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RESUMO

A hipertensao arterial sistémica (HAS) ¢ uma condicdo que afeta grande parte da
populagdo adulta brasileira, ¢ na maioria dos casos requere intervencdo medicamentosa
continua. O controle de qualidade de medicamentos ¢ uma etapa essencial no seu ciclo de
producao, pois garante a seguranga da populagdao que o consome, portanto surge a necessidade
de criar métodos para analise de medicamentos como hidroclorotiazida (HCT) e maleato de
enalapril (ENL), uns dos mais utilizados no territorio urbano nacional, que sejam mais
sustentaveis e em acordo com os principios da quimica analitica verde. Nesse trabalho ¢
realizada a substituicdo do solvente acetonitrila (ACN), embora muito toxico, um dos mais
comuns em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), por etanol (EtOH), de baixa
toxicidade, para realizar a separagdo e quantificagdo dos medicamentos citados em composi¢des
associadas. O método utiliza um gradiente de solugdo de acido fosforico (H3POs) e solvente
EtOH (que varia de 7 a 60%), vazdo da fase movel a 1 mLmin™!, temperatura do forno 60 °C e
coluna phenomenex®, 120A, Smy, 4,6 mm de didmetro, 150 mm, C18. O método exibe boa
linearidade na faixa de 75 — 525 pg mL™! para HCT e 360 — 840 ug mL™' para ENL com o R?
acima de 0,99 para a HCT e de 0,98 para ENL, e os limites de detec¢ao e quantificacdo sdo,
respectivamente, para HCT 42,51 pg mL "' e 128,81 pg mL ! e para ENL 58,64 pgmL™! ¢ 177,71
ng mL!. A vazio menor que a sugerida por farmacopeias como a brasileira e a estado-unidense
implica menor geragdo e residuos, e a analise conjunta dos medicamentos, que nao se faz

presente nas literaturas citadas, permite ampliar a possibilidade de aplicacdes.

Palavras-Chave: Cromatografia; hidroclorotiazida; maleato de enalapril; quimica verde;
quimica analitica
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ABSTRACT

Systemic arterial hypertension (SAH) is a condition that affects a large portion of the
Brazilian adult population and, in most cases, requires continuous pharmacological
intervention. Quality control of medicines is an essential step in their production cycle, as it
ensures the safety of the population that consumes them. Therefore, there is a need to develop
methods for the analysis of drugs such as hydrochlorothiazide (HCT) and enalapril maleate
(ENL), among the most widely used in urban areas nationwide, that are more sustainable and
aligned with the principles of green analytical chemistry. In this work, acetonitrile (ACN)—
although highly toxic and one of the most used solvents in high-performance liquid
chromatography (HPLC)—is replaced by ethanol (EtOH), a low-toxicity solvent, to perform
the separation and quantification of the drugs in combined formulations. The method employs
a gradient of phosphoric acid (HsPOs) solution and EtOH solvent (ranging from 7 to 60%), a
mobile phase flow rate of 1 mL-min™', an oven temperature of 60 °C, and a Phenomenex® C18
column (120 A, 5 um, 4.6 mm diameter, 150 mm length).The method shows good linearity in
the range of 75-525 pg-mL™" for HCT and 360-840 pg-mL™" for ENL, with R? values above
0.99 for HCT and 0.98 for ENL. The limits of detection and quantification are, respectively,
42.51 pg-mL"and 128.81 ug-mL"" for HCT, and 58.64 pg-mL" and 177.71 pg-mL"" for ENL.
The flow rate, lower than that suggested by pharmacopoeias such as the Brazilian and United
States Pharmacopeias, results in reduced waste generation, and the simultaneous analysis of the

drugs—absent from the cited literature—allows for expanded application possibilities.

Keywords: Chromatography; hydrochlorothiazide; enalapril maleate; green chemistry;

analytical chemistry
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1.  INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Satide (OMS) classifica Hipertensdo Arterial Sistémica
(HAS) como a principal causa de morte prematura no mundo e estima que 1,28 bilhdes de
adultos entre as idades de 30 e 79 anos sofram da condi¢ao (World Heath Organization (WHO),
2023). Mesmo sendo perigosa a hipertensdo, ou pressdo alta, ¢ comum, e constitui um dos
principais fatores de risco para as doencgas cardiovasculares (Ministério da Saude, 2001), e em
2018, no SUS (Sistema Unico de Saude), foram gastos mais de dois bilhdes de reais em
hospitalizagdes, procedimentos ambulatoriais e medicamentos em adultos acometidos pela
doenga (NILSON et al., 2018).

Entre os muitos medicamentos mais utilizados para tratar a HAS se encontram o maleato
de enalapril e hidroclorotiazida, das classes terapéuticas, anti-hipertensivo e diurético,
respectivamente. Esses medicamentos podem ser encontrados no mercado nacional em
associacdo ou separadamente, e em versdo genérica (ANVISA, 2019). Para serem
comercializados em territorio nacional, os medicamentos precisam fazer o registro na Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), utilizando como base a Farmacopeia Brasileira
(FB) (ANVISA, 2022), que segundo menciona o proprio site da ANVISA, ¢ o codigo oficial
farmacéutico do pais, onde se estabelecem os requisitos minimos de qualidade para insumos
farmacéuticos, medicamentos e produtos para a saide, mesmo assim na FB e na farmacopeia
europeia (European Pharmacopoeia, EP, 2023) ndo existe um método descrito para
determinagdo desses farmacos em associacdo, apenas separados. Na farmacopeia estado-
unidense, USP (United States Pharmacopeia, 2023), existem métodos descritos para o controle
de qualidade de medicamentos contendo associagdo dos dois farmacos, em ambas a técnica
utilizada ¢ a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (ou em inglés: High
Performance Liquid Chromatography, HPLC), e mesmo em suas versdes mais recentes, esses

métodos ainda utilizam solventes toxicos e substancias perigosas.




PPGQ IQ -UnB

A cromatografia liquida ¢ uma das técnicas analiticas mais utilizadas na atualidade, por
apresentar boa precisdo e exatiddo, aplicabilidade a diversos tipos de amostras e por possuir
uma vasta gama de equipamentos e acessorios disponiveis comercialmente. Essa técnica
permite uma separacdo eficiente de diversa substincias e uma posterior analise qualitativa e
quantitativa, sendo amplamente utilizada na andlise de medicamentos, fluidos biologicos,
amostras ambientais (aguas, sedimentos etc.). A avaliagdo de picos obtidos empregando
padrdes e amostras faz da técnica uma excelente opgao analitica (SNYDER et al., 2009).

O maleato de enalapril (ENL) e a hidroclorotiazida (HCTZ) eram, respectivamente, o
quarto e o primeiro medicamentos para hipertensdo mais utilizados em todo o territdrio urbano
brasileiro em 2016 (independentemente de estarem ou ndo em associagdo medicamentosa)
(MENGUE et al,, 2016). Logo urge a necessidade do desenvolvimento de métodos que sigam
os principios da Quimica Analitica Verde para o controle de qualidade desses medicamentos
vastamente utilizados pela populacdo brasileira.

O termo Quimica Verde surgiu no inicio dos anos 1990, a partir do interesse pela
preservacao do meio ambiente, sendo um importante evento a criagdo da lei de prevencao a
poluicao pela EPA (Environment Protection Agency), nos EUA em 1990 (EPA, 2023), e desde
entdo foi introduzido em diversas atividades, mas em 1998, Paul Anastas e John Warner
definiram Quimica Verde e formularam seus 12 principios (ANASTAS; EGHBALI, 2009).
Porém, no geral, esses principios se aplicam mais na industria quimica a processos de sintese
organica e tem pouca aplicagdo em laboratorios de Quimica Analitica.

Tendo isso em vista, alguns esfor¢os foram feitos para adaptar esses principios as
praticas de um laboratorio de Quimica Analitica, propondo-se os 12 principios da Quimica
Analitica Verde (GALUSKA et al., 2013), dois quais podem ser destacados: reducdo ou
eliminagdo de substancias toxicas (como solventes, reagentes etc.); minimizagdo do uso de

energia; gerenciamento adequado dos residuos; e aumento da seguranca do operador.

10
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVOS GERAIS

O objetivo do trabalho ¢ o desenvolvimento e validagdo de um método de HPLC com
detector de UV para a determinacdo de maleato de enalapril e hidroclorotiazida (isoladamente
ou em associacdo), em medicamentos (de referéncia, similares e genéricos), baseado nas
recomendacdes da FB e seguindo principios da quimica analitica verde, como a substituicao de
reagentes e solventes toxicos, diminui¢do do consumo das amostras e geracdo de residuos, e
aumento da seguranca do operador, e posteriormente realizar a avaliagdo dos métodos

desenvolvidos com auxilio da métrica Eco-Scale ou outros métodos descritos na literatura.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
i.  Mostrar que ¢ possivel alterar o solvente de eluicio ACN (acetonitrila) por EtOH

(etanol) no método existente nas farmacopeias USP e FB e desenvolver um método
vidvel para o controle de qualidade de medicamentos contendo ENL ¢ HCT;

ii.  Comparar a metodologia ja existente na farmacopeia USP com o método desenvolvido
para determinacao de maleato de enalapril e hidroclorotiazida em medicamentos;

iii.  Realizar a valida¢ao do método desenvolvido e verificar a aplicagdo em amostras reais
de medicamentos;

iv.  Avaliacdo dos métodos propostos utilizando a métrica EcoScale proposta por

GALUSKA et al., em 2012.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA

Existem diversas diretrizes de saide em todo o mundo (BROUWERS et al., 2021), cada
uma com sua definicdo da HAS, no Brasil, por exemplo, o Ministério da Satde (MS), define a
condicdo como caracterizada pelos niveis de pressdo arterial superiores a 140/90 mmHg
(milimetros de mercirio) (MINSAUDE, 2024).

Em 2023 World Health Organization (WHQO), ou OMS em portugués, elaborou um
relatorio geral sobre a hipertensdo no mundo (Global report on hypertension The race against
a silent killer, WHO, 2023), onde estima-se que 1,3 bilhdes de pessoas possuem a doenga em
todo o mundo. Além de potencialmente fatal, estudos recentes mostram a correlagdo com o
risco de doengas cardiovasculares (DCV) (LEWIGNTON et al., 2001; RAPSOMANIKI et al.,
2014; WHELTON et al., 2020), como a HAS pode ndo apresentar sintomas especificos, muitos
pacientes s6 descobrem dessa condi¢do apos sofrerem de alguma DCV relacionada.

Um estudo de Joseph et al., 2025 oferece uma perspectiva de DCV nas américas ( Fig.1)

Figura 1: Prevaléncia, incidéncia e mortalidade relacionadas a CVD nas américas

CVD prevalence (%), both
sexes, age-standardized, 2021
W ss
W s7
W 7s

89

CVD incidence (per 100,000
persons), both sexes,
age-standardized, 2021

W 400-500

M 600-800

W +s00

CV death (per 100,000
persons), both sexes,
age-standardized, 2021
W <100
W 100200
W 200300

+300

Fonte: JOSEPH, et al, p. 3, 2025
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Na figura 1 sdo apresentadas a prevaléncia de DCV, incidéncia de DCV e mortalidade
cardiovascular, todos os dados padronizados por idade. Um dos motivos sugeridos pelo autor
para o aumento desse tipo de doengas nas américas (especialmente a latina) € o envelhecimento
da populacgao.

O Observatorio de Atencao Primaria & Saude da Umane (sociedade civil sem fins
lucrativos) € uma plataforma que retine mais de 16 diferentes bases de dados sobre hipertensao,
sendo possivel classificar as informagdes por estado, municipio, data e outros filtros, no site

constam dados até¢ 2023 (Fig. 2).

Figura 2: Distribui¢do de pessoas com hipertensdo por sexo em todas as capitais em 2023

Mulheres com hipertensao
6%

Homens sem hipertensao
34%

Mulheres sem hipertensao
38%

Homens com hi
12%

FONTE: Disponivel em < https://observatoriodaaps.com.br/tema/hipertensao>

E preocupante observar que no 2023, 28.1% da populagio adulta das capitais

brasileiras (considerando homens e mulheres), possuia hipertensao.
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3.2. MEDICAMENTOS
3.2.1 MALEATO DE ENALAPRIL

Maleato de enalapril (Figura 3) ¢ um medicamento da classe terapéutica dos anti-
hipertensivos e € um inibidor da Enzima Conversora de Angiotensina (ou na sigla em inglés,
ACE inhibitor), apos absorvido ¢ hidrolisado e forma o enalaprilato, que ¢ o inibidor (TODD;
HEEL, 1986). Sua sintese foi publicada pela primeira vez em 1980 por Patchett et al., e surgiu
a partir de modelagem molecular com a inten¢do de melhorar a absor¢ao oral do enaprilato que
era em torno de 3% (DAVIES et al,, 1984; ULM, 1983).

O medicamento se popularizou bastante por sua eficiéncia e atualmente ¢ usado também
para tratar doenga renal cronica e faléncia cardiaca (HUSSAIN et al., 2024), e no territdrio
urbano brasileiro era o quarto medicamento mais utilizado para hipertensdo

(independentemente de estar ou ndo em associacdo medicamentosa) (MENGUE et al., 2016).

Figura 3: Molécula Maleato de Enalapril

Q/\/ \)OL O§/OH I

N AANA OH

BAC, f;
P

FONTE: O autor.

Na literatura ¢ possivel encontrar diversas técnicas sendo empregadas em métodos para
determinagdo de maleato de enalapril: espectrofotometria (BONAZZI et al., 1997; BLAIH et

al., 2000; RAZAK et al., 2002; AYAD et al., 2003; RAHMAN N., HAQUE S., 2008; SHAMA
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et al., 2011; GHERMAN et al., 2013; GHERMAN ef al., 2015; ROSHNARA et al., 2019),
potenciometria (ABOUL-ENEIN et al., 1999), polarografia e polarografia de pulso diferencial
(RAZAK et al, 2002; ELMALI et al., 2003), eletroforese capilar (QIN ez al., 1992; HILLAERT
S., VAN DEN BOSSCHE, 2001; GHERMAN et al., 2015), espectrometria de absor¢ao
atomica (AYAD et al., 2002; BARAKA et al., 2008), analise por injecdo em fluxo (FIA: Flow
Injection Analysis) (AL-ARFAJ, 2003; EMARA et al, 2003; AL-ARFAJ et al, 2009),
espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H (ZOPPI et al., 2004; SHEN et
al., 2015), entre outros, porém a técnica mais utilizada ¢ a CLAE, com quase 50% dos artigos
encontrados na base de dados Web of Science empregando ela.

O farmaco ¢ utilizado mundialmente e diversas farmacopeias importantes do mundo
possuem ensaios descritos para o controle de qualidade do medicamento. Nas FB, USP ¢ EP a
técnica empregada para doseamento de comprimidos ¢ a CLAE, utilizando uma mistura de
ACN e uma solu¢do tampao como fase movel e variando a coluna em cada um dos casos.
Também se encontram diversos métodos que empregam a CLAE para determinagdo
quantitativa de maleato de enalapril na literatura, variando detectores e outras associagdes de
equipamentos, por exemplo: CLAE com detector UV (Tabela 1) e CLAE acoplada ao
espectrometro de massas, porém nenhuma delas utilizando o etanol como eluente. (GU et al.,
2004; WANG et al., 2007; LIMA et al., 2009; GHOSH et al., 2011; RAMUSOVIC et al., 2012;

KANG et al., 2013).
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Tabela 1: Comparativo de métodos usando CLAE com detector UV para determinacgao de enalapril

Autor Coluna Faixa de concentracao A (r2) RSD (%) LOD (ugml-1) Recuperacao (%)

5 um Hypersil ODS

=il
BON':‘gS'fta" © (250mmx45mm 0021007 mgml T s 00992 061 - 100.14
id.)
; 5 um Hypersil ODS
t
M"—':;‘”;%\{;C e (250mmx4.5 mm 06-36ugm’  215nm 0999 055-352  0.181 90,42 -101,44
g id.)
Supelco LC 18 (5
B i um) (25046 mm  20-100 ygmi 2150m 1 023-097 05 100,09 - 100,65
- id.)
ZORBAX Eclipse
KOPALLA®L  XDB-C18(150mm  25-150ugmi”  215nm 09996 08-35  0.0045 98 - 102
o x 4.6 mm, 5um),
Zorbax SB-C 18
GHaEIR'\zf'Q; o 150 x4.6 mm, 10-100pgmi"  210nm 0.9998 0,81-1,48 0.31 97,53 -102,53
"’ 5um) J

Fonte: o autor

3.2.2 HIDROCLOROTIAZIDA

A classe das tiazidas, o primeiro grupo de diuréticos oralmente efetivos e bem tolerados,
surgiu na década de 1950 (ERNST; FRAVEL, 2022). A HCT (Figura 4), age nos rins,
bloqueando o mecanismo de cotransporte de cloreto de sddio, e o efeito de abaixar a pressao
arterial dos pacientes foi ligada a perda de sodio e outros metais via urina (BAINS; SMITH,

2011).

Figura 4: Molécula de Hidroclorotiazida

H
cl N
HAN M

4 2
o Yo 0” Yo

Fonte: o autor
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Atualmente, as tiazidas continuam amplamente utilizadas no combate a hipertensao,
mesmo tendo sido criadas ha mais de 60 anos. Em 2008, a hidroclorotiazida foi a segunda
medicacdo anti-hipertensiva mais receitada nos Estados Unidos, com mais de 47 milhdes de
receitas prescritas, e em 2014, no Brasil, ela foi o medicamento mais utilizado no territorio
urbano, com 23,9% dos pacientes fazendo utilizacdo dela (DUARTE; COOPER-DEHOFF,
2010; MENGUE et al., 2016). Devido sua ampla utilizagdo por décadas, existem diversos
métodos descritos na literatura para determina¢do de hidroclorotiazida, tanto individualmente
quanto associada a outras substidncias em formulacdes farmacéuticas. Algumas das técnicas
mais comumente utilizadas sdo: diferentes métodos utilizando eletrodos de pasta de carbono
modificados (KARIMI-MALEH et al, 2009; SALAMANCA-NETO et al, 2014;
BEITOLLAHI et al., 2015; RUY et al, 2015; MOHAMMADNAVAZ; GARKANI-NEJAD,
2023), métodos espectrofotométricos (REHM; SMITH, 1960; STOLARCZYK et al., 2008;
ALI et al., 2024), fluorimétricos (XI et al., 2005; ALI GHAFARLOO et al., 2022; DENA et
al., 2023), em fluxo (OUYANG et al., 1998; IDRIS et al., 2012; LOURENCAO et al., 2015;
CALEGARI et al, 2019; HANOOAN; QASSIM, 2024).

A técnica mais utilizada ¢ a CLAE. Ao pesquisar na base de dados Web of Science os
termos “hydrochlorothiazide determination” sdao obtidas 1050 publicacdes, ao adicionar o
termo “HPLC” na busca, os resultados diminuem para 410 (40% das publicagdes da primeira
busca). Quando adicionamos “ethanol” apenas 8 resultados retornam, desses 8, apenas 2 sao
métodos empregando CLAE e etanol como eluente, que € o escopo deste trabalho. Um trata da
separacao ¢ determinacdo de atenolol e hidroclorotiazida por CLAE com detector de
fluorescéncia (HEMDAN et al., 2021), outro da separacao e determinagao de hidroclorotiazida,

besilato de amlodipina e de losartana potassica (KANNAIAH et al., 2023).
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Na busca com os termos

“hydrochlorothiazide and enalapril maleate hplc

determination” na mesma base de dados, obtivemos 23 registos, com apenas 10 onde realmente

separam as substancias envolvidas no escopo deste trabalho (Tabela 2).

Tabela 2: Comparativo de métodos usando CLAE para determinagao de enalapril e hidroclorotiazida

Autor Faixa de linearidade A r2 RSD (%) LOD Recuperacgio (%)
CARLUCCI et al., 1993 0,5-30 pg mL" 220 nm 0,9995 15 50-100ng mL" -
-1
SHETKAR; SHINDE, = 40-200 ug mL~ (ENL
° ’ He . (END) 226 nm 0,999 - 04-0,8 pg mL" 99,69 - 99,74
1997 50-500 ug mL' (HCTZ)
-1
AL-MOMANI, 2001 1-60 pg mL _I(ENL) 220 nm 0,999 2 24-36ng mL" 97,2-101,5
0.8-5ugml (HCTZ)
15-40 pg mL ™ (ENL)
DINC et al., 2005 " 230-270nm = 0,99 1,78 - 100,5 - 105,4
2.5- 15ugml” (HCTZ)
-1
ELSEBAEI; ZHU, 2011 0.14-8 g mL_l (ENL) 215 nm 0,9997 1,32 17-42ng mL" 97,2-97,52
0.60- 8 ug mL~ (HCTZ)
-1
DUBEYeral., 2012 07 100ke mL4 (END) 215-270 nm - 029  023-07lpgml’  9876-100,37
5-100 pg mL™~ (HCTZ)
il
USLU; OZDEN, 2013 027-39 pg mL>1 (END) 210 nm 0,998 0,16 1,84-31,47 ng mL" 99,95 - 100,4
0.26-399 pg mL~ (HCTZ)
VISHNUVARDHAN - 210 nm 0,9995 0,2 - 99,85 -100,84
etal., 2013
-1
HAMMOUDA et al. 1-100 pg mL~ (ENL
OUDA et al., 00 pug _1( ) 210 nm 0,9999 0,65 0,02-0,11pg i 99,68 - 99,97
2014 0.05-5pg mL' (HCTZ)
-1
MOHAMZI\(;IZI?)D etal,  1-200ngmL (ENL) MS 09917 ) | -Sng L 10096 - 103,24

5-200ng mL' (HCTZ)

Fonte: o autor

Ao adicionar o termo “ethanol”, como foi feito anteriormente, nenhum resultado ¢

exibido. E importante destacar que nenhum deles usa etanol como eluente.

3.3.

CROMATOGRAFIA

A invencdo da técnica cromatografica ¢ creditada ao russo M. S. Twsett (1872-1919), em

seu trabalho de 1903 onde utilizou a técnica para separar pigmentos de plantas, mas desde a

antiguidade existem relatos de técnicas similares sendo utilizadas em diversas aplicagdes

(ETTRE; SAKODYNSKII, 1993). A primeira descri¢do de um fendmeno similar ao que hoje

chamamos de cromatografia foi feita por um historiador romano, conhecido como Plinio, O

Velho. Ele descreveu um método para averiguar a autenticidade de um sal que era utilizado

como pigmento e fungicida que podia ser adulterado com p6 de marmore. O sal era aplicado
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em um papiro embebedado de extrato vegetal, e se fosse auténtico o papiro se tornaria preto
(PACHECO et al., 2015).

Outra pessoa a utilizar técnicas similares antes de Twsett foi John Jacob Berzelius (1779-
1848) utilizando um tubo com areia que funcionava como um filtro para a agua que era
adicionada no topo e saia embaixo apds atravessar a areia. Porém foi mesmo o russo quem criou
a técnica que hoje chamamos de cromatografia de coluna, que ele utilizou em seus estudos
sobre a clorofila (PACHECO et al., 2015). Richard Willstétter, professor de quimica organica
em Munique e grande competidor de Twsett nos estudos sobre clorofila, contestou muitos dos
resultados do russo, e suas afirmagdes junto com outras condi¢cdes como idioma da publicacio
e contexto geopolitico mundial fizeram com que a técnica fosse pouco utilizada durante os
proximos 25 anos (ENGELHARDT, 2004).

No final da década de 20 e inicio da de 30, com um grande interesse por parte dos
pesquisadores nos compostos organicos presentes em produtos naturais aumentou o interesse
na técnica desenvolvida por Twsett, e em 1941 Archer J.E Martin e Richard L.M. Synge, na
Universidade de Cambridge, publicaram um trabalho propondo a cromatografia de parti¢ao, o
que viria a ser um ponto de virada na histdria da técnica (WIXOM, 2001). Esse trabalho previu
até mesmo a possibilidade do advento do que hoje conhecemos como cromatografia gasosa
(CG). Além disso, em 1944, Consden et al., desenvolveram a cromatografia em papel, que
evoluiu para o que conhecemos hoje como cromatografia em camada delgada (CCD) ou em
ingl€s thin layer cromatography (TLC).

Atualmente, existem distintas maneiras de classificar uma técnica cromatografica: ela
pode ser planar (de camada delgada ou papel) ou em coluna, classificagdo referente ao meio
fisico onde vai acontecer a interacdo entre as fases movel e estacionaria . A classificagdao

também pode ser feita pelo estado fisico da FM (liquida, gasosa ou fluido supercritico) e FE
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(solida, liquida ou fase ligada) e pelo principio envolvido na separagao dos analitos (POOLE,
2000).
3.3.1 CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Neste trabalho, a técnica empregada ¢ a CLAE, que pode ser classificada como
cromatografia de coluna, liquido-fase ligada (FM ¢ um liquido enquanto a FE ¢ um liquido
imobilizado na superficie de um solido inerte), de particdo, onde os componentes da amostra
estdo distribuidos entre estar dissolvido na FM ou absorvido na FE, e de fase reversa, o que
significa que a FM ¢ mais polar do que a FE, logo, componentes mais apolares tendem a ficar
retidos mais tempo do que componentes mais polares (POOLE, 2000).

Os primeiros aparelhos similares aos cromatografos modernos comegaram a surgir no
inicio da década de 1960, com os trabalhos de Csaba Horvath nos Estados Unidos e de Josef
Huber na Europa, no final da década ja existiam aparelhos comerciais (sobretudo sistemas da
Water Associates ¢ da Dupont), e entdo outros competidores comecaram a produzir seus
sistemas e as pesquisas envolvendo a CLAE comecaram a ganhar forga (SNYDER et al., 2010).

Com o passar dos anos a técnica amadureceu cada vez mais, e hoje em dia os tempos de
retencdo podem ser cada vez menores, e as possibilidades de separacao sdo muito diversas. Para
o desenvolvimento de um bom método analitico utilizando essa técnica, € necessario entender
como os parametros experimentais (temperatura, coluna, vazao, solvente), afetam a separagao,
e para auxiliar nisso existem alguns parametros teoricos explicados a seguir (SNYDER et al.,
2010).
3.3.1.1 RETENCAO
A retengdo, mais comumente referida como tempo de retencao (t), ¢ definida como o tempo
entre a injecdo da amostra e o aparecimento do topo do pico no cromatograma, significando

que cada soluto vai ter seu tempo de retencao. Além disso, existe também o tempo (ou volume)
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morto (to), que € o tempo entre a inje¢do e o aparecimento do pico de solvente, que ndo interage
com a coluna. (SNYDER et al.,, 2010).

O fator k de retengdo, também chamado de fator capacidade por alguns autores, ¢ a
quantidade de soluto presente na FE dividida pela quantidade presente na FM, e pode ser

matematicamente obtida como:

br—t
ko=t

Equacao 1:
tT

Todos os parametros passiveis de ajuste durante um experimento utilizando CLAE
podem afetar a retengdo de um dado soluto: fluxo e composi¢do da FM, temperatura e
composi¢ao da coluna, e até mesmo a natureza do proprio soluto analisado.

3.3.1.2 LARGURA DOS PICOS E NUMERO DE PRATOS TEORICOS

A largura dos picos ¢ dada por W, e pode ser encontrada subtraindo o tempo em que o
pico comega do tempo em que o pico termina. Essa largura ¢ utilizada para obter o nimero de
pratos tedricos (N), uma medida que informa a capacidade da coluna de fornecer picos estreitos,

que também pode ser chamada de eficiéncia da coluna:

t
Equacgao 2: N = 16(# 2

A altura do prato teorico ¢ dada por H, e ¢ uma medida de eficiéncia da coluna por
unidade de comprimento dela (L). Logo, uma maneira de se aumentar o N ¢ aumentando o

tamanho da coluna.

L
Equacio 3: H =-
quacao N

Outras maneiras de afetar o N ¢ fazendo mudangas em parametros que geram mudancas
na largura das bandas, como: fluxo e viscosidade da FM, temperatura e o peso molecular da

substancia alvo.
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3.3.1.3 FORMATO DO PICO

Uma forma diferente de avaliar um pico de um cromatograma ¢ por seu formato, um
pico ideal se assemelha a uma curva gaussiana, e a presenca de assimetrias como picos de cauda,
de frente ou divididos indicam problemas na separacdo. Uma maneira de quantificar isso € o
fator caudal (TF, do inglés tailing factor) que ¢ dado por:

A+B
Equacao 4: TF = —
2A

Onde A e B sdo as distancias, em 5% da altura do pico, das laterais do pico até o centro
(representado pelo topo), como demonstrado na figura 5.

Figura 5: fator caudal e fator de assimetria

Peak asymmetry factor Ag
= B/A (10% values)

| Peak tailing factor TF
| = (A+B)/2A (5% values)

10% of _’I B 4 : ARG, . — 5% of
peak height — — e peak height

Fonte : SNYDER, et al, 2010, p. 51

Outra forma ¢ o fator de assimetria (as) mostrado na Equagao 5:
B
Equagdo 5: as = a

Onde A e B sdo as distancias, em 10% da altura do pico, das laterais do pico até o centro.

Em ambos os casos, picos perfeitamente simétricos tem o valor de seus fatores igual a 1 e quanto

maior o desvio desse valor, mais assimétrico o pico €.
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3.3.1.4 RESOLUCAO

A resolu¢do ¢ uma medida relativa entre dois picos (Figura 6), que avalia o grau de
separacgdo deles. Quanto maior, melhor € a separag¢ao, mas valores altos demais geram tempos
de retencdo maiores do que o necessario, consumindo fase movel e energia desnecessariamente.
A retencdo pode ser alterada mudando a FM, a temperatura , tamanho e tamanho de particula

da coluna. Seu calculo ¢ dado pela equagdo 6.

Figura 6: Parametros usados para o célculo da resolucéo

tr (i) _ (a)
_— tg (/)

I\

3.93 min —— —hn\
A a

390 400 410 420 430
Time (min)

Fonte : Fonte : SNYDER, et al,, 2010, p. 36

2(tpj—tpy)
Equacio 6: R = 2
quag W+W;

3.4. VALIDACAO

Para garantir a confiabilidade de um método analitico desenvolvido, ¢ necesséria a
realizacdo de diversos ensaios a fim de se garantir que o método ¢ adequado ao que se propde.
Esse processo ¢ chamado de validagdo, e diversas instituigdes e o6rgdos ao redor do mundo
estabelecem seus critérios para a validagdo de métodos, como: ICH (International Confenrence

on Harmonization), FDA ( US Food and Drug Association), e farmacopeias, como a USP e a

EP (SHABBIR et al., 2007).
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No Brasil, a adicdo de um novo método na FB, requer que a validacdo seja feita de
acordo a RDC ( Resolu¢ao de Diretoria Colegiada) 166 de 2017 da ANVISA, e os parametros
necessarios para a realizacdo da validagdo estdo definidos de acordo com ela, como mostrado
nos itens seguintes.

3.4.1 SELETIVIDADE

A seletividade ¢ a demonstragdo da capacidade do método analitico de identificar e/ou
quantificar o analito, inequivocamente, na presenca de impurezas, diluentes e outros
componentes da matriz. Para ensaios cromatograficos quantitativos, ¢ necessdrio provar a
pureza do sinal cromatografico do analito através do método de adicdo de padrdo, sem
interferéncia de impurezas, diluentes, componentes da matriz ou produtos de degradacao.
3.4.2 LINEARIDADE

Linearidade ¢ a capacidade de um método analitico de apresentar resultados
proporcionais a concentragdo do analito, essa linearidade deve ser observada em toda a faixa
de concentracdo estabelecida pelo método. Para demonstrar a linearidade de um método ¢
necessaria a constru¢do de uma curva analitica com no minimo 5 concentragdes diferentes, com
solucdes preparadas em triplicata e utilizando o padrdo da substancia analisada. Os dados que
devem ser apresentados sdo: equacdo de regressao da reta, coeficientes de correlacido e
determinagdo, a investigacdo da homoscedasticidade dos dados e o grafico de dispersdo de
residuos. Os testes estatisticos devem ser realizados utilizando um nivel de significancia de 5%.
3.4.3 PRECISAO

A avaliagdo da proximidade entre os resultados obtidos através de um determinado
método ¢ chamada de precisdo, e ela € expressa em trés fatores: reprodutibilidade, precisdao
intermediaria e repetibilidade. Ela deve também ser demonstrada através do estudo da dispersao

dos resultados, com o calculo do desvio padrio relativo.

24



PPGQ IQ -UnB

3.4.3.1 REPRODUTIBILIDADE

E a demonstragio da proximidade de resultados obtidos em laboratérios diferentes
utilizando o método em questao.
3.4.3.2 PRECISAO INTERMEDIARIA

E a expressio da proximidade dos resultados de uma mesma amostra, num mesmo
laboratério, com os ensaios sendo realizados em pelo menos dois dias diferentes e por dois
analistas diferentes.
3.4.3.3 REPETIBILIDADE

E a avaliacio de amostras que contemplem toda a faixa de trabalho estudada, sob a
mesma condicdo de operagdo (mesma instrumentacdo e analista) em uma Unica corrida
analitica. Devem ser utilizadas, pelo menos, 9 determinagdes, sendo uma triplicata em cada
nivel de concentragdo (baixo, médio e alto).
3.4.4 EXATIDAO

O grau de concordancia entre os resultados individuais de um método e um valor aceito
como verdadeiro é chamado de exatidao, e deve ser demonstrada também com no minimo 9
determinagdes, uma triplicata para nivel de concentragdo. O estudo ¢ feito através da analise de

solucdes padrao conhecidas, utilizando o método em questao.

3.4.5 LIMITE DE DETECCAO

O limite de detec¢ao (LOD) ¢ a menor quantidade de analito presente em uma amostra,
que possa ser detectada, mas nao quantificada, e em métodos instrumentais pode ser dado pela
razao sinal-ruido que deve ser maior ou igual a 2. O célculo do LOD pode ser feito de acordo

com a formula a seguir:

Equagdo 7: LOD = %
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Onde a ¢ o coeficiente angular da curva de analitica e s € o desvio padrdo, que pode ser
obtido de 3 diferentes maneiras: o desvio padrdo do intercepto com o eixo Y de, no minimo, 3
curvas analiticas onde foram utilizadas concentra¢des proximas do suposto LOD; o desvio
padrao residual da linha de regressdo; ou a partir da estimativa de ruido proveniente da analise
de uma determinada quantidade de amostras do branco,
3.4.6 LIMITE DE QUANTIFICACAO

O limite de quantificagdo (LOQ) ¢ a menor quantidade de analito em uma amostra que
pode ser quantificada com exatiddo e precisdo aceitaveis. Para o caso de determinacdo via razao

sinal-ruido, ela deve ser no minimo de 10. O célculo pode ser feito da seguinte forma:

Equacao 8: LOQ = %

Onde os parametros sdo os mesmos utilizados para o céalculo do LOD.
3.4.7 ROBUSTEZ

A robustez ¢ a medida de quanto um método pode resistir a pequenas mudangas
intencionais de alguns parametros do método estudado. Nos métodos quantitativos, a robustez
¢ calculada através dos mesmos critérios usados na exatiddo. Para métodos utilizando a CLAE
como técnica, podem ser estudados os seguintes parametros: variagdo do pH da FM; variag¢ao

na composi¢do da FM; diferentes colunas; temperatura do forno; e fluxo da FM.
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3.5 QUIMICA VERDE
3.5.1 HISTORICO E PRINCIPIOS GERAIS

Na conferéncia Cientifica da Organizacdo das Na¢des Unidas sobre Conservacio e
Utilizagdo de Recursos (UNSCCUR - 1949), observou-se preocupagdo com a questdo
ambiental, repercutindo em 1968 com a publicacdo do Relatério Meadows (Relatorio do Clube
de Roma), mas s6 em 1980 o termo desenvolvimento sustentavel ¢ adotado como oficial pela
Organizagdo das Nagdes Unidas (ONU)(FARIAS, L. A.; FAVARO, D.; 2011).

Em 1998, Paul Anastas e John Warner definem Quimica Verde como “design de
produtos e processos quimicos para reduzir ou eliminar o uso e a geracdo de substancias

perigosas” (ANASTAS; EGHBALLI, 2009), apresentando os principios (Tabela 3)

Tabela 3: Os 12 Principios da Quimica Verde.

N° Principio

1 Prevencdo: é melhor evitar criar o residuo, do que tratar ou limpar residuos uma vez que foram produzidos
Economia atdmica: processos sintéticos devem ser planejados a fim de maximizar a incorporacdo de todos os
materiais usados no produto

Sinteses limpas: sempre que possivel, processos sintéticos devem ser planejados para usar e gerar substancias
de baixa toxicidade para os humanos e o meio ambiente

Planejamento de substancias mais seguras: produtos quimicos devem ser elaborados de forma que maximizem
seu efeito ¢ minimizem sua toxicidade

Uso seguro de solventes e auxiliares: o uso de solventes e substancias auxiliares (como agentes de separag@o,
por exemplo) deve ser evitado, e inofensivo quando feito

Planejamento de eficiéncia de energia: os requerimentos energéticos de um processo quimico devem ser

6 avaliados em seus impactos econdmicos e sociais, € os mesmos devem ser minimizados. Se possivel, conduzir
sinteses em temperatura e pressdo ambiente

Uso de fontes renovaveis: a matéria-prima utilizada nos processos deve ser renovavel sempre que
tecnicamente e economicamente possivel

Redugdo de derivagoes: o uso de derivagdes (uso de grupos bloqueadores, protecdo/desprotecao, modificacio
8 temporaria de processos quimicos ou fisicos) deve ser evitado quando possivel, pois tais etapas requerem
reagentes adicionais e podem gerar mais residuo

Catalise: o uso de reagentes cataliticos (o mais seletivo possivel) deve ser priorizado em relagdo ao uso de
reagentes estequiométricos

Planejamento de degradacdo: produtos quimicos devem ser feitos de maneira que apds cumprirem sua funcao,
seus produtos de degradacdo sejam o mais inofensivos possivel e que ndo persistam no meio-ambiente
Anadlise em tempo real para prevencao de poluicao: desenvolver melhores métodos analiticos que permitam
monitoramento e controle em tempo real do processo antes da formagao de substancias nocivas

10

Quimica inerentemente mais segura para a prevencao de acidentes: as substincias e a forma das substancias
12 presentes em um processo quimico devem ser escolhidas a fim de minimizar o risco de acidentes quimicos
como liberacdes de gas, explosdes e incéndios
FONTE: Traduzido e adaptado de ANASTAS; BEACH; MULVIHILL; ZIMMERMAN (2011, p. 273).
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Esses 12 principios sd30 como um guia para cientistas aplicarem em seus projetos, e
passam por todo o processo de uma sintese ou processo quimico industrial, desde a escolha dos

reagentes a disposi¢ao de residuos.

3.5.2 QUIMICA ANALITICA VERDE

Como os principios da Quimica Verde se aplicavam mais aos processos envolvidos na
sintese de um composto, muitos deles ndo se implementavam diretamente na Quimica
Analitica, mesmo com esses também podendo apresentar problemas ao meio ambiente e a saude
das pessoas. Com o intuito de atacar diretamente os problemas ambientais e toxicoldgicos
relacionados as andlises quimicas, GALUSKA ef al., propuseram os 12 principios da Quimica

Analitica Verde em 2013 (Tabela 4).

Tabela 4: Os 12 Principios da Quimica Analitica Verde.

N°e Principio

1  Técnicas analiticas diretas devem ser aplicadas para evitar o tratamento de amostras.
2 Um pequeno nimero de amostras também pequenas ¢ o ideal.

3 Medidas em situ devem ser realizadas

A integracdo de processos quimicos e métodos analiticos economiza energia e reduz a geracao de
residuos.

5  Métodos automatizados ¢ miniaturizados devem ser escolhidos
6  Derivacdo deve ser evitada sempre que possivel.

Deve ser evitada a formacdo de grandes quantidades de residuos provenientes das analises, e esses
residuos devem ser gerenciados devidamente.

Meétodos analiticos devem usar varias amostras e parametros de uma vez ao invés de um por vez, sempre
que possivel.

9  Eficiéncia energética também ¢ um objetivo.
10 O uso de reagentes vindos de fontes renovaveis deve ser priorizado.

11  Reagentes toxicos devem ser eliminados ou reduzidos.

12 A seguranga do operador deve ser melhorada.

FONTE: Traduzido e adaptado de GALUSKA; MIGASZEWSKI; NAMIESNIK (2013, p. 79).
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3.5.3 METRICAS EM QUIMICA ANALITICA VERDE

Existem algumas métricas relacionadas a Quimica Verde, como: economia atdomica,
eficiéncia de massa da reacdo, Fator E e produtividade de massa, porém a aplicagdo dessas
métricas a processos analiticos ¢ limitada pois foram planejadas com foco na sintese organica.
Em 2006 VAN-AKEN et al., propuseram uma métrica para sinteses organicas chamada Eco-
Scale, nela uma reacdo dita ideal tem uma pontuacdo de 100 e usa compostos baratos, produz
um rendimento de 100% em temperatura ambiente com risco minimo para o ambiente e para o
operador, e para cada parametro em que sua reagdo difere do ideal, uma penalidade ¢ aplicada
diminuindo a pontuagio da reacao.

Com base no modelo proposto por VAN-AKEN et al., em 2012, GALUSKA et al.,
propuseram uma versao da Eco-Scale que estude métodos analiticos, onde a andlise ideal ¢ tida
como: uma andlise onde os reagentes ndo oferecam nenhum risco (fisico, ambiental ou de
saude); onde a energia consumida por amostra ¢ menor que 0.1 kWh e onde ndo sejam
produzidos residuos. E da mesma forma como na Eco-Scale, os pontos serdo deduzidos de um
total de 100, uma pontuacao > 75 representa um excelente nivel de “verde” na andlise, > 50
representa um nivel aceitavel e < 50 um nivel inadequado. Os pontos de penalidades (PP) estao
relacionados a: quantidade e periculosidade dos reagentes envolvidos na andlise; energia gasta
por amostra, existéncia ou nao de perigos ocupacionais e quantidade e forma de tratamento dos

residuos, como mostram as Tabelas 5 ¢ 6.

Tabela 5: Pontos de penalidade (PP) da Eco-Scale analitica em relagdo aos reagentes

Parametro Sub PP
<10 ml (g) 1
Quantidade 10— 100 ml (g) 2
> 100 ml (g) 3
Nenhuma 0
Periculosidade Periculosidade razoavel 1
Periculosidade alta 2

Total de PP = PP Quantidade x PP Periculosidade
FONTE: Traduzido e adaptado de GALUSKA; KONIECZKA; MIGASZEWSKI; NAMIESNIK (2012, p. 65).
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Tabela 6: Pontos de penalidade (PP) da Eco-Scale analitica em relagdo a instrumentagao

Parametro Total de PP

< 0.1 kWh por amostra 0

Energia consumida < 1.5 kWh por amostra 1

> 1.5 kWh por amostra 2

Hermetizagdo do processo 0

Perigo ocupacional analitico 3
Emissao de vapores e gases

Nenhum 0

, . <1mL 1

Residuos (quantidade) - 10 mL 3

> 10 mL 5

Reciclagem 0

Residuos (tratamento) Degr.adagia © !

Passivacao 2

Auséncia de tratamento 3

FONTE: Traduzido e adaptado de GALUSKA; KONIECZKA; MIGASZEWSKI; NAMIESNIK (2012, p. 65).

Cada reagente, pode ter mais de um perigo associado, e cada um desses deve contar,

entdo o Sub PP de um reagente em relagdo a sua periculosidade pode ser maior do que 2.

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 PADROES E AMOSTRAS

As solugdes padrao foram preparadas a partir de padroes de referéncia certificados e
adquiridos através da Sigma-Aldrich®. Foram preparadas solugdes de concentragio 1 mg ml™,
com tampao fosfato e metanol 75%/25%, a partir dessas solu¢des foram preparadas as amostras
diretamente nos vials para inje¢ao, avolumando com o mesmo solvente.

O medicamento foi obtido em farmacias, em versao genérica, do Laboratorio Biolab por
se tratar da versao menos custosa contendo os dois farmacos em uma s6 formulacao (existem
duas, a outra sendo 10 mg de ENL e e 25mg de HCT) sendo maleato de enalapril 20 mg por
comprimido e hidroclorotiazida 12,5 mg. Eram pesados 20 comprimidos ¢ a massa média
obtida, entdo era pesada a massa equivalente a 1,25 comprimidos, ¢ uma solugdo de

aproximadamente 1 mg mL™' de ENL era preparada, também com tampao fosfato e metanol
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75%/25%, resultando numa concentragdo de 0,625 mg mL"' de HCT, mantendo a proporgio
presente no comprimido, assim, essa solucdo era entdo filtrada e a partir dela eram feitas as
amostras. Esse processo foi repetido em todos os diferentes dias de andlise, devido a
impossibilidade de usar uma solugdo depois de um dia de armazenamento em consequéncia da

degradacdo do ENL.

4.2 EQUIPAMENTOS E MATERIAIS

O equipamento utilizado foi um Cromatografo Shimadzu prominence; com injetor
automatico SIL 20A HT; Detector de arranjo de diodos SPD — M20A forno para coluna CTO-
20A, cromatografo liquido LC-20AD; Degasificador DGU-20A5R; Controlador CBM 20

As colunas cromatograficas empregadas foram:

Coluna cromatografica empacotada 1, phenomenex®, 120A, Smp, 4,6 mm de
diametro, 150 mm, C18.

Coluna cromatografica empacotada 2, Brownlee Analytical ®, Smy, 4,6 mm de
diametro, 150 mm, C8.

Coluna cromatografica empacotada 3, Brownlee Analytical ®, Smy, 4,6 mm de
diametro, 250 mm, C18

Para o preparo das amostras, padrdes, solugdes e outros, foram utilizados equipamentos
e vidrarias comuns de laboratdrio: balanca analitica, ultrassom, pipetas automaticas, baldes

volumétricos, béqueres, espatulas, bastoes de vidro, provetas etc.

43 METODOS
4.3.1 ESTUDOS DE METODOS SELECIONADOS
O primeiro passo a ser realizado foi a reprodugdo dos métodos para maleato de enalapril

e hidroclorotiazida presentes na FB e USP, totalizando 4 métodos diferentes (1 para cada
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substancia em cada farmacopeia). Cada método foi entdo repetido, mas ao invés de submeter
amostras com os farmacos isolados, foram preparadas amostras contendo os dois fArmacos, a
fim de avaliar se algum dos métodos ja apresentaria um nivel razoavel de separacdo das
substancias estudadas que pudesse ser apenas otimizada sem a utilizagdo de gradientes, uma
vez que os métodos das farmacopeias sdo todos isocraticos.

Outra reproducio executada foi do método de Uslu e Ozden, 2013, que utiliza a coluna
C18 (mesma FE disponivel para a realizagdo deste trabalho, porém com o dobro do tamanho),
mantém a vazio da FM a 2 mL min™' e a temperatura do forno a 60°C. O método utiliza um
gradiente dos solventes A (tampao fosfato pH 2,5) e B (ACN) com as seguintes propor¢des: em
0 minutos 95% A e 05% B; em 2 minutos 80% A e 20% B; em 4 minutos 40% A e¢ 60% B

mantendo até 5 minutos e por fim em 6 minutos retorna a condicao inicial (Tabela 7).

Tabela 7: Esquema de gradiente método da literatura.

Tempo Solvente A Solvente B
(min) (%) (%)
0 95 5
2 80 20
4 40 60
5 40 60
6 95 5

FONTE : Valores retirados de Uslu, B.; Ozden, T.; p. 1488,2013

4.3.2 DESENVOLVIMENTO E OTIMIZACAO

O método de Uslu, B.; Ozden, T., foi realizado novamente, mas substituindo ACN por
EtOH. A partir desse método entdo foram realizadas as otimizagdes a fim de adaptar o novo
método para a coluna mais curta e o novo solvente. O método otimizado entdo utiliza a Coluna
cromatografica empacotada C18 de 15 cm, vazdo da FM a 1 mL min™' e a temperatura do forno
a 60°C, porém o solvente B foi mudado para EtOH, além disso, as condi¢des do gradiente sdo:
em 0 minutos 93% A e 07% B; entre 1 minuto e 30 segundos e 1 minuto e 42 segundos ela

muda para 50% A e 50% B, propor¢do na qual permanece até 4 minutos e 54 segundos; entao

32



PPGQ IQ -UnB

comeca a descer até que em 5 minutos e 6 segundos esteja novamente na condi¢ao inicial, que

¢ mantida até 10 minutos para estabilizacdo da linha base para a proxima injec¢ao (Tabela 8).

Tabela 8 : Esquema de gradiente do método otimizado

Tempo Solvente A Solvente B
(min) (%) (%)
0 93 7
1.5 93 7
1.7 50 50
4.9 50 50
51 93 7

Porém apos esse estagio do desenvolvimento do método, foi necessario realizar a troca
do equipamento que estava sendo utilizado para a pesquisa, uma vez no novo equipamento,
mais moderno e de constru¢ao unica € ndo modular como o anterior, foram necessarios alguns
pequenos ajustes no esquema de gradiente final para se obter resultado similar aos obtidos

anteriormente, esse esquema estd descrito na tabela 9.

Tabela 9 : Esquema de gradiente do método otimizado no novo equipamento

Tempo Solvente A Solvente B
(min) (%) (%)
0 93 7
1.5 93 7
2.1 40 60
4.2 40 60
4.8 93 7
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4.3.3 VALIDACAO DO METODO

Além dos ensaios de otimizacdo a serem apresentados, foram feitos também os ensaios
para validar o método, ou seja, atestar, através de uma série de experimentos e calculos
estatisticos, a confiabilidade do método apresentado, em separar e quantificar, com utilizagao

do solvente EtOH, tanto o ENL como o HCT presentes em uma mesma formulagao.

4.3.3.1 SELETIVIDADE

Foi preparada uma solu¢do mae tanto de amostra e quanto de padrdo, e a partir delas
preparadas dois vials para injecdo, um contendo apenas a solu¢ao de amostra do medicamento

e o outro com o dobro de concentrag@o, porém feito a partir do padrao e das amostras.

4.3.3.2 LINEARIDADE
Foi realizada uma curva analitica exploratoria para definir a melhor faixa de linearidade
do método, e a partir dela foi definida a faixa a ser testada e validada. Foram preparadas as
solugdes estoque do padrio de ambos os farmacos de concentragdo 1 mg L' e a partir delas
feitas solucdes contendo ambos para andlise. As concentragdes estudadas variaram de 30 pg ml-
'a 1000 ug ml! para determinagdo da faixa de linearidade.
4.3.3.3 PRECISAO

4.3.3.3.1 REPETIBILIDADE

Foram realizadas nove determinagdes, trés em cada nivel de concentracdo abrangidos
na faixa de linearidade (baixo, médio e alto), sob as mesmas condi¢des de operagdo, mesmo
equipamento e mesmo analista para avaliar a repetibilidade do método. Além disso foi realizado
o teste t para averiguar se héa diferenga estatistica entre os resultados encontrados e os valores

presentes no rotulo do medicamento.
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4.3.3.3.2 PRECISAO INTERMEDIARIA

Foram realizadas andlises em triplicata de uma mesma amostra no nivel de concentracao
médio da curva analitica em 3 dias seguidos, pelo mesmo analista, em uma mesma corrida e
com o mesmo equipamento. Foram calculados os valores de desvio padrao relativo (DPR) intra
e inter-dia para verificar se héa diferenga significativa no resultado obtido em dias diferentes a
fim de determinar a possibilidade ou ndo do armazenamento da amostra para analise em outros
dias.
4.3.3.4 LIMITE DE DETECCAO (LOD)

(P4
S

O limite de detecg¢ao foi obtido de acordo com a equagdo 7, utilizando como “s” o desvio

padrao residual das linhas de regressao de cada farmaco.

Equacao 7: LD = %

4.3.3.5 LIMITE DE QUANTIFICACAO (LOQ)
O limite de quantificagdo foi calculado com a equagdo 8, também utilizando com o

desvio padrao residual das linhas de regressao de cada farmaco.

Equacao 8: LQ = %

4.3.3.6 CURVA ANALITICA
ApOs a realizacdo de uma curva exploratoria para determinar a linearidade, foi entdo
construida uma curva analitica usando os padrdes dos dois farmacos, com triplicatas em cada
ponto. A partir dos dados obtidos com a curva, foram calculados os valores de concentracao
das amostras analisadas.
4.3.3.7 EXATIDAO
Para determinar a exatiddo, foram preparados padrdes em 3 niveis de concentracio

diferentes, foi calculada a quantidade de analito adicionada e entdo foram feitos os ensaios de
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recuperacdo para determinar a quantidade recuperada de analito, foram calculados média e DPR

para cada nivel de concentracdo

4.3.4 AVALIACAO DO METODO UTILIZANDO A ECO-SCALE

Com o intuito de metrificar as mudancas feitas que resultaram no método otimizado
final, foi feita a avaliacao dele ¢ do método da literatura utilizado como referéncia utilizando a
Analytical Eco-Scale proposta por GALUSZKA et. Al em 2012. Foram utilizadas as Tabelas 5
e 6 para determinar as pontuacdes referentes aos reagentes € a instrumentacao, os perigos
associados aos solventes e aos farmacos analisados foram consultados nas folhas de seguranca

das respectivas substancias.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDOS DE METODOS SELECIONADOS

Foi realizada a reproducdo do método para ENL presente na FB, o cromatograma
resultante ¢ apresentado na figura 7. Coluna C8 de 15 cm, detector em 215 nm, temperatura do

forno mantida em 50 °C e vazdo da FM a 2 mL min’!.

Figura 7: Cromatograma da reproducdo do método da FB para ENL
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0 2 4 6
Tempo (min)
FONTE: o autor.

Reprodugdo do método para HCT presente na FB. Coluna C18 de 25 cm, detector em

254 nm, temperatura ambiente do forno e vazio da FM a 2 mL min™! (Figura 8).
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Figura 8: Cromatograma da reprodu¢do do método da FB para HCT
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Reproducgdo do método para ENL presente na USP. Coluna C8 de 25 cm, detector em

215 nm, temperatura do forno em 65 °C (e vazio da FM a 1,5 mL min™' (Figura 9).

Figura 9: Cromatograma da reprodugdo do método da USP para ENL
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FONTE: o autor.
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Reprodugdo do método para HCT presente na USP. Coluna C8 de 25 cm, detector em

254 nm, temperatura do forno em 30 °C e vazdo da FM a 2,5 mL min™! (Figura 10).

Figura 10: Cromatograma da reproducdo do método da USP para HCT
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FONTE: o autor.

A partir dos quatro cromatogramas ¢ possivel OBSERVAR que apesar dos quatros
métodos apresentarem bom funcionamento, € com, fases moéveis similares, (tampao fosfato e
acetonitrila), o preparo de amostra difere em ambos os casos, com a USP empregando maior
porcentagem de solvente organico para ambos os farmacos, resulta em uma melhor definigao e
resolugdo dos picos, o que justificou a escolha desse preparo de amostra para o método final. O
maior impacto no preparo pode ser observado no caso do ENL, com o pico com formato mais

fino com a metodologia da USP.

Foram testados entdo os métodos para ENL da USP (Figura 11) e FB (Figura 12)
utilizando um mix dos dois farmacos, com intuito de avaliar a possibilidade de separa-los

utilizando um método isocratico pré-estabelecido.
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Figura 11: Cromatograma da reprodugao método USP- ENL utilizando os dois farmacos
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FONTE: o autor.
Figura 12: Cromatograma da reprodugdo do método FB-ENL utilizando os dois farmacos
1500 L} I T I
1000 -
=2
<
€ 5004 .
0 —'\»—J k
T T T T
0 2 4

Tempo (min)

FONTE: o autor.
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A separagdo por método isocratico ndo foi possivel, foi feita, entdo, a opg¢do por um
método com gradiente de solventes, e foi reproduzido o trabalho de Uslu, B. e Ozden, T. de
2013, primeiro com uma coluna C-18 de 25 centimetros fornecida pela Central Analitica do
Instituto de Quimica (CAIQ-UnB) (Figura 13) e posteriormente com a que foi utilizada para o
desenvolvimento do método, uma C-18 de 15 centimetros (Figura 14).

Figura 13: Cromatograma da reprodugao do método Uslu, OZden, 2013 com a coluna de 25 cm
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FONTE: o autor.
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Figura 14: Cromatograma da reprodugao do método Uslu, OZden, 2013 com a coluna de 15 cm
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Mesmo apresentando alguns problemas devido a alteragdo de coluna, a separagao foi

atingida, o ponto de partida tomado para a adaptagao do método seria desde estes ultimos testes.
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5.2 DESENVOLVIMENTO E OTIMIZACAO

O método foi repetido substituindo o solvente B por etanol (Figura 15).

Figura 15: Cromatograma da reprodu¢do método Uslu e Ozden de 2013 utilizando EtOH como solvente B
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FONTE: o autor.
A separacao foi alcancada, mas para tentar melhorar a linha base, trés diferentes
composigdes e tempos de gradiente foram testados a fim de aumentar a inclinagdo do aumento
de solvente para estabilizagdo mais rapida da linha de base (Figuras 16). As condigdes do

gradiente desses testes estdo descritas nas tabelas 10, 11 e 12.

Tabela 10 : Esquema de gradiente do teste 1

Tempo Solvente A Solvente B
(min) (%) (%)
0 90 10
1,3 90 10
2 50 50
4 50 50
4,5 90 10
6 90 10

FONTE: o autor.
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Tabela 11 : Esquema de gradiente do teste 2

Tempo Solvente A Solvente B
(min) (%) (%)
0 92 8
1.3 92 8
2 50 50
4 50 50
4,5 92 8
6 92 8

FONTE: o autor.

Tabela 12 : Esquema de gradiente do teste 3

Tempo Solvente A Solvente B
(min) (%) (%)

0 93 7

1,3 93 7
2 50 50
4 50 50

4,5 93 7
6 93 7

FONTE: o autor.
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Figura 16: Cromatogramas resultantes dos testes para estabiliza¢do da linha de base
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FONTE: o autor.

Com a obteng¢ao desses dados, foram mantidas as condi¢des do gradiente do teste trés,
por ter apresentado melhor resolugao entre o pico da HCT com o pico do volume morto (que ¢
gerado pelo acido maleico advindo do maleato de enalapril) e realizada a mudanca para a vazao
da FM de 1 mL min™! para tentar melhorar ainda mais essa resolucio e deixar o método mais
de acordo com os principios da QAV. Isso acabou gerando outro problema, o atraso do pico
do ENL, o deixando muito préximo do momento em que a linha base diminui devido o
restabelecimento das condicdes iniciais da corrida (Figura 17), além disso a separagao da HCT

e do pico do volume morto ainda ndo estava satisfatoria.
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Figura 17: Cromatogramas do teste 3 com a vazdo de ImLmin™!
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FONTE: o autor.

Foram feitos ajustes apenas nos tempos do gradiente, demorando um pouco mais para
aumentar a concentragdo, para ndo interferir na saida da HCT e aumentando o periodo de
concentra¢cdo maxima do EtOH. Os resultados foram adequados, observado pela melhora visual
no formato dos picos e uma linha de base mais horizontal. Porém apods esse estagio do
desenvolvimento do método, foi necessario realizar a troca do equipamento que estava sendo
utilizado para a pesquisa, uma vez no novo equipamento foram feitos novos ajustes, ja que o
sistema total de tubos do novo equipamento ¢ menor (por se tratar de um modelo de

equipamento ndo modular), alguns tempos foram encurtados e o resultado obtido ¢ mostrado

na Figura 18, e foi esse o método utilizado no trabalho.
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Figura 18: Cromatograma resultante do método otimizado no novo equipamento
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FONTE: o autor.

Tabela 9 : Esquema de gradiente do método otimizado no novo equipamento

Tempo Solvente A Solvente B
(min) (%) (%)
0 93 7
1.5 93 7
2.1 40 60
4.2 40 60
4.8 93 7

FONTE: o autor.
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5.3 ESTUDOS DE VALIDACAO

5.3.1 SELETIVIDADE

A figura 19 contém os dois cromatogramas oriundos da amostra pura e da amostra com

padrdo, mostrando a seletividade do método para os compostos estudados.

Figura 19: Cromatogramas dos ensaios de seletividade

3000 : ' ' .
—— Amostra + padréo
—— Amostra
2000
=
E
1000
0 T g
T Y T T
0 2 4 6

5.3.2 LINEARIDADE

Tempo (min)
FONTE: o autor.

Os dados obtidos pelas inje¢des dos padrdes em triplicata estdo descritos nas tabelas 13

e 14, as figuras 20 e 21 mostram as curvas analiticas do ENL e da HCT respectivamente e seus

fatores de correlacdo, além disso, as equacdes 9 e 10 sdo as utilizadas para o célculo das

concentragdes dos farmacos.
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Tabela 13: Dados das inje¢des em triplicata para o ENL
Concentraciao ENL Média da area Desvio padrao Desvio padrao relativo
(ng ml™) (mAU) (mAU) (%)
360 15521268 571345 3,68
480 21697757 801258 3,69
600 25973538 544817 2,10
720 29497439 391076 1,33
840 33441862 1486962 4,45
FONTE: o autor.
Tabela 14: Dados das inje¢des em triplicata para a HCT
Concentraciao HCT Média da area Desvio padrao Desvio padrao relativo
(ng ml) (mAU) (mAU) (%)
75 7664210 153118 1,99
165 15023237 349157 2,32
255 22044234 531723 2,41
390 37698908 616830 1,64
525 51328888 1001706 1,95

FONTE: o autor.

Figura 20: Curva analitica para o ENL e seu fator de correlagao
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FONTE: o autor.
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Figura 21: Curva analitica para a HCT e seu fator de correlagdo
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FONTE: o autor.

Equacgdo 9: Y (mAU) = 36367,39185[ENL] + 3,40594.10°
Equacao 10: Y(mAU) = 98491,93145[HCT] — 1,02283.10°
Ambas as curvas demonstraram linearidade razoavel na faixa de concentragao estudada,

indicado pelos fatores de correlagdo acima de 0,98.

5.3.3 PRECISAO
5.3.3.1 REPETIBILIDADE

As tabelas 15 e 16 mostram, respectivamente, os resultados para HCT e ENL, com os
dados das triplicatas executadas em cada nivel de concentragdo. Os resultados demonstraram
excelente repetibilidade do método, com valores de DPR menores que 3,5% para o ENL e
menor que 1% para HCT. O teste T atesta que ndo ha diferenca estatisticamente significativa

entre os valores encontrados e o valor descrito no rotulo do medicamento apenas no caso do
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ENL, j& na hidroclorotiazida o teste mostra diferenga significativa e a média representa 90.87%

do valor declarado no rétulo, o que ndo condiz com a exigéncia da FB, que diz que os valores

devem estar entre 93% e 107% do valor declarado.

Tabela 15: Dados dos ensaios de repetibilidade para a HCT

Concentracao Area Média da I]))ae(;:;(()) Desvio Padrao Quantidade de
1 - . ,

(ug mL™) (mAU) area (mAU) (mAU) Relativo farmaco (mg)
18991009 11.29
225 19019203 18975985 52370 0,2760 11.30
18917745 11,20
31387007 10,97
375 31323722 31322923 64487 0,2059 10,95
31258040 10,92
48151448 11,83
525 48115379 48139734 21097 0,0438 11,88
48152375 11.89
Média (mg) 11,36
Desvio padrao - - - - 0,41
Teste T -7,95

FONTE: o autor.
Tabela 16: Dados dos ensaios de repetibilidade para o ENL
Concentracao Area Média da I]))ae(;:;(()) Desvio Padrao Quantidade de
-1 e . -

(pg mL™) (mAU) area (mAU) (mAU) Relativo farmaco (mg)
14935040 17,78
360 14555397 14930622 373036 2,4985 17,20
15301430 18,35
25678758 20,41
600 25710087 25843822 259241 1,0031 20,44
26142621 20,40
32248491 19,07
840 32987640 33185953 1050749 3,1662 19,56
34321728 20,44
Média (mg) 19,30
Desvio padrao - - - - 1,26
Teste T -1,57

FONTE: o autor.
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5.3.3.2 PRECISAO INTERMEDIARIA

Os dados e resultados obtidos com o ensaio de precisdo intermedidria para ambos os

farmacos estdo demonstrados nas tabelas 17 e 18:

Tabela 17: Dados dos ensaios de precisdo para a HCT

Quantidade de Média Desvio Padrao

Dia . Relativo (DPR
farmaco (mg) (mg) in tra—fiia )
11,32
1 11,30 11,31 0,26
11,32
11,29
2 11,28 11,29 3,20
11,30
11,28
3 11,41 11,36 0,17
11,39
Média ) 11,32 )
DPR
Inter-dia ) il :
FONTE: o autor.
Tabela 18: Dados dos ensaios de precisao para o ENL
. L 1 Desvio Padrao
Dia ?;ram“;‘foagflg)e 1‘(4;‘;‘;‘ Relativo (DPR)
intra-dia
21,28
1 22,60 21,57 4,25
20,83
20,94
2 20,49 20,36 3,20
19,66
20,54
3 20,58 20,49 0,13
20,33
Média 20.81 )
DPR
Inter-dia ) S :

FONTE: o autor.

Os resultados mostram que as amostras podem ser armazenadas sob refrigeragdo durante

dois dias e ndo hé grande varia¢do nos valores obtidos. Nao foi testado o efeito acima de 2 dias.
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53.4 LIMITE DE DETECCAO (LOD)

Foi utilizado o desvio padrdo residual das linhas de regressao para efetuar o calculo do

LOD, utilizando a Equagado 7. A tabela 19 contém os dados utilizados para o calculo do LOD

da HCT e a 20 os do ENL.

Tabela 19: Residuos da linha de regressdo da HCT

Concentrag¢io (ug ml!) Residuos
75 1300140

165 -205103
255 -2048380

390 309884

525 643453

Desvio padrao 1268695

FONTE: o autor.

Equacgao 7 para HCT: LOD =

3,3x1268695,424 4
9849193145 42,5080 (ugmL™)

Tabela 20: Residuos da linha de regressdo do ENL

Concentrag¢io (ug ml!) Residuos
360 -976930

480 835471

600 747165

720 -93020

840 -512685

Desvio padrao 787743

FONTE: o autor.

— 3,3x36367,39185

Equagdo 7 para ENL: LOD =

44328,33

= 58,6432 (ugmL™1)
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5.3.5 LIMITE DE QUANTIFICACAO (LOQ)

Os dados usados para o calculo do LOD sao os mesmos usados para o calculo do LOQ,

porém utilizando a equagao 8.

Equacdo 8 para HCT: LOQ = 109x81429618ggi4524 =128,8121(ugmL™)

Equacdo 8 para ENL: LOQ = 3,3x£3}£6£%,§2185 =177,7066(ugmL™)

53.6 EXATIDAO

Nas tabelas 21 e 22 estao descritos os dados dos ensaios de recuperagdo para o ENL e
paraa HCT respectivamente. Os ensaios apresentaram bons resultados para o ENL e resultados
abaixo do esperado para a HCT. A concentragio considerada de 100% foi de 0,6 mgmL™! para

o ENL e 0,375 mgmL™.

Tabela 21: Dados do ensaio de recuperagdo para o ENL

.~ Quantidade Quantidade Recuperacio , 1. .o, Desvio Padrio
Adi¢do adicionada (mg) encontrada (mg) (%) Média (%) Relativo (%)
0,4939 92,3868
60% 0,5346 0,4808 89,9364 92,2746 2,4754
0,5052 94,5006
0,9268 104,0179
100% 0,891 0,9151 102,7048 103,6663 0,8128
0,9291 104,2761
1,2224 97,9958
140% 1,2474 1,2125 97,2022 98,6238 1,8442
1,2558 100,6734

FONTE: o autor.
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Tabela 22: Dados do ensaio de recuperacgao para a HCT

.~ Quantidade Quantidade Recuperacio , 1. o, Desvio Padrao
Adicdo adicionada (mg) encontrada (mg) (%) Média (%) Relativo (%)

0,1092 90,7731

60% 0,1203 0,1094 90,9393 90,7177 0,2799
0,1088 90,4406
0,2948 88,2371

100% 0,3341 0,2942 88,0575 88,0575 0,2040
0,2936 87,8779
0,6692 102,1816

140% 0,6549 0,6728 102,7281 102,1595 0,5799
0,6652 101,5689

FONTE: o autor.

5.3.7 ANALISE DE AMOSTRAS

Foram analisadas amostras do medicamento obtido nas farmacias nas concentragdes de

0,600 mgmL! para o ENL e 0,375 mgmL™! para a HCT e os resultados obtidos estdo descritos

na tabela 23.
Tabela 23: Dados das analises de amostras
] Quantidade de Meédia
Farmaco Area (mAU) Média férl.naco no (mg) DPR Teste T
medicamento
27726878 22,2919
ENL 27811515 27810001 22,3694 22,3681 0,3376 54,3196
27891610 22,4429
26000570 9,1457
HCT 25453394 25918564 8,9605 9,1179 1,5963063  -40,2467
26301730 9,2476

FONTE: o autor.
Ambos os fArmacos possuem valores de t maiores do que o t critico, 0 que mostra que
ha diferenca estatistica significativa com o valor atestado no rotulo, além disso ambos também

estdo fora da faixa de 93% - 107% requerida pela FB.
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5.3.8 AVALIACAO COM A ANALYTICAL ECO-SCALE

As pontuacgdes referentes aos perigos associados das substancias envolvidas no método

estudado e no método adaptado estdo descritas nas tabelas 24 e 25.

Tabela 24: Pontuagdes do método da literatura estudado

Pontuacdes associadas aos Pontuacio referente a quantidade

LGRS perigos dos reagentes de reagente utilizada por amostra LIGE
Tampao fosfato 0 2 0
Maleato de enalapril 5 1 5
Hidroclorotiazida 5 1 5
Acetonitrila 10 2 20

FONTE: o autor.

O somatoério das pontuagdes associadas aos perigos dos reagentes ¢ de 30 pontos, € a do
método otimizado ¢ de 32, o que mostra que a troca do solvente somente na FM acabou tendo
o efeito inverso do esperado, pois no fim mais substancias diferentes foram utilizadas e, mesmo
que em pouca quantidade, acabaram aumentando a pontuagdo. A troca do solvente utilizado
no preparo da amostra no método otimizado de metanol para etanol diminuiria essa pontuagao

tornando o método realmente mais sustentavel de acordo com a Eco-Scale.

Tabela 25: Pontuagdes do método otimizado

Pontuacées associadas aos Pontuacgio referente a quantidade

Reagente perigos dos reagentes de reagente utilizada por amostra Total
Tampao fosfato 0 1 0
Etanol 4 1 4
Maleato de enalapril 5 1 5
Hidroclorotiazida 5 1 5
Acetonitrila 10 1 10
Metanol 9 1 9

FONTE: o autor.
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As Tabelas 26 € 27 contém as pontuagdes relacionadas a instrumentagao para ambos 0s
métodos, sendo a tnica diferenga nas pontuacdes a quantidade de residuos gerados que ¢ maior
no método otimizado ja que ele emprega uma vazio da FM de 2 mLmin™'. No fim o somatdrio
do método estudado ¢ de 12 pontos e do método otimizado 10 pontos, dessa forma ambos os
métodos somam 42 pontos a serem deduzidos da pontuagao referente a um “método perfeito”,
que ¢ de 100 pontos. Ambos os métodos somam 58 pontos o que ¢ classificado pelos autores

da Analytical Eco-Scale como um método com nivel aceitavel de “verde”.

Tabela 26: Pontuacoes referente a instrumentacdo do método estudado

Parametro Valores por amostra  Pontuacdes associadas a instrumentacio
Energia < 1.5 kWh 1
Perigo ocupacional Sim 3
Quant}dade de ~ 10 mL 5
residuos
Tratamento Nao ha 3
Total - 10

FONTE: o autor.

Tabela 27: Pontuagdes referente a instrumenta¢ao do método otimizado

Parametro Valores por amostra Pontuacdes associadas a instrumentacgao
Energia < 1.5 kWh 1
Perigo ocupacional Sim 3
Quantidade de residuos 1-10mL 3
Tratamento Nao ha 3
Total - 10

FONTE: o autor.
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6 CONCLUSOES

O trabalho experimental realizado e as avaliagdes respectivas, atestam que ¢ possivel
realizar a separagdao dos farmacos HCT ¢ ENL em medicamentos com composi¢do associada,
utilizando EtOH como solvente organico em CLAE, operando em modo gradiente. O método
apresentou linearidade razoavel na faixa observada e boa repetibilidade, utilizando menos
solvente do que o utilizado nas referéncia estudadas, especialmente os métodos farmacopeicos,
porém essa mudanca ndo foi suficiente para mudar a pontuacao na Analytical Eco-Scale em
relacdo ao método da literatura utilizado como base para otimizacdo, sendo necessaria a
implementag¢ao de mais mudangas, como a troca do solvente usado no preparo das amostras e

uma revalidagdo, para melhorar a pontuagao do método.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

As perspectivas futuras para esse trabalho sao:

o Verificar se outras mudangas poderiam melhorar a sustentabilidade do método
° Reavaliar a melhora na sustentabilidade do método, utilizando a Eco-Scale analitica.
o Revalidar o método com as mudancas propostas

. Publicar o trabalho em uma revista de quimica analitica de relevancia.
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