fdrmaco, ji que, no que se diz respeito aos
objetivos de quantificacdo, a RMNq compete com técnicas de separagdo como CLAE e

eletroforese capilar. (HOLZGRABE, 2010).

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) € uma das técnicas
mais importantes de andlise qualitativa, mas ainda € pouco usada para fins quantitativos. Uma
tinica medida de RMNg-'H pode fornecer informacdes estruturais significativas sobre ativos e
excipientes, além das informacdes quantitativas desses compostos, o que contribui para um
controle de qualidade eficiente, simples e rdpido. (SANTOS; COLNAGO, 2013). O

pardmetro fundamental mais importante das medidas de RMNg-"H é a 4rea integrada do sinal



do espectro, que € diretamente proporcional ao nimero de hidrogénios que absorvem energia

na radiofrequéncia referente aquele sinal. (WAWER; DIEHL, 2017).

Apesar do custo considerdvel do equipamento de RMNq-'H, as vantagens do
emprego desta técnica podem ser destacadas: a possibilidade de determinacao de estruturas a
nivel molecular (andlise qualitativa simultinea a quantitativa); as medidas podem ser
realizadas em tempo relativamente curto (considerando-se nucleos abundantes); dispensa
isolamento do analito quando o mesmo estiver presente em mistura (desde que haja a
seletividade necessdria); possibilidade de andlise simultanea de analitos diferentes em uma
mesma medida (se houver seletividade), e principalmente a possibilidade de dispensar o uso
de substancias quimicas de referéncia para o analito de interesse, ji que a quantificagdo pode
ser realizada com quaisquer padrdes internos comercialmente disponiveis com pureza
adequada e que fornecam sinais que nao se sobreponham ao do analito de interesse.
(HOLZGRABE; DIEHL; WAWER, 2008). Entretanto, sdo encontrados poucos estudos
quantitativos de farmacos por RMN validados na literatura e observando-se o

desenvolvimento de novos métodos quantitativos, seu uso estd em ascendéncia.



2 OBIJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
O objetivo do presente trabalho foi o desenvolvimento e a validacdo de um

método analitico para a determinacio da GLZ, empregando a técnica de RMNg-'H.

2.2 Objetivos especificos

1. Desenvolver e validar método de quantificacdo para GLZ utilizando RMNg-
'H.

2. Comparar a desempenho do método desenvolvido com o método farmacopeico
padrio.

3. Aplicar o método na determinagcdo da uniformidade de contetido em formas

farmacéuticas solidas de GLZ.






3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Controle de qualidade

As industrias farmacéuticas surgiram mundialmente, no final do século 19 e inicio
do século 20, e desde entdo o setor farmacéutico tem se organizado para cumprir com
regulacdes das atividades econOmicas e sanitdrias do setor. Esse segmento é responsavel por
realizar pesquisas, desenvolvimento, fabricacdo e comercializa¢do de medicamentos. Para que

o resultado dessas funcdes seja seguro e confidvel, € necessdrio aplicar o controle de

qualidade no processo de producdo de produtos acabados e/ou matérias primas provenientes

da industria farmacéutica. (GALDINO; BETONI, 2014).

O controle de qualidade segue uma rigorosa legislacao sanitdria regida por 6rgaos
regulamentadores. Sendo assim, ele assume um papel de imensa responsabilidade, pois
garante a eficdcia e seguranga dos produtos liberados para a comercializacdo. Além disso, os
produtos devem ser registrados pelo 6rgao regulador e para isso, precedem-se varios estudos
sobre a fisico-quimica e toxicologia do produto para evitar que efeitos téxicos, como a
neurotoxicidade, imunotoxicidade, a carcinogenicidade, desregulacdo enddcrina e alteracdes

no desenvolvimento do individuo, sejam expostas a populacido. (ANVISA, 2009).

Em ambito nacional, o 6rgao regulamentador é a ANVISA que norteia todo o
processo de regulamentacdo de medicamentos no Brasil. Um importante marco legislativo
para a produgdo de medicamentos no pais é a Resolugdo de Diretoria Colegiada (RDC) N°
301, de 21 de agosto de 2019 que trata sobre as Boas Préticas de Fabricacdo de
Medicamentos. (BRASIL, 2019). Com isso, estabeleceram-se os critérios a serem seguidos
para a fabricacdo de medicamentos. Esses critérios visam garantir a seguranca do produto e
para que essa finalidade seja alcancada, a ANVISA preconiza que todos os testes

estabelecidos para medicamentos sejam efetuados.

Os medicamentos em forma farmac€utica de comprimidos devem atender as
exigéncias do teste de peso médio, teste de desintegracdo, teste de dissolugdo, uniformidade
de conteudo, teste de teor, além de especificagdes previstas nas monografias individuais que

estao presentes nas Farmacopéias de cada pais. (ANVISA, 2008).

A andlise do teor do principio ativo € uma etapa imprescindivel para garantir a
seguranca e eficicia de produtos farmacéuticos. A grande variagdo no teor de farmaco dentro

de um mesmo lote indica falta de conformidade quanto as Boas Praticas de Fabricacdo de



Medicamentos, o que pode acarretar no desenvolvimento de efeitos adversos ou até mesmo a
intoxicacdo do paciente, em casos com teores de principio ativo acima do valor rotulado. Em
compensacdo, teores de principio ativo abaixo do valor determinado podem tornar o

tratamento ineficaz. (CORREIA et al., 2015).

O teste para teor do principio ativo em medicamentos estd descrito na monografia
de cada farmaco, assim como os limites aceitaveis. Encontra-se na literatura diversos estudos
que avaliam o teor de principio ativo de medicamentos e mostram como frequentemente
encontramos lotes de medicamentos com teores de principio ativos inaceitdveis pela
legislacdo. Em 2008, Linsbinski constatou que os comprimidos de captopril 25mg
distribuidos na rede bésica do Sistema Unico de Sadde (SUS) em Cuiabd, Mato Grosso,
Brasil, evidenciaram teor de farmaco acima do limite permitido. (LINSBINSKI; DE MUSIS;
MACHADO, 2008). Em 2012, Bianchin identificou irregularidades no aspecto visual, peso
médio, friabilidade e teor de principio ativo de comprimidos de Propranolol e Enalapril
também distribuidos no SUS em uma cidade do sul do Brasil. (BIANCHIN et al., 2012).
Andlises de 31 medicamentos a base de Docetaxel demonstraram que 21 deles continham
quantidade do principio ativo abaixo daquela aceitdvel (<90% da quantidade declarada) e
destes, 11 apresentaram concentracdes menores que 80% da quantidade rotulada, sendo que
um deles apresentava concentracdo de Docetaxel abaixo de 40%. (BARATA-SILVA et, al,
2015). Em outro estudo utilizando comprimidos de Clopidogrel, foi constatado que 50% das

amostras ndo atendiam os limites aceitaveis. (GOMEZ; ADAMS; HOOGMARTENS, 2004).

Devido a esta situagdo de desvios dos parametros de qualidade, existe uma
demanda crescente por métodos de controle da qualidade, que além de serem confidveis,
sejam simples, rdpidos, de baixo custo, que gerem o minimo de residuo quimico possivel, e
que possam ser aplicados em uma grande quantidade de principios ativos e excipientes, sejam

em matérias primas ou produtos acabados.

Para o teste de determinagdo do teor, as técnicas cromatogrificas sdo as mais
utilizadas (RIBANI et al., 2004), seguidas das técnicas espectroscOpicas na regido do
ultravioleta e visivel (UV-Vis) quando acoplado a técnicas de separacdo (XU et al., 2010).
Essas técnicas destacam-se por serem métodos relativamente simples, rdpidos e com exatidao
e precisdao adequadas. Entretanto, esse trabalho busca explorar a técnica de Espectroscopia de

RMNg-'H como ferramenta quantitativa. Essa técnica é muito utilizada para fins qualitativos



e ultimamente vém ganhando destaque no cendrio mundial para andlises quantitativas, porém

ainda é pouco utilizada com essa finalidade.

Para o desenvolvimento de um novo método analitico é necessdrio validar o
processo para que seja assegurada sua eficiéncia na rotina de um laboratdrio. Para que
determinado método seja validado, suas caracteristicas devem estar dentro de parametros

estabelecidos previamente para cada propdsito. (WALSH, 1999).

3.2 Validac¢ao de métodos analiticos

A confiabilidade dos dados analiticos estd sendo cada vez mais exigida, sendo
necessario provar a qualidade das andlises quimicas realizadas nos produtos farmacéuticos.
Quando dados analiticos ndo sdao considerados confidveis, a probabilidade de prejuizos
irrecuperdveis € alta. Para garantir informacgdes confidveis, um método analitico deve passar

pelo processo de validagdo. (RIBANI et al., 2004).

Quando um novo produto estd sendo lancado no mercado, quando métodos ja
validados sofrem adaptacdes ou quando estd sendo proposta uma nova técnica analitica para
trabalho, os 6rgdos regulamentadores exigem a validac¢do analitica. Para isso, varios paises
adotam diretrizes oficiais para padronizar esse processo. Feito isso, € possivel fornecer
evidéncias que o método € adequado para a rotina laboratorial e atende as exigéncias

analiticas fornecendo resultados confidveis. (ANVISA, 2008).

Os parametros analiticos a serem considerados para a validacdo dependem do
ensaio a ser realizado. ARDC N° 166, DE 24 DE JULHO DE 2017, estabelece critérios para a
validagdo de métodos analiticos e ressalta a necessidade de uma validagao analitica completa
quando utilizado um método nao descrito em compéndio oficial reconhecido pela ANVISA.
Os métodos analiticos que ja estdo presentes em compéndios oficiais devem apresentar apenas

um estudo de validacao parcial.

No anexo I da RDC 166/2017 consta os parametros a serem considerados em uma
validacdo analitica. Para o ensaio de quantificagdo os parametros a4 serem comprovados sdo:
exatiddo, precisdo repetibilidade, seletividade, linearidade e intervalo de trabalho. Os limites
de deteccdo e quantificagdo sdo dispensados no ensaio de teor, pois geralmente utiliza-se
concentragoes altas e € possivel realizar uma tomada de amostra maior em comparacdo com

outros métodos, como por exemplo, métodos bioanaliticos. (ANVISA, 2017).
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Existem na literatura, vérios artigos e revisdes que abordam o processo de
validacdo de métodos analiticos. Ribani (2004) publicou uma revisdo a respeitos da validagcao
de técnicas de separacdo, descrevendo o processo de validagdo em métodos cromatograficos e
eletroforéticos. Em 2002, as diretrizes para validacio de métodos analiticos em um tnico
laboratério foi publicada. Essas diretrizes fornecem recomendacdes minimas sobre
procedimentos que devem ser empregados para garantir a validacio de um método.
(THOMPSON, ELLISON, WOOD, 2002). Shabir (2003) escreveu um artigo para esclarecer

os requisitos de validacdo que sdo exigidos por trés 6rgaos diferentes nos Estados Unidos.

Para o desenvolvimento de novos métodos utilizando a técnica de RMNg-' H ndo
¢ diferente. Santos e Conalgo (2013) publicaram a base tedrica para andlises quantitativas de
RMNg-'H e um exemplo de validagdo do método. Em 2005, verificou-se que a incerteza
inerente de medicdo combinada na técnica de RMNg-'H para analises quantitativas é de 1,5%
em um intervalo de confianca de 95%. Esse resultado foi gerado durante a elaboracdo de um
protocolo validado para RMNg-'H, que considerou todas as questdes relativas 2 linearidade,
robustez, especificidade, seletividade e precisdo, assim como influéncias de parametros
especificos do instrumento e as rotinas de processamento e avaliacdo de dados. Esse
procedimento foi realizado para garantir que amostras idénticas nao sejam avaliadas de forma

diferente em diferentes laboratorios. (MALZ; JANCKE, 2005).

3.3 Gliclazida

A Gliclazida (Figura 2), (1-(Hexahydrocyclopenta [c] pyrrol-2(1H)-yl)-3-[(4-
methylphenyl) sulfonyl] urea) faz parte de uma classe de farmacos denominados
sulfoniluréias de segunda geracdo. E um p6 branco ou quase branco, praticamente insolivel

em 4gua, livremente solivel em diclorometano, moderadamente solivel em acetona,

levemente sohivel em alcool. (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2005).

Figura 2 - Estrutura molecular da GLZ.

CHj

Fonte: Préprio autor
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Alguns de seus nomes comerciais sdo: Diabrezida, Diamicron, Diaprel, Diabeziol,
entre outros. Existem formulagdes de 30 mg e 80 mg. A absor¢cdo da GLZ € rdpida, mas pode
ter ampla variabilidade individual, essas variagdes nos parametros de absor¢dao da GLZ podem
ser atribuidas as propriedades relacionadas a dissolu¢do precoce no estdmago, bem como as
formas farmacéuticas. As concentragdes plasmdticas médximas ocorrem dentro de 4-6 h a
partir da administracio oral. E intensamente metabolizado no figado por hidroxilagio, n-
oxidacdo e oxidacdo, como outras sulfoniluréias. (CAMPBELL; LAVIELLE; NATHAN,
1991). No pancreas, a porcdo sulfoniluréia da GLZ se liga com alta afinidade e seletividade
aos receptores das células B pancredticas, o que reflete na dose diaria eficaz da GLZ, dentro
da faixa de miligramas, reduzindo a incidéncia de episddios de hipoglicemia e ganho de peso,
como ocorre com o uso de outras sulfoniluréias. Além disso, também garante a protecdo
cardiovascular, pois nao se liga aos receptores de sulfoniluréia (SUR-2A) no coragdo.

(PROKS et al., 2002).

J4 foram realizados estudos que compararam a eficicia e a seguranca da GLZ em
comparacdo com outras sulfoniluréias. (HARROWER, 1991). Em 1983, Baba er al.
Comparou a seguranga e eficicia da GLZ quando comparada a glibenclamida. Esse estudo
mostrou a menor incidéncia de episddios de hipoglicemia (7% vs 15%) e melhora no perfil
lipidico, mesmo ndo havendo diferengas significativas na eficdcia entre os dois farmacos.
Akanuma Y et al. (2009), através de um longo ensaio clinico, relatou que a GLZ possui
propriedades que impedem a evolu¢do da retinopatia diabética. Assim, a GLZ parece ter

propriedades adicionais quando comparada a outras sulfoniluréias.

3.3.1 Métodos para quantificacdo da GLZ

Um método oficial para determinacdo da GLZ estd descrito na Farmacopeia
Britanica. (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2005). Na Farmacopeia Brasileira ndo existe um
método oficial para quantificacdo desse farmaco. Entretanto, diversos métodos foram
relatados na literatura para a determinag¢do da GLZ, pura ou em preparacOes farmacéuticas e

fluidos biolégicos. A seguir, encontramos alguns exemplos.

A Espectrofotometria no Ultravioleta (UV) foi utilizada para a determinagdo
quantitativa da GLZ por Batistela e Laporta (2013). O trabalho teve como objetivo
aperfeicoar e validar um método rapido para quantificacdo. O método foi validado utilizando-
se acetonitrila e 4gua como solventes, amostras na concentracdo de trabalho em 80 pg/ml e a

quantificagdo do ativo em 244 nm. Este se mostrou especifico, linear na faixa de 40 a 120
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pg/ml (Figura 3), limite de deteccdao de 6,32 pg/ml e quantificacdo de 18,99 pg/ml, precisao
com DPR < 1%, exatiddo média de 100,74% e robustez adequada.

Figura 3 - Representagfo grafica da curva analitica e da equacgdo da reta da GLZ obtida pelo método
espectrofotométrico na regido UV.
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Fonte: BATISTELA; LAPORTA, 2013.

O método validado por espectrofotometria de absor¢do no UV ndo apresentou
diferenca significativa quando comparado ao método oficial, por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, podendo ser utilizado com seguranca na quantificacdo de comprimidos de GLZ

(Figura 4).

Figura 4 - Representa¢do grafica da comparagdo dos métodos espectrofotométricos no UV e CLAE quanto aos
valores minimos e maximos obtidos.
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Fonte: BATISTELA; LAPORTA, 2013.

A Espectrofotometria de Infravermelho préximo (em inglés, Near-infrared

spectroscopy; NIRS) foi utilizada por YU et al (2014) para a quantificacdo de GLZ em soro
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humano. O trabalho aponta como limitacdo da NIRS, sinais analiticos mais fracos e ruido
térmico; tornando complicada a interpretacdo dos resultados da andlise e modelagem. Por isso
o foco do trabalho foi o desenvolvimento de um método para remover o ruido nos espectros
de NIRS. Como resultado, o autor relata a proximidade entre o valor de referéncia e o valor
encontrado pelo modelo de calibracdo. Diante disso, o trabalho forneceu uma melhoria

intrinseca para a interpretacdo dos dados NIR (YU et al., 2014).

Sunitha et al (2014) publicaram a proposta de um método por Espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (em inglés, Fourier-transform infrared
spectroscopy; FTIR), para determinacdio da GLZ na forma de preparacdes comerciais. O
método envolve a medi¢do da drea da banda infravermelha correspondente ao estiramento da
funcdo amida centrado em 3317 cm™. A faixa de linearidade encontrada foi de 4-24 pg/ml. A
técnica € confidvel e util para controle de qualidade para monitorar a adulteracao de drogas
puras. O método proposto foi validado estatisticamente e considerado util para a determinagao
de rotina de GLZ em comprimidos. Os resultados resumidos em uma tabela presente no artigo
mostram que a faixa de linearidade foi de 4 a 24 pg/mL, o valor do coeficiente de correlagao
(r) foi de 0,9989, o desvio padrao relativo de 0,4928%, o limite de detec¢dao e o limite de

quantificacdo foram de 2 e 4 ug/mL, respectivamente.

Os resultados da andlise da amostra mostraram que o farmaco determinado pelo
método proposto estava em boa concordancia com a declaracao do rétulo, comprovando a
precisdo do método proposto, onde a quantidade presente de ativo foi de 39,87 mg enquanto

que a quantidade esperada seria de 40 mg de gliclazida.

Ainda em 1981, Suzuki et. al desenvolveram radioimunoensaios que permitem a
determina¢do de GLZ em soro humano. Os ensaios foram possiveis na faixa de concentracao
de 0,25 a 20 pg/ml com antissoro A e de 0,1 a 10 pg/ml com antissoro B. Esses resultados
sugeriram que o metabolito hidroximetil da GLZ estava pouco presente no soro humano, e o
metabdlito apresentou reacdo cruzada com o antissoro A em 2,7%, enquanto que a reagao
cruzada com antissoro B foi de 90%. Essas reagdes cruzadas aconteceram com outros

farmacos, como: Clorpropamida, tolbutamida ou Acetohexamida. (SUZUKI et al., 1981).

No mesmo ano, Maeda desenvolveu um método de Cromatografia gasosa que
permitiu a determinacdo da GLZ no plasma. As determinagdes foram precisas na faixa de

deteccdo de 1 a 15 pg/ml de GLZ no plasma, com um desvio padrdo relativo de 5,2%. O
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limite de deteccdo minimo foi de 0,02 pug por amostra. (MAEDA; YAMAGUCH]I,;
HASHIMOTO, 1981).

A detec¢ao Eletroquimica utilizando eletrodos de carbono vitreos modificados foi
realizada por Ganjali em 2017. Os resultados obtidos nas condi¢cdes ideais mostraram que a
resposta do eletrodo 2 GLZ ¢é linear em uma faixa bastante ampla de 5,0 x 10°a 8,0 x 10* M
(Figura 5). (REZA GANJALI, M 2017).

Figura 5 - Gréficos demonstrando os resultados obtidos da GLZ 250 uM em vérias taxas de varredura por LSVs
de Fe;0,@Si0,/MWCNT/GCE. Os nimeros de 1 a 8 correspondem a 10, 20, 40, 60, 80, 100, 200 e 400 mVs.
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Fonte: REZA GANJALI, M 2017.

O limite de detec¢do de GLZ foi de 2,1 x 10 M. Esses valores sdo comparaveis
aos valores relatados por outros grupos de pesquisa para a determinacdo de GLZ por métodos
diferentes. Em uma tabela de comparacio da efici€éncia de alguns métodos usando a deteccao
de GLZ, o trabalho compara valores de limites de detec¢do e de quantificacdo nas técnicas de
cromatografia eletrocinética micelar, cromatografia liquida, cdpsula de membrana assimétrica,

espectrofotometria e voltametria.
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Os dados obtidos no trabalho mostram que o método baseado no uso do eletrodo
desenvolvido pode ser usado com seguranca para determinar o teor de GLZ em comprimidos
e em amostras de urina. No estudo de recuperacdo para avaliar a exatidio do método
observamos valores recuperados proximos aos valores esperados e um desvio padrdo relativo

dentro dos limites aceitaveis.

El-Enany (2003), desenvolveu métodos espectrofotométricos e
espectrofluorimétricos para a determinacdo de GLZ em formulac¢des farmacéuticas e fluidos
biolégicos. Ambos os métodos sdo baseados em uma reacdo de acoplamento entre GLZ e 4-
cloro-7-nitrobenzo-2-oxal,3-diazol em tampao borato (pH 7,8), no qual foi desenvolvido um

produto de reacdo amarelo que pode ser medido espectrofotometricamente a 400 nm.

O gréfico de absorbancia-concentragado foi linear na faixa de 2—20 g/ml com limite
minimo de deteccao de 0,2 g/ml, o grafico de concentracdo-fluorescéncia também se mostrou
linear ao longo da faixa de 0,2-2,5 g/ml com limite minimo de deteccao de 0,02 g/ml. Ambos
os métodos foram aplicados com sucesso para a andlise de comprimidos comerciais, os dados
podem ser observados quando os autores comparam o desempenho dos métodos

espectrofluorimétricos e espectrofotométrico na determinagao de GLZ.

O método proposto foi aplicado na determina¢ao de GLZ em sua forma comercial
em comprimidos e observou-se que a recuperacdo de principio ativo esteve dentro dos limites

aceitaveis com boa exatidao.

Em 2014, Ezzeldin et. al propés um método para determinacdo simultanea de
Montelucaste, GLZ e Nifendipina em preparacdes farmacéuticas ou fluidos biologicos. O
método utilizava a Cromatografia Liquida acoplada a Espectroscopia de Massas (em inglé€s,
Liquid Chromatography—Mass Spectrometry; LC/MS). O método foi validado de acordo com
as diretrizes do Food and Drug Administration (FDA) com boa reprodutibilidade e
linearidade de 0,999 no intervalo de 10,0-5000,0 ng/ml. Os limites de quantificacdo para a
GLZ foram de 0,04 ng/ml e de detec¢do 0,01 ng/ml, enquanto que a exatidao foi 106,53%.
(EZZELDIN et al., 2014).

Para a determinacdo simultinea em formulagdes farmacéuticas Berecka,
Gumieniczek e Hopkaa desenvolveram um novo método por Cromatografia liquida de alta

eficiéncia acoplada a um detector UV (em inglés, Liquid Chromatography coupled to diode
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array UV detection; LC/UV), para a determina¢do da GLZ e da repaglinida. Os graficos de
calibragdo variaram de 0,015 a 0,09 mg/ml para GLZ. Os valores de desvio padrdo relativo
intra e inter-dia para as solugdes padrao foram 0,70 e 1,01% para GLZ. A recuperagdo total de
GLZ foi de 99,82 +/- 0,58. Portanto, o método mostrou-se adequado para monitorar o controle
de qualidade comercial comprimidos de GLZ. (BERECKA; GUMIENICZEK; HOPKAA,
2006).

Esses métodos citados, geralmente envolvem etapas trabalhosas e demoradas,
transformando-os em técnicas complexas ou que necessitam de uma grande quantidade de
tempo e amostra. Dentre esses métodos, podemos destacar a CLAE, como estd descrito na
Farmacopeia Britanica (2005) como método oficial da GLZ. Entretanto, a CLAE possui
algumas limitagdes, incluindo preparacdo da amostra demorada e trabalhosa, etapas de
extracdo, uso de grande volume de amostra ou uso de cartuchos de extracdo de fase sélida

caros. (YU et al., 2014).

3.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As técnicas cromatograficas sdao métodos fisico-quimicos de separacao,
identificacdo e quantificacdo muito utilizadas para fins qualitativos e quantitativos devido a
sua alta sensibilidade, repetibilidade, especificidade e boa desempenho de andlise. (SARKAR;
KHANDAVILLI; PANCHAGNULA, 2006). Elas sdo utilizadas em diversas areas, como
exemplo, na Industria de Alimentos (PRADO; GODOY, 2007), Petroquimica (GIERTYAS,
2016), Andlise Forense (DE OLIVEIRA et al., 2009), Quimica Organica de produtos naturais
(TONIN, 2006), bioquimica (SUGAWARA et al., 2008), Farmacologia (COSTA; PEREIRA
NETTO, 2012), Andlises clinicas (MENEZES et al., 2012) e com destaque na Inddstria
Farmacéutica. (SILVA, 2016).

A CLAE pode ser baseada em diversos mecanismos de retencio, de acordo com a
interacao entre os componentes da amostra e as duas fases presentes no sistema denominadas
fase movel e fase estaciondria. Esses mecanismos podem ser divididos em adsorcao, parti¢ao,
troca i0nica, filtracdo em gel, afinidade e pareamento idnico, € 0 mecanismo predominante vai
depender da fase estaciondria utilizada. A separacdo dos componentes da amostra depende das
diferencgas de afinidade que terdo em relag@o as duas fases. (COLLINS; BRAGA; BONATO,
1997).
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3.4.1 Fundamentos

Na CLAE, os componentes a serem separados sdao distribuidos em duas fases
imisciveis, uma estaciondria contida em uma coluna e outra liquida composta por solventes
que se move em uma direcdo especifica. Essa técnica utiliza normalmente como fase
estaciondria, colunas metdlicas empacotadas com particulas de silica e submetidas a pressoes
elevadas para impulsionar a fase mével liquida, o que € alcancado com o auxilio de uma

bomba de alta pressdo. (BLUM, 2014).

Sistemas que contem fases estaciondrias polares e fase modvel apolar sdo
chamados de cromatografia em fase normal. Na cromatografia com fase reversa acontece o
oposto. Uma cadeia carbOnica que estd quimicamente ligada 4 silica da coluna da fase
estaciondria, faz com que a coluna tenha uma afinidade com compostos apolares, e
consequentemente a fase movel passa a ser polar. A natureza da substancia a ser separada, a
composi¢do e o fluxo da fase mével e a drea superficial da fase estaciondria, sdo alguns
fatores que influenciam no tempo de separacdo cromatogrifica. (COLLINS; BRAGA;
BONATO, 1997).

Para a CLAE, a amostra deve ser preparada com o intuito de extrair, concentrar e
limpar a mesma, evitando que possa haver dano ou contaminac¢ao ao sistema (NETO; PINTO,
2014). Essa amostra interage de formas diferentes com a fase estacionaria do sistema,
dependendo de sua natureza quimica. Dessa forma, o tempo que cada substancia fica retida na

coluna, pode ser usado como um identificador para as substancias presentes na mistura a ser

analisada. (BLUM, 2014).

Como podemos ver na figura 6, a CLAE utiliza um equipamento que contem 0s
reservatorios da fase movel, uma bomba que tem a fun¢do de forcar a entrada da fase movel
no sistema cromatografico e variar a composi¢do da fase mdvel ou para misturar de forma
isocratica (com composi¢do constante) a fase movel, um injetor que introduz a amostra no
sistema, a coluna cromatogréafica, um detector e softwares para controlar o sistema e registrar
os dados. Apds a amostra ser preparada, ela € injetada no sistema manualmente ou por meio
de um amostrador automdtico previamente programado para injetar volumes especificos de
amostra. A afinidade da substincia pelas fases do sistema ird definir seu tempo de retencdo na

coluna cromatografica.
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Figura 6 - Esquema de um sistema de CLAE.
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Fonte: Dctech, 2017.

Os detectores devem ser sensiveis, rdpidos, seletivos, estdveis e com alta
reprodutibilidade, sendo os mais usados para a CLAE: os detectores de UV com comprimento
de onda varidvel, os detectores de UV com arranjos de fotodiodos (DAD), os de fluorescéncia
e fluorescéncia de varredura, espectrometros de massas, detectores por indice de refragcdo e
deteccao eletroquimica. Com a variedade de detectores para a técnica de CLAE conseguimos

analisar uma variedade de analitos, desde ions a macromoléculas. (NETO; PINTO, 2014).

3.5 Ressonancia Magnética Nuclear Quantitativa (RMNq-lH)

A Ressonancia Magnética Nuclear Quantitativa de hidrogénio (RMNg-'H) é uma
técnica poderosa e promissora para determinar a concentra¢cdo de uma amostra. Além disso,
oferece uma vasta quantidade de informacgdes estruturais. Assim como outras técnicas, ela
esta baseada na espectrometria de absor¢do (SILVERSTEIN, 2005), porém oferece uma visao

unica do analito, pois seu mecanismo € completamente diferente de outras técnicas analiticas.

(PAULLI; JAKI; LANKIN, 2005).

3.5.1 Historia

Os primeiros estudos com a Ressonancia Magnética Nuclear (em inglés NMR,
Nuclear Magnetic Ressonance) foram iniciados em 1939. Comecaram a partir da descri¢ao
dos experimentos que mediam com alta precisdo os momentos magnéticos de um préton e,

além disso, também foram apresentados resultados da rota¢do de uma molécula diante de um
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campo magnético externo. A partir dai, mostrou-se possivel a aplicagdo de procedimentos

espectroscopicos utilizando ondas de rddio. (KELLOGG et al., 1939).

Até entdo, ressonancia magnética era usada para a determinacdo de momentos
magnéticos nucleares por feixes. Em 1946, Alvarez e Bloch observaram a indu¢@o nuclear
enquanto buscavam a comparagdo entre momentos magnéticos e concluiram que esse método
poderia resolver vdrios problemas existentes no método de feixe nuclear, como a exata
comparacdo dos momentos magnéticos nucleares e a dificuldade na determinacio da razdo
giromagnética. Dessa forma, concluiram que a inducdo eletromagnética poderia ser
desenvolvida como um método simples e préitico para medir campos magnéticos com alta

precisdo. (BLOCH F., 1946).

Richard R. Ernst, ganhou o Prémio Nobel em Quimica em 1991, por suas
contribuicdes ao desenvolvimento da metodologia de espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de alta resolucdo, gracas ao seu método altamente sensivel e de alta
resolucdo nas décadas de 1960 e 1970. Em 1962, Ernst finalizou sua tese de doutorado e
comecou trabalhar na empresa Varian, juntamente com vdrios cientistas famosos, entre eles,
Weston Anderson, que em 1964 propds um experimento de excitacdo de pulsos que levou ao
RMN com transformada de Fourier (FT), como conhecemos hoje. Em 1969, pela primeira
vez, foi demonstrado um espectrometro comercial d¢ RMN com FT. J4 em 1974, Thomas
Baumann (primeiro aluno de pds-graduacdo de Ernst), desenvolveu experimentos com a
espectroscopia em duas dimensdes (2D) e a partir dai a espectroscopia multidimensional se

desenvolveu rapidamente. (“THE NOBEL PRIZE IN CHEMISTRY, 19917).

A RMNg-'H é quase tdo antiga como a prépria RMN. O primeiro experimento
quantitativo descrito na literatura aconteceu em 1963, por Jungnickel, Forbes e Hollis. Até
hoje a literatura de livros didéticos ndo enfatiza o uso quantitativo dessa técnica e ndo motiva
educadores e pesquisadores a utilizd-la como uma ferramenta quantitativa, porém podemos
observar a sua importancia nesse campo quando observamos a quantidade de publica¢Oes que

fornecem evidéncias quanto a essa ferramenta analitica. (PAULI; JAKI; LANKIN, 2005).

3.5.2 Fundamentos da RMN
Basicamente, a técnica de espectroscopia por RMN se baseia no fato de que os
nucleos dos dtomos possuem uma rotacdo intrinseca chamada numero quéntico de spin (I).

Estes nimeros qunticos possuem valores iguais ou maiores que zero € sempre multiplos de
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1/2. A grande maioria dos compostos quimicos possui pelo menos um niicleo que possui spin
nuclear com valor maior que zero como, por exemplo, o hidrogénio, que € um agente ativo de
RMN de alta abundancia. Um agente ativo de RMN possui I maior que zero e consegue

formar um momento angular (P) ou movimento angular.

Na Figura 7, podemos observar que o movimento giratério dos prétons da origem
a um momento angular (P) e 0 movimento da carga gera um momento magnético nuclear (u)
com maghnitude e dire¢cdo. Podemos evidenciar essa afirmacdo na equacdo 1, podendo entdo

concluir que o momento angular do 4&tomo da origem a um momento magnético nuclear, p.

p=yxP (1)

Onde, vy ¢ a razdo magnetogénica ou razdo giromagnética. Com a formacdo do
momento magnético nuclear, podemos comparar um itomo a um pequeno ima. Essas

propriedades sdo fundamentais para o fendomeno de RMN. (CLARIDGE, 2016).

Figura 7 - Momento magnético de um nticleo atdmico.

/"

Fonte: CLARIDGE, 2016.

Quando um campo magnético externo (Bg) € uniformemente aplicado sob a
amostra, os momentos magnéticos nucleares se alinham em algumas orientacdes possiveis em
relacdo a esse campo que estd sendo aplicado e cada orientacdo corresponde a um nivel
caracteristico de energia potencial do nucleo. A quantidade de orientagdes pode ser suposta

pela equacao 2.

21+1 (2)

O nicleo de um préton € livre pra assumir qualquer orientacdo possivel na

auséncia de um campo magnético externo € os spins sdo ditos estarem degenerados. Na
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presenca do campo magnético externo, um préton com nimero de spin Y2, estd condicionado a
duas orientacdes possiveis, que pode ser de baixa energia (paralela ao campo aplicado, alfa),
ou de alta energia (antiparalela ao campo aplicado, beta,) com um leve excesso de prétons no
estado de baixa energia de acordo com a distribui¢do de Boltzmann, como estd demonstrado

na figura 8. (SILVERSTEIN, 2005).

Figura 8 - Estados de spin nuclear.
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Fonte: SILVERSTEIN, 2005.

Onde Na e Nf, representam o numero de nucleos em cada orientagdo. A diferenca
entre os niveis de energia de spin sdo muito pequenas e apenas um pequeno excesso de spins
serd excitavel (este excesso corresponde a diferenca entre o nimero de nicleos que habitam o
estado de menor energia e o niimero de niicleos que habitam o estado de maior energia). E por
isso que a técnica de RMN ¢ tao insensivel em relagdo a outras técnicas como infravermelho
(IR) e UV. Esse pequeno excesso populacional dd origem a um vetor resultante de
magnetizacdo (M) ao longo do eixo z, como podemos observar na figura 9. Essa imagem

simplificada € referida como modelo vetorial de Bloch ou como modelo do vetor de RMN.
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Figura 9 - Modelo vetorial de Bloch.
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Fonte: CLARIDGE, 2016.

O campo magnético estitico aplicado atua no momento magnético do nucleo
como se estivesse aplicando um torque, o que faz com que o préton trace um caminho circular
ao campo aplicado fazendo com que ele gire em torno de seu proprio eixo, como € mostrado
na figura 10. E comum definir a direcio do campo magnético estitico ao longo do eixo z.
Essa movimentagdo é chamada de precessdao e a frequéncia de precessao é chamada de

frequéncia de precessao de Lamor.

Figura 10 - Frequéncia de precessdao de Lamor.

E.::. 2

Fonte: CLARIDGE, 2016.
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A frequéncia de precessdao de Lamor pode ser calculada pela equacao 3.

o=-yB 0 rads™(-1) 3)

H4 possibilidade de induzir uma transicdo entre esses dois estados de energia,
aplicando-se uma frequéncia (v) correspondente a precessdo de Lamor dos prétons. A

variacdo de energia dada para ocorrer essa transi¢ao pode ser obtida através da equagdo 4.

AE=(hy/2m) B_0 4)

Onde, h corresponde a constante de Planck, y a razao giromagnética e By o campo
aplicado. Os espectrometros de RMN empregam campos magnéticos com alta intensidade que
correspondem a essas frequéncias ressonantes enquadradas na regido de radiofrequéncia do

espectro eletromagnético. (CLARIDGE, 2016).

A absor¢ao de energia no campo de radiofrequéncia faz com que o nicleo de um
préton vire de uma orientagdo para outra. E como ja foi citada anteriormente, a irradiacao de
uma frequéncia apropriada pode levar a transi¢des entre esses varios niveis de energia, desde
que obedeca a condicdo de haver apenas transicdes entre niveis de energia adjacentes. Isto &,
essa regra de selecdo exige que haja apenas uma frequéncia especifica para as transi¢cdes em
determinado By, ja que os niveis sdo igualmente espacados. Em resumo, nicleos atdmicos de
elementos com I maior que zero, quando colocados em um campo magnético externo, podem

absorver energia da radiacdo de radiofrequéncia. JACKMAN; STERNHELL, 1969).

Quando se irradia a amostra com um pulso de radiofrequéncia definido e com
amplitude conhecida por um periodo de tempo determinado, a radiofrequéncia impde uma
mudanca no vetor de magnetizacdo em uma dire¢do perpendicular ao campo magnético, que
faz com que a magnetizacdo ao longo do eixo z, gire em torno do plano x — y (figura 6).
Entretanto, a magnetiza¢do no plano x — y significa uma perturbag¢do no equilibrio do spin e,
naturalmente, qualquer sistema quimico que € perturbado se reajustard para restabelecer essa
condicdo de equilibrio novamente e, assim, cessado o pulso de radiofrequéncia o vetor

transversal de magnetizacdo desaparecerd gradualmente do eixo x - y e simultaneamente
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comecard a reaparecer ao longo do eixo z. Esse retorno ao equilibrio é conhecido como
relaxamento e faz com que o sinal de RMN decaia com tempo, produzindo o decaimento de

inducdo livre (FID, do inglés Free Induction Decay). (BECKER, E. D., 2000).

O relaxamento influéncia tanto na resolucdo, como na sensibilidade do
experimento. Isso acontece porque a recuperagdo da magnetizacdo ao longo do eixo z
(relaxamento longitudinal) corresponde ao restabelecimento das populacdes de equilibrio e,
portanto, esse processo corresponde a uma perda de energia dos spins. A energia perdida
pelos spins € transferida para o ambiente em forma de calor e coletado por um receptor e
analisado. A teoria de RMN de Bloch sugere que a recuperacdo da magnetizacdo segue um

comportamento exponencial descrito pela equagao 5.

dMz MO0 — Mz 5)
a  T1

onde MO é magnetizacdo em equilibrio térmico e T1 € a constante de tempo de
relaxamento. Quando ainda ndo hd magnetizacio, a magnetizacio longitudinal no momento t

serd conforme a equacgao 6.

Mz = MO (1— e t/Th) (6)

Para o completo relaxamento apés um pulso de 90 graus é necessdrio aguardar um
periodo de pelo menos cinco vezes o valor de T1, pois é 0 momento em que a magnetizagao
se recuperou em 99,33%, para moléculas organicas de tamanho médio, podendo esse tempo

durar alguns minutos.

Em uma molécula, prétons em ambientes quimicos diferentes precessam com uma
frequéncia ligeiramente diferente e irdo entrar em ressonincia quando expostos ao pulso de
radiofrequéncia em frequéncias também diferentes em algumas partes por milhdo uns dos
outros. Esta diferenca na frequéncia de ressondncia, expressa em partes por milhdo da origem

a escala de deslocamento quimico, que € utilizada para identificar o tipo de préton que gerou
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o sinal, fornecendo assim informacdo estrutural importante para a elucida¢io da estrutura de

moléculas organicas.

Quando a magnetizacdo decai apds a excitagdo € produzido um sinal chamado
FID, ele serd coletado durante um tempo apds o pulso, e entdo passard por uma equacio
matemadtica chamada de transformada de Fourier (FT), para entdo ser gerado um espectro.
Esse processo € necessdrio, pois em moléculas complexas, existem vérias frequéncias que
geram um sinal complexo resultado da interferéncia construtiva e destrutiva das frequéncias
originais constituintes, entdo todas essas informagdes de sinais dependentes do tempo, passam
pela FT para extrair as frequéncias dos dados obtidos. Em resumo, a Transformada de Fourier
¢ uma operacdo matemadtica que converte as informacdes do FID (dominio do tempo) em

dados de frequéncias (dominio da frequéncia). (CLARIDGE, 2016).

3.5.3 Fundamentos da RMNg-'H

A RMNg-'H ndo sé identifica moléculas, como permite quantificar as espécies
analisadas, uma vez que a intensidade do sinal gerado no espectro € diretamente proporcional
ao numero de nicleos que geraram aquele sinal. A relacdo entre essas grandezas pode ser
dada pela equacdo 7 (HOLZGRABE et al., 2005). Em espectroscopia de RMNq-'H, cada
atomo de H leva a pelo menos um sinal. A maioria das moléculas de interesse analitico
contém mais do que um atomo H, por isso, geralmente os espectros sdo mais complexos do

que cromato gramas.

I=csxN (7)

Onde, cs também pode ser chamada de constante do espectrdmetro, pois ela é
resultante de parametros entre o espectrometro e a amostra. Para a determinacao quantitativa,
a relacdo das razOes de drea relativa Ix / Iy € a mais facil forma de obter resultados

quantitativos, como mostra a equacao 8.

Ix  Nx (8)
Iy Ny

Onde Nx, representa o nimero relativo de spins ou protons que geram o sinal.
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O processo de integracdo dos sinais € crucial para uma quantificagdo exata, sendo
assim os sinais a serem integrados devem estar bem separados, o nivel de ruido deve estar
baixo, deve-se obter uma boa linha de base e um bom shimming, além de uma janela espectral
que seja uniformemente excitada pelo pulso de radiofrequéncia (RF). Com todos esses

parametros ajustados, a validacdo do método pode ser realizada.

Como comentado anteriormente, a diferenca populacional de spins entre os dois
estados de energia é baixa, por isso a RMNg-'H tem como limitacdo a baixa sensibilidade.
Essa limitagdo estd sendo contornada por equipamentos com campos magnéticos mais altos e
softwares modernos. Além disso, o numero de scans pode melhorar a relacio S/N e a
qualidade do espectro pode ser melhorada com um bom shimming. (HOLZGRABE et al.,
2005).

Em relacdo a métodos cromatogréficos e outros métodos, a RMNq-'H oferece a
vantagem de estar sempre pronta para andlises, eliminando o tempo gasto com preparagdo do
equipamento e da amostra, bastando dissolvé-la em cerca de 0,7 ml de solvente deuterado
adequado. Outra vantagem relacionada é o baixo volume de solvente utilizado. Todavia, a
vantagem principal se deve ao fato de que a RMNg-'H é considerada um método primdrio,
pois a quantificacdo de substancias pode ser realizada diretamente, sem o uso de um padrao
de referéncia com identidade igual a da amostra quantificada. (B. KING, 2000). O sinal de
RMN ¢ extremamente linear por ser proporcional a quantidade de dtomos que gerou aquele
sinal, isso torna dispensavel uma curva de calibragcao antes das andlises. Os sinais no espectro
sdo medidas das concentragdes molares das substancias, independente da estrutura molecular,
diferente de outras técnicas, como na detec¢do por UV. (HOLZGRABE; DIEHL; WAWER,
1998).

3.5.4 Aplicagoes da RMNg-'H

A Farmacopeia Europeia j4 utiliza a técnica de RMN para identificar drogas e
reagentes substituindo métodos como espectroscopia de infravermelho. (HOLZGRABE;
DIEHL; WAWER, 1998). A partir disso, percebemos que a RMN vem sendo muito utilizada
oficialmente para fins qualitativos, como por exemplo, na identificacdo da heparina. A
producdo de heparina ndo fracionada contaminada com sulfato de condroitina supersulfatado
(OSCS) levou a morte de mais de 100 pacientes e fez a Universidade de Sdo Paulo (USP)

revisar seus protocolos limitando a quantidade de OSCS, assim como dos solventes residuais
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etanol e metanol. Entretanto, nenhum teste cromatogréfico é capaz de identificar todas as

impurezas em uma Unica anélise, o que pode ser realizado por RMN. (BEYER et al., 2008).

A RMN tem se apresentado como uma valiosa e versétil ferramenta quantitativa e
estd sendo desenvolvida e aplicada com €xito em diversas dreas. O nimero de artigos cujo
titulo inclui as palavras 'quantitativo' e 'NMR' vém aumentando de modo continuo como
podemos ver na figura 11.

Figura 11 - Grafico do Nimero de publicagdes em que se encontra "quantitativo” e "rmn" no titulo obtidas por
uma pesquisa no PORTAL CAPES em setembro de 2020
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Fonte: Préprio autor.

Na industria farmacéutica, ela vem fornecendo contribuicdes significativas e
valiosas para andlises in vitro de misturas complexas como drogas, biofluidos, amostras de
tecido e também em investigacdes, clinicas in vivo. Hou et. Al (2014) mostrou que ndo houve
diferencas significativas entre o resultado do ensaio obtido por HPLC e RMNq-'H para a
determinacio da avermectina. O método de RMNq-'H atuou como uma escolha mais rdpida e
facil para a determinacdo de ativos em formulacdes de drogas. Como conclusdo, o trabalho
define o método como uma excelente escolha para controle de qualidade de rotina e andlise de

estabilidade de avermectina na forma de comprimido e no ambiente. (HOU et al., 2014).

Goger et. Al (1999) também discutiu sobre a rapidez e precisio da RMNg-'H para

a determinacdo da azatioprina. A espectroscopia de RMN se mostrou mais rdpida e fécil de
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executar além de mais especifica, porque ndo ha probabilidade de interferéncias como em
procedimentos de UV e CLAE. Liang et. Al (2014) concluiu que os resultados obtidos no
trabalho para determinagdo da clindamicina, eram indistinguiveis dos resultados obtidos por
CLAE. Nesse trabalho, também foi ressaltado as vantagens exclusivas como ndo ser um
método destrutivo, ndo ser necessdrio isolamento prévio de analito necessiario e nenhum

requisito para padroes de referéncia idénticos ao analito.

Em 2019, Qin estabeleceu um método de RMNg-'H para determinacio do
topiramato em seu estudo. Como conclusdo, destacou-se a viabilidade, alta exatiddo e
precisdo, andlise qualitativa e quantitativa simultdneas, bem como a determina¢do do
contetido sem a prépria substancia de referéncia. (QIN; WANG; LU, 2019). Da mesma forma,
no estudo do piracetam concluiu-se que a RMNg-'H pode ser usada para controle de
qualidade de rotina e anédlise de estabilidade. (EL-ADL; EL-SADEK; HASAN, 2017). Além
desses estudos em farmacos, a RMNg-'H se mostra promissora para controle de qualidade de

vacinas. (LEAL, 2013).

Existem varios exemplos na literatura de elucidagcdo e quantificacdo de impurezas
em amostras farmacluticas. A RMNg-'H é considerada uma técnica perfeita para
quantificacdo de impurezas. (HOLZGRABE; MALET-MARTINO, 2011). Enquanto que na
agricultura, a RMNg-'H se mostrou bastante promissora, inclusive para a quantificacio de
dcidos graxos em Oleos, pois ela dispensa reacOes de transesterificagdes que sdo
indispensdveis quando se utiliza métodos cromatograficos. Além disso, se mostrou uma

excelente técnica para detectar adulteracdes em produtos agricolas. (SANTOS, 2014).

A RMNq—lH se mostrou sensivel para determinagdo de cocaina em amostras
apreendidas de crack, podendo ser utilizada pela pericia forense para determinar o teor de
drogas. Nesse caso, a RMNg-'H se mostrou especialmente vantajosa por nio ser necessario
usar um padrdo de referéncia para realizar medidas quantitativas (COSTA, 2012),
(ALMEIDA et al., 2018), (BENEDITO, 2018), (SERRANO, 2019). Essa técnica também
vem sendo usada em andlises metabolomicas, para caracterizar os metaboldmas de muitas
amostras biologicas diferentes, essa drea € chamada metabolomica quantitativa. Wishart
(2008) publicou uma revisdo sobre o uso da RMNq-'H na anilise do metabolismo cerebral e
da medula espinhal, na esquizofrenia, esclerose miltipla, diabetes, obesidade, doenca
cardiovascular, distirbios metabdlicos, artrite e rejeicdo de Orgdos, propondo que a

identificacdo de metabélitos in vivo por RMNg-'H seja aceita pela comunidade cientifica.
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Os produtos naturais se destacam no ramo farmacéutico devido a sua importancia
para o surgimento de novos medicamentos. Para isso, geralmente é necessdrio separar essa
porcdo ativa de uma matriz complexa de substancias quimica, o que resulta em um desafio
para a quantificacio de produtos naturais. Mais uma vez o RMNgq-'H fornece enormes
vantagens, pois a técnica permite acesso simultdneo tanto a informagdo qualitativa (estrutura
quimica) quanto a quantitativa. (PAULI; JAKI; LANKIN, 2005). Staneva (2011) publicou
pela primeira vez o uso da RMNq-'H para estimativa quantitativa de lactonas sesquiterpénicas
no extrato de A. montana. E mostra que nenhum dos métodos usados até o momento forneceu
resultados com mais precisdo da quantidade de lactonas totais. Em 2004, foi desenvolvido um
método de RMNq-'H para andlise quantitativa de canabinéides. Este método mostrou ser
indispensdvel um padrdo de referéncia e permitiu a quantificacdo rdpida e simples de
canabindides com um tempo de andlise final de apenas 5 min, sem a necessidade de uma
etapa de pré purificacdo necessiaria em métodos cromatograficos. (HAZEKAMP; CHOI,

VERPOORTE, 2004).

Na industria de alimentos, como por exemplo, na quantificacdo de adogantes, a
RMNg-'H se mostrou rdpida, com facil preparacdo de amostras e baixa geracdo de residuos
de solvente. (PANIAGUA-VEGA et al., 2019). Siciliano et. Al (2013) analisou a composicao
da cadeia de acila dos extratos lipidicos obtidos a partir de dois salames tipicos da Caldbria e
concluiu que cadeias de 4cidos graxos podem ser facilmente quantificadas por RMNg-'H.
Diante disso, as técnicas de RMNg-'H sdo dteis aos métodos de andlise das fracdes lipidicas
de produtos cdrneos. Destaca-se como vantagem o curto tempo necessario para preparacdo de
amostras e o registro de espectros permitindo a andlise de um maior nimero de matrizes por
dia. Para o estudo de contaminagdes ambientais, a RMNq-'H ji se mostrou eficiente para a
quantificacdo de vdérios poluentes organicos presentes no esgoto, uma vez que ela é uma

valiosa ferramenta para o estudo de componentes quimicos presentes na dgua. (FILHO, 2014).

Como podemos observar na literatura, no que diz respeito a quantificacdo,
RMNg-'H compete com técnicas de separacio como CLAE e eletroforese capilar, entre

outras.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras de GLZ
As amostras utilizadas no presente trabalho consistiram de comprimidos de GLZ

30mg de liberacio prolongada obtidos no comércio local de Diamantina — MG, durante o ano
de 2020.

Foram escolhidos seis lotes diferentes de GLZ 30mg de liberagcdo prolongada com
laboratdrios determinados aleatoriamente de acordo com a disponibilidade do comércio local,

conforme disposto na tabela 1.

Tabela 1 - Amostras selecionadas para andlises dos comprimidos de GLZ.

Laboratério Lote
Pharlab 3012426
Pharlab 3012513
Ranbaxy AB43641

EMS L1M9594
EMS L1P3154
EMS L1M8155

4.2 Equipamentos

Para as andlises de RMNq-'H foi utilizado um espectrdmetro Bruker Fourier 300
HD (7,1 T), operando a 300,18 MHz equipado com sonda de identificagdo de 5 mm e com
bobina de gradiente em z (55G/cm), em uma temperatura de 25°C. O software usado para

processamento dos dados foi o TOPSPIN versdo 3.2. Os parametros de andlise foram:

e Frequéncia: 300,18 MHz;

Janela espectral: 10.1664 Hz;

Tempo de Aquisi¢do: 2.6843 s;

Tempo de Relaxamento: 14 s;

Pulso: 30°

Numero de transientes (scans): 64.
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Para as andlises em CLAE, foi utilizado um cromatégrafo liquido Shimadzu
contendo bombas Shimadzu LC-6AD, com unidade de desgaseificacio Shimadzu DGU-
20A5r, os modulos controlados por um controlador Shimadzu CBM-20, equipado com um
amostrador automatico Shimadzu SIL-10AF e um forno de coluna Shimadzu CTO-20A. A
separagdo foi feita usando uma coluna C18 com 250 mm de comprimento e 4.6 mm de
diametro interno, e com fase estaciondria de silica gel de fase reversa octadecilsilano (C18),
com particulas de 5 um de didmetro. Para deteccdo foi usado um detector espectrofotométrico
de arranjo de fotodiodos Shimadzu SPD-M20A ajustado a 233 nm. Para processamento dos
dados foi utilizado o software LabSolutions 2.0. A fase mdvel foi consistia de 60% de
acetonitrila e 40% de dgua Milli-Q contendo 0,1% de acido trifluoracético, em um fluxo de

0.9 mL/min.

Foi utilizado um purificador de dgua milliQ Elga-Purelab Classic Di-MK2 (Nova
Analitica Imp. Exp. Ltda) para preparacdo da dgua para as andlises, um sistema de filtragao a
vacuo juntamente com uma bomba de vacuo Prismatec, para remover possiveis impurezas e o

ar dissolvido nos solventes utilizados na fase mével para CLAE.

Para a pesagem das amostras foi utilizada uma balanga analitica Shimadzu
ATX224, um agitador automético Vortex Mixer S0200 (Labnet International, Inc.) para
garantir uma extracdo eficiente de GLZ e uma centrifuga Low speed SL 16 RAV (Spinlab)

para acelerar o processo de sedimentagao das amostras.
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4.3 Reagentes e Solventes

Foram utilizados, acetonitrila para HPLC (J.T Baker, Avantor), &cido
trifluoracético (99%, Sigma Aldrich), 4gua Milli-Q produzida no Laboratério de
Eletroquimica e Quimica Ambiental da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e
Mucuri (UFVIM) e cloroférmio deuterado (99,8% D com 0.5% de TMS, Sigma Aldrich,
CDCl).

4.4 Padroes

Como padrio de referencia primdrio foi utilizado a substincia quimica de
referéncia (SQR) gliclazida 99,8% (GLZ) e adquirida no Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Satide, INCQS/FIOCRUZ (lote 1057).

A amostra da solugdo de referéncia da GLZ foi feita pesando-se exatamente cerca

de 10 mg da SQR e diluindo-se em 10 ml de cloroférmio deuterado.

O tereftalato de dimetila (DMT 99.0%) foi adquirido da Sigma Aldrich Brasil
Ltda. (lote BCBX9603), para ser usado como padrao interno.

A amostra do padrio interno foi feita pesando-se exatamente cerca de 3,7 mg de

DMT e diluindo em 1 ml de CDCL;.

4.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo diodos

(CLAE/DAD)

4.5.1 Desenvolvimento do método

Na fase de desenvolvimento do método por CLAE/DAD foram observados os
seguintes parametros de desempenho: a seletividade do método para a separacdo do pico da
GLZ em relagdo aos interferentes e tempo de retencdo de acordo com a concentracdo de

acetonitrila.

A seletividade foi investigada em amostras preparadas com comprimidos de GLZ

da seguinte forma:
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a) Determinou-se o peso médio de 20 comprimidos de GLZ;

b) Trituraram-se os comprimidos para obten¢do de um p6 fino e homogéneo;

¢) Pesou-se exatamente cerca de 20,0 mg do p6 dos comprimidos de GLZ;

d) Diluiu-se o p6 em 20 ml de acetonitrila;

e) Agitou-se por aproximadamente 1 hora;

f) Filtrou-se a solucdo com um papel de filtro;

g) Transferiu-se 1 ml para um baldo volumétrico de 10 ml;

h) Adicionou-se acetonitrila gsp 10 ml;

i) Obteve-se a solu¢do na concentracao de 100 ug/ml;

j) Posicionou-se o vial no amostrador automético e injetou-se 20 uL para testes

experimentais prévios.

4.5.2 Validagdo do método
A validagdo do método foi realizada de acordo com a RDC n° 166/2017 da
ANVISA (BRASIL, 2017).

Os parametros avaliados por CLAE foram: linearidade, precisdo e exatidao. A
validagdo utilizou o padrao de referéncia primario de GLZ e para a preparacdo da solucao

estoque utilizou-se as seguintes etapas, em trés dias alternados para realizacdo dos ensaios.

a) Pesou-se exatamente cerca de 10 mg do padrao de referéncia;

b) Transferiu-se para baldo volumétrico de 10 ml;

c¢) Dissolveu-se em solugdo de acetonitrila no baldao volumétrico e completou-se o
volume para 10 ml. Essa solucdo estoque foi guardada em refrigerador até o momento do

ensaio.

4.5.2.1 Linearidade

Com a solucdo estoque previamente preparada a 1mg/ml, foi analisada a
linearidade do método em trés dias consecutivos. Pra isso, utilizaram-se seis concentracoes
distintas do padrdo de referéncia de GLZ, cuja medida foi realizada em triplicata. As amostras
para a curva de calibracdo foram completadas utilizando 4gua: acetonitrila (60:40, v/v).
Utilizando-se uma micropipeta foram realizadas diluicdes para obter as concentragcdes na

faixa de 20 a 100pg/ml, com os seguintes volumes:
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e 1.176 pL de dgua: acetonitrila (60:40, v/v) e 24 uL. da solu¢do mae, obtendo-se
concentragdo nominal de 20 pg/ml;

e 1.164 pL de dgua: acetonitrila (60:40, v/v) e 36 uL. da solugdo mae, obtendo-se
concentragdo nominal de 30 pg/ml;

e 1.152 puL de dgua: acetonitrila (60:40, v/v) e 48 uL da solu¢do mae, obtendo-se
concentragdo nominal de 40 pg/ml;

e 1.128 puL de dgua: acetonitrila (60:40, v/v) e 72 uL da solugdo mae, obtendo-se
concentragdo nominal de 60 pg/ml;

e 1.104 pL de dgua: acetonitrila (60:40, v/v) e 96 uL da solu¢do mae, obtendo-se
concentragdo nominal de 80 pg/ml;

e 1.080 pL de 4gua: acetonitrila (60:40, v/v) e 120 uL da solucdo mae, obtendo-
se concentracdo nominal de 100 pg/ml.

A linearidade foi avaliada pela andlise de uma curva de calibracdo, onde se

o, . L. - o, . . ~ 2
observa o valor de critério minimo aceitdvel do coeficiente de correlagdao (r°), que deve ser

maior ou igual a 0,999 (BRASIL, 2017).

4.5.2.2 Exatiddo

A exatidao do método foi determinada em trés dias consecutivos a partir da
quintuplicata de trés concentragdes distintas. As concentra¢des escolhidas foram baixa (20
ug/ml), média (40 pg/ml) e alta (80 pg/ml). A concordincia entre o valor nominal e o valor
tedrico das amostras de GLZ foi comparada para avaliar a exatiddo do método. As
concentragdes nominais foram calculadas por meio da equacdo obtida na curva de calibracao

dos ensaios de linearidade.

4.5.2.3 Precisdo

A precisdo foi analisada a partir da repetibilidade, onde as amostras foram
avaliadas sob as mesmas condi¢Oes de preparo, analista, operacdo e instrumentacdo em uma
unica corrida analitica. Para tais ensaios foram utilizadas as mesmas amostras do ensaio de

exatidao, 20, 40 e 80 pg/ml. A precisdo foi expressa por meio do desvio padrdo relativo.
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4.6 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear quantitativa de hidrogénio (RMN-

q-'H)

4.6.1 Desenvolvimento do método
Em testes prévios, foram analisadas as amostras dos padrdes de GLZ e de DMT
separadamente para observar a relacdo sinal/ruido dos sinais e em seguida uma amostra

contendo os dois padrdes para observar se os sinais nao se sobrepunham no espectro de RMN.

Os espectros foram obtidos em um espectrometro Bruker 300 MHz para o
hidrogénio. O software utilizado na obtencdo e processamento dos dados foi o Topspin versao

3.2

Com a visibilidade dos sinais, foi possivel determinar o tempo de relaxamento
ideal para a aquisi¢do completa dos dados. Utilizando a amostra contendo os padroes da GLZ
(10 mg) e do DMT (3,7 mg) para 1 ml de cloroférmio deuterado, foram retirados 650 ul e
transferido para o tubo de RMN, utilizando uma micropipeta automatica. O volume resultante
do tubo foi conferido e o tubo foi vedado com parafilm e devidamente identificado. Em
seguida foi realizado o experimento de inversdo/recuperacdo para a determinagcdo do tempo

em que a magnetizacdo longitudinal fosse recuperada.

No experimento de inversao/recuperagao foi analisado o tempo de recuperaciao da
magnetizacdo longitudinal, para isso, foram aplicados pulsos de 180° e na sequencia novos
pulsos de 90°, variando D7 em 11 valores: 0; 0.3; 0.6; 0.9; 1.2; 1.5; 1.8; 2.1; 2.4; 2.7; 3.0.
Depois de obtidos os espectros, a intensidade do sinal foi observada e os sinais foram

integrados.

Para encontrar uma equagdo que nos fornecesse uma férmula matemaética para a

comparacao dos dados obtidos através das integrais, foi utilizada a equagdo 9:

M, =M, (1- e (70)) ©)

Onde, M, e M representam a magnetizacdao ao longo do eixo z apds o tempo de espera € o
equilibrio térmico, respectivamente. O tempo de relaxamento € indicado na equacdo como T1

€ 0 T € 0 tempo entre pulsos de radiofrequéncia.
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Através dessa equacido foi concluida a equagao 10:

1 (10)

Onde; a € o coeficiente angular da equacdo linear referente as integrais obtidas
nos espectros dos experimentos de inversdo/recuperacdo para cada pico encontrado
separadamente. No total foram analisadas 11 regides em cada um dos 11 experimentos com
varia¢do nos valores de D7. Dessa forma o valor de T1 é multiplicado por 5, o que garante o

relaxamento completo dos prétons presentes na amostra.

A aquisicdo dos espectros de RMNq- 'H foi feita com uma sequencia de pulsos
zg30, que constituiu um atraso de relaxamento (delay — D1) de 14s, pulso de 30° (pulse
angle), tempo de aquisi¢ao de 2,68s (aquisition time — aq). O shimming foi feito manualmente
buscando definicao e resolucao do sinal do solvente cloroférmio deuterado com 0,5% de TMS

em 0 PPM.

Os espectros foram adquiridos 64 vezes (ns), com uma janela espectral de 10 ppm

(spectral width — sw) para 300 Mhz. As aquisi¢des ocorreram em uma temperatura ambiente

de 25°C.

O processamento da FID foi feito com software Topspin 3.2 pela aplicagdo do
zero filling (16k) e foi feito o ajuste manual de fase e da linha de base. Os deslocamentos
quimicos foram referenciados com o TMS em O ppm. A integracdo foi feita manualmente nos

sinais de 8.10 ppm do DMT e 7.94 ppm da GLZ.
4.6.2 Validacao do método

4.6.2.1 Seletividade
Neste trabalho, a seletividade/especificidade do método de andlise por RMNg-'H

H foi avaliada utilizando a seguinte estratégia:
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Al- Foi preparada uma amostra de solu¢do padrio de referéncia de GLZ na
concentracdao de 10 mg/ml. Pesou-se exatamente cerca de 10 mg de GLZ padrdo e transferiu-
se para um tubo tipo Eppendorf®. Posteriormente, foi diluido com 1 ml de cloroférmio
deuterado até completa solubilizacdo. Foi retirada uma aliquota de 650 ul dessa solu¢cdao com
auxilio de uma micropipeta automatica e transferido para um tubo de RMN. Esse tubo foi

devidamente identificado e vedado com parafilm para andlise no espectrometro.

A2- Utilizando uma amostra de padrio interno de DMT, foi realizada a segunda
andlise. A amostra foi preparada na concentracdo de 3,7 mg/ml de DMT. Primeiramente,
pesou-se exatamente cerca de 3,7 mg de DMT e transferiu-se para um tubo tipo Eppendorf®.
Posteriormente, foi diluido com 1 ml de cloroférmio deuterado e transferido 650 ul da
solu¢do para o tubo de RMN, que foi devidamente identificado e vedado com parafilm para

realizacdo da andlise no espectrometro.

A3- A terceira amostra continha o padrdo de referencia da GLZ e o padrio interno
DTM para avaliar se ndo ocorria a sobreposicao dos picos no espectro. Pesou-se exatamente
cerca de 10 mg de GLZ e 3,7 mg de DMT e transferiu-se para um Etubo tipo Eppendorf®®,
em seguida diluiu-se com 1 ml de cloroférmio deuterado e transferiu-se 650 ul para um tubo

de RMN para prosseguir com a andlise no espectrometro.

A4- A amostra 4 foi composta por uma solu¢cdo contendo p6 dos comprimidos de
GLZ triturados e o padrao interno DMT diluidos em cloroférmio deuterado. Em testes
preliminares, a concentracdo de 6,5 mg/ml de GLZ nos forneceu uma boa relag@o sinal/ruido
e ndo causava inomogeneidade no campo magnético. Para alcangar essa concentracio, foram
pesados 34,8 mg do p6 do medicamento triturado e 3,7 mg de DMT e diluido em 1 ml de
cloroférmio deuterado em tubo tipo Eppendorf®. Em seguida utilizou-se um agitador
automatico durante 30 minutos, para garantir completa solubilizacdo. Feito isto, o tubo tipo
Eppendorf® foi levado a uma centrifuga durante 5 minutos para que fossem separados os
excipientes do principio ativo solubilizado. Foi coletado o sobrenadante da fase limpida com
auxilio de uma micropipeta automdtica e levado ao tubo de RMN para andlise em

espectroOmetro, apds identificacio e veda¢ao do mesmo.

4.6.2.2 Linearidade
A linearidade do método desenvolvido foi avaliada por meio da andlise de seis

concentragdes do padrao de referéncia de GLZ cobrindo uma faixa de concentragdo entre 0,5
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a 8 mg/ml. O ensaio foi realizado de acordo com as condi¢des experimentais previamente

estabelecidas. A linearidade foi avaliada pelo valor de critério minimo aceitdvel do coeficiente
~ 2 . . .

de correlacdo (r°), que deve ser maior ou igual a 0,999, segundo o Guia para tratamento

estatistico da validacdo analitica (BRASIL, 2017).

O preparo de solucdes foi feito a partir de uma mesma solucao estoque, sendo esta
preparada a partir da pesagem de 20 mg da SQR, que foi diluida em 2 ml de cloroférmio
deuterado, preparando assim, uma solu¢do mae na concentragdo de 1 mg/ml. O DMT foi
pesado separadamente 06 vezes e transferido para 06 tubos tipo Eppendorf®s diferentes, para

manter a mesma concentracdo de padrao interno em todas as amostras.

A partir da solu¢do mae de 1 mg/ml, foram feitas dilui¢des retirando aliquotas da
solucio mie e transferindo para o tubo tipo Eppendorf®® contendo o padrio interno, que
originaram as seguintes concentragdes: 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 mg/ml, estas foram

preparadas segundo a tabela 2.

Tabela 2 - Preparag@o das amostras para teste de linearidade.

Vol. da solucdo
Vol. de CDCL; Concentragao final

estoque de
gliclazida (uL) (L) (mg/mi)
30 570 0.5
60 540 1
120 480 2
240 360 4
360 240 6
480 120 8

Cada diluicdo foi realizada no momento da andlise para evitar evaporagdao do
cloroférmio deuterado. Assim apos cada diluicdo, o conteudo do tubo tipo Eppendorf® foi
transferido para o tubo de RMN e em seguida a andlise foi realizada com os parametros pré-

estabelecidos.



40

4.6.2.3 Precisdo

Para avaliacdo da precisao foi preparado uma solu¢do com concentracdo da SQR
na concentracdo de Smg/ml. Pesou-se 2,75 g de SQR de GLZ e 3,7 g de padrdo interno e
transferidos para um tubo tipo Eppendorf®. Em seguida foi diluido com 550 ul de
cloroférmio deuterado. Com ajuda de uma micropipeta automética, o contetido do tubo tipo
Eppendorf® foi transferido para o tubo de RMN, que foi devidamente identificado e vedado

para analise no espectrometro.

Foram realizadas 6 andlises da mesma amostra para verificar a precisdo do

método.

4.6.2.4 Exatiddo
Para o teste de exatiddo foram preparadas cinco amostras de cada concentracao.
Foram utilizadas concentra¢des baixas, médias e altas (baixa: 2 mg/ml, média: 5 mg/ml, alta:

8 mg/ml). Para a preparacao das amostras foi usada a seguinte estratégia:

a) Preparou-se uma solu¢cao mae do padrao de referéncia de GLZ de 10 mg/ml.

b) Pesou-se 45 mg do padrao de referencia primario.

¢) Diluiu-se em um baldo volumétrico contendo 4,5 ml de CDCl;.

d) Preparou-se uma solucdo mae do padrdo interno (DMT) de 17 mg/ml.

e) Pesou-se 3,4 mg do padrdo interno.

f) Diluiu-se em um baldo volumétrico contendo 2 ml de CDCLs.

g) Prepararam-se cinco amostras na concentracio de 2 mg/ml utilizando a técnica
de dilui¢do das solu¢des maes de GLZ e DMT e completando o volume de 500 uL com o
solvente CDCL3 puro.

h) Prepararam-se cinco amostras na concentracdo de 5 mg/ml utilizando a técnica
de dilui¢do das solu¢des maes de GLZ e DMT e completando o volume de 500 uL com o
solvente CDCL3 puro.

1) Prepararam-se cinco amostras na concentragdo de 8 mg/ml utilizando a técnica
de diluicdo das solu¢des maes e completando o volume de 500 uL. com o solvente CDCL3

puro, como esta descrito na tabela 3.
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Tabela 3 - Preparacdo de amostras para o teste de exatiddo.

Solugdo estoque  Solugdo estoque o Conc. Final
Diluicdes (ul)
de GLZ de DMT (mg/ml)

100+100+300
100+100+300
10 mg/ml 17,1 mg/ml 100+100+300
100+100+300
100+100+300
250+100+150
250+100+150
10 mg/ml 17,1 mg/ml 250+100+150
250+100+150
250+100+150
400+100
400+100
10 mg/ml 17,1 mg/ml 400+100
400+100
400+100

0O OO OO o0 OO0 W W L U Wt NN N NN

Apb6s a preparagdo das amostras, foi realizada uma andlise para cada amostra no

espectrOmetro com os parametros previamente estabelecidos.
Para o calculo da concentracdo real de GLZ na amostra, utilizou-se a equagdo 11:

Ix Nstd (11)

Cx = @x Nx x mstd




4.6.2.5 Robustez
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Para avaliac@o da robustez dos métodos, os parametros importantes para aquisicao

dos dados foram variados passo a passo em uma ampla faixa de intervalo a partir do padrao de

referencia primdrio. A tabela 4 resume todos os parametros examinados e suas variagdes.

Tabela 4 - Parametros avaliados no teste de robustez.

Parametro

Nimero de scans
Atraso de relaxamento
Dominio de tempo
Janela espectral

Duragao do pulso

Sigla Variagao

NS 8, 16, 32, 64, 128,256, 512
D1 (s) 6, 10, 14, 18, 22, 26
TD (k) 8, 10, 14, 16, 18, 20, 22
SWH (ppm) 10, 20

P1 (us) 11, 12, 13
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4.7 Quantificacao
As 36 amostras do p6 do comprimido foram preparadas para determinar o teor de

GLZ pelos métodos de CLAE-DAD e RMNq-'H, como estd descrito na Figura 12 a seguir.

Figura 12 - Fluxograma para determinacdo de GLZ nos métodos desenvolvidos.

Determinagdo do

peso médio de 20

comprimidos de
GLZ

Trituragdo dos
comprimidos até
obtengdo de um pé
fino

Pesagem das

amostras
Il
[ |
Dlslgfg:r?t:m Diluicao em
deuterado acetonitrila
Determinagédo do teor Determinagdo do teor
de gliclazida por de gliclazida por
] H CLAE-DAD

Fonte: Préprio autor.

Foram preparadas seis amostras de cada um dos seis lotes disponiveis para
determinar o teor de GLZ no p6 dos comprimidos, sendo que trés amostras de cada lote foram
destinadas a determinacio pelo método desenvolvido de RMNg-'H, e as outras trés amostras

de cada lote foram destinadas a determinacao pelo método farmacopeico oficial, CLAE.

a) Determinou-se o peso médio de 20 comprimidos de cada lote (Tabela 5)

b) Triturou-se os 20 comprimidos de cada lote com ajuda de um grau e pistilo até
obter um po fino;

¢) Homogeneizou-se o po triturado;

d) Pesaram-se seis amostras de cada lote para obter concentragdes especificas
(Tabela 6);

e) Diluiram-se as tr€s amostras de cada um dos seis lotes que iriam para a

determinagdo em CLAE-DAD em 50 ml acetonitrila em baldo volumétrico;



f) Agitou-se por cerca de 1 hora;

g) Filtrou-se com papel filtro e funil;
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h) Pipetou-se 2 mL do filtrado e dilui-se em 50 ml de uma solu¢do agua:

acetonitrila (60:40, v/v).

1) Transferiu-se 1,5 ml da solugdo final para trés vials diferentes de CLAE;

J) As outras trés amostras de cada lote que iriam para a determina¢do por RMNg-

'H foram dissolvidas em 1 ml de cloroférmio deuterado;

k) Agitou-se por cerca de 1 hora;

1) Centrifugou-se;

m)Retirou 600 pLL do sobrenadante e transferiu-se para um tubo tipo Eppendorf®

contendo 3,4 mg/ml de DMT;

n) Ap6s diluicdo com DMT, transferiu-se 550 uLL para um tubo de RMN;

0) Dessa forma foram analisadas 36 amostras finais, sendo trés amostras de cada

um dos seis lotes de comprimidos de GLZ destinadas a andlise por CLAE-DAD e trés

amostras de cada um dos seis lotes destinadas a andlise em RMNq-'H.

Tabela 5 - Peso médio dos comprimidos de GLZ.

Lote N° do Lote Peso médio (g)
A 3012513 0,1449
B L1M8155 0,1464
C L1M95%4 0,1451
D 3012426 0,1465
E AB43641 0,1450
F L1P3154 0,1458




Tabela 6 - Concentracdo nominal de GLZ nas amostras destinadas a quantificagio.

Lote Amostra

Concentracdo nominal das

amostras para HPLC (ug/ml)

Concentracdo nominal das

amostras para RMNq-lH

(mg/ml)
1 33,13 3,98
2 33,13 3,98
A 3 30,21 3,98
1 32,80 4,00
2 32,81 4,00
B 3 32,86 4,00
1 33,16 4,03
2 33,25 4,03
C 3 33,25 4,03
1 32,98 4,00
2 32,85 4,00
D 3 32,93 4,00
1 33,19 4,01
2 33,15 4,01
E 3 33,27 4,01
1 33,15 4,03
2 33,12 4,03
F 3 33,10 4,03
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A quantificacdo experimental de GLZ foi obtida pela drea sob o pico
cromatografico em 7,3 minutos e aplicado a equacdo da reta obtida na curva de calibracdo

com o padrdo de referencia primério.

Para o célculo da quantificacio experimental de GLZ em RMNq-'H H utilizou-se
a relacdo entre as dreas sob dos picos da GLZ em 7,9 ppm e do DMT em 8,1 ppm. Depois de

obtida essa relacdo, a férmula utilizada para a quantificagdo estd descrita na equagao 12.

Ix Nstd Mx mstd
x Pstd

Px =
x Istdx Nx sttdx mx (12)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CLAE-DAD

5.1.1 Desenvolvimento do método

Como nao hd metodologia analitica para a GLZ descrita na Farmacopeia
Brasileira, optamos por adotar como metodologia aquela descrita na Farmacopeia Britanica
(2005). O método para andlise de teor descrito na monografia da Farmacopeia Britanica para
o Farmaco GLZ utiliza nas especificacdes cromatograficas uma coluna de aco inoxidédvel de
0,25 m de comprimento e 4 mm de diametro, empacotada com silica gel octilsilil (5 pm). Na
fase movel utiliza-se um fluxo de 0,9 ml/min de uma mistura de 0,1% de trietilamina, 0,1% de
acido trifluoroacético, 45% de acetonitrila e 55% de 4dgua. Para deteccdo utiliza-se um
detector de ultravioleta ajustado para 235 nm. Consideramos essa metodologia como ponto de
partida para o desenvolvimento do método de quantificacdo das amostras de GLZ por CLAE-

DAD neste estudo.

No desenvolvimento de um método cromatogréfico deve-se buscar a obtenc¢do de
uma resolucdo satisfatoria, uma boa seletividade e um tempo de andlise razodvel
(PASCHOAL et al., 2008). Para os comprimidos de GLZ, tomou-se como base a metodologia
descrita por Al-Omary (2017) estabelece que para o processo de extragdo da GLZ do p6 dos
comprimidos do medicamento, deve-se agitar 0,8 g de GLZ por 1 hora em um baldo
volumétrico com 200 mL de acetonitrila. Ap6s extracdo, deve-se filtrar e diluir 10 mL do
filtrado para 200 mL com uma mistura de 2 volumes de acetonitrila e 3 volumes de 4dgua.
Utilizando as especificacdes do método farmacopeico para GLZ e a metodologia descrita por
Al-Omary (2017), inicialmente, analisou-se uma solu¢ido de pé dos comprimidos de GLZ a
100 ug/ml a fim de investigar a influencia da composi¢@o da fase movel no tempo de retencao
do analito. Apds a primeira corrida cromatogréfica obtivemos o cromatograma que consta na

Figura 13.
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Figura 13 - Cromatograma inicial da amostra do p6 dos comprimidos de GLZ a 100 ug/mL obtido com as
condi¢des cromatograficas descritas do método farmacopeico (2005).
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O tempo de retengdo representa o tempo em que o analito fica retido na fase
estaciondria (PASCHOAL et al., 2008) em relacdo a um analito ndo retido. Ao observamos o
cromatograma da Figura 1, constatou-se que o tempo de retencdo da GLZ foi de 15 minutos,
um tempo relativamente alto que poderia ser devido a baixa propor¢ao de acetonitrila na fase
moével. Dessa forma optou-se por algumas adaptacdes no método a fim de diminuir o tempo

de retencdo da GLZ e diminuir o consumo de fase mével.

A fase mdvel avaliada foi: 40% de acetonitrila para o solvente B e 60% de dgua
acidificada com 0,1% de acido trifluoracético para o solvente A. Através dessa andlise, pode-
se verificar que o método identificou o analito de interesse, mesmo com outros componentes
presentes na amostra, como 0s vdrios excipientes do comprimido, mostrando uma boa
seletividade. Observou-se que os solventes escolhidos proporcionavam um pico com boa

resolucdo.

Com a fase organica estabelecida, avaliou-se a composicdo da fase movel no
tempo de retencdo. O melhor tempo de retencdo da GLZ foi obtido utilizando uma eluicao
isocrdtica consistindo em: 60% de fase B e 40% de fase A. Esse aumento de 20% da fase B
garantiu que a fase mével torna-se menos polar, aumentado a forga eluotropica e fez com que
o tempo de retengdo da GLZ diminuisse de 15 minutos para 7,5 minutos, com tempo de
corrida de 9,5 minutos. O perfil cromatogréafico obtido apos a otimiza¢do dessas condicOes

pode ser observado na figura 14.
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Figura 14 - Cromatograma da amostra do pé de comprimido da GLZ em 100 pg/ml, eluido com fase mével dgua
acidificada: acetonitrila (40:60, v/v).

Ao se analisar a faixa de comprimento de onda de 180 a 320 nm, observou-se o
pico cromatografico da GLZ com absor¢cao maxima de comprimento de onda em torno de 235

nm.

Para prosseguir com a validacao parcial do método, optou-se por reduzir o volume
de solvente utilizado na preparacdo de amostras indicado pelo trabalho realizado por Al-

Omary (2017).

5.1.2 Validacdo do método

Segundo a RDC n° 166/2017, um método ja validado deve passar por uma
validagao parcial quando ocorrer a adaptagao do método a diferentes laboratérios. Como esta
descrito na Farmacopeia Britanica (2005), o método oficial para a quantificagdo da GLZ ¢ a
CLAE. A partir desse método validado, este estudo fez algumas modificacdes no sentido de
ajustar volume de amostra, de reagentes e tempo de retencdo. Diante desta adaptagdo, se

avaliou os parametros de precisdo, exatiddo e seletividade para a validacdo do método

utilizando CLAE.

5.1.2.1 Linearidade
A linearidade do método foi analisada em trés dias consecutivos. Foram
preparadas seis amostras com concentragdes de 20 a 100 pg/ml, sendo cada amostra injetada

em triplicata. Os resultados das inje¢des podem ser avaliados na tabela 7.
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Tabela 7 - Resultados do teste de linearidade do método por CLAE, em trés dias consecutivos, utilizando uma
faixa de concentracdo de 20 a 100 ug/mL de GLZ (n=3).

Dia Concentracao Area Equacao R’
(ug/ml) integrada
(média)
20 1023434
30 1503132
DIA 1 40 2083484 y = 58645x - 239520 0.999
60 3234877
80 4307174
100 5763547
20 1123730
30 1896259
DIA 2 40 2429434 y=61487x - 25112  0.999
60 3766156
80 4759633
100 6164925
20 1229565
30 1949278
DIA 3 40 2573404 y=57691x + 17907  0.999
60 3664480
80 4761727
100 5934128

Os resultados obtidos através da regressdo linear permitem concluir que o método
€ linear dentro do intervalo de concentragdes estudadas cumprindo os critérios de aceitagao

estabelecidos de coeficiente de correlacdo (r*) maior ou igual que 0.999.

Na figura 15 estdo apresentadas as trés curvas de calibrag@o obtidas para o teste de

linearidade dos dias 1 (Figura 15 A), 2 (Figura 15 B) e 3 (Figura 15 C).
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Figura 15 - Curvas de calibragio obtidas a partir dos testes de linearidade por CLAE, utilizando uma faixa de
concentracdo de 20 a 100 ug/mL de GLZ. A) Dia 1. B) Dia 2. C) Dia 3.
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5.1.2.2 Exatiddo

O método utilizado para o estudo da exatiddo foi realizado preparando-se
amostras com concentracdes nominais conhecidas através do uso da SQR da GLZ. O teste foi
realizado em trés dias consecutivos a partir da quintuplicata de trés niveis de concentragdes
distintas (20, 40 e 80 pg/ml). O valor experimental da concentracio obtido nas amostras de
GLZ foi calculado utilizando a equacdo da reta da curva de calibracdo plotada nos dias dos
ensaios de exatiddao. A concordancia entre o valor nominal e o valor experimental das
amostras de GLZ foi comparada para avaliar a exatiddo do método. A porcentagem de ativo
deveria se enquadrar entre 95 — 105% do valor nominal. Na tabela 8 estdao apresentados os

resultados obtidos para o teste de exatidao realizado por CLAE.

Tabela 8 - Valores de exatiddo e precisdo para os testes realizados em trés dias consecutivos (nimero de
replicatas por dia=5), utilizando as concentracdes nominais de 20, 40 e 80 ug/mL de GLZ.

Dia Concentracao Area Concentracao Exatiddo CV (%)
estimada integrada encontrada (%)
(ng/ml) (média) (ng/ml)
DIA 1 20 1349154 19.95 100 3.47
40 2591247 40.83 102 2.99
80 5002948 81.36 102 3.18
DIA 2 20 1373577 20.36 102 3.28
40 2632629 41.52 104 1.62
80 5096999 82.94 104 1.91
DIA 3 20 1328821 19.61 98 3.93
40 2631221 41.50 104 2.95

80 5066647 82.43 103 2.01

1
100
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Os resultados apresentados na Tabela 2 mostram que no dia 1 a exatidao do
método para determinacdo de GLZ variou de 100 a 102%, no dia 2 essa variacdo foi de 102 a
104% e no dia 3 foi de 98 a 103%. Esses valores estdao dentro dos critérios de aceitacdo para a

o teste de exatiddo.

5.1.2.3 Precisdo

Para o ensaio de precisido foram utilizadas as mesmas amostras e concentragdes do
ensaio de exatidao, 20, 40 e 80 pug/ml. A partir das andlises da quintuplicata de cada nivel de
concentragdo, a precisdo foi expressa por meio do desvio padrao relativo (DPR) entre essas
andlises. Como podemos observar na tabela 2, o DPR mostrou-se inferior a 5,0% em todas as
concentragdes e em todos os dias de ensaio realizado. Pode-se verificar que os resultados

obtidos cumprem os critérios de aceitacdo estabelecidos pela RDC 166 de 2017 (ANVISA).

5.2 RMNg-'H

5.2.1 Desenvolvimento do método

Preliminarmente, a amostra de GLZ passou pelo ensaio de solubilidade em
CDCl. Este solvente foi escolhido como solvente para os experimentos de RMNq'-H, pois é
um solvente deuterado barato, tem uma boa capacidade de solubilizacio da GLZ, e quase
todos os dados de RMN para a GLZ disponiveis na literatura foram obtidos em CDCl;. Em
seguida, testou-se a solubilidade do padrdo interno, DMT, em CDCls. O DMT mostrou boa
solubilidade no solvente escolhido. Uma solu¢do de 10 mg/mL de DMT foi transferida para
um tubo de RMN para observar se os seus sinais ndo iriam se sobrepor aos sinais da GLZ nos
espectros de RMN. O espectro mostrou que essa concentracdo resultaria um pico muito
intenso na regido de d 8,1 ppm referente aos hidrogénios aromaticos. Diante disso reduzimos
a concentracdo para 3,4 mg/mL de DMT, reduzindo o pico em até 3 vezes. Podemos observar

o espectro obtido para o DMT na Figura 16 A.

Em seguida, uma amostra de GLZ na concentracio de 10 mg/ml diluida em
CDCl; foi transferida para um tubo de RMN sem adi¢do do padrdo interno para observagao do
perfil do espectro. O espectro de GLZ obtido estava de acordo com os dados descritos na

literatura em relacdo ao niimero de sinais, valores de deslocamento quimico e multiplicidade
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de sinais, mesmo com sinais largos e que ndo estdo bem definidos devido ao uso de um
espectrometro de campo magnético inferior ao utilizado no trabalho usado como comparagdo
(AL-OMARY, 2017). O espectro obtido através da andlise de uma amostra em 10 mg/ml esta

apresentado na Figura 16 B.

Na Figura 16 C conseguimos analisar o espectro de RMNg-'H obtido através de
uma mistura dos dois padrdes em CDCl;. Através desse espectro podemos escolher os sinais
para quantifica¢do. O singleto em o 8,1 ppm pertencente ao sistema aromatico dissubstituido
do DMT foi escolhido para determinagdo quantitativa do padrdo interno. O singleto originado
de prétons metilicos da GLZ em 6 2,4 ppm seria o sinal preferencial para quantificacdo da
GLZ, entretanto a sobreposicdo de alguns sinais nessa regido do espectro obtido em baixo
campo (300 MHz) inviabilizou o uso deste sinal, pois esta sobreposi¢do poderia causar erro na
integracdo da drea. Contudo, o uso de dubleto para quantificacdo também € muito usado na
literatura (Hou et al., 2014) (Liang et al., 2014), dessa forma o sinal em & 7,9 ppm (2H, H 5-
5”) pertencente ao sistema aromatico da GLZ ndo se sobrepde a nenhum outro sinal e pode ser
utilizado para uma quantificacdo mais precisa pois possui uma boa relacio sinal-ruido (S/N).

Sendo assim, ele foi selecionado como o sinal analitico para fins quantitativos.
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Figura 16 - Sobreposicao de espectros por RMN. A) Padrio interno (DMT). B) Padrio de referéncia (GLZ). C)
Solugdo mista.
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Na tabela 9 podemos observar os valores dos deslocamentos quimicos, em ppm, para todos os

prétons da GLZ apresentados nos sinais dos espectros anteriores.

Tabela 9 - Valores de deslocamento quimicos (ppm) de todos os prétons da GLZ apresentados no espectro de

RMNg-'H.
Deslocamento

Préton quimico
(ppm)

NI1-H 591d
N3-H 8.75 m
H5 7.95d
H6 7.31d
C-Me 242s
H9%eq 3.30s
H9ax 2.83 m
H10 2.57s
Hllax 1.44 m
Hlleq 1.94 m
H12ax 1.66 m
Hl2eq 1.56 m

Com esse perfil de padrdes bem definidos, preparou-se uma solu¢do do pé dos
comprimidos de GLZ a 10 mg/mL em CDCl; e observou-se o perfil do espectro. A figura 17
exibe o espectro para o pé dos comprimidos de GLZ, na qual demonstra claramente que os
picos selecionados para quantificacdo nio se sobrepdem entre os constituintes de interesse e
nem com sinais oriundos de potenciais interferentes presentes nos comprimidos, como algum

excipiente que pudesse gerar sinais no espectro de RMN.
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Figura 17 - Espectro de RMN para GLZ comprimidos.
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O shimming realizado de forma manual acarretou um maior gasto de tempo,
entretanto a utilizagdo do solvente CDCl3; com TMS proporcionou facilidade na obtengao de

homogeneidade nas amostras, consequentemente facilitando esse procedimento manual.

5.2.2 Tempo de relaxamento
Segundo Malz e Jancke (2005), o processo de relaxamento consiste no processo
de retorno dos niicleos excitados para o estado fundamental. Esse processo segue a lei de

varia¢do exponencial representada na equagao 13.

M, = My (1— &)
(13)

O tempo necessario para o processo de relaxamento atingir o equilibrio
termodinamico € chamado de tempo de relaxamento (T1). As varidveis utilizadas na equacao
9 para o calculo do relaxamento foram obtidas através do experimento de sequéncia de pulsos
de inversdo recuperacao (Figura 18). Um valor de T1 adequado deve garantir que todos os
atomos excitados retornem ao seu estado fundamental antes que possam ser excitados
novamente por nova sequéncia de pulsos, garantindo assim a coleta completa do sinal, o que

pode melhorar a sensibilidade do método.
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Figura 18 - Representacdo esquematica da sequéncia de pulsos de inversdo recuperacio.
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Fonte: Santos, 2014.

O tempo de relaxamento mais lento foi de 2,63 segundos referente ao hidrogénio
ligado ao carbono tercidrio da molécula de GLZ (Figura 19). Este maior tempo de
relaxamento pode ser devido a conformagao mais rigida em torno do carbono 10, e a auséncia
de interacdes dipolo-dipolo H-H para o H-10. Para garantir a completa relaxamento dos
prétons presentes na amostra, esse tempo foi multiplicado por cinco, sendo assim, o atraso de

relaxamento (D1) foi definido em 14 segundos.

Figura 19 - Molécula de GLZ assinalada com o H que gerou o tempo de relaxamento mais longo em RMN.

Qin et al. (2019), definiu o atraso de relaxamento de 20 segundos para a molécula
do topiramato, utilizando o mesmo método de sequéncias de pulsos de inversdo recuperacao.
Yang et al. 2015, ao utilizar o mesmo método para determinacdo do atraso de relaxamento, o
definiu em 60 segundos para a molécula do Tadalafil. Santos e Colnago (2013), concluiram
que o T1 da molécula do paracetamol era de 3,5 segundos, definindo o atraso de relaxamento
em 20 segundos. Dessa forma, concluimos que o método utilizado neste presente trabalho

esta de acordo com a literatura existente relacionada.
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5.2.3 Validagdo do método por RMNg-"H

O método de RMNq-'H foi validado para a determinacio da GLZ usando DMT
como padrdo interno e a SQR da GLZ no preparo das amostras, segundo as recomendacdes da
RDC n° 166/2017 da ANVISA (BRASIL, 2017), e de acordo com metodologia descrita em
Al-Omary (2017).

5.2.3.1. Seletividade

A seletividade define a capacidade do método em detectar o analito de interesse
em meio a outros componentes da matriz, interferentes, produtos de degradacdo, impurezas.
Os espectros do padrdo interno, do padrido de referencia, da mistura dos dois e dos
comprimidos de GLZ na presenca do padrdo interno sdo mostrados nas figuras 4 e 5, que

demonstram que nao houve nenhum interferente nos sinais escolhidos para quantificacao.

5.2.3.2. Linearidade

As curvas de calibragdo mostraram linearidade na faixa de concentracio de 0,5 a 8
mg/ml para GLZ. O método nao € sensivel como outros métodos de quantificacdo, como a
cromatografia liquida com deteccdo por ultravioleta ou como cromatografia liquida com
detecc@o por espectrometria de massas, ji que a espectroscopia de RMN € inerentemente
pouco sensivel e especialmente pelos espectros terem sido obtidos em espectrometro de
campo relativamente baixo (300 MHz). Porém, para o ensaio de teor o limite de detec¢dao nao
¢ um parametro importante de ser determinado segundo a RDC n° 166/2017 da ANVISA
(BRASIL, 2017).

O coeficiente de correlag@o obtido a partir da regressao linear curvas foi de 0,9999
quando dois protons do sistema aromatico em 6 7,9 ppm foram usados como sinais analiticos,
conforme mostrado na Tabela 10. Os sinais analiticos do DMT referentes aos quatro prétons
do sistema aromdtico e da GLZ referentes aos dois protons do sistema aromatico, aumentaram
de acordo com o aumento da concentracdo. Essa relagdo pode ser observada na Figura 20. Os
resultados indicaram que o método selecionado apresentou excelente linearidade nessas faixas

de concentragdo.
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Tabela 10 - Teste de linearidade por RMNg-'H na faixa de concentracio de 0,5 a 8 mg/ml de GLZ.

N°  Concentracao Ix I std Ix/Istd

de GLZ

(mg/ml)
1 0,5 4326949038  1.08355E+11 0.039943
2 1.0 6202616482 94385045466 0.065716
3 2.0 11196205782 91995572602 0.111713
4 4.0 16976768590 77082466026 0.212247
5 6.0 22646909244 77973293204 0.306473
6 8.0 26494590285 66703163323 0.405218

Equacdo linear Y = 0.04861X + 0.01603
R*= 0,999

Figura 20 - Sinais analiticos usados para quantificacio do DMT e da GLZ obtidos por RMNg-'H na faixa de
linearidade de 0,5 a 8 mg/ml.
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A relagdo entre a concentragdo na solucao de pé dos comprimidos analisados e as

integrais obtidas nos espectros esta representado no Gréfico 1.
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Grifico 1 - Curva de calibracio obtida para comprovar a linearidade da técnica de RMNg-'H para a

quantificacdo da GLZ.
Linearidade
& 9 :
= R“=10.999
K= Y =0.04861*X + 0.01603
= 0.4
=
=
H S
< g
w2
O
=
= 0.2
=
e
<
)
1)
< 0.0 T T T 1
0 2 4 6 8

Concentracao (mg/ml)

Yang et al. (2015), relatou uma faixa de linearidade para o firmaco Tadalafil (p/p)
de 0,47 a 3,88 por mg de 2,4-DNT, mostrando que para a GLZ obteve-se uma faixa mais
ampla de linearidade. Hou et al. 2014, usaram uma faixa de concentra¢do de 5.08 a 13.58
mg/mL para comprovar a linearidade do método de RMNq'-H para o farmaco avermectina, o
que nos permite observar que a faixa usada neste presente trabalho abrange concentracdes
ainda menores. Quin et al. 2019, mostrou uma relacdo linear entre a concentraciao do formaco
topiramato e a drea da integral dos sinais na faixa de 0 a 1 mg/ml. Neste estudo citado,
observamos uma faixa linear que abrange concentra¢des baixas, entretanto o equipamento
utilizado foi um espectrometro de 400 MHz, o que garante uma melhor sensibilidade do
método, devido ao campo magnético mais forte (MALZ; JANCKE, 2005). Isso reflete a
capacidade do método de RMNq'-H de obter respostas analiticas diretamente proporcionais 2

concentra¢cdo de um analito.

5.2.3.3. Precisdo

O teste de precisdo foi realizado por anédlise de replicatas de amostras analisadas
no mesmo dia e expresso pelo DPR para demonstrar a dispersio dos resultados. A
repetibilidade foi testada nas mesmas condicdes de operacdo do equipamento, mesmo
analista, mesmos reagentes, dia e mesmas condi¢cOes ambientais, em pequeno espaco de

tempo. Foi usado uma unica solucdo teste com concentracido de 5 mg/ml que foi determinada
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seis vezes. O DPR para a repetibilidade intradia foi menor que 1%, o que mostrou que o

método tem alta precisdo e garante a viabilidade do método (Tabela 11).

Tabela 11 - Resultados do teste de precisiao por RMNg-'H utilizando uma amostra com concentragio de 5 mg/ml

de GLZ.
N° Ix Istd Ix/Istd
1 19560115152 79904157452 0.244794711
2 20170210496 79546357048 0.253565484
3 19374478320 80237567228 0.24146393
4 20370485756 79454422176 0.256379509
5 21551122664 89693237864 0.240275891
6 19142025756 80416516876 0.238035997
DPR =0,75%

5.2.3.4. Exatiddo

A exatiddo de um método expressa a concordancia entre o valor real do analito na
amostra e o estimado pelo processo analitico. O método utilizado para o estudo da exatidao
foi realizado com o uso da SQR da GLZ. O teste foi realizado através de 15 amostras de
composi¢do conhecida. As amostras foram preparadas em quintuplicata em trés niveis de
concentragdo: baixas, médias e altas. As cinco amostras de baixa concentracdo foram
preparadas a 2 mg/ml. As cinco amostras de média concentragdo foram preparadas a 5 mg/ml.

E por fim, as cinco dltimas amostras de alta concentracio foram preparadas a 8§ mg/ml.

As 15 amostras foram analisadas e o sinal em 6 7,9 ppm (2H, H 5-5’) referente a
GLZ e em ¢ 8,1 ppm referente ao DMT, foram usados para quantificacdo das substancias. Na

tabela 12 podemos observar os resultados do teste de exatidao.



Tabela 12 - Resultados do teste de exatidio por RMNg-'H utilizando amostras de 2, 5 e 8 mg/ml de GLZ.
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N° Concentracao Ix Istd Ix/Istd  Concentracao Valor
(mg/ml) real (mg/ml) médio (%)

1 2 3251374786 1.84E+10 0.176908 242

2 2 7843485140 5.07E+10 0.154811 2.12

3 2 1000906131 7.00E+09  0.142925 1.96 102.31
4 2 5630379200 4.53E+10 0.124269 1.70

5 2 8211743160 5.51E+10 0.148969 2.04

6 5 2.095E+10 5.47E+10 0.3832366 5.24

7 5 2.042E+10 5.08E+10 0.4017459 5.50

8 5 4.324E+09 1.17E+10 0.3711543 5.08 103.18
9 5 1.968E+10 5.47E+10 0.3600274 4.93

10 5 2.097E+10 5.67E+10 0.3696091 5.06

11 8 298E+10 4.58E+10 0.649890 8.60

12 8 291E+10 4.77E+10 0.610786 8.09

13 8 3.00E+10 4.62E+10 0.648376 8.58 104.36%
14 8 3.01E+10 4.65E+10 0.647482 8.57

15 8 2.82E+10 4.73E+10 0.596411 7.90

A média das cinco amostras de 2 mg/ml foi 102,31% em relacdo ao valor
estimado. Enquanto que a média das cinco amostras de 5 mg/ml foi de 103,18% do valor
esperado. E para a ultima concentracdo de 8 mg/ml, a média entre as cinco amostras foi de

104,36%. Esses resultados mostram que as médias dos trés niveis de concentracdes ficaram

entre 95 — 105%, o que indica resultados aceitdveis para o teste de exatiddo.

A maioria dos trabalhos encontrados na literatura utiliza o método de ensaios de

recuperagdo na matriz para determinar a exatidao. Geralmente isso ocorre porque a SQR tem
alto custo e também tem abrangéncia limitada de matrizes e analitos. Entretanto a utiliza¢ao

do método baseado no uso da SQR ¢ preferida, pois esta diretamente relacionada com padrdes

internacionais de pureza conhecida.
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5.2.3.5. Robustez

A robustez do método € a capacidade de permanecer inalterado sob pequenas
variagdes nos parametros do método e fornece uma indicagdo de sua adequacdo durante a
rotina laboratorial. A avaliacdo da robustez foi baseada na andlise da diferenca entre as
integrais dos sinais escolhidos para quantificacdo, que foi obtida pela variacdo de cinco
parametros de forma independente: o numero de scans (NS), o atraso de relaxamento (D1), a

duracdo do pulso (P1), o tamanho da janela espectral (SWH) e nimero de pontos para

amostragem do FID (TD).

Todos os pardmetros avaliados mostram-se dentro do intervalo de 95 — 105% do
valor definido como padrdao, como foi representado na Figura 21. Sendo assim, o método

mostrou-se bastante robusto em termos dos parametros acima mencionados.
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Figura 21 - Pardmetros e suas variacdes avaliadas no teste de robustez por RMNq-'H utilizando uma amostra de

GLZ de 5 mg/ml.
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Onde, D1= atraso de relaxamento. NS = ntimero de scans. P1 = Duragdo do pulso.

SWH = janela espectral. TD = pontos para amostragem do FID.

5.3 Quantificacdo das amostras comerciais e comparacio entre a determinacio de teor
realizada pelo método oficial (CLAE) e o método proposto (RMNq' H)

As primeiras 18 amostras de p6 de comprimido da GLZ foram quantificadas

inicialmente pelo método desenvolvido e validado de RMNq' H . O teor médio de GLZ em

cada lote quantificado por RMNq'-H est4 plotado no grifico 2 e discriminado na tabela 13.



65

Grifico 2 - Teor médio de GLZ em seis lotes comerciais quantificados por RMNg- 'H.
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Tabela 13 - Teor médio de GLZ obtida pela quantificacdo de seis lotes comerciais por RMNg- 'H.

Lote Concentracao Concentracao Teor médio de
nominal teorica de experimental GLZ (%)

gliclazida (mg/ml) média (mg/ml)

A 3,98 3,06 77
B 4,00 2,92 73
C 4,03 2,94 73
D 4,00 3,32 83
E 4,01 3,57 89
F 4,03 3,87 96

Os resultados foram obtidos calculando a média da triplicata das integrais das
amostras de cada um dos lotes e confrontando os dados com a concentragdo de GLZ estimada
considerando-se 100% de pureza. Na Figura 22 podemos observar um exemplo da aquisi¢ao
de um dos espectros de RMNq-'H para o comprimido de GLZ (sinal em 7,9 ppm),
adicionado o DMT como padrdo interno (sinal em 8,1 ppm) demarcando os sinais que foram

usados para integracdo e consequentemente quantificacao.
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Figura 22 - Espectro de RMNg- 'H adquirido para quantificacio do pé dos comprimidos de GLZ de amostras
comercias, assinalando os sinais usados para quantificagéo.
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Dos resultados obtidos trés dos seis lotes de GLZ apresentaram resultados abaixo
de 80% do valor esperado e 2 dos 6 lotes apresentaram resultados entre 80 e 90% do valor
esperado. Apenas 1 lote apresentou resultados de acordo com as especifica¢des de 90 — 110%
do valor esperado. O teor de GLZ nos lotes analisados apresentou resultados abaixo do
esperado, considerando a dosagem nominal tedrica dos comprimidos, com excecdo do LOTE

F.

Para confirmacdo dos resultados, as amostras foram submetidas ao método
farmacopeico oficial utilizado na Farmacopeia Britanica (2005). Aliquotas das mesmas
amostras submetidas a andlise por RMN foram quantificadas por CLAE. O teor médio de
GLZ em cada lote quantificado por CLAE esta plotado no grafico 3 e discriminado na tabela

14.
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Tabela 14 - Teor médio de GLZ em seis lotes de amostras comerciais de comprimidos quantificados por CLAE-

DAD.
Concentracao Concentracao Teor médio de
Lote nominal teorica de experimental GLZ (%)
gliclazida (ug/ml) média (ug/ml)
A 32.16 27.98 87
B 32.82 27.74 85
C 33.22 27.11 82
D 32.92 2791 85
E 33.20 28.00 84
F 33.12 28.28 85

Os resultados foram obtidos calculando a média da triplicata das integrais das

amostras de cada um dos lotes e calculando a concentracdo através da curva de calibragcdo

realizada no dia, em seguida confrontaram-se os dados com a concentracdo de GLZ estimada

considerando-se 100% de pureza.
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Na Figura 23 podemos observar um exemplo de um dos cromatogramas
adquiridos da andlise do p6 dos comprimidos de GLZ, demarcando os sinais que foram

usados para integracdo e consequentemente quantificacao.

Figura 23 - Cromatograma adquirido da andlise de um lote comercial de comprimidos de GLZ a 100 ug/ml.
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Todos os resultados obtidos apresentaram resultados entre 80% e 90% do valor
esperado. O método oficial também mostrou resultados abaixo do esperado, sem excecdes.

Nenhum lote mostrou-se dentro dos limites estabelecidos de 90 a 110%.

Na Figura 24 podemos observar a andlise estatistica desse resultado comparativo

entre os dois métodos.
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Figura 24 - Anilise estatistica da comparagio entre os métodos por CLAE-DAD e RMNg- 'H na quantificacio

das amostras comercias de comprimidos de GLZ em seis lotes diferentes.
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Os dados da analise estatistica mostraram que nao houve diferenca significativa

entre os resultados obtidos pelas duas técnicas para um intervalo de confianca de 95%. Na

tabela 15 conseguimos observar o teor médio apresentado pelos dois métodos estudados.
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Tabela 15 - Teor médio de GLZ nos lotes analisados por diferentes técnicas.

Método Lote Teor (%) Média

87

85

82 85%
85

84

85

77

73

73 81%
83

89

96

CLAE

RMNg-'H
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Rao (2011) determinou a GLZ na presenca de cloridrato de metformina em
comprimidos por CLAE e concluiu que a quantidade de cada droga nas amostras de
comprimido atendeu aos requisitos (90 -110%). (RAO, 2011). Berecka, Gumieniczek e
Hopkaa, (2006) quantificaram a GLZ juntamente com a repaglinida e obtiveram uma
recuperacdo de GLZ em férmulas comerciais de 100.40 +/- 0.35. (BERECKA;
GUMIENICZEK; HOPKAA, 2006).

Liang et al, (2014), apresentou a quantificacio de fosfato de clindamicina (CLP)
em uma formulagdo de comprimido convencional, realizada usando hidrogenoftalato de
potdssio como o padrdo interno e 6xido de deutério como o solvente. Quando os resultados
obtidos foram confirmados por compara¢do com os resultados obtidos por CLAE, o conteudo
de CLP em sua formula¢do de comprimido foi calculado em 46,3% por CLAE e 45,0% por

RMNg-'H, indicando claramente a abordagem por RMNg-'H era igual, sendio mais precisa.

Goger et al. (1999), quantificou a azatioprina em comprimidos por RMNg-'H, e
concluiu que o espectro de RMNg-'H fornece informacdes sobre a quantidade de uma

impureza em uma amostra de modo que o isolamento da mesma nao € necessario. Em CLAE,
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essa etapa faz parte de um procedimento demorado, que ndo € necessdrio por RMNg- H.

Portanto, este método seria superior a0 método por CLAE no que diz respeito a seletividade,
rapidez e simplicidade. (GOGER et al., 1999).

Qin e al. (2019), usou a RMNg-'H para determinar o topiramato em uma
formulacdo de comprimidos, usando DMSO-d6 como o solvente. Os resultados obtidos
usando CLAE foram uma média de 99,85% de teor de topiramato nos comprimidos, enquanto
que os resultados obtidos usando RMNq-'H foram de 99,84% de teor de topiramato nos
comprimidos. Ou seja, ao comparar CLAE e RMNg-'H utilizando a mesma amostra, a

consisténcia dos resultados mostrou viabilidade do método de RMNg-"H.

Hou et al. (2014), aplicou a RMNg-'H na determinacio da avermectina Bla. O
estudo constatou que ndao houve diferengas significativas entre o resultado do ensaio obtido
por CLAE e RMNg-'H, que também forneceu evidéncias para RMNg-'H atuar como uma
escolha mais rdpida e facil para a determinacao de ativos em formulagdes de drogas. Os sinais
escolhidos a 5,56 e 8,14 ppm para avermectina e para o padrdo interno respectivamente,

mostram uma boa seletividade do método proposto e podem ser observados na figura 25.

Figura 25 - Sinais da avermectina e do padrio interno em espectro de RMN.
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A linearidade foi avaliada em uma faixa de 5,08 a 13,58 mg/mL que produziu um

coeficiente de correlagdao de 0,9999. A exatiddo do método foi estimada pela recuperagdo
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média e o desvio padrdo relativo. A recuperacdo média foi de 98,86%, e DPR foi de 0,34%.
Os resultados obtidos foram comparados com os resultados obtidos na técnica de CLAE. O
ensaio do comprimido de avermectina foi preparado para obter 3,71%. Foi atestado que ndo
houve diferencas significativas entre o resultado do ensaio obtido pelo método de CLAE e
método de RMN, sendo que o ensaio descrito pelo fabricante foi 3,78%. Como conclusao
observa-se que o método oferece uma excelente escolha para controle de qualidade de rotina e
andlise de estabilidade de avermectina na forma de comprimido e no ambiente. Além disso, o
método também oferece possibilidades para a determinacdo quantitativa de medicamentos

com baixo teor.

Yang et al. (2015), propds o método de RMNq-'H para determinar tadalafil em
medicamentos a granel e seus comprimidos. Os espectros foram obtidos em dimetilsulféxido-
d6 usando 2,4-dinitrotolueno como o padrdo interno. As curvas de calibracdo mostraram
linearidade na faixa de 0,47 a 3,88 mg e o coeficiente de correlacdo obtido foi de 0,9999
quando utilizou-se trés prétons aromdticos como sinais analiticos. Os sinais em o 8,72, 8,45,
7,82 (de dimetilsulf6xido-d6) e 5,91 ppm (de tadalafil) foram usados para a quantificacdo. O
padrao de Tadalafil foi adicionado aos comprimidos para investigar a recuperacdo de tadalafil
de comprimidos. As recuperagdes médias de tadalafil foram 100,12%, 100,71%, e 99,06%,
com valores de% RSD 1,81%, 1,78% e 1,40% para trés sinais, respectivamente. Dessa forma
mostrou-se que o Tadalafil foi recuperado quantitativamente. Os resultados foram
consistentes com os obtidos por andlise em CLAE, indicando que o RMNg-'H é um método

util e prético para a determinacio de tadalafil em medicamentos a granel e seus comprimidos.

El-Adl et al. (2017), concluiu em seu trabalho que o método de RMNq-'H oferece
uma excelente escolha sobre os métodos descritos anteriormente para o controle de qualidade
do medicamento piracetam. Para piracetam, o singleto estava a 3,94 ppm, originado de dois
protons do grupo CH,. Os medicamentos contendo o principio ativo foram analisados pelo
método proposto e os resultados do ensaio obtidos por RMNq-'H foram confirmados por
comparagio com método de CLAE. O método proposto por RMNg-'H forneceu uma média
de 99.74+0.78 de teor dos comprimidos, enquanto que o método de referencia por CLAE

mostrou uma média de 100.16+1.07, indicando que ndo hd diferenca significativa entre os

resultados obtidos por RMNq—lH e CLAE. (EL-ADL; EL-SADEK; HASAN, 2017).

Segundo a farmacopeia britanica, a GLZ € praticamente insolivel em &gua,

ligeiramente soldvel em dlcool, moderadamente solivel em acetona e livremente soluvel em
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diclorometano. O processo de extracdo da GLZ foi realizado com acetonitrila para o método
em CLAE-DAD e com cloroférmio deuterado para o método em RMNq'- H. Essa diferenca
de solventes para o processo de extracdo pode ter levado a diferencas entre os resultados
obtidos pelas duas técnicas. A acetonitrila trata-se de um solvente polar com polaridade
proxima ao metanol (CH30OH), j4 o cloroférmio € um solvente significativamente mais apolar,

préximo ao diclorometano (CH,Cl,).

Além da diferenca na solubilidade do solvente utilizado, o processo utilizado para
extracdo pode demonstrar algumas diferencas nos resultados obtidos pelas duas técnicas,
como por exemplo, o uso da centrifugacdo no processo realizado para a determinagdo das
amostras por RMNq 'H. A centrifugacdo foi relativamente longa, o que pode também ter

acarretado a evaporagdo do solvente utilizado, ja que ele tem uma volatilidade muito alta.

Observando os resultados da tabela 15, podemos verificar diferengas entre os
resultados individuais de teor de GLZ dos lotes conforme determinados por CLAE e RMNq-
'H. Isto pode refletir diferencas na eficiéncia do processo de extracio conforme ji
mencionado, ou uma falta de uniformidade no p6é dos comprimidos, mesmo utilizando uma
técnica de mistura para melhorar os resultados. Analisando a Figura 31 podemos notar que em
cada lote existem dois pontos referentes ao teor que estdo com valores préximos entre si nas
diferentes técnicas. O que nos permite concluir que talvez a inomogeneidade do pd dos

comprimidos tenham levado a resultados diferentes entre as duas técnicas.

Talvez esta hipdtese de baixa uniformidade dos pds podera ser confirmada com a
andlise de um maior nimero de aliquotas das amostras, o que deverd levar a uma maior

dispersdo entre os resultados.



74



75

6 CONCLUSAO

A metodologia de RMNq'-H desenvolvida para a determinacdo da GLZ em
comprimidos se mostrou sensivel, seletiva, linear, com boa precisdo, exatiddo e robustez
quando analisado os parametros de validacdo do método. Entretanto, para maior exatiddao na
quantificacdo do analito, um niimero maior de amostras deve ser analisado para melhores

resultados.

Nao houve diferenca significativa entre os resultados obtidos pelas duas técnicas
para um intervalo de confianga de 95%. Entretanto, o teor médio das amostras de GLZ pelo
método de RMqu-H foi de 81%, com amostras variando de 73 a 96%. Os resultados do
método por CLAE foram superiores, onde o teor médio das amostras foi de 85%, variando de

82 a 87% de GLZ.

Os resultados das duas metodologias permitiram avaliar que nao ha uniformidade
no conteido dos pés dos comprimidos de GLZ, mesmo utilizando técnicas de mistura para

melhoria dos resultados.

7 PERSPECTIVAS
Andlise de uma quantidade maior de amostras de p6 do comprimido de GLZ para

se observar possivel redu¢ao no desvio padrao dos resultados obtidos.

Andlise de maior niimero de lotes para verificar se o baixo teor encontrado neste

trabalho é um desvio de qualidade localizado ou generalizado.

Além disso, a utilizacdo de uma balanga analitica contendo seis casas decimais

apos a virgula para aumentar a confiabilidade dos resultados.
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