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RESUMO

O paracetamol ou acetaminofeno € um dos farmacos mais consumidos pela
populacdo em geral, incluindo criangcas, gestantes e idosos, devido suas
propriedades analgésicas e antipiréticas. Diante de tal relevancia para populacao, o
registro do medicamento junto ao 6rgao regulador é um processo indispensavel para
sua comercializacdo e consumo. Nesse contexto, a Resolucdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 200 de 26 de dezembro de 2017 estabelece os requisitos
minimos para o registro do medicamento junto a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria. De acordo com a mesma resolucéo, deve ser apresentado no momento do
registro o chamado relatério de validacdo analitica, que é desenvolvido com
orientacdo da Resolugdo RDC n° 166 de 24 de julho de 2017. Esta RDC estabelece
0s parametros para a validacdo do método analitico responsavel pela quantificacao
do ativo no insumos farmacéuticos, medicamentos e produtos bioldgicos, para que
dessa forma seja demonstrado que os resultados apresentados pelo método sdo
adequados a finalidade a que se destina. Portanto, a quantificacdo do paracetamol
foi executada através de um método por espectrofotometria no ultravioleta no
comprimento de onda de 249 nm e avaliado conforme o0s parametros de
seletividade, exatiddo e precisdo especificados pela legislacdo. O parametro de
seletividade demonstrou auséncia de interferéncia através da verificagcdo dos
espectros. A precisdo atendeu ao sistema dentro de intervalos estatisticos
estipulados e atendeu as especificacdes de Desvio Padrao Relativo (DPR) de < 1,3.
Por meio do parametro de exatiddo verificou-se Gtima recuperacdo do analito em
concentracbes de 80%, 100% e 120% do ativo, com auséncia de interferéncias.
Dessa forma, afirma-se que a metodologia avaliada mostrou ser seletiva, precisa e
exata, podendo assim ser declarada validada, atendendo as RDC n° 166/2017 e o
DOQ CGCRE 008 de 04/2020 (INMETRO).

Palavras-chave: Registro de medicamentos. Validac&o analitica. Espectrofotometria.
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1 INTRODUCAO

Os analgésicos naturais para alivio das dores, com uso de plantas, sao
utilizados a cerca de 3.000 a.C. Posteriormente, com 0s avancos cientificos ocorreu
o desenvolvimento e sintese dos analgésicos (LOURENCAO, 2009).

Desde 1949, quando ouve a identificagdo do paracetamol como principal
metabdlito ativo da fenacertina e acetanilida, ele € um dos principais ingredientes
ativos para alivio da dor e febre, sendo utilizado para diferentes formas
farmacéuticas (LOURENCAO, 2009).

Devido sua elevada importancia e consumo, € um dos medicamentos
indispensaveis na gama de produtos de uma industria farmacéutica. Visto isso, para
sua fabricacdo € necessario seu registro junto a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA).

A Resolucdo da Diretoria Colegiada n°® 200 de 26 de dezembro de 2017
dispde da documentacdo e critérios minimos para o registro de medicamentos
sintéticos e semissintéticos, classificados como genéricos, similares ou novos. Logo,
nessa mesma resolucédo, é exigido o relatério de validacdo analitica, que inclui todos
os parametros avaliados referentes a metodologia analitica que quantificara o ativo
do produto a ser registrado.

A validacao analitica garante que o método utilizado identifica o principio ativo
do farmaco de forma precisa e sensivel com o objetivo de gerar resultados
confidveis para o controle de qualidade, possibilitando a identificacdo imediata de
uma falha no sistema de producéo, e consequentemente trazendo seguranca para
0S consumidores.

A resolugdo que orienta a validacdo de métodos analiticos é a RDC n°166 de
24 de julho de 2017 e é ela que determina os parametros a serem avaliados para
meétodos descritos em compéndios oficiais ou méetodos desenvolvidos internamente.

Para a quantificacdo do paracetamol em formulacbes farmacéuticas de
solucdo oral, a Farmacopeia Brasileira 62 edicdo de 2019 descreve um método
utilizando espectrofotometria no UV/VIS.

Sendo a farmacopeia um compéndio oficial, segundo a RDC n° 166, deve-se
avaliar o método descrito por meio de parametros como seletividade, precisdo e
exatidao, que compreende uma validacdo parcial.



Portanto, pretende-se avaliar se o método oficial tem as caracteristicas
necessérias para obtencdo de resultados com a qualidade exigida pela legislagéo,

nas condi¢cdes em que é praticado.

1.1 PROBLEMA

O método analitico descrito na Farmacopeia Brasileira para quantificacdo de
paracetamol em uma solugéo oral é considerado seletivo, preciso e exato, segundo

a resolucéo da diretoria colegiada n°166/2017, nas condi¢des que é praticado?

1.2 JUSTIFICATIVA

Uma industria farmacéutica do sul de Santa Catarina deseja registrar um novo
produto com acédo antipirética e analgésica para tratar doencas que provocam febre
ou dor. Dessa forma, é necessario a avaliacdo de alguns parametros exigidos pela
legislag&o para que ocorra o registro do medicamento em questao.

No ato do protocolo de pedido de registro de um medicamento, de acordo
com a RDC N° 200 de 26 de dezembro de 2017, o solicitante do registro devera
apresentar um relatorio técnico contendo, no que diz respeito ao produto acabado, a
validacdo do método analitico utilizado para quantificacéo do ativo.

Os parametros exigidos para realizacdo da validacdo de um método analitico
sdo definidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) através da
RDC n° 166 de 24 de julho de 2017.

Por meio de um estudo de validacdo parcial, os métodos analiticos presentes
em compéndios oficiais, como na Farmacopeia Brasileira, devem ter sua
adequabilidade demonstrada ao uso pretendido, nas condi¢cées de formulacéo e

eguipamentos disponiveis no laboratério.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

Validar parcialmente um método analitico para a quantificacdo de

paracetamol em um farmaco por espectrofotometria no ultravioleta.
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1.3.2 Obijetivos Especificos

a) Avaliar se o método analitico € capaz de quantificar o analito na presenca de
componentes que podem estar presentes na amostra;

b) Analisar se os limites calculados no parametro de Precisdo atendem as
especificacoes de teor;

c) Tratar estatisticamente a Precisdo e verificar se 0s resultados atendem as
especificacdes de DPR;

d) Verificar se parametro de exatiddo apresentou recuperagdo da amostra dentro da

faixa estabelecida.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 REGISTRO DE MEDICAMENTOS

A Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 200, de 26 de dezembro de
2017 dispde dos requisitos minimos para o registro de medicamentos, sendo eles
sintéticos ou semissintéticos, classificados como novos, genéricos e similares.

Entre os documentos exigidos para a aprovacao do registro de medicamentos
inclui o certificado de boas préticas de fabricacao emitido pela Anvisa e o relatério de
validacdo analitica do método utilizado para a quantificacdo do ativo do produto a

ser registrado.

2.1.1 Boas préticas de fabricagao

A resolucdo RDC n° 301, de 21 de agosto de 2019 dispbe sobre diretrizes
gerais de boas praticas de fabricacdo como requisitos minimos a serem seguidos a
todos os fabricantes e medicamentos.

As boas préaticas de fabricacdo (BPF) assegura que os produtos séo
produzidos de acordo com padrdo de qualidades controlados.

Do sistema da qualidade farmacéutica, de acordo com a secédo | da RDC n°
301:

Art. 4. O detentor de uma autorizacdo para fabricacdo deve fabricar
medicamentos, de forma a garantir que correspondam a finalidade
pretendida, satisfacam os requisitos do registro ou da autoriza¢do
para uso em ensaio clinico, conforme apropriado, de forma a nédo
colocar os pacientes em risco devido a seguranca, qualidade ou
eficacia inadequadas. (RDC N° 301/19).

De acordo com o capitulo Il, artigo 14 da secao Il que diz respeito aos
requerimentos basicos do controle de qualidade, os métodos analiticos devem ser
validados.

Visto isso, o capitulo I, secao Il da RDC N°301, define a validagdo como:

Art. 3. Validacdo: acao de provar, de acordo com os principios das
Boas Praticas de Fabricagdo, que qualquer procedimento, processo,
equipamento, material, atividade ou sistema realmente leva aos
resultados esperados. (RDC N° 301/19).
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2.1.2 Boas préticas de laboratorio

A resolucdo RDC N°11 de 16 de fevereiro de 2012 define principios e
requisitos para realizacdo das analises laboratoriais com qualidade, seguranca e
confiabilidade.

Segundo a mesma resolugcdo, o método analitico empregado deve atender
pelo menos um dos seguintes critérios: ser métodos prescritos ou validados
conforme regulamento técnico oficial, métodos descritos em compéndios oficiais com
aceitacdo nacional ou internacional, métodos validados por estudos colaborativos e
métodos desenvolvidos ou modificados pelo préprio laboratorio.

Segundo o Artigo 33, Secdo Il do Capitulo Il (RDC n°11 de 2012), os
meétodos provenientes de regulamentos técnicos oficiais, compéndios e os métodos
validados por estudos colaborativos devem ser verificados nas condi¢gdes do
laboratario.

Ja os métodos modificados ou desenvolvidos pelo préprio laboratério devem

ser validados para demonstrar a adequacéo ao seu proposito (BRASIL, 2012).

2.1.3 Validacdo de métodos analiticos

O método analitico introduzido na rotina de um laboratorio deve estar validado
de acordo com os 6rgaos fiscalizadores, mostrando sua confiabilidade. Dessa forma,
garante-se que o produto esta sendo fabricado sempre com a mesma qualidade e
de acordo com os limites de tolerancia permitidos pelos érgaos responsaveis e
farmacopeicos (MORETTO L.D, SHIB M. 2000).

No Brasil, os érgaos reguladores dos procedimentos utilizados na validacao
analitica sdo a ANVISA (Agéncia nacional de vigilancia sanitaria) e o INMETRO
(Instituto nacional de metrologia, normatizacao e qualidade industrial).

Segundo a RDC n° 166, de 24 de julho de 2017 (BRASIL, 2017), “a validagao
deve demonstrar que o método analitico produz resultados confiaveis e é adequado
a finalidade a que se destina, de forma documentada e mediante critérios objetivos”.

Os métodos analiticos sé&o divididos em compendiais, que s&do aqueles
descritos em documentos oficiais, como as farmacopeias. E 0os ndo compendiais.

‘A utilizacdo de meétodo analitico ndo descrito em compéndio oficial

reconhecido pela Anvisa requer a realizacdo de uma validacao analitica, conforme
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parametros estabelecidos nesta resolucdo, levando-se em consideracdo as
condigBes técnico-operacionais.” (BRASIL, 2017).

Os parametros a serem considerados para os métodos analiticos que ndo sao
descritos em compéndio oficial sdo Seletividade, Linearidade, Precisdo, Exatidao e
Robustez.

Os métodos analiticos compendiais devem ter sua adequabilidade
demonstrada por meio da apresentacdo de um estudo de validacdo parcial que

devera avaliar os parametros de preciséo, exatidao, seletividade.

2.1.3.1 Parametros da validacao analitica

O método em estudo esta descrito na Farmacopeia Brasileira, 62 edicdo, 2019
como “Paracetamol Solucdo Oral” e devem ser avaliados os parametros

correspondentes a validacéo parcial.

2.1.3.1.1 Seletividade

A Seletividade do método analitico deve ser capaz de quantificar o analito de
interesse na presenca de componentes que podem estar presentes na amostra
como diluentes, impurezas ou componentes da matriz. (BRASIL, 2017).

Uma maneira comum de se avaliar a seletividade do método é adicionando
um padrdo da substancia de interesse no diluente, se o método detectar somente o

ativo, ndo havendo interferéncias, ele é considerado seletivo.

2.1.3.1.2 Precisdo

O parametro de Preciséo avalia a proximidade entre os resultados obtidos da
amostra descrita no método analitico. (BRASIL, 2017).

A Precisdo é expressa por meio da repetitividade e reprodutibilidade, sendo
determinado pelo desvio padrao ou desvio padréo relativo.

Portanto, um método é considerado preciso quando os resultados de ensaios
repetidos com a mesma amostra ou padrdoes e que foram preparados de maneira

independente apresentar valores muito proximos.
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A repetibilidade deve ser avaliada por meio de seis determinagcdes na faixa de
100% da amostra conforme descrito no método analitico realizado no mesmo dia
pelo mesmo analista.

A precisao intermediaria é avaliada por meio da proximidade dos resultados
da analise de amostras com as mesmas quantidades de repeticbes e concentracdes
que as da repetibilidade, porém realizadas por operador e dias distintos.

Em relacdo ao célculo necessario, a RDC N° 166, artigo 35 da secédo V

orienta:

A precisdo deve ser demonstrada pela dispersdo dos resultados,
calculando-se o desvio padréo relativo (DPR) da série de medicdes
conforme a formula "DPR= (DP/CMD) X 100", em que DP é o desvio
padrao e CMD, a concentracdo média determinada. (RDC N°
166/17).

Portanto, o calculo é expresso:

Desvio padrao
X
Concentracao média determinada

Fonte: Adaptado de ANVISA, RDC 166/17.

Desvio padrao relativo=

100 (1)

Os limites para DPR séo baseados no guia do INMETRO DOQ-CGCRE-008
(Revisdo 08 — Abril/2020) que descreve os critérios de aceitacdo de repetibilidade

baseado na concentracdo da amostra, conforme tabela abaixo:
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Tabela 1 - Critério de aceitagdo DPR

ANALITO (%) | FRACAO MASSICA UNIDADE DPR (%)
100 1 100% 1,3
10 10 10% 1,9
1 102 1% 2,7
0,1 1073 0,1% 3,7
0,01 10 100 ppm (mg/kg) 5,3
0,001 10° 10 ppm (mg/kg) 7.3
0,0001 10° 1 ppm (mg/kg) 11
0,00001 10”7 100 ppb (pgr/kg) 15
0,000001 108 10 ppb (ug/kg) 21
0,0000001 10°° 1 ppb (ug/kg) 30

Fonte: Adaptado do INMETRO, DOQ-CGCRE-008.

Posteriormente, o teste F e o teste t (student) sdo aplicados para avaliar se as
variancias sao estatisticamente iguais.
2.1.3.1.3 Exatidao

Segundo a RDC n° 166, de 24 de julho de 2017 (BRASIL, 2017), “A exatidao
de um método analitico deve ser obtida por meio do grau de concordancia entre os
resultados individuais do método em estudo em relacdo a um valor aceito como
verdadeiro.”.

A exatiddo devera ser avaliada a partir de nove amostras com trés
concentragdes distintas, sendo baixa, alta, média, com trés réplicas de cada.

Para avaliacdo de método de produto acabado, a amostra podera ser
preparada utilizando quantidades conhecidas de uma substancia quimica de
referéncia do ativo a ser analisado.

A exatiddo pode ser calculada pela taxa de recuperacdo que relaciona a
concentracdo real obtida experimentalmente pela concentracdo tedrica. Conforme

abaixo:

Concentragiao média experimental
e P x 100 2)

RecuPe ragao= Concentragao teodria

Fonte: Adaptado de ANVISA, RDC 166/17.
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Os limites para recuperagdo sdo baseados no guia do INMETRO DOQ-
CGCRE-008 (Revisdo 08 — Abril/2020) que descreve os critérios de aceitacao

baseado na concentracdo da amostra, conforme tabela abaixo:

Tabela 2 - Critério de aceitagao - Recuperacao

~ - RECUPERACAO
ANALITO (%) | FRACAO MASSICA UNIDADE MEDIA (%)

100 1 100% 98 — 102
10 10t 10% 98 — 102
1 102 1% 97 — 103
0,1 103 0,1% 95 — 105
0,01 10 100 ppm (mg/kg) 90 — 107
0,001 10 10 ppm (mg/kg) 80 — 110
0,0001 10°® 1 ppm (mg/kg) 80-110
0,00001 10”7 100 ppb (ng/kg) 80 — 110
0,000001 108 10 ppb (ug/kg) 60 — 115
0,0000001 10°° 1 ppb (ug/kg) 40 — 120

Fonte: Adaptado do INMETRO, DOQ-CGCRE-008.

O desvio padrao relativo deverd ser calculado para todas as recuperacdes

obtidas e devera atender os limites da tabela 1.

2.1.4 Espectrometria de absorcédo no UV-VIS

A espectrometria de absorcdo no UV/VIS possui grande utilidade na
determinacao de farmacos, principalmente por ser uma técnica robusta, com custo
relativamente baixo e com possibilidades de aplicacGes variadas. Além da rapidez e
simplicidade de sua utilizacdo. Sendo uma alternativa aos métodos cromatograficos
que utilizam maior quantidade de solventes, além de levarem mais tempo no preparo
das amostras e possuirem instrumentacdo mais dispendiosa, elevando o custo final
da analise (WEINERT; PEZZA; PEZZA, 2008).

A espectrofotometria de absorcdo pode ser dividida em ultravioleta, visivel
(UV-VIS) e infravermelho, de acordo com o intervalo de frequéncia da energia
eletromagnética aplicada. A utilizacdo desta técnica vai desde a identificacdo até a

quantificacdo de substancias, conforme tabela abaixo (ANVISA, 2019).
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Tabela 3 - Regi@o x comprimento de onda

REGIAO | FAIXA DE COMPRIMENTO DE ONDA
Ultravioleta (UV) 190 — 380 nm
Visivel (VIS) 380 — 780 nm
Infravermelho préximo (NIR) 780 — 2500 nm (12800 — 4000 cm™)
Infravermelho médio (MIR) 4 — 25 nm (2500 — 400 cm™)
Infravermelho distante 25 — 300 nm (400 — 33 cm™)

Fonte: ANVISA,2019.

As transicOes eletrdnicas sdo passagem de natureza ndo continua das
moléculas quando absorvem energia e transitam para um estado maior de energia.
Na regido do ultravioleta e visivel ocorrem transicées eletrbnicas em por¢cdes da
molécula chamadas de croméforos. Essas transicdes fazem com que os elétrons
migrem de orbitais moleculares ocupados para orbitais de energias superiores
(ANVISA, 2019).

No UV/VIS os espectros séo obtidos utilizando o modo de transmisséo, que é
a medida da diminuicdo da intensidade da radiagdo em determinados comprimentos
de onda quando a radiacdo passa através da amostra (ANVISA, 2019). A

transmissao pode ser calculada conforme abaixo:
T=c (Eq. 01)
0

Onde, |y € a intensidade da radiacao incidente e | a intensidade da radiacéo
transmitida.

A absorbancia e a transmitancia s&o grandezas complementares. Sendo a lei
de Lambert-Beer a base matematica para medidas de absorcdo de radiacao por
amostra nas regides ultravioleta, visivel e infravermelho do espectro
eletromagnético. O fundamento dessa lei nos diz que a absorbéancia, quantidade de
energia radiante absorvida por uma solugcdo, € diretamente proporcional a

concentracdo da mesma. Sendo expressa:
A =—log— (Eq. 02)
0

O instrumento utilizado para medir a quantidade de luz absorvida por uma
determinada solucéo é chamado de espectrofotdmetro. E composto pela fonte de luz
(lampada de tungsténio ou deutério), dispositivo monocromador ou dispersor de luz
equipado com seletor de comprimento de onda, compartimento de cubetas,
fotodetector de luz acoplado a um amplificador e instrumento de medida pela
amostra (MOURA, 2009).
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Figura 1 - Componentes do equipamento UV
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Fonte: SKOOG, 2006.

As cubetas sdo recipientes que armazenam a amostra e que possuem janelas
transparentes na regido espectral de interesse. Na regido do visivel utiliza-se

cubetas de silica fundida, ja no ultravioleta cubetas de quartzo (SKOOG, 2002).

2.2 DETERMINACAO PARA QUANTIFICACAO DO ATIVO

Os célculos desenvolvidos sao referentes ao método para a quantificacéo de
paracetamol em solucdo oral, com concentracdo de 0,01 mg/ mL do ativo na
solucéo, conforme descrito na monografia EF 198-00 da Farmacopeia Brasileira 62
edicao de 2019 (Anexo 1).

2.2.1 Equacdo para célculo da concentracdo do padrao

A concentracdo da solucdo do padrdo pode ser quantificada através da
equacao 3.
Cp= PpxP x0,0004 x 0,1 3)
Fonte: Da autora, 2021.
Sendo:

Cp = concentracao da preparacao padréo, em g/100mL;
Pp = peso do padrao, em mg;

P = pureza do padrédo, em mg/mg;

0,0004 = fator de diluicéo;

0,1 = fator para transformar para g/ em 100 mL.
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2.2.2 Equacdo para célculo da concentracdo da amostra

A concentracdo da solucdo da amostra pode ser quantificada através da

equacéo 4.

Pa
Ca= —- x0,20 x 0,0004 x 0,1 (4)

Fonte: Da autora, 2021.
Sendo:

Ca = concentracdo da preparacdo amostra, em g/100mL;
Pa = peso da amostra, em mg;

0,20 = porcentagem de paracetamol no produto;

0,0004 = fator de diluigéo;

0,1 = fator para transformar para g/ em 100 mL;

d = densidade do produto, em g/mL.
2.2.3 Equacéo para célculo do teor de paracetamol

O teor de paracetamol no produto pode ser calculado através da equacao 5:
Abs, x Cp
Absp x Ca
Fonte: Da autora, 2021.

CsH9N4NO, (%)= x100 (5)

Sendo:

Ca = concentra¢ao da preparacdo amostra, em g/100mL;
Abs, = absorbancia da preparacdo amostra;

Cp = concentragao da preparacao padrao, em mg/mL;
Absp = absorbancia da preparacao padrao.
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3 METODOS

O método de doseamento de paracetamol esta descrito na Farmacopeia
Brasileira, 6% edigdo, 2019, monografia “Paracetamol solugdo oral” (EF198-00)
disponivel no Anexo 1.

O equipamento utilizado é o espectrofotometro Uv-visivel (mono-feixe) 190 a
1000 nm Modelo UV-M51 BEL. Conforme figura 1.

Figura 2 — Espectrofotbmetro

Fonte: Da autora, 2021.

Para a realizacdo do método prepara-se as solucdes distintas contendo o
produto e o padrdo. As duas solu¢des possuem concentracdes de 0,01 mg/mL do
ativo paracetamol. Prepara-se também uma solucdo contendo apenas o diluente,
chamada de solugéo branco, para zerar o equipamento.

Antes de realizar a analise utiliza-se a solucdo branco para zerar o
equipamento.

Realiza-se duas leituras das solu¢des padrao e amostra no comprimento de
onda de 249 nm.

Para avaliar a adequabilidade do sistema é realizada em sextuplicata da
leitura da solugéo padrao. O Desvio padréo relativo (DPR) ndo devera ser maior que
2%.

O calculo de teor é realizado de acordo com as equacdes 3, 4 e 5

apresentadas no referencial teérico.
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3.1 SELETIVIDADE

No parametro de seletividade foi avaliado a resposta analitica no placebo, na
amostra e no padrdo. Realizou-se a analise por meio da varredura num intervalo de
absorbancias de 200 a 300 nm.

O sinal analitico da amostra do produto deve ser similar a solugdo amostra
contendo o padrdo de paracetamol. O placebo ndo deve apresentar maximos de

absorbancia na faixa de quantificacao do paracetamol

3.2 PRECISAO

A precisdo € o parametro que expressa a proximidade entre os resultados
analiticos obtidos por diferentes analistas em diferentes dias, com objetivo de avaliar
0 método sob execugcdo numa rotina laboratorial.

Nesse parametro é considerado a repetibilidade e a precisao intermediaria.

3.2.1 Repetibilidade

Realizou-se 0 ensaio de seis amostras a 100% de concentracdo executadas
por um mesmo analista e no mesmo dia, com 0 objetivo de expressar a variabilidade

analitica do método.

3.2.2 Preciséo intermediéaria

A determinacdo da precisdo intermediaria foi realizada através de seis
amostras com as mesmas concentracdes realizadas na repetibilidade, porém
executada por analista e dia distintos. Dessa forma foi possivel avaliar o método

guando ocorre alguma alteracao intralaboratorial.

3.2.3 Critério de aceitacao para Preciséo

Os limites sé&o baseados no guia do INMETRO DOQ-CGCRE-008 e descreve

a aceitacao de acordo com a concentracdo de ativo na amostra.
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Sabendo que a formulagédo do farmaco paracetamol solugcédo oral possui 20%
de ativo, considera-se o limite mais restritivo de 10% que corresponde ao DPR de
<1,9% conforme tabela 1 apresentada no referencial tedrico.

A avaliacdo ocorreu entre os resultados da repetibilidade e da precisao
intermediaria através da média das leituras de cada uma e depois da média das
médias obtidas e comparacao entre os analistas, considerando DPR <1,9%. E

aplicacao do teste t e teste F com 95% de confianca.

3.3 EXATIDAO

O parametro de exatiddo foi determinado transferindo aliquotas de uma
amostra sem o ativo (placebo) e aliquotas de uma amostra contendo o ativo
utilizando uma substancia quimica de referéncia (padréo). Verificou-se por meio de 9
amostras com 3 niveis de concentracdo: baixa, média e alta da concentracéo

descrita.

3.3.1 Preparo das amostras

Realizou-se a preparacdo de uma solucdo estoque contendo o padrédo de
paracetamol referente a concentragéo de 1 mg/mL.

Preparou-se uma solucao estoque de placebo contendo 125 mg em um baléo
de 25 mL diluido em alcool metilico.

A concentracdo da solucdo amostra do ativo para concentracao de 100% é de
0,01 mg/mL de paracetamol, portanto, pipetou-se 1 mL da solucdo estoque de
placebo seguido de uma aliquota da solucéo estoque do padrao* em um baldo de 10
mL, completou-se o volume com alcool metilico e homogeneizou-se. Pipetou 1 mL
da solucdo para um baldo volumétrico de 10 mL, completou-se o volume com alcool
metilico e homogeneizou-se. Realizou-se o preparo das solu¢cdes com 80, 100 e
120% conforme tabela abaixo:
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Tabela 4 - Preparo das amostras - Exatidao

ALIQUOTA DA ALIQUOTA DA X
PONTO | SOLUCAO PLACEBO | SOLUGCAO ESTOQUE ?Sgﬁgﬂmﬁﬁg
(mL) PADRAO* (mL)
80% 1,00 0,80 0,008
100% 1,00 1,00 0,010
120% 1,00 1,20 0,012

A especificacdo de recuperacdo é definida conforme DOQ-CGCRE-008 de
04/2020 rev. 08 do INMETRO, expressa na Tabela 2 apresentada no referencial
teorico.

Visto que o teor do ativo no produto é 20%, adota-se a faixa de especificacdo
mais restritiva de 98 a 102%.

O critério de aceitacdo do desvio padrdo relativo devera ser o0 mesmo do

parametro de Precisao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SELETIVIDADE

Foi executado uma varredura nos comprimentos de onda de 300 a 200 nm
para amostra de padrdo, produto e placebo.

A Figura 3 apresenta o espectro de varredura do padrdo de paracetamol.
Onde observa-se que a regido do pico principal esta entre os comprimentos de onda
de 240 a 250 nm caracteristico ao paracetamol. Confirmando a identidade da

sushtancia quimica de referéncia utilizada.

A absorbancia encontrada foi aproximadamente de 0,884 e é utilizada para

fins de comparagédo com a solugcdo amostra.

Figura 3 - Espetro do padréao
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Fonte: Da autora, 2021.

Apatrtir da Figura 4 é possivel visualizar o espectro de varredura da amostra
do produto, sendo observavel sua faixa de quantificacdo, entre 240 e 250 nm,
através das linhas pontilhadas abaixo. Além disso, obteve-se uma absorbancia de
aproximadamente 0,884.



Figura 4 - Espectro da amostra
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Fonte: Da autora, 2021.

Na figura 5 encontra-se o0 espectro de varredura da solucdo contendo o

placebo do produto. Na regido de absorcao da solucdo amostra e padrdo obteve-se
absorbancia proxima de zero.
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Figura 5 - Espectro do placebo
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A partir dos espectros apresentados observa-se uma regido de absorcéo

préximo de 250 nm no padrdo que se apresenta de forma muito similar no espectro

da amostra de paracetamol. Além disso, nos dois espectros foi obtido absorbancias

muito proximas de 0,884.

No espectro de varredura do placebo, ndo se observa qualquer oscilagdo ou

niveis de absorbancia que possam representar qualquer grau de interferéncia

analitico, além das oscilagBes naturais do ruido de linha de base entre as regifes de

220 e 230 nm.

O método é considerado seletivo ja que nao foi observado nenhum potencial

interferente ou alteracdes significativas.

PRECISAO

4.2.1 System suitability

Para a realizacdo da repetibilidade o parametro de system suitability foi

realizado e obtiveram-se os seguintes dados demonstrados abaixo:



Tabela 5 - Resultado system suitability - Repetibilidade
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- CRITERIO DE
PESO D(g gP)ADRAO REPLICAS LEITURA | ACEITAGCAO RESL;%ADO
(DPR)
1 0,9517
5 0,9513
3 0,0498
25,86 4 0,9500 =2% 2070

5 0,480
6 0,9491

Fonte: Da autora, 2021.

O Desvio padréo relativo (DPR) entre as as réplicas foi de 0,107%, sendo

inferior ao critério de aceitacdo de até 2%. Portanto, o sistema € considerado

adequado para ser utilizado.

4.2.2 Repetibilidade

Os resultados do analista A pode ser expressos atraves da tabela abaixo:

Tabela 6 - Resultado da andlise de Repetibilidade — Analista A

AMOSTRA DEN%'([))ADE AF)AIAESCSDT%/Z ABS 01 | ABS02 | MEDIA | TEOR (%
PRODUTO (ma) (%)
(g/mL)
1 1,128 131,00 0,8153 0,8124  0,8139 99,51
2 1,128 113,65 0,7113 0,7095  0,7104 100,15
3 1,128 130,12 0,8154 0,8120  0,8137 100,20
4 1,128 129,62 0,8199 0,8218  0,8209 101,47
5 1,128 120,31 0,7499 0,7538  0,7519 100,14
6 1,128 136,81 0,8387 0,8367  0,8377 98,11
MEDIA 99,93
DPR (%)| 0,7473

Fonte: Da autora, 2021.

Pode ser observado que o DPR obtido de 0,7473%, encontra-se dentro da

especificacao de < 1,9%, a metodologia atende, portanto, o primeiro parametro de

repetibilidade.




4.2.3 Precisao Intermediéria
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Os resultados do analista B pode ser expressos através da tabela abaixo:

Tabela 7 - Resultado da andlise de Precisdo Intermediaria — Analista B

AMOSTRA DEESDlgAD :l\lngS)T[l)?i\ AEE ABS 02 MEDIA TEOR (%)
PRODUTO (M) 01
(g/mL)
1 1,128 134,06 0,8335 0,8345 0,8340 99,68
2 1,128 132,04 0,8195 0,8205 0,8200 99,50
3 1,128 126,81 0,7764 0,7788 0,776 98,25
4 1,128 130,12 0,8019 0,8036 0,8028 98,86
5 1,128 142,69 0,8915 0,8939 0,8327 100,24
6 1,128 126,07 0,7632 0,7615 0,7624 96,90
MEDIA 98,90
DPR (%) 0,9137
Fonte: Da autora, 2021.
O DPR de 0,9137% encontra-se dentro da especificacdo de < 1,9%, a

metodologia atende o parametro de precisao intermediaria.

4.2.4 Comparagéo entre analistas

da Precisé@o podem ser resumidos conforme a tabela 7.

Os resultados obtidos pelos dois analistas que participaram da determinacao

Tabela 8 - Resultado geral de Precisédo

x ANALISTA | ANALISTA MEDIA DPR (%)
SOLUCOES TESTE 1 > GERAL GERAL
1 99,51 99,68
2 100,15 99,50
3 100,20 98,25
’ ’ 0,9319
4 101,47 98,86 99,42
5 100,14 100,24
6 98,11 96,90
MEDIA INDIVIDUAL 99,93 98,90
(%)
DPR INDIVIDUAL (%) 0,7473 0,9137

Fonte: Da autora, 2021.
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O Desvio padrdo relativo entre as réplicas de ambos os analistas foi de
0,9319 considerado aceitavel frente a especificacdo de < 1,9% discutida no capitulo
de métodos.

A baixa dispersdo dos valores de teor de paracetamol associadas a
consideravel quantidade de repeticdes realizadas durante o ensaio de Repetibilidade
e Precisdo Intermediaria, comprovam que o0s resultados sédo confiaveis para
quantificacdo do principio ativo no produto acabado Paracetamol Solug¢do Oral

utilizando o método avaliado.

425 Testet

Através da Tabela 8 é apresentado o resultado para uma das ferramentas

estatisticas utilizadas, o teste T entre variancias equivalentes.

Tabela 9 — Dados do teste T entre variancias equivalentes

VARIAVEL 1 VARIAVEL 2
Média 99,930603 98,90479
Variancia 1,2081369 1,441949
Observacdes 6 6
Variancia agrupada 1,3250431
Hipotese da diferenca de média 0

Gl 10
Stat t 1,5435306
P(T<=t) uni-caudal 0,0768664
t critico uni-caudal 1,8124611
P(T<=t) bi-caudal 0,1537327
t critico bi-caudal 2,2281389

Fonte: Da autora, 2021.

O teste T considera o nivel de similaridade existente entre as medias das
observacdes dos dois grupos de dados. Como 0 Tcaculado 1,5435 € menor que o valor
de Teritico de 2,228 para n=10 graus de liberdade e 5% de significancia, aceita-se 0
fato de que a similaridade entre as médias amostrais € consistente e dependente da

concentracédo real do analito.
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4.2.6 TesteF

Os resultados do Teste F entre variancias € apresentado através da tabela

10.
Tabela 10 — Dados do teste F entre variancias
VARIAVEL 1 VARIAVEL 2
Média 98,90479 99,9306
Variancia 1,441949 1,208137
Observacdes 6 6
gl 5 5
F 1,193531
P(F<=f) uni-caudal 0,425401
F critico uni-caudal 5,050329 |

Fonte: Da autora, 2021.

O teste F avalia-se o0 nivel de dispersdo dos dados entres 0s grupos
amostrais e verifica-se que 1,1935 como Fcacuiado € Mmenor que 5,0503 de Fiapelado
para n=5 graus de liberdade e 5% de significancia. Isso significa que os resultados
obtidos pelos dois analistas sédo estatisticamente similares e quaisquer niveis de
variacdo observados séo intrinsecos do método, pois esse mesmo nivel de erro foi
refletido em ambos os grupos, ndo havendo, portanto, niveis significativos de erro
gue possam representar um risco para a confiabilidade dos resultados gerados pelo
procedimento analitico em questao.

4.3 EXATIDAO

A seqguir serdo apresentados os resultados referentes ao parametro de

Exatidao nos pontos de concentracao de 80, 100 e 120%.
4.3.1 Ponto 80%

A tabela 11 apresenta os resultados relativos ao ponto de concentracdo de
80%.




Tabela 11 — Resultados — Ponto 80%
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PESO . %
REPLICA P,A(lr?g,)&o AL'&UL?TA C(?n'\é(/:rﬁ't'; "|ABS 1|ABS 2 | MEDIA RECU'D((';J?ACAO
1 25,54 0,800 0,008173 |0,7019|0,7030|0,7025 99,96
2 26,75 0,800 0,008560 |0,7436(0,7470|0,7453 101,26
3 25,68 0,800 0,008218 |0,7166|0,7163|0,7165 101,40
DPR (%) 0,6029

Fonte: Da autora, 2021.

Pode-se observar que a recuperacdo do ativo foi satisfatoria, atendendo os
limites de 98 a 102% e o resultado de DPR de 0,6029% atende a especificagdo de <

1,9%.

4.3.2 Ponto 100%

A tabela 12 apresenta os resultados referentes ao ponto de concentracéo de

100%.
Tabela 12 — Resultados — Ponto 100%
PESO | ALIQUOT | CONCENT RECUPERACA
REPLICA | PADRAO ABS 1 | ABS 2 |MEDIA .
(ma) A (mL) |.(mg/mL) O (%)
1 25,54 1,000 0,01028 |0,8701|0,8739 | 0,8720 99,27
2 26,75 1,000 0,01070 |0,9240 | 0,9277 | 0,9259 100,63
3 25,68 1,000 0,01027 |0,8656 | 0,8658 | 0,8657 98,02
DPR (%) 0,8906

Fonte: Da autora, 2021.

Pode-se observar que a recuperacao atendeu os limites de 98 a 102% e o
resultado de DPR de 0,8906% atende a especificacado de < 1,9%.

4.3.3 Ponto 120%

Através da tabela 13 observa-se os resultados obtidos no ponto de 120%.




Tabela 13 — Resultados — Ponto 120%
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REPLIC | TESO ALIQUOT ConeEy MEDI | RECUPERACA
A PADRA A (mL) T. ABS 1| ABS?2 A O (%)
O (mg) (mg/mL)
1 25,54 1,200 0,01223 |1,0486 | 1,0499 |1,0493 99,54
2 26,75 1,200 0,01284 |1,0983| 1,1068 |1,1026 99,87
3 25,68 1,200 0,01233 |1,0711| 1,0749 |1,0730 101,24
DPR (%) 0,6810

Fonte: Da autora, 2021.

A recuperacgédo obtidas das réplicas estdo dentro dos limites de 98 a 102% e o

resultado do Desvio Padrao Relativo de 0,6810% atende a especificagao de < 1,9%.

4.3.4 Resumo de resultados:

A tabela 14 abaixo apresenta o resumo dos resultados dos trés pontos de

concentragéo do ativo no produto acabado.

Tabela 14 — Resumo de resultados para a Exatidao

PONTO

REPLICA

RESULTADO
(%)

MEDIA (%)

DPR (%)

80

1

99,96
101,26
101,40

100,87

0,6029

100

99,27
100,63
98,02

99,31

0,8906

120

W N PFPIWDNPEFPIWDN

99,54
99,87
101,24

100,22

0,6810

Fonte: Da autora, 2021.

Mediante analise dos resultados, observa-se que as médias da recuperacao

dos trés pontos encontram-se dentro da faixa de especificacdo descrita para a

exatiddo de 98 a 102%. O Desvio Padrdo Relativo para os trés pontos de
concentracéo 80%, 100% e 120% foram 0,6029, 0,8906 e 0,6810 respectivamente,

sendo abaixo da especificacéo de < 1,9%.
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O método, portanto, comprova a sua eficiéncia em recuperar, medir e
quantificar o composto de interesse em diferentes concentragbes sem que existam

fatores que influenciem no processo.
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5 CONCLUSAO

O método analitico mostrou-se seletivo em todos os aspectos ensaiados
demonstrando que n&o ocorrem interferéncias na observacao da resposta do teor de
paracetamol no produto acabado decorrentes de outros compostos que possam ficar
sobrepostos no mesmo espectro.

Quanto a precisdo, os resultados foram reprodutiveis, comprovados pela
concordancia entre os teores obtidos entre as amostras da repetibilidade, sendo a
média de 99,93% e estes comparados com o da precisao intermediaria de 98,90%, o
que descarta o fator de influéncia do analista. A exatiddo comprovou que houve
concordancia e aceitabilidade dos dados obtidos através de testes de adicdo de
padrao de paracetamol no placebo para diferentes teores propostos.

Por fim, de acordo com os parametros de seletividade, preciséo e exatidao,
descritos na RDC 166 de 25 de julho de 2017 e o DOQ-CGCRE-008 de 04/2020 rev.
08 do INMETRO, e em consonancia com os resultados apresentados e discutidos, o
método em estudo pode ser considerado validado, possui um alto grau de confianca
quanto aos resultados gerados em sua aplicacdo nas andlises de rotina para

determinacao de substancia ativa em formulacéo farmacéutica.
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ANEXO 1 - MONOGRAFIA FARMACOPEICA

Farmorapels Brasitetng, 6% edipdo  EF19R-00
PARACETAMOL S50LUCAO ORAL

Conlém, oo minmoe, 90% e, no méxima, 1108% da quantidade declarada de CeHeM0:,
IDENTIFICACAD

O tente de idemiificagio A, pode ser omifido se forem realizodor or festes B ¢ € 0 tesie de
identifcarde O pode ser omitido xe forem realizados os textes A. ¢ B

Al Mo epectno de absorgiio no wliravioleta (S.2.14), na Gixa de 200 nm a $00 am, da soluco amosira
obixda no méode A de Dozeamento, b maximo de absorgdo em 249 nm, idénties a0 ohservado no

expeciro da solugdo padrio,

B. Proceder confiorme descrite em Cromategrafio em comad delgods (5.2.17.1), ublizando silics-
g2l GiFasy, oomo suporle, ¢ migdura de elomete de metilens ¢ dlcool metibico (401 ), como Bse movel.

Aplecar, separadamente, & placa, 20 plL de cada uma das salupides, recentemente preparadas, descritas
a segar

Solugda (1) dilurr a solugdo aral em dlcool metibeo ad concentragio de | me'mi

Solugdn (2): dissolver 10 mg de paracetamol SOR em dloool metilico e completar o volume g 10
ml com o mesmo solvente.

Desenvolver o eromatograma, Ramover a placa, deixar secar ao ar. Examinar sob lue ulravialeta. A
mancha principal oblida com a Selucdo () correspande em poscio dguela obixda com a Salugio (21

O empo de relenclio do ploo principal do cremslograma & Solvgdo amoestra, obtida no métodoe
B. de Doseamente, comesponde dquele do pieo principal da Sodigie padrio.

CARACTERISTICAS

Determimagdio de valume (5.01.2). Cumpre o lesie,

Teste de golejamenta {5 1L.8L Cumpee o lesle

pH(5.219). 3 8a 65

ENSAIOS DE PUREZA

Limite de d=Aminolenol Froceder confonme desento em Cromatoynafto o lguido de alie eficéncia
(SL174). Unilzar eromatdgraln provido de detector uliravioleta a 272 am; coluna de 200 mm de
comprmente ¢ 4.6 mm de didmelro mlemo, empacolada com silea quimicamente ligada & grupo

ocladecilsilano | 10 pm), manind 3 lemperabara de 25 °C; lluse da Fave maved de 20 mlminoo.

Fase mavel: preparar solugio de butanossul fonsio de sddio 0,00 W, utiliznde como solvenle misiury
die dgus, Aleood metilieo ¢ dcado Bemaca (B5:15:0.4)

Solugdn (1) preparar solucio 2 4.8 mg'ml da amosira em Fore mavel, Fillrar 2 necessing

Solugdn (2): preparar solucio a 24 po'mL de 4-aminafenol SOR em Faze movel.
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Procedimento: mpetar, separadamente, 20 pl da Solugde (1) e da Selugio (2), regisirar os
cromabogramas ¢ medir 2 &reas sob od picos. A drea wb o paco comespondente 20 d-aminolenol
ablxlo no cromatograma com a Selugdo (1) ndo ¢ maor que a drea sob o pco pancipal obdoe o
cramatograma com a Solugdoe (2) (0,5%). Mo cromatograma oblide com a Selwgdo (1), proos com wm
longo tempo de retengdo podem ocorrer devado & presenca de conservantes na formulacdo,

TESTES DE SEGLURANC A BIOLOGICA

Contagem do nimera total de micro-arganismas mesalillicos (55312 Cumgpee o leste.
Pesguisa de micro-onganismos patogenicos (5.53.1.3) Cumpre o leste.

DOSEAMENTO

Empregar wm dos métodos descritos a segair.

A Proceder conforme descnbo em Evpecirofmtomeiria de absorpdo oo wltrovicdleta (5.2.14).
Transfenr wolume da soluclo oral para balio volumétnes e dilusr em Scool metilico de modo & obler
soluclo a 1 mg'ml. Transferir 1 mL da solugio resultante para balo volumétrico de 100 mlL,
adicaomar 1 mlL de dcido cloridrco 0,1 M, completar o voleme com &leool metibco ¢ homogenezzar,
Preparar solugio padrio na mesma concentragio, utizando o8 mesmos solventes. Medic as
absorvincias das solugdes resullantes em 249 mm, ubilizando solucEo metandlica de dcado cloridrco
0,1 M para ajuste do zero. Caleular a quantidade de CiHaNO: na solugdo oral a pansr das leituras
obilsdas. Altermabivamente, realizar os chleulos considerando Af1%, lem) = BB0, em 249 mm.

B. Proceder conforme descrite em Cromatografia o Ugwide de alia eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar

cromatderalo provido de detector uliravioleta a 243 wm; coluna de 250 mm de compromento ¢ 4.6
e de didmsetno imerno, empscotads com silica quimcamente ligada a grupo octadecilsilano (5 pm),
mantida & lemperatura de 25 *C; Auxo da Fose move! de 1,0 mL/manuto.

Fase movel: misura de deua e dleool metilico (75:25).

Sofucdo amostra: iransfens volume, medido com exatdio, de solugio oral equivalente a 200 mg de
paracetamil para baldo volumétneo de 200 ml, completar o volume com Fose movel e
homogensizar. Transfens 1 mL dessa soluglo para baldo volumétneo de 100 mL, completar o volume
com Fase mover, homogeneizar e filirar.

Solugdo padrie: dissolver guanbidsde, pesada com exatid@o, de parscetamol SOR em Fase moved, de
mado a obier concentragio final de 001 mg'mi.

Injetar replicatas de 10 pl. da Sofugdo padrde. O desvio padrdo relativo das &reas de replicatas sob
0% pces regutrados & no maximo, 200

Provedimenio: inetar, separadamente, 10 pl. da Sofugdo padrde e da Solugdo amostra, regisirar os

cramatogramas ¢ medic as drexs sob o8 preos. Calcular a guanbidsde de CgHaNO: na solugiio oral a
partar das respostas obtidas com a Sodugde padrde e a Solugdo amostra.

Fonte: ANVISA, 2019.



