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REsumMmoO

Desenvolvimento e validagao de método analitico por CLAE para
determinacao simultinea de atorvastatina, losartana e metformina
em formula¢oes farmacéuticas magistrais

Objetivos: Desenvolver e validar um método analitico para a andlise simultinea de
atorvastatina (ATQ), losartana (LOS) e metformina (MTF) em formula¢des farma-
céuticas magistrais por CLAE. Método: O método foi desenvolvido empregando
o cromatdgrafo a liquido modelo Dionex® Ultimate 3000, acoplado ao detector de
arranjo de diodos (DAD) e a validagio se deu conforme compéndios de validagio
internacional e nacional. Os seguintes parimetros foram analisados: linearidade,
precisio, exatidio, robustez, seletividade, LD e LQ. A separagio cromatografica foi
realizada na coluna Sigma-Aldrich” C18, fase mével MeOH:H,O (78:22 v/v), pH
3,0 e vazdo de 0,3 mL-min’', modo isocritico. As detec¢des foram realizadas nos
comprimentos de onda de 225 nm (LOS), 236 nm (MTF) ¢ 246 nm (ATO). Resul-

tados: O método foi linear, com coeficientes de correlagio linear (r)> 0,99 para

955


www.farmacia.unal.edu.co
mailto:nmkassab@gmail.com

Mirella Carla Galana Gerlin, Teéfilo Fernando Mazon Cardoso, Joio Batista Gomes de Souza, ez 4/

956

todos os fdrmacos, preciso (DPR entre medidas < 2 %), exato (recuperagio entre
98-102 %). As variagdes propostas no estudo de robustez nio tiveram influéncia
significativa nos resultados, exceto a coluna cromatogréfica. O método foi seletivo,
pois os excipientes nio interferiram nas andlises. A sensibilidade do método foi
demonstrada através da determinacio teérica dos LD e LQ. Conclusio: Os resul-
tados obtidos sugerem que o método cromatografico desenvolvido e validado nessa
pesquisa poderd ser empregado nas andlises de rotina dos laboratérios de controle
de qualidade de medicamentos contendo esses firmacos de forma isolada ou combi-

nados em formulacoes farmacéuticas de uso oral.

Palavras-chave: Anti-hipertensivos; antidiabéticos; antilipémicos, controle de quali-
dade; HPLC

SUMMARY

Development and validation of an analytical method by HPLC
for the simultaneous determination of atorvastatin, losartan and
metformin in compounded pharmaceutical formulations

Aims: To develop and validate an analytical method for the simultaneous analysis
of atorvastatin (ATQO), losartan (LOS), and metformin (MTF) in pharmaceu-
tical compounding by HPLC. Method: The method was developed using a liquid
chromatograph model Dionex® Ultimate 3000, coupled to a diode array detector
(DAD), and validation was carried out according to international and national
validation compendiums. The following parameters were analyzed: linearity,
precision, accuracy, robustness, selectivity, LD, and LQ. Chromatographic separa-
tion was performed on a Sigma-Aldrich® C18 column, mobile phase MeOH:H,O
(78:22v/v), pH 3.0, and flow rate of 0.3 mL-min", isocratic mode. Detections were
performed at 225 nm (LOS), 236 nm (MTF), and 246 nm (ATO) wavelengths.
Results: The method was linear, with linear correlation coefficients (r)> 0.99 for
all drugs, precise (DPR between measurements < 2 %), accurate recovery (between
98-102 %). The variations proposed in the robustness study had no significant influ-
ence on the results, except for the chromatographic column. The method was selec-
tive, as the excipients did not interfere in the analyses. The sensitivity of the method
was demonstrated through the theoretical determination of LD and LQ. Conclu-
sion: The results obtained suggest that the chromatographic method developed

and validated in this research can be used in the routine analyzes of quality control
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laboratories of drugs containing these drugs alone or combined in pharmaceutical

formulations for oral use.

Keywords: Antihypertensive; antidiabetics; antilipemic, quality control; HPLC

INTRODUCGAO

As Doengas Cronicas Nio Transmissiveis (DCNTs) constituem importante problema
de saude publica no mundo, por serem a principal causa de morte da populagio. As
DCNTs respondem pelas incapacidades dos individuos, baixa qualidade de vida, sobre-
carga dos sistemas de satide, aumento dos gastos com assisténcia médica e previdéncia
social. [1,2]. AsDCNTs tém preocupado a comunidade cientifica, pois a projecao para
o ano de 2030 ¢ de que estas responderdo por 52 milhées de mortes global [3, 4]. A
hipertensao arterial (HA), hipercolesterolemia e diabetes mellitus sao consideradas as

principais DCNTs [5].

O tratamento medicamentoso a custo aceitdvel possibilita controlar as DCN'T, redu-
zindo a morbimortalidade melhorando a qualidade de vida das pessoas [6]. FArmacos
anti-hipertensivos e antidiabéticos associados em uma mesma formulacio, tém sido
frequentemente prescritos e preparados de forma magistral [7]. A possibilidade de
adquirir medicamentos com menor custo, diferentes dosagens e forma farmacéutica
individualizada tem feito os consumidores procurarem as farmdacias de manipulagao
[8-10]. Todavia, potenciais interacdes podem afetar a natureza quimica dos compostos,
a solubilidade, a estabilidade das formula¢des ¢, podem ainda, afetar a seguranga, efica-
cia e biodisponibilidade do medicamento [11].

Viérias pesquisas relacionadas ao controle de qualidade vém sendo realizadas, como o
desenvolvimento de métodos analiticos eficazes e confidveis [12-14]. Apesar disso, nao
foi encontrado na literatura cientifica, até o momento, métodos analiticos para asso-
ciagdo terndria de firmacos antidiabéticos, anti-hipertensivos e antilipémicos na mesa
formulacio. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi o desenvolvimento e validagao
de um método analitico por Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia (CLAE) para
a determinagio quantitativa e simultinea de atorvastatina (ATQO), losartana (LOS) e
metformina (MET) em formula¢des farmacéuticas magistrais.

O LOS, quimicamente chamado de 2-Butyl-4-chloro—1-[[2'-(1H-tetrazol-5-il)
[1,1"-bifenil ]-4—il |metil ]-1 H-imidazol-5—metanol, é um firmaco da classe dos anta-
gonistas do receptor de angiotensina II (tipo AT1) utilizado para o tratamento da HA
[3], apresenta alta solubilidade e baixa permeabilidade [15]. Trata-se de um farmaco
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que possui dois pKas: pKa, = 3,85 (base) e pKa, = 5,85 (4cido), com aparéncia de um
po branco cristalino ou quase branco, facilmente soluvel em dgua, ligeiramente soltvel
em isopropanol e pouco solavel em acetonitrila, possui porcentagem de umidade <
0,5%, com faixa de fusio em torno de 263 °C a 265 °C [16]. A forma molecular do
losartana ¢ C,,H,;CIKN(O e massa molar de 422,91 g/mol [10]. A figura 1A ilustra a
estrutura quimica do LOS.

O ATO, quimicamente chamado de [R-(R*,R*)]-2-(4-Fluorofenil)-8,3-dihidroxi~5-(1-
metiletil)-3—fenil-4-[ (phenilamino)carbonil ]-1H-pirrol-1-4cido heptandico, ¢ um fér-
maco da classe das estatinas, inibidor seletivo ¢ competitivo da HMG-CoA redutase que
reduz a produgio do colesterol total [14, 17, 18]. E considerado um farmaco de baixa solu-
bilidade e alta permeabilidade [4, 19, 20]. Apresenta-se como pé branco a quase branco,
possui pKa 4,31 [21, 22], sendo muito pouco soltvel em dgua, pouco soltvel em etanol,
levemente soltvel em acetonitrila e facilmente soltivel em metanol, com faixa de fusio entre
159,2 ¢ 160,7 °C, pKa 4,46 ¢ apresenta massa molar de 558,64 g/mol e férmula molecular
CeeHesCaF,N,Oy [11]. A figura 1B ilustra a estrutura quimica do ATO.
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Figure 1. Estrutura quimica do Losartana (A), Atorvastatina (B) e metformina (C).

O MTF ou N,N-Dimetilimidodicarbonimidico diamida ¢ um firmaco hipoglice-
miante da classe das biguaninas empregado no tratamento de diabetes mellitus nao
insulino-dependente para controle glicémico, que age através da diminuicao da absor-
¢ao intestinal de glicose [23, 24]. Esse farmaco ¢ descrito como um p6 branco crista-
lino, facilmente soluvel em dgua, pouco soluvel em édlcool etilico, com faixa de fusao de
222°Ca226°C [20]. Possui dois pKas: 2,8 ¢ 11,5, com massa molar de =129,2 g/mol
e férmula molecular C;H, ;N5 [11]. MTF € considerado firmaco alta solubilidade e
baixa permeabilidade [22-24]. A figura 1C mostra a estrutura quimica da metformina.
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MATERIAL E METODOS

Substancias padrio de referéncia (SPR) e solventes

As matérias-primas empregadas como SPR ou padrio secundario de referéncia foram:
atorvastatina cilcica (ATO) com pureza de 98,75 % e metformina (MET') com 100,02%
de teor, foram adquiridas da distribuidora Gemini, enquanto Losartana potéssica (LOS)
foi adquirida da SM Empreendimentos Farm LTDA, com pureza declarada de 99,12 %.
Todas as matérias-primas vieram acompanhadas do certificado de andlise dos fornecedo-
res e foram empregadas como tal, sem qualquer processo de purificagao.

As amostras comerciais em forma de cdpsula gelatinosa dura foram adquiridas em trés
farmacias de manipulagio do comércio local. A composi¢ao das trés férmulas continha
a associagao dos mesmos firmacos nas mesmas dosagens tedricas: ATO (40 mg), LOS
(50 mg) e MTF (500 mg). As formulagdes continham como os excipientes principais
lauril sulfato de sédio, aerosil, celulose microcristalina, amido e carbonato de cilcio.
Metanol (MeOH) da marca Sigma-Aldrich” e Dinimica® foram de grau espectroscé-
pico ¢ 4gua ultrapura foi obtida por sistema de filtragao Direct-Q 3 UV* (18,2 uQ-cm™,
25 °C - Merck Millipore®, a qual empregada para o preparo de dgua acidificadaa pH 3,0

com 4cido ortofosférico (grau analitico - Dinamica”).
EQUIPAMENTO E CONDIGOES CROMATOGRAFICAS

O método foi desenvolvido e validado em um cromatédgrafo modelo Dionex” Ultimate
3000 (Thermo Fisher Scientific, USA), equipado com detector de arranjo 33 de diodos
(DAD) modelo Ultimate 3000 conectado ao software Chromeleon® 7.1 - Chromatogra-
phy Data System, com “loop” fixo de 20 uL. As condi¢des experimentais para a separacao
cromatogréfica foram otimizadas com uma coluna Sigma-Aldrich® C18 (100 mm x 4,6
mm, 5,0 pm), no modo isocratico e em temperatura ambiente (25 + 1,0 °C) com vazio
de 0,3 mL-min™. A fase mével foi constituida por MeOH:H,O 4cida (78:22 v/v), pH 3,0
ajustada com 4cido ortofosférico, com o peagimetro Hanna Intruments’ modelo pH/
ORP Edge. Os comprimentos de onda empregados foram 246 nm para ATO, 225 nm
para LOS e 236 nm para MTFE. A injecio foi de 20 uL e o tempo de corrida analitica foi
menor que 8 minutos.

A melhor condi¢ao cromatogréfica foi determina pela anélise da conformidade do sis-
tema, avaliando os parimetros de pureza dos picos, o nimero de pratos, os fatores de
assimetria, resolu¢io e o tempo de retengio, conforme preconizado nos guias de vali-
dagio de métodos cromatogréficos [8].
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Validagiao do método analitico

Para a validagio do método cromatogrifico desenvolvido, foram utilizados os seguin-
tes guias como direcionamento: RDC 166/2017, a qual dispoe sobre a Validagao de
Métodos Analiticos, a Internacional Conference on Harmonization (ICH) e a Associa-
tion of Official Analytical Chemists International (AOAC), segundo os pardmetros de
linearidade, precisao, exatido, limites de detecgio (LD) e quantificagio (LQ), robus-
tez e seletividade. Os resultados foram estatisticamente analisados através dos softwares
Microsoft Excel (Microsoft, Washington-EUA) e OriginPro 9.0° (OriginLab, Nor-
thampton-UK).

Parametros analiticos
Linearidade

A linearidade do método foi avaliada através de curvas analiticas de calibragio desen-
volvida em triplicata & temperatura ambiente (25 + 1,0 °C). Foram preparadas solu-
¢oes de cada matéria-prima (ATO, LOS e MTF), primeiramente diluida com MeOH,
em baldes volumétricos de 100 mL, a partir de suas massas acuradamente pesadas
em balanca analitica Shimadzu® Ay 220. Dilui¢ées quantitativas foram feitas com
MeOH:H,O (78:22 v/v), pH 3,0, a fim de obter as seguintes concentragoes de solu-
¢oes estoques: 100,0 ug-mL™" para ATO, 150,0 pg-mL™" para LOS e 125,0 ug-mL"! para
MTFE. Posteriormente, aliquotas de 5 mL, 10 mL foram transferidas para baloes de
50 mL e 100 mL, respectivamente, atingindo concentragao de 10 ug-mL-1 para ATO,
15 pg:mL"! para LOS e 125 pg-mL" para MTE. Entao, aliquotas desta ultima solugio
foram precisamente transferidas para baldes volumétricos de 10 mL, onde os volumes
foram completados com fase mével MeOH:H,O (78:22 v/v), pH 3,0. Assim, a faixa
de concentragio final para ATO foide 1,02 9,0 ugmL”, paraLOS de 1,52 6,5 pg:mL"!
ede 12,52 62,5 ugomL"! para MTF.

Precisio (intermedidria e repetibilidade)

A precisio do método foi avaliada pela repetibilidade e precisao intermedidria. A
repetibilidade foi obtida pela anélise no mesmo dia e pelo mesmo analista em sextu-
plicatas da mesma solugio preparada a partir da amostra comercial nas concentragoes
de 37,5 ugrmL"' de MTEF, 3,75 ug-mL"' de LOS ¢ 3,0 ug:mL"' de ATO conforme faixa
linear do método. A precisao intermedidria foi realizada por dois analistas em trés
dias diferentes nas mesmas concentragoes utilizadas pela repetibilidade.
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Exatidao

Este ensaio foi determinado através de anélises de recuperacio em trés niveis de con-
centragao (baixa, média, alta) para cada firmaco, em triplicata. Foram preparadas solu-
¢oes a partir das amostras comerciais manipuladas contendo MTE, LOS ¢ ATO em
concentragdes de 625, 62,5 ¢ 50 ug-mL”, respectivamente. Em seguida, foram trans-
feridas aliquotas da solugao padrio preparada com as matérias-primas dos firmacos,
a fim de obter solugées de concentragio iguais a 37,5, 50,0 ¢ 62,5 pug-mL" para MTF;
3,75,5,0 € 6,25 pgrmL"! para LOS ¢ 3,0, 4,0 ¢ 5,0 ug-mL" para ATO. Os volumes foram
completados com a fase mével MeOH:H,O (78:22 v/v), pH 3,0 ¢ as porcentagens de
recuperagdes de cada formaco foram calculadas conforme a equagio de acordo com o

guia [18].

A recuperacio foi calculada de acordo com o indicado pela AOAC:

% R = (Ca - Cna) x 100
Cp

Onde: c2 = Concentragio de firmaco encontrada na amostra adicionada de padrao;
Cna = concentragao de farmaco encontrada na amostra nao adicionada de padrio;
Cp = concentragio tedrica de padrio.

Limites de deteccio (LD) e quantificagio (LQ)

Os limites foram determinados teoricamente através das equagoes: LD = 3,3 o/c e
LQ = (10 x 0) /c, sendo LD para limite de detecgao e LQ para limite de quantifica-
¢do, onde o representa o desvio padrao do intercepto com o eixo y e ¢ ¢ o coeficiente
angular que representa a inclinagao da curva de calibragao.

Robustez

A robustez foi determinada em triplicata de inje¢oes da solu¢io amostra com as con-
centragoes de 37,5 pugrmL-1 de MTF, 3,75 pg-mL" de LOS e 3,0 ug-mL"* de ATO. Os
fatores (“perturbadores”) do método e os respectivos niveis testados estio apresentados

na tabela 1 conforme preconizado na RDC166/17 [19].
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Tabela 1. Parimetros analiticos “perturbadores” do método desenvolvido selecionados para teste

de robustez

Fatores Unidade Limite Modo normal | Modo variado
Fluxo da fase mével mL-min! + 0,05 0,3 + 0,02
pH da fase mével - +0,15 3,0 + 0,05
Composigao da fase mével % +2 78:22 +2%
Marca da coluna B ] Si ldrich Kinetex,
cromatogréfica tgma aidric Gl Science’
Temperatura da coluna
cromatogréfica °C +2 25 +2

Os efeitos causados pelos “perturbadores” do método analitico foram avaliados sobre
as dreas e sobre as caracteristicas dos picos cromatograficos. O desvio padrio relativo
(DPR) estabelecidos como aceitdvel foi de no maximo 2 %. A média obtida com os
parimetros normais foi comparada com a média correspondente aos niveis modifica-
dos para assim determinar o impacto das variagoes propostas nos resultados obtidos.

Seletividade

A seletividade foi avaliada pela anélise de uma amostra simulada contento apenas os
excipientes utilizados nas formula¢oes de das amostras manipuladas, com o intuito de
avaliar a interferéncia destes sob o método desenvolvido. Assim, uma mistura de lauril
sulfato de sddio, aerosil, celulose microcristalina, amido e carbonato de cilcio na con-
centra¢do de 10 pg-mL™, foi preparada e injetada no cromatdgrafo e o cromatograma
resultante foi comparado com os cromatogramas das amostras comerciais, nos compri-
mentos de onda de interesse, isto ¢, 225 nm, 236 nm ¢ 246 nm.

Controle de qualidade das amostras comerciais
Determinagio do peso médio

Conforme RDC 67/2011, a determinagio do peso médio foi realizada em trés etapas:
determinacio do peso do invélucro, determinagao do peso médio teérico e determina-
¢ao da média e o desvio padrio relativo (DPR).

A determinagao do peso do invdlucro foi realizada pesando 20 cdpsulas vazias separa-
damente e calculada a média. A determinagao do peso médio teérico se da pelo célculo:
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P =P

tedrico capsulas vazias + chcipicmcs + Pf;irmacos

Em seguida, foram pesadas 10 unidades das cipsulas da amostra comercial na balanga
analitica da Zhimadzu® AY 220, individualmente, sabendo-se que o DPR para cépsulas
iguais ou maior que 300 mg nio podem ter uma variagao maior que 7,5 %. Utilizando

a equagdo determinada em literatura.

Determinacao do teor

A determinagao do teor das amostras comerciais foi realizada através do método pro-
posto e validado. A partir do valor do peso médio de cada amostra, foram preparadas
solugoes diluidas na fase mével MeOH:H,O (78:22 v/v), pH 3,0, contendo teorica-
mente 37,5 pg-mL" de MTE, 3,75 ug-mL" de LOS ¢ 3,0 ug-mL" de ATO. O célculo do

teor dos farmacos foi obtido utilizando as respectivas curvas de calibragao.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Conformidade do sistema cromatografico e otimizag¢ao do método

As condigoes cromatograficas que melhor eluiram os firmacos alvos desse estudo estao
representadas na tabela 2. A figura 2 refere-se a0 cromatograma de separacio dos firma-
cos na coluna Sigma Aldrich® C18 (4,6 x 150 mm, 5 um) com vazao de 0,3 mL-min-1 ¢
fase mével composta de MeOH:H20O, pH 3,0 ajustado com 4cido fosférico.

Tabela 2. ParAmetros avaliados na conformidade do sistema cromatogrifico com a coluna Sigma-
Aldrich® para a determinagio simultinea de ATO, LOS e MTF

Parimetros®
Férmaco Tempo d‘? retencio Resolucao Assimetria Pratos
(min.)
ATO 6,71+ 0,09 n.a 1,06 + 0,21 3884 + 1,01
LOS 4,88+ 0,11 1.59 £ 0,72 1,07 £ 0,16 4628 + 0,70
MTF 3,05+0,12 2.0+ 1,20 1,24+ 0,53 3206 + 1,30

@Média de 6 determinagdes + desvio padrio relativo (DPR); ATO: Atorvastatina na concentragio de 3,0
ug-mL"; LOS: losartana na concentragio de 3,75 pg-mL"; MTF: metformina na concentragio de 37,5 pg-mL";
CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Apbs a realizagio de testes com diversas condi¢des cromatograficas empregando dife-
rentes colunas C18, misturas e propor¢ao de solventes, vazao e pH da fase mével, o
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método para a determinagao simultinea de LOS, ATO e MTF foi desenvolvido sele-
cionando as condi¢des que produziram melhores resultados nos pardmetros de con-
formidade do sistema: resolu¢ao, assimetria e pratos, garantindo a conformidade do
sistema ¢ a qualidade dos dados obtidos, indicando a seletividade do sistema, a precisao
e a eficiéncia da coluna [10].

Na Tabela 2 estao descritas as condi¢oes cromatograficas selecionadas para o desenvol-
vimento e validagio do método analitico proposto: coluna C18, 150 mm, Sigma-Al-
drich’ (4.6 x 250 mm, 5 pm) fase mével MeOH:H,O (78:22 v/v), pH 3,0 ajustado com

4cido ortofosférico e vazao de 0,3 mL-min™.

Uma vez definida a coluna cromatogréfica, fase mével e vazao para as andlises dos far-
macos, foram selecionados os comprimentos de onda para a quantificagao dos firmacos.
Para tanto, realizou-se varreduras espectrais com auxilio do detector de arranjo de diodos
(DAD) no intervalo de 200 — 400 nm. Os comprimentos de onda selecionados para
quantificagio de LOS, ATO e MTD foram 225 nm, 246 nm e 236 nm, respectivamente,

correspondendo s regides de méxima absor¢io no UV de cada firmaco (figura 2).

A figura 2 ilustra da separagao cromatogréfica da solugio dos farmacos LOS, ATO e
MTD, sob as condi¢des cromatogrificas desenvolvidas, isto ¢, coluna C18 150 mm,
Sigma-Aldrich® (4.6 x 250 mm, 5 pm) fase mével MeOH: 4gua (78:22 v/v), pH 3,0
ajustado com 4cido ortofosférico, modo isocrético, vazao de 0,3 mL-min” em 246 nm,
volume de injegao de 20 pL e temperatura de 25 (+1) °C. Observando-a ¢ possivel
notar a boa separagio cromatogréifica dos trés firmacos, em um curto tempo de andlise
(menor que 8 minutos), indicando que o método estd adequado para validacio e deter-
minagao simultinea dos firmacos em formulag¢oes farmacéuticas magistrais.

|\ Metformina

Area (mAU)

\ Losartana Atorvastatina

i P - AN LA l
00 1.00 200 300 400 500 6.00 7.00 800 850
Tempo (min)

Figura 2. Cromatograma de solugio padrio contendo os firmacos losartana (LOS 3,75 pg-mL");
atorvastatina (ATO 3,0 ugmL") e metformina (MTF 37,5 pg-mL"), obtida na coluna C18 150 mm,
Sigma-Aldrich (4.6 x 250 mm, 5 pm) fase mével metanol: dgua (78:22 v/v), pH 3,0 ajustado com
4cido ortofosférico, modo isocratico, vazao de 0,3 mL-min” em 225 nm, volume de inje¢io de 20 pL

e temperatura de 25 + 1 °C.
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Linearidade

A linearidade ¢ a capacidade do método de demonstrar que os resultados experimentais
obtidos sao proporcionais & concentragao do analito na amostra, sempre respeitando
o intervalo especificado [11]. O método analitico ¢ considerado linear quando o coe-
ficiente de correlagio for = 0,99 [19]. Observa-se que o método foi linear para todos
os firmacos, apresentando coeficientes de correlagio préximos de 1,0. Os limites de
deteccdo e quantificagao foram determinados teoricamente e registrados na tabela 3.

Tabela 3. Resultados obtidos da linearidade e limites de deteccio e quantificagao

Farmaco Intervalo Equacio dareta r LD LQ
(zgmL") quas (ug-mL™) (ug-mL™)

ATO 1,0-9,0 y =2,9668x - 0,0617 0,9999 0,02 0,24

LOS 1,5-6,25 y =5,0546x - 0,0495 | 0,9999 0,50 0,68

MTF 12,5-62,5 y= 9,3625x + 20,725 0,9999 1,9 2,46

Nota: (r) = coeficiente de correlagio; (LD) = limite de detecgio; (LQ) = limite de quantificacio

Precisao

Os resultados obtidos na precisao intermedidria e na repetibilidade foram apresentados
na tabela 4.

Tabela 4. Resultados obtidos da precisio do método

Teor Concentragio (ug-mL™)
DPE %) MTF LOS ATO

. Anl | 94254088 1003 + 0,39 98,0 + 0,28

Pl 1 | 1033041 97,5 + 0,35 100,2 + 0,02

Precisio , Anl | 1040+0,07 99,0 + 0,30 98,9 + 0,05
intermedidria | D02 | An) | 1025+ 1,09 100,94 0,08 | 100,05+ 0,39
s | Anl | 106155120 99,09 + 0,29 101,8 + 0,01

An2 | 1009 +0,38 98,7 +0,27 101,5 +0,11
Média 101,51 + 0,67 99.24+028 | 100,07 + 0,14
Repetibilidade 101,54 + 0,35 101,6 + 0,43 104,5 + 0,12

Nota: (Anl) = analista 1; (An2) = analista 2.
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Segundo Farmacopeia Brasileira, a especificagio de teor para comprimidos de metfor-
mina (MTF), de 95,0 % a 105,0 % da quantidade declarada também pode ser adotada
para as cdpsulas magistrais. Para Losartana (LOS), o teor determinado ¢ de no minimo

98,5 % e maximo de 101,0% [13].

A Atorvastatina (ATO) deveria conter no minimo 94,5 % e no maximo 105,0% da
quantidade declarada [11]. Para os firmacos analisados obteve-se o teor dentre os limi-
tes indicados por suas respectivas monografias.

Exatidao

A exatidao de um método analitico obtida pela analise de nove determinagées das quais
dividem-se em 3 niveis de concentragdes (baixa, média e alta) deve obter concordan-
cia entre os resultados individuais do método em estudo em relagio a um valor aceito
como verdadeiro [19]. Os valores obtidos para a recuperagio dos fairmacos estao apre-
sentados na tabela 5.

Tabela S. Resultados obtidos da anilise de exatidio do método analitico desenvolvido

Concentragao final | Concentracio Recuperacio (%)
Firmaco tedrica do padrao experimental
(ug-mL") (ug-mL") Resultado (%) | Média + DPR (%)

2,0 1,91 101,39%

ATO 3,0 2,81 98,58% 99,84 + 0,037
4,0 3,97 102,55%
3,75 3,79 107,60%

LOS 5,0 492 98,98% 99,11 + 0,084
6,25 5,85 90,76%
25,00 25,61 100,55%

MTF 37,50 37,94 99,62% 99,07 £ 0,018
50,00 49,42 97,03%

Os valores obtidos na recuperagio de ATO, LOS e MTF estao de acordo com os limi-
tes aceitdveis entre 98-102 % para os trés niveis de concentragao analisados [18]. O
DPR da média dessas andlises foi menor que 2 %. Sendo assim, o método proposto para
a determinagio simultinea dos trés firmacos possui exatidio.
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Robustez

Das cinco condigdes modificada, apenas uma afetou de modo a ser observado diferenca
nos picos cromatograficos. Quando foi alterado as colunas cromatogrificas, os pratos
tedricos diminuiram significativamente. Muito provavel, devido a pureza da silica usada
nas colunas C18. Desta forma, a coluna cromatogrifica passa a ser um fator que deve ser
modificado com cautela quando o método for reproduzido em outros laboratérios, por
outros analistas ou equipamentos diferentes. As outras alteragoes realizadas nao modi-
ficaram os valores das 4reas dos picos cromatograficos, bem como os perfis ¢ também
as outras caracteristicas necessirias como os tempos de retengao, assimetria, resolugao e
nimero de pratos tedricos para a otimizagio do método. Sendo assim, nao houve diferen-
cas significativas quanto a quantificagio dos firmacos nessas condicoes variadas.

CONCLUSAO

O método desenvolvido e validado para a determinagio simultinea da mistura terna-
ria dos fairmacos MTE, LOS ¢ ATO em formula¢oes farmacéuticas magistrais ¢ linear,
preciso, exato, robusto ¢ seletivo. Além disso, ¢ um método sensivel, ripido e isocrd-
tico, podendo ser empregado na rotina de laboratérios de controle de qualidade de
medicamentos para andlise dos referidos farmacos de forma isolada ou combinada. Por
tltimo, h4 de se destacar que o método proposto ¢ econdmico e gera pouco residuo de
solventes, uma vez que a vazao ¢ pequena (0,3 mL-min-1) e a separacio corrida croma-
togréfica ocorre em menos de 8 minutos.
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