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RESUMO

Nesse trabalho desenvolveu-se procedimento analitico simples, rapido, seguro e de baixo
custo utilizando analise por injecao em fluxo (FIA) com deteccao espectrofotométrica para a
quantificagdo de dipirona em medicamentos utilizando como reagente o permanganato de
potassio. A metodologia consiste na oxidagcao da dipirona pelo KMnQO,4, em meio sulfurico,
baseando-se no aproveitamento analitico do descoramento da solugdo de KMnO, em meio
sulfurico. O processo foi monitorado em 545 nm e a otimizagdo de parametros
experimentais como vazao, concentragcdo das solugbes e uso de bobina de reagdo foram
realizadas e as melhores condigdes foram adotadas. Apds otimizacdo das condigdes
experimentais, a curva de calibracdo obtida apresentou a seguinte equacdo: AA=
0,0028(+0,0001)C + 0,0091(x0,0023), sendo AA, a variagdo de absorbancia e C a
concentracdo do analito estudado (mg L™). O método proposto apresentou as seguintes
figuras de méritos: faixa linear 5,0 - 250 mg L™, r= 0,99996, LD= 2,46 mg L™ e frequéncia
analitica de 90 injecbes por hora. Avaliou-se 26 amostras de medicamentos (adquiridos
aleatoriamente em farmacias na cidade de Macei6/AL), sendo 06 amostras (capsulas)
oriundas de farmacias de manipulagdo e 20 de medicamentos industriais - 10 amostras
(comprimidos de medicamento de referéncia, similar e genérico) e 10 amostras (solugoes
orais). Os resultados obtidos através do Método Proposto foram comparados aos obtidos
através da Metodologia Oficial, descrita na Farmacopéia Brasileira (2010), e aos obtidos
através do Método Adaptado a partir da metodologia oficial. Os resultados apresentaram
boa concordancia com os obtidos através do Método Oficial. Assim, aponta-se que a
utilizacdo do Meétodo Proposto para a determinacido de dipirona em formulagdes
farmacéuticas foi realizada com sucesso, para as amostras estudadas e analisadas
demonstrando grande potencial de aplicagdo quando comparada com outras proposta
presentes na literatura. Dentre as vantagens temos: simplicidade, rapidez, de baixo custo,
elevada frequéncia analitica, baixa quantidade de residuos gerada e nao envolvendo
complexos procedimentos de tratamento das amostras para quantificacdo deste principio
ativo em relacao aos métodos disponiveis na literatura, podendo ser facilmente aplicado em
andlise de rotina de controle de qualidade de matéria prima e produto farmacéutico
acabado. Os reagentes envolvidos na analise sdo reagentes de baixo custo e de facil
aquisicao, o que torna o procedimento proposto ainda mais atraente e de facil execucgéo.

Palavras- Chave: Dipirona. Analise por injecdo em fluxo. Espectroscopia de absorgao
molecular. Descoramento de solu¢gao de permanganato de potassio. Farmacos.
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ABSTRACT

In this study developed analytical procedure simple, fast, safe and low cost using flow
injection analysis (FIA) with spectrophotometric detection for the quantification of dipyrone in
pharmaceutical products using as a reagent potassium permanganate. The methodology
consists in the oxidation of dipyrone by KMnO, in a sulfuric acid medium, based on the
analytical use of the bleaching solution KMnQOy, in a sulfuric acid medium. The process was
monitored at 545 nm and optimization of experimental parameters such as flow,
concentration of the solutions and the use of reaction coil were made and the best conditions
were adopted. After optimization of experimental conditions, the calibration curve obtained
showed the following equation: AA = 0,0028 (+ 0,0001) C + 0,0091 (£ 0,0023), and AA, the
change in absorbance and the C concentration analyte (mg L™). The proposed method
showed the following figures of merit: linear range from 5,0 to 250 mg L' r=0,99996, LOD =
2,46 mg L™ and analytical frequency of 90 injections per hour. We evaluated 26 samples of
drugs (randomly purchased from pharmacies in the city of Macei6é/AL) and 06 samples
(capsules) derived from compounding pharmacies and 20 drug industry - 10 samples (tablets
of the reference drug, generic and similar) and 10 samples (oral solutions). The results
obtained by the proposed method were compared with those obtained by the official
methodology, described in the Brazilian Pharmacopoeia (2010), and those obtained by
Method Adapted from the official methodology. The results showed good agreement with
those obtained by the Official Method. Thus, it is noted that the use of the proposed method
for the determination of dipyrone in pharmaceutical formulations has been successful for the
samples studied and analyzed showing great application potential compared with other
proposed in the literature. Among the advantages are: simplicity, rapidity, low cost, high
analytical frequency, low amount of waste generated and do not involve complex procedures
for processing samples for quantification of the active ingredient in relation to the methods
available in the literature and can be easily applied to analyzing routine quality control of raw
materials and finished pharmaceutical products. The reagents involved in the analysis
reagents are inexpensive and easy to purchase, which makes the proposed procedure even
more attractive and easy to perform.

Keywords: Dipyrone. Flow injection analysis. Molecular absorption spectroscopy. The
bleaching solution of potassium permanganate. Drugs.
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1 INTRODUGAO

Os medicamentos com estrutura quimica conhecida revolucionaram a saude publica e
se tornaram o centro da terapia contemporanea (COLOMBO, et al., 2004) (BARBERATO-
FILHO, 2007). A dipirona, em fungcdo de seu baixo custo, eficiéncia no combate a dor e
febre, e por sua disponibilidade no mercado, € o principal analgésico e antipirético
consumido pela populacao brasileira (TUBINO, et al., 2008).

Atualmente, diversas metodologias oficiais descritas em Farmacopéias para
quantificagdo de varios farmacos utilizam metodologias analiticas classicas que de um modo
geral, necessitam de procedimentos demorados e/ou que, em alguns casos, geram residuos
ou produtos de reacdo que ndo sao ambientalmente aceitaveis. Assim, diante da constante
evolugdo do mercado farmacéutico mundial, associada a crescentes exigéncias de
qualidade, novas metodologias capazes de substituir ou reduzir os impactos associados a
esta realidade, vem sendo desenvolvidas e aperfeicoadas (SOUZA, 2003).

Para quantificagdo da dipirona a Farmacopéia Brasileira recomenda titulacido
iodimétrica (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010), no entanto, este procedimento € muito
lento, tornando-se sem aplicabilidade para laboratérios de rotina (LIMA, et al., 2003).

A espectrometria de absorgdo molecular nas regides do espectro do ultra-violeta e
visivel (200 a 800 nm) é uma das técnicas analiticas mais utilizadas nos laboratérios de
rotina, pois apresenta como vantagem sua simplicidade, robustez, facilidade de operagao,
custo relativamente baixo, larga aplicabilidade e de um modo geral, apresenta sensibilidade
apropriada, sendo ainda facilmente automatizada (WEINERT, et al., 2008b) (OLIVEIRA, et
al., 2001) (MELCHERT, et al., 2008).

O acoplamento desta técnica a sistemas de analise quimica por injegao em fluxo (FIA)
tem se apresentado versatil em fungdo da simplicidade e sensibilidade atingidas, facilidade
de operagao e possibilidade de incorporar etapas de separagao, extragcdo, aguecimento em
linha, diluicdo, dissolugdo em linha, pré-concentracdo, entre outras possibilidades. Tudo
isso, em condi¢des altamente repetitivas o que permite o gerenciamento de reagcbes em
estado de nao-equilibrio (OLIVEIRA, et al., 2001). Além disso, os sistemas de analise por
injecdo em fluxo apresentam a caracteristica de serem simples, geralmente com baixo custo
proporcionam de um modo geral, elevada frequéncia analitica (SUAREZ, et al,. 2008), o que
em laboratérios de rotina e de controle de qualidade ¢é altamente necessario (MUNOZ, et al.,
2001). Ainda é possivel fazer a determinagdo de diferentes espécies quimicas de forma
simultdnea (ZAGATTO, et al., 1983).

Nesse contexto, o desenvolvimento de metodologias rapidas e seguras para
quantificagado de farmacos em medicamentos é de fundamental importancia, para avaliar a

qualidade de matérias primas e produtos acabados da industria farmacéutica no pais.
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O presente estudo teve como foco o desenvolvimento de uma nova metodologia
analitica para quantificacdo da dipirona através do acoplamento da técnica de Analise por
Injecdo em Fluxo a Espectroscopia de Absorgao Molecular (EAM). O farmaco escolhido para
o desenvolvimento deste trabalho foi a dipirona sédica, justamente por se tratar de um
medicamento comercial de alto consumo, baixo custo e ampla disponibilidade.

A partir do presente estudo espera-se contribuir para o desenvolvimento de uma nova
metodologia, que seja rapida, simples e de baixo custo para avaliar o teor do farmaco
supracitado, contribuindo com a avaliagdo de dipirona em medicamentos (de referéncia,
similar, genérico e oriundos de farmacia de manipulagao). Além disso, colaborar para futuros

programas que venham a utilizar a metodologia proposta para monitorar esse farmaco.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver uma metodologia analitica para quantificar a dipirona sédica em
formulagdes farmacéuticas através do aproveitamento analitico do descoramento de solugao
de KMnO, em meio sulfurico, empregando analise por injecdo em fluxo e detecgao

espectrofotométrica.

2.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver uma metodologia analitica simples, rapida, segura, de baixo custo e,

principalmente, inédita para quantificacao da dipirona;

e Quantificar a dipirona sédica em amostras reais - industriais (medicamento de
referéncia, similar e genérico) e oriundas de farmacias de manipulagéo,

comercializadas em Maceid/AL que contenham esta substancia como principio ativo;

e Verificar se o teor do principio ativo rotulado nas amostras analisados apresentam-se

em conformidade com a legislagao vigente;

e Averiguar a confiabilidade da metodologia Proposta através da comparagdo dos
resultados obtidos com os resultados encontrados pelo Método Oficial proposto pela
Farmacopéia Brasileira e pelo Método Adaptado do método oficial proposto por

Pestana e colaboradores (2008);

e Validar o Método Proposto através das seguintes figuras de mérito — seletividade -
recuperacao de padrao, linearidade, precisdo, exatidao, repetitividade, limite de

deteccgao e quantificagao;

e Avaliar possivel interferéncia para quantificacdo da dipirona, através do método

Oficial, Adaptado e Proposto, na presenca de cafeina.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Medicamentos

Segundo, a Farmacopéia Brasileira (2010), medicamento € todo produto
farmacéutico, tecnicamente obtido ou elaborado que em sua constituicdo contém um ou
mais farmacos e outras substancias, com finalidade profilatica; curativa; paliativa; ou para
fins de diagndstico.

A eficacia de um medicamento se deve a presenca de uma ou mais substancias ativas
com propriedades terapéuticas cientificamente conhecidas, que fazem parte da composicao
do produto, denominadas farmaco(s), droga(s) ou principio(s) ativo(s) (ANVISA, 2010).

Medicamento, muitas vezes, € também chamado de remédio, no entanto, essas
terminagdes ndo s&o sinbnimas. Remeédio esta associado a todo e qualquer tipo de cuidado
utilizado para curar ou aliviar doengas, sintomas, desconforto e mal-estar. Como exemplo de
remédio, pode-se citar: banho quente ou massagem para diminuir as tensdes; chazinho
caseiro e repouso em caso de resfriado; habitos alimentares saudaveis e pratica de
atividades fisicas para evitar o desenvolvimento de doencas crénicas nao transmissiveis;
etc. Ja os medicamentos sdo substincias ou preparacbes elaboradas em farmacias
(medicamentos manipulados) ou industrias (medicamentos industriais), que devem seguir

determinacgdes legais de seguranca, eficacia e qualidade (ANVISA, 2010).

3.1.1 Medicamento de Referéncia x Genérico x Similar

Atualmente, no mercado industrial estdo disponiveis trés tipos de medicamentos, que
podem ser classificados em medicamento de referéncia, genérico ou similar (SFEIR, et al.,
2011).

Medicamento de Referéncia ou também conhecido como medicamento inovador, é
aquele que foi registrado no orgao federal responsavel pela vigilancia sanitaria e
comercializado no Pais, cuja eficacia, seguranca e qualidade foram comprovadas
cientificamente junto ao 6rgao federal competente, por ocasido do registro (ANVISA, 2004)
(ANVISA, 2011).

Este medicamento de referéncia é aquele de qualquer espécie com marca/nome
registrado, autorizado, em primeiro lugar, para comercializagdo, cuja rota de sintese,
formulas, principios-ativos (BRASIL,1996)(GUIMARAES; CORREA, 2007), é protegida por
uma patente - medicamento patenteado, e que teve sua eficacia, seguranga e qualidade

reconhecida pela autoridade sanitaria nacional. Apés o vencimento da patente do principio
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ativo, qualquer especialidade farmacéutica pode legalmente ser copiada, mediante uma
especialidade dita genérica e/ou similar, que sera comercializada sob Denominagdo Comum
Internacional (DCI) ou novo nome de marca (visto que os nomes de marca sao protegidos),
por um fabricante especializado, ou ndo, em genéricos e similares (SANTOS, 2004).
Hasenclever e colaboradores (2008) fazem uma excelente reflexao a respeito da

patente de medicamentos, e afirmam que:

A patente no setor farmacéutico além de poder ser
aplicada em um novo produto ou em um novo processo, pode também proteger
uma nova formulagdo farmacéutica, um bem intermediario ou uma segunda
indicagdo para um mesmo medicamento. A patente de produto proibe qualquer
possibilidade de produgdo do produto, mesmo para outras utilizagbes
comerciais, e pode ser obtida para uma substancia ou principio ativo ou uma
familia de substancias quimicamente relacionadas. A patente de processo
protege processos de obtencdo de determinado produto e pode ser usada para
introduzir vantagens competitivas na empresa mesmo apos a expiracdo da
patente do produto, deixando o custo de producdo das outras firmas
relativamente mais alto. A patente de formulagGes farmacéuticas protege as
formula¢des de uso final ou ainda um produto existente do qual ndo se
conhece o agente terapéutico. A patente de bem intermediario protege o uso
de novos compostos Uteis como intermediarios para a obtengdo de uma
substancia de uso farmacéutico. A patente de segunda indicagdo protege um
produto de determinada acdo terapéutica ja conhecida, mas para o qual foi

descoberto um novo uso terapéutico (Hasenclever, et al., 2008).

J4a, os medicamentos genéricos sdo comercializados pelo nome do principio ativo (e
nao nome do laboratério), podem ser produzidos por laboratérios publicos e/ou privados, e
recebem incentivos do governo que visam reduzir os custos repassados a populacdo,
facilitando e melhorando o acesso a eles. Baseiam-se na comprovagdo de equivaléncia
farmacéutica (in vitro) e bioequivaléncia’ terapéutica (in vivo) (RUMEL, et al., 2006) com os
medicamentos de referéncia (ARAUJO, 2004). Os genéricos sdo submetidos a um rigoroso
controle de qualidade, para que possam ser registrados, assegurando ao consumidor que
ao consumir esse medicamento, ele tera resultados exatamente iguais aos obtido
consumindo um medicamento de referéncia (GAVLIK; GOMES, 2007).

A industria de medicamentos genéricos originou-se na década de 60, por iniciativa do
governo dos Estados Unidos (ZATTA, 2003). Em 1984 os norte-americanos estabeleceram
os parametros que viriam a ser adotados internacionalmente para o registro deste tipo de
medicamento (GRUPO PRO- GENERICOS, 2011a). Atualmente, o mercado mundial de
genéricos cresce aproximadamente 17 % ao ano e movimenta aproximadamente US$ 80

bilndes, com crescimento previsto para 2012 em torno de US$ 120 bilhdes.

! Bioequivaléncia refere-se a quantidade e a velocidade na qual o principio ativo é absorvido quando administrados nas

mesmas condi¢des experimentais ao mesmo individuo (YACUBIAN, 2007) ( NOEL, et al., 2004).
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Apenas nos Estados Unidos, onde os genéricos tém mais de 20 anos de existéncia, a
comercializagdo de genéricos corresponde a uma ordem de US$ 22 bilhGes,
correspondendo a 60% das prescricées nos EUA e custando de 30 a 80% menos que os
medicamentos de referéncia. Assim, estima-se que os consumidores norte-americanos
economizam entre 8 e 10 bilhdes de dolares ao ano com a aquisicdo de medicamentos
genéricos (GRUPO PRO-GENERICOS, 2011b).

Trés anos apos o Brasil voltar a respeitar o direito de patentes, em 1996, foi criado o
programa de medicamentos genéricos (GRUPO PRO- GENERICOS, 2011a), através da
promulgacdo da Lei n° 9.787 de 10 de fevereiro de 1999 que trata especificamente deste

tipo de medicamento. Baseando nesta, medicamento genérico foi definido como:

Medicamento similar a um produto de referéncia ou
inovador, que se pretende ser com este intercambiavel?, geralmente produzido
apos a expiragdo ou rendncia da protegdo patentaria ou de outros direitos de
exclusividade, comprovada a sua eficacia, seguranca e qualidade, e designado
pela Denominagdo Comum Brasileira (DCB) ou, na sua auséncia, pela DCI (Lei
n° 9.787 de 10/02/1999).

A politica de medicamentos genéricos foi discutida e implantada objetivando gerar
uma maior acessibilidade aos medicamentos (CHORILLI, et al., 2010), estimulando a
concorréncia entre produtos farmacéuticos, fazendo com que os consumidores tenham mais
opcdes disponiveis entre produtos intercambiaveis de diferentes pregos, ocasionando a
competicdo e, consequentemente, a redugdo dos precos dos medicamentos, trazendo,
entdo, beneficios a todos os segmentos envolvidos na cadeia de producado, controle,
comercializagao e, principalmente, consumo (CARVALHO, et al., 2006).

No mercado de medicamentos brasileiro, a comercializacdo de genéricos tem
crescido, consideravelmente. Entre, 2001 e 2002, cresceu 43,5% e representava 5% das
vendas de produtos farmacéuticos em setembro de 2002. No mesmo periodo supracitado,
os medicamentos de referéncia apresentaram pequena redugdo das vendas, ja os
medicamentos similares apresentaram forte queda nas vendas (VIEIRA, 2006). Em 2004, ja
haviam 1124 medicamentos genéricos registrados, divididos em 270 farmacos e 57 classes
terapéuticas (ARAUJO, 2010), atendendo a mais de 60% das necessidades de prescrigdes
médicas (GRUPO PRO-GENERICOS, 2011a). No primeiro trimestre de 2011, a participacdo
dos genéricos nas vendas de medicamentos foi de 24,1%, maior que no mesmo periodo de
2010, quando a participagao foi de 20,6%. O objetivo dos fabricantes & atingir a marca de
30% do mercado nacional até 2012 (REVISTA SAUDE S/A, 30/05/2011) (GRUPO PRO-
GENERICOS, 2011b).

2 Intercambialidade ¢ um termo usado em engenharia para a troca de um produto original por outro fabricado por um

concorrente, desde que atenda as mesmas especificagcdes técnicas e tenha o mesmo desempenho (RUMEL, 2006).
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Os genéricos estdo presentes em varios paises, na Tabela 01, pode-se observar o
percentual de participacao desses medicamentos no mercado farmacéutico em diferentes

lugares.

Tabela 01 - Participacéo (%) dos medicamentos genéricos em diversos paises.

Pais Percentual (%) de participagédo dos
medicamentos genéricos

Brasil 20,6%
Espanha 30%,
Francga 35%
Alemanha 60%
Reino Unido 60%
EUA 60%

FONTE: GRUPO PRO-GENERICOS, 2011b.

Segundo, Associacao Brasileira das Indistrias de Medicamentos Genéricos -

Grupo Pré-Genéricos (2011c¢), os genéricos apresentam as seguintes vantagens:

1. Sao medicamentos de qualidade, seguros e eficazes, comprovados através da
realizacao de testes de equivaléncia farmacéutica e bioequivaléncia;

2. Possuem menor preco, visto que os fabricantes de genéricos nao precisam investir
em pesquisa para o seu desenvolvimento e nem em propaganda;

3. Estimulam a reducao nos precos dos medicamentos de referéncia, com a entrada de
medicamentos concorrentes (genéricos);
Possibilita a sociedade um maior acesso aos medicamentos;
Fortalece a industria nacional;
Possibilita o desenvolvimento e/ou crescimento tecnolégico das industrias e,

consequentemente, do pais.

Em relacdo aos medicamentos similares, define-se:

E aquele que contém o mesmo ou 0s Mesmos
principios ativos, apresenta a mesma concentragdo, forma
farmacéutica, via de administragao, posologia e indicagao terapéutica,
preventiva ou diagndstica, do medicamento de referéncia registrado
no 6rgao federal responsavel pela vigilancia sanitaria, podendo diferir
somente em caracteristicas relativas ao tamanho e forma do produto,
prazo de validade, embalagem, rotulagem, excipientes e veiculos,
devendo sempre ser identificado por nome comercial ou marca (Lei n°
9.787, de 10 de fevereiro de 1999) (BRASIL, 2001).
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Nishijima (2003) afirma que estes estédo disponiveis, no Brasil, desde 1971. Mas, sua
existéncia oficial inicia em 1976, com a promulgacao da Lei n° 6360/76 (MELO, et al., 2006).

Nessa época, havia grande necessidade de dispor medicamentos de baixo custo a
populagao, assim, nao foram estabelecidos critérios técnicos rigidos para desenvolvimento e
registro de medicamentos similares (MELO, et al., 2006). Além disso, o0 pais nao reconhecia
a patente de medicamentos, assim, os laboratérios nacionais poderiam produzir
medicamentos similares aos medicamentos que estariam ou n&o patenteados em outros
paises, ndo havendo, ainda, a exigéncia de comprovagdo da equivaléncia terapéutica do
similar em relagdo ao medicamento considerado como referéncia. Era também permitido o
registro de formas farmacéuticas e dosagens diferentes em relagdo ao suposto
medicamento de referéncia (ARAUJO, et al., 2010) (HASENCLEVER, 2004).

Em 1976, a ANVISA iniciou um processo de certificacdo para medicamentos similares,
apenas para comprovar o principio ativo entre o medicamento similar e o de referéncia. Em
1996, com o reconhecimento da lei de patentes, a producdo de medicamento similar poderia
ser realizada apenas com o vencimento da patente do medicamento de referéncia
(NISHJIMA, 2003). No entanto, a idéia dos medicamentos similares permaneceu inalterada
por muito tempo, sendo até republicada sua definicdo na Lei n® 9787/99, e no Decreto n°
3961/01. A primeira mudanga em relagdo ao registro dos medicamentos similares ocorreu
com a publicagdo da RDC (Resolugdo da Diretoria Colegiada) n° 92/2000, que proibiu a
fabricagcdo de similares de denominagéo genérica, e depois com a RDC n° 36/2001, que
determinou o fim da comercializacdo dos similares com o nome do principio ativo. Estas
atitudes foram tomadas para diferencia-los dos medicamentos genéricos (MELO, et al.,
2006). Em 2003, com a promulgacdo da RDC n° 134/2003 da ANVISA/MS, os
medicamentos similares, deveriam ser submetidos a testes de equivaléncia farmacéutica,
para garantir qualidade e intercambialidade (BRASIL, 2003).

Segundo Mahle e colaboradores (2007), a principal diferenca entre o medicamento
genérico e o similar € que o medicamento similar tem que utilizar obrigatoriamente nome
comercial ou marca, com excec¢ao dos casos previstos em legislacdo especifica e, ndo sao
intercambiaveis por lei. Além disso, quanto ao registro de medicamento similar, a partir de
2003, torna-se obrigatério a apresentacdo dos resultados dos testes de equivaléncia
farmacéutica e bioequivaléncia (ou biodisponibilidade relativa) para o seu registro e
renovacgdo (MASTROIANNI; LUCCHETTA, 2011) (ANVISA, 2003).

3.1.2 Medicamento Oriundos de Farmacias de Manipulagao

“A manipulagcdo de medicamentos, em sua forma mais
simples, € a fabricagdo artesanal de uma formulagéo para atender as
necessidades médicas de determinado paciente, a partir de uma
substancia aprovada para uso” (OKUYAMA, 2010).
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Silva e colaboradores (2008b) relatam que até a década de 40 do século passado
havia uma grande e forte produgcdo de medicamentos manipulados no pais, pois a
quantidade de medicamento industrial era limitada aos importados, oriundos, principalmente
da Franca.

O Brasil iniciou seu processo de crescimento do mercado farmacéutico, apenas, apos
a segunda guerra mundial, onde o pais comegou a se industrializar, sendo alvo para
instalacdo de grandes industrias farmacéuticas mundiais, favorecendo, assim, ao declinio do
mercado de farmacias de manipulagao. “Ao final da década de 70 praticamente néo existia
mais manipulagdo de medicamentos no Brasil” (SILVA, et al., 2008b).

Atualmente, os medicamentos oriundos de farmacias de manipulagao (ou magistral)
estdo cada vez mais, ganhando forca no mercado farmacéutico, pois possibilita ao médico a
liberdade de associar principios ativos que nao estao disponibilizados industrialmente, além
de possibilitar a prescricdo de medicamentos com a dose modificada e/ou ainda separar
principios ativos. O médico tem a possibilidade, ainda, de ajustar doses mais efetivas ao
tratamento do paciente, reduzindo efeitos colaterais e melhorando a qualidade de vida dos
pacientes (PALUDETTI, 2010) (MARCATTO, et al., 2005).

Adicionalmente, a farmacia de manipulagédo possibilita a elaboragdo de dosagem do
farmaco de maneira personalizada, aquisicdo de medicamento, geralmente, com custo mais
baixo que o industrializado e a oportunidade de adquirir a manipulacdo de medicamentos
nao existentes no mercado farmacéutico, pois a farmacia de manipulacao tem possibilidade
de manipular farmacos de praticamente todas as categorias terapéuticas (MARCATTO, et
al., 2005) (AZEVEDO, et al., 2008).

Antes o que era apenas uma farmacia tradicional que exercia férmulas
individualizadas em pequena quantidade, hoje, as farmacias de manipulagdo passaram a
ser verdadeiras industrias de médio porte, ligadas a redes de postos de atendimento, que
produzem medicamentos em série possuindo maquinas capazes de produzir ate trés mil
capsulas por hora (ANVISA, 2005).

Okuyama (2010) cita varias situacbes que impedem os pacientes de utilizarem
medicamento produzido industrialmente, tais como:

e Alergia em algum componente como, por exemplo, corante;
e Sensibilidade ao veiculo do medicamento;

¢ Quando a dosagem desejada nao esta disponivel na forma industrializada, etc.

Na Tabela 02, apresentam-se algumas diferencas entre o medicamento industrializado

e os oriundos de farmacia magistral, segundo a ANVISA (2010).



Tabela 02 - Diferengas entre Medicamentos Industrializados e Manipulados em Farmacias Magistrais.

Medicamentos Industrializados

Medicamentos Manipulados em Farmacias Magistrais

Sdo produzidos nas industrias em grandes quantidades, utilizando
equipamentos que tém capacidade para fabricar lotes de até milhares de
unidades.

Sao produzidos em dosagens ou concentracdes padronizadas, de modo a
serem utilizados por um grande numero de pacientes.

Passam por controle de qualidade rigoroso durante todo o processo de
producdo. As matérias-primas, materiais de embalagem e produtos

acabados sao analisados pelo fabricante do medicamento.

Todos os processos de fabricagdo sdo supervisionados por profissionais
farmacéuticos qualificados.

Possuem embalagens padronizadas, com rotulagem contendo dizeres
obrigatérios sobre o fabricante, lote, fabricagdo, validade, farmacéutico
responsavel, entre outros. Os dados sobre indicagéo, uso, efeitos colaterais,
contra-indicagbes e cuidados de conservagdo estdo em um documento
conhecido como bula.

Pelo fato de terem em suas formulagdes, estabilizantes, conservantes e
outros coadjuvantes, os medicamentos industrializados possuem um tempo
maior nos seus prazos de validade, definidlo com base em estudos de
estabilidade.

Os medicamentos industrializados devem ser registradas na Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Sao manipulados para atender a uma prescricdo médica e em quantidade suficiente

para atender as necessidades especificas do paciente

Sao prescritos e manipulados numa dosagem ou concentracdo especifica para cada
pacientes, sendo portanto, de uso personalizado.

Varios testes de controle de qualidade exigidos da industria, ndo sdo viaveis em
escala reduzida de produgédo. As anadlises das matérias-primas e dos materiais de
embalagem sao feitos pelos fornecedores e alguns testes séo refeitos nas farmacias.
E feita a conferéncia dos produtos com a férmula e realizados alguns testes para
verificar sua conformidade.

Os processos de manipulagdo sido supervisionados por profissionais farmacéuticos
qualificados.

Contém roétulos com informagdes sobre a farmacia responsavel pela manipulagao,
data e validade, farmacéutico responsavel e cuidados de conservagédo. Nao contém a
bula. As informagdes sobre o uso, possiveis efeitos colaterais e contra-indicagdes
devem ser prestadas pelo prescritor e pelo farmacéutico na entrega do medicamento
na farmacia.

Como trata-se de um medicamento que deve ser preparado para atender as
necessidades especificas de um determinado paciente, normalmente, o prazo de
validade do medicamento manipulado esta vinculado ao periodo de tratamento do
paciente.

Os manipulados tém empresas (farmacias de manipulagéo) registradas e fiscalizadas
pelos servigos de vigilancia sanitaria dos estados e municipios brasileiros.

FONTE: ANVISA, 2010, p.54.



Apesar das diversas vantagens relacionadas aos medicamentos manipulados, estes
recebem severas criticas devido seu controle de qualidade (BERNARDES, et al., 2010),
assim, constantemente, a credibilidade das farmacias de manipulagcdo e,
consequentemente, dos medicamentos € colocada a prova devido a dificuldade em garantir
0 mesmo rigido controle de qualidade de uma industria moderna para um medicamento
produzido artesanalmente (ANVISA, 2005). Assim, Marcatto e colaboradores (2005)
enfatizam que o maior obstaculo para maior crescimento e manutengdo dos medicamentos
magistrais € “a auséncia de um rigido controle de qualidade das matérias primas, de
controle do processo da producdo e produtos acabados, bem como problemas de
reprodutibilidade” (MARCATTO, et al., 2005).

Felizmente, hoje, vem aumentando a regulamentagdo a respeito da atuacdo das
farmacias magistrais (MARCATTO, et al., 2005). Alguns paises ja regulamentaram o papel
das farmacias de manipulacao, garantindo a estas a caracteristica/fungdo complementar as
industrias, trabalhando na manipulagdo de produtos apenas quando ndo ha formulagéo
industrializada em concentracbes ou formas adequadas a certos pacientes cujo estado
clinico particular e excepcional exige uma medicagdo que foge a padronizacdo (ANVISA,
2005).

3.1.3 Excipientes

Raramente, os farmacos possuem a capacidade de serem administrados isolados.
“Eles fazem parte de uma formulagao combinada com um ou mais agentes nao medicinais
com funcao de solubilizar, suspender, espessar, diluir, emulsificar, estabilizar, conservar,
colorir, aromatizar e possibilitar a obtencdo de formas farmacéuticas estaveis e atraentes”
(SILVA, et al., 2008b).

Os agentes nao medicinais supracitados sao denominados de excipientes ou
ingredientes inativos, que segundo Balbani e colaboradores (2006) podem ser definidos
como, substancias sem poder terapéutico que sdo utilizadas para garantir a estabilidade, as
propriedades fisico-quimicas e organolépticas dos produtos farmacéuticos. Oliveira e
Storpirtis (1999) afirmam que as concentragdes dos excipientes nos medicamentos sio
muito baixas, o que dificilmente acarreta em efeito colateral.

Dentre os excipientes mais comuns que podem ser encontrados em medicamentos
contendo como principio ativo a dipirona destaca-se: amido, lactose, gelatina, talco,
estearato de magnésio, agua deionizada, alcool etilico, metabissulfito de sddio; sulfito de
sodio, cera de carnauba, edetato de sdédio; sorbitol, agucar liquido, sorbato de potassio,
benzoato de sddio, acido citrico anidro, fosfato de sédio, sacarina sddica diidratada, corante,
esséncia. Além desses excipientes, pode-se encontrar a dipirona junto substancias

coadjuvantes, como: cafeina, ibuprofeno, entre outros (PEZZA, et al., 2000).
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3.1.4 Falsificagcao de Medicamentos

Um grande problema em todo o mundo, relacionado ao mercado de medicamentos € a
falsificagcdo/adulteracdo de medicamentos consumidos pela populagao (WEINERT, 2007b).
Esse fato, ndo € uma problematica da sociedade atual. Ja, no século IV a.C. foram
encontrados escritos que advertem sobre os perigos oferecidos a pessoas que consomem
medicamentos adulterados e, no século |, o médico grego Dioscorides identificou tais
produtos e forneceu algumas orienta¢des sobre a sua detecgdo (OMS; ANVISA, 2005a).

Com o crescimento da comercializagao de produtos farmacéuticos, intensificou ainda
mais a proliferacdo de industrias ndo regularizadas e a comercializa¢ao, por falsificadores,
de medicamentos adulterados (OMS; ANVISA, 2005a). Estima-se que um ter¢co da
populagdo mundial ndo tenha acesso seguro a medicamentos (BARBERATO-FILHO;
LOPES, 2007). O mercado de medicamento falsificado é bastante lucrativo, movimentando
cerca de 10,5 bilhdes de euros por ano (VIDA E EQUILIBRIO, 02/08/2010).

No pais, a literatura mostra que o mercado de medicamentos falsificados ndo é um
problema de hoje, pois ja em 1998 foram detectados uma variedade de anticoncepcionais,
antibiéticos, bem como, antipiréticos® como a dipirona adulterados (WEINERT, 2008a). Esse
tipo de mercado que se iniciou timidamente, ao longo dos anos vem tornando o pais em um
dos campebes mundiais da falsificacdo de medicamentos (PASTORE - REVISTA VEJA,
08/07/1998) (ALVES, 2008), principalmente, no Brasil, no qual: a populagao tem o habito a
automedicacao (SEADI, 2002), e, ha leis, mas falta fiscalizagdes (estimando-se que de trés
medicamentos comercializados no Brasil, apenas 1 é receitado pelo médico) (ALVES, 2008).

Assim, a analise de formulacdes farmacéuticas tem como objetivo ndo s6 o controle de
qualidade industrial, mas também identificar idoneidade do produto (WEINERT, 2008a).

Estima-se que no pais, 10% da producdo farmacéutica anual seja roubada ou
falsificada (ANVISA, 2004c). Segundo Weiner (2008a) o maior foco de falsificacées séo
medicamentos que apresentam grande volume de venda ou alto custo de comercializagao,
dentre os quais estdo a Dipirona e o Viagra®, respectivamente.

A ANVISA, em julho de 2004 determinou a apreensdo de um lote de medicamento
contendo a dipirona sdédica, por nao atender as exigéncias regulamentares. Em novembro
do mesmo ano, a Agéncia supracitada determinou a interdicao cautelar em todo o territério
nacional, de um lote de medicamento contendo também como principio ativo a dipirona
sodica. O problema verificado foi quanto ao teor de dipirona que estava abaixo da

especificagado do rétulo.

3 Farmaco que controla apenas o aumento patoldgico da temperatura (Oliveira, 2009).
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Em 2008, a ANVISA apreendeu cerca de 130 toneladas de produtos sem registro,
contrabandeados e falsificados no mercado (ANVISA, 2009). De acordo com dados
publicados pelo Conselho Nacional de Combate a Pirataria, houve um aumento de,
aproximadamente, 500% na quantidade de medicamentos apreendidos entre 2009 e 2010,
tornando o produto farmacéutico o primeiro no ranking da apreensdo dos produtos
falsificados no pais (REVISTA SAUDE S/A, 28/03/2011).

O problema da falsificagdo de medicamentos é conhecido tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento. No entanto, ndo se pode afirmar com certeza a
real e verdadeira extensdo do problema, uma vez que ndo existem estudos mundiais a
respeito do assunto (ANVISA, 2004c). Existem apenas muitos relatérios que destacam a
inaceitavel comercializagcdo de produtos farmacéuticos com desvio de qualidade e/ou
falsificados no mercado.

Aguiar e colaboradores (2003) destacam que a principal agdo relacionada a
adulteracdo baseia-se na substituicio do medicamento por placebos, que ndo contém o
principio ativo, ou adulteragdo da quantidade deste principio ativo, reduzindo ou anulando a
acdo do medicamento. O uso destes medicamentos representa um grande risco para a
saude das pessoas. Os paises em desenvolvimento estdo expostos com mais frequéncia a
tais produtos, que podem ser ineficazes ou mesmo téxicos, e que ameagam a confianga da
populagao no sistema de atencao a saude (OMS, 2004).

Segundo documento elaborado pela Organizagdo Pan-Americana da Saude (OPAS)
em parceria coma ANVISA (2005), a primeira discussado, em evento cientifico, a respeito da
problematica dos medicamentos falsificados ocorreu em 1985, em uma Conferéncia de
Especialistas no Uso Racional de Medicamentos, realizada em Nairobi. Em 1992, em
Genebra, ocorreu o primeiro evento internacional visando tratar de medicamentos
falsificados, em um workshop organizado pela OMS e pela Federagao Internacional das
Associagdes de Fabricantes de Produtos Farmacéuticos - IFPMA, no qual foi estabelecida a

definicao de medicamento falsificado,

“S&o aqueles deliberada e fraudulentamente rotulados de
forma incorreta com relagdo a identificacéo e/ou fonte. A falsificacdo pode
se aplicar tanto a produtos de marca quanto a genéricos, sendo que 0s
mesmos podem incluir produtos com os principios corretos ou incorretos,
sem principios ativos, com principios ativos insuficientes ou com
embalagem falsa” (OPAS: ANVISA, 2005).

Baseando-se ainda no documento supracitado publicado pela OPAS:ANVISA (2005),

variosfatores contribuempara a proliferagdo dos medicamentosfalsificados, entre eles:

o A falta de uma legislagdo adequada;
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e Autoridade Regulatéria de Medicamentos nacional ausente ou com escasso poder;
e Na&o cumprimento da legislacao existente;

e Sancdes penais ineficazes;

e Corrupcao e conflitos de interesse;

e Demanda superior a oferta;

e Precos altos;

e Inexisténcia de regulamentacao nos paises exportadores e dentro das zonas de

livre comércio.

A OPAS:ANVISA (2005) agrupa em seis grupos os tipos de falsificacdo e, sua

respectiva, magnitude, conforme apresentada na Figura 01:

Figura 01 - Tipos de falsificacdo de medicamentos e sua respectiva magnitude.

Tipos de Fasificagdo e Magnitude

m Produtos Sem Principio Ativo

m Produtos com Qualidade Incorreta
de Principio Ativo

m Produtos com Principio Ativo Errado

M Produtos com as Quantidades
Corretas de Principios Ativos, mas
com Embalagens Falsas

m Copia de um Produto Original

® Produtos com Alto Grau de Impureza
ou Contaminantes

FONTE: Adaptado de OPAS: ANVISA, 2005.

Segundo a ANVISA (2009) o setor farmacéutico do Brasil movimenta,
aproximadamente, 10 bilhdes de ddlares ao ano. Ja, o comércio ilegal de medicamentos
movimenta até R$ 8 bilhdes por ano no pais (JORNAL O ESTADO DE SAO PAULO,
02/04/2010).

Atualmente, a internet tem se transformado no principal veiculo para comercializagao
de medicamentos falsificados em todo o0 mundo (ANVISA, 2010). Segundo a Organizagao
Mundial da Saude (OMS), 50% dos remédios vendidos na internet sao falsificados (JORNAL
ESTADAO, 19/04/2010). No ano de 2010, aponta-se que ocorreram 1.693 incidentes
conhecidos de medicamentos falsificados, um aumento de 7%, segundo esse grupo de
laboratorios - Bristol-Myers Squibb, Roche, GlaxoSmithKline e Sanofi-Aventis (JORNAL O
ESTADO DE SAO PAULO, 20/05/2010).
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Diante do crescimento da comercializagdo de medicamentos falsificado, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA langou em 2010 a campanha informativa de
combate a falsificagdo de medicamentos no Brasil, que tem como slogan “Medicamento
Verdadeiro: Vocé Sabe o que Estd Tomando” (JORNAL O ESTADO DE SAO PAULO,
12/04/2010). Em Maceid, cidade em que as amostras de medicamentos com principio ativo -
dipirona sdédica foram coletadas, a preocupagcdo com a falsificagdo e/ou adulteracdo de
medicamentos ja € visivel. Nesse sentido, tem havido, capacitagdo através de eventos
como, Simpdsio Alagoano de Combate a Falsificacdo de Medicamentos que ocorreu em
2010, para os profissionais da area farmacéutica a respeito da comercializacdo de
medicamentos falsificados (GAZETAWEDB, 10/08/2010).

Esses fatos evidenciam a suma necessidade de ampliar, cada vez mais, as
fiscalizacbes a respeito da idoneidade dos medicamentos comercializados em todo pais,
atentando-se para dados externos, como rétulo, data de validade, entre outros, mas também
quanto ao doseamento do(s) principio(s) ativo(s) do medicamento. Para isso, ressalta-se a
importancia o aprimoramento e desenvolvimento de metodologias que sejam rapidas,
simples, de baixo custo e especificas a espécie de interesse, para atender a demanda do

grande volume de medicamentos, bem como sua diversidade.

3.1.5 Controle de Qualidade

“Os testes de controle de qualidade sejam eles fisico-quimicos,
sejam microbiolégicos representam informagdes valiosas as quais
garantem que formulagdes farmacéuticas tenham sua eficiéncia
terapéutica comprovada” (BARANCELLI; FERREIRA 2007).

O mercado competitivo de medicamentos apresenta diversas marcas que beneficiam a
sociedade devido a possibilidade de escolha. No entanto, amplia também a
responsabilidade dessas industrias farmacéuticas e dos demais setores que produzem
medicamentos, em relacdo a qualidade desses produtos comercializados. Pois, os
produtores devem assegurar a adequabilidade dos medicamentos com relagao aos fins para
os quais tenham sido produzidos, garantindo que eles sejam eficazes, de qualidade e
seguros (BORTOLUZI; LAPORTA, 2008).

A qualidade para medicamentos € uma exigéncia ndo apenas comercial relacionado a
competitividade, pois como se trata da saude deve ser obrigatoriamente atendida, podendo,
0 nao cumprimento de especificacbes de qualidade consideradas imprescindiveis, gerar
sérias implicacbes aos produtores farmacéuticos. O processo para garantir a qualidade, a
seguranca e a eficAcia dos medicamentos fundamenta-se no cumprimento da

regulamentacao sanitaria, destacando-se as atividades de controle de qualidade, inspecéo e



35

fiscalizacdo, com as quais € feita a verificagdo regular dos medicamentos produzidos e
liberados para o mercado, considerando que acbes dessa natureza sao coordenadas
nacionalmente pela ANVISA, a qual tem editado uma série de instrucbes normativas
norteando assim, todo o processo de implementacéo da politica de medicamentos no Brasil
(LINSBINSKI, 2008) (KOHLER, et al., 2009).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria € o érgao brasileiro que regula todo o setor
farmacéutico. Ela atua como uma secretaria executiva, conforme atribuicées previstas na
sua lei de criagao, a Lei n® 9.782/99, e pelo Ministério da Saude (NISHIJIMA, 2010).

Bernardes e colaboradores (2010) consideram controle de qualidade, todos os
procedimentos que devem ser realizados pelos fabricantes e autoridades governamentais
com o objetivo de garantir a populagdo, a qualidade dos medicamentos, devendo a
qualidade envolver todo processo de producdo do medicamento (MENEGHINI; ADAMS,
2007). Pois, a partir de um rigoroso controle de qualidade espera-se obter medicamentos
cada vez mais eficazes e seguros, menos téxicos e mais estaveis (BERNARDES, et al.,
2010).

Portanto, Controle de Qualidade “é o conjunto de medidas destinadas a garantir, a
qualguer momento, a produgdo de lotes de medicamentos e demais produtos, que
satisfacgam as normas de identidade, atividade, teor, pureza, eficacia e inocuidade”
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

3.1.5.1 Farmacopéia Brasileira

Os medicamentos, insumos farmacéuticos, e outros produtos sujeitos a vigilancia
sanitaria devem atender as normas e especificacbes estabelecidas na Farmacopéia
Brasileira (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). As Farmacopéias sdo codigos
farmacéuticos oficiais ou oficialmente adotados, que estabelecem procedimentos para
identificagdo, padrées de qualidade e os métodos de analises dos farmacos de interesse,
para isso utilizam-se testes de analises fisicas, quimicas e bioldgicas (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

A primeira edicdo da Farmacopéia Brasileira foi oficializada pelo governo federal por
meio do decreto N° 17.509 de 04/11/1926, no entanto, tornou-se obrigatéria a partir de 15 de
agosto de 1929. Em 1999, com a criacdo da ANVISA, a revisdo permanente da
Farmacopéia Brasileira passa a ser de responsabilidade administrativa, técnica e cientifica
da Agéncia (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

A 5% Edicdo da Farmacopéia Brasileira (2010) é apresentada em dois volumes
divididos em Métodos Gerais e Monografias. Nela estdo incluidos cento e setenta e seis

métodos gerais e quinhentas e noventa e nove monografias, das quais duzentas e setenta e
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sete de insumos farmacéuticos, duzentas e dez de especialidades, cinquenta e sete de
plantas medicinais, seis de correlatos, trinta de produtos bioldgicos e dezenove de
hemocomponentes e hemoderivados (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Na auséncia de monografia oficial disponivel na Farmacopéia Brasileira para a
matéria-prima, forma farmacéutica, correlatos e métodos gerais para o controle de insumos
e produtos farmacéuticos admitir-se-a a adog¢ao de monografia oficial, em sua ultima edicao,
de codigos farmacéuticos estrangeiros, na forma disposta em normas especificas
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010), como Farmacopéia Alema, Americana, Britanica,
Européia, Francesa, Japonesa ou Mexicana (SANTOS, 2011) (BRASIL, 2010).

Para avaliagdo da qualidade da dipirona sddica, seja na forma sélida, oral ou matéria-
prima, pode-se utilizar a Farmacopéia Brasileira, pois nela encontra-se testes de
identificagdo, peso, dureza, friabilidade, desintegracdo, uniformidade de doses unitarias,
dissolugao, doseamento, determinacéo de volume, pH, ensaio de pureza, entre outros.

Em relacdo a quantificacdo da dipirona, que é o foco do estudo, destaca-se que a
Farmacopéia Brasileira descreve a realizagao de uma reacao de oxidagao-reducao, através
da volumetria. Assim, a quantificagdo da dipirona — matéria-prima, ou presente em
medicamentos (comprimidos e solugdo oral) ocorre através da titulagdo de oxi-reducéo
direta deste farmaco com iodo (iodimetria), na presenga de acido acético, em baixa
temperatura, utilizando como indicador uma solugdo de amido. Essa metodologia sera

detalhadamente descrita e discutida nos tépicos a seguir.



37

3.2 Aspectos Gerais sobre a Dipirona
3.2.1 Historico

No século XIX, médicos concentraram esforgcos para desenvolver pesquisas
terapéuticas a respeito da analgesia e da anestesia. No decorrer dos estudos, dentre as
varias moléculas possuidoras de propriedades analgésicas, foi encontrada na Alemanha, a
familia das pirazolonas, que teve uma substancia - a antipirina, sintetizada em 1884. Anos
mais tarde, em 1897 surgia outro composto pertencente a mesma familia, a aminopirina
(MARCOLINO Jr., 2007). As estruturas das substancias supracitadas sao apresentas na

Figura 02, a seguir.

Figura 02 - Estrutura molecular de alguns derivados pirazolénicos.
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FONTE: MARCOLINO Jr., 2007.

A industria farmacéutica Hoechst AG, em 1913, extraiu a partir do alcatrao
(anilina)(VALE, 2011), o primeiro composto injetavel da familia das pirazolonas, derivado da
fenilpirazilona, a dipirona (MAGNI, 2011) (MARCOLINO Jr., 2007). J&4 em 1921, a dipirona
foi langcada no mercado farmacéutico aleméo, a primeira pirazolona com utilizacao clinica. O
medicamento langado era um produto composto por uma mistura de 50% de dipirona e 50%
de aminopirina. Inicialmente, a indicagcdo terapéutica deste composto era analgésico e
antiespasmédico, no entanto, foi avaliado até para o tratamento da tuberculose
(MARCOLINO Jr., 2007).

3.2.2 Quimica

A dipirona sddica (sal de sodio do 1-fenil-2,3-dimetil-4-metilaminometanossulfonato-5-
pirazolona); sal de sédio do acido 1-[(2,3-diidro-1,5-dimetil-3-oxo-2-fenil-1H-pirazol-4il)
metilamino]metanossulfénico hidratado, ou como também ¢é conhecido metamizol é um

derivado 5-pirazolénico com a presenca de um grupo metanossulfénico na estrutura,
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conforme pode ser visualizado na Figura 03, onde se apresenta sua formula estrutural
(PEREIRA, et al., 2002), possui massa molar 351,35 g mol’ e férmula molecular
C13H16N3sNa04S.H,0 (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010):

Figura 03 - Férmula estrutural da dipirona sédica.

H,C

FONTE: FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010.

A dipirona é um pé cristalino, branco e inodoro, bastante solivel em agua e metanol,
pouco soluvel em etanol e praticamente insoluvel em éter etilico, acetona, benzeno e
cloroférmio (KNAPPMANN; MELO, 2010). Além disso, € um anti-inflamatério ndo esterdide
(AINE) (BARANOWSKA, et al., 2006), ou seja, possui a capacidade de controlar a
inflamacao, a febre e de reduzir a dor (OLIVEIRA, 2009), através do mecanismo que baseia-
se na inibicdo da sintese de proglandinas, prostaciclinas e tromboxanos, e pela inibigdo
reversivel e irreversivel da enzima ciclooxigenase (COX) (KNAPPMANN; MELO, 2010).

3.2.3 Mercado x Toxicidade

No Brasil, a dipirona foi introduzida em 1922 pela industria farmacéutica Hoechst AG
sob o nome de Novalgina® (TUBINO, 2002) (NEVES, 2004). Atualmente é muito conhecida
e consumida pela populagdo brasileira, principalmente, por ser um potente analgésico,
antipirético (BIONDO, et al., 2008a), antiespasmadico (MUNOZ, et al., 2001) (LIMA, et al.,
2003), componente antiinflamatério (IQUEGO-DIPIRONA, 2011) e por apresentar custo
baixo (BIONDO, et al., 2008).

A dipirona €& comercializada principalmente na forma sdédica e possui diversa
apresentagdo nas formulagbes farmacéuticas (solugdo oral, injetavel, comprimidos e
supositérios), além disso, sua obtencao é de facil acesso, por ser um medicamento isento
de prescricao médica (MIP) (PEREIRA, et al., 2002) (BIONDO, et al., 2008) (KNAPPMANN;
MELO, 2010).

Segundo Dal Pizzol (2009), o uso de dipirona como analgésico corresponde a 31,8%
no mercado brasileiro, enquanto que a utilizagdo do paracetamol e do acido acetilsalicilico

corresponde a 29,7 e 27,1%, respectivamente.
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A literatura disponibiliza diversos estudos que tratam da comparacao da eficiéncia de
dipirona com outras substancias como paracetamol, cloridrato de benzidamina (Fernandes e
Kozlowski, 1995), ibuprofeno (MAGNI, et al., 2011) (PRADO, et al., 2006) (WONG, 2001) e
outras substancias (WANNMACHER, 2005) (GOZZOLlI, et al., 2004). Apesar dos estudos
comprovarem a eficacia da dipirona como analgésico e antipirético, seu uso tem sido
relacionado ao desenvolvimento de algumas doencas, como: leucopenia, pancitopenia,
anemia aplastica, anafilaxia, reacdes dermatolégicas graves, disturbios gastrointestinais e
principalmente, ao desenvolvimento de agranulocitose (MOFFATT, 1986) (HAMERSCHLAK;
CAVALCANTI, 2005) (WANNMACHER, 2005).

Segundo Carneiro e colaboradores (2011) a agranulocitose € uma doenca rara, grave
e imprevisivel de avaliar o seu desenvolvimento, € tambem, associada com a terapia
medicamentosa, sendo sua causa idiopatica. Estudos apontam ainda que um individuo ja
possa apresentar predisposicdo genética como fator presente na agranolocitose, sendo esta
apenas, induzida pelo uso da dipirona (WANNMACHER; FERREIRA, 2004).

A agranulocitose consiste em alteragdo no sangue, pois ocorre uma acentuada queda
na taxa de granuldcitos no sangue, que se manifesta como febre, calafrios, dor de cabega,
ulceragdes na garganta, no trato gastrointestinal e outras mucosas (DANIELI; LEAL, 2003)
que se seguem por infec¢des graves. A agranulocitose foi descrita pela primeira vez em
1922, por Schultz, que Ihe forneceu esse nome. Em 1930, os pesquisadores Bock e Wiede
avaliaram a etiopatologia da doenga, iniciando sua caracterizagao, onde concluiram que se
devia dar maior atengdo a agentes quimicos € menos a agentes infecciosos. Em 1934,
Madison e Squier, demonstraram que a agranulocitose poderia ser provocada pelo uso da
aminopirina, que é a substancia precursora da dipirona (DALL'OLIO, et al., 2003). Assim, a
aminopirina foi identificada como causadora da agranulocitose. Tempo depois, foi observado
que a dipirona também apresentava relagcdo entre seu uso e o aparecimento da
agranulocitose (HEDENMALM; SPIGSET, 2002).

Segundo Dall'Olio e colaboradores (2003) a incidéncia de agranulocitose
medicamentosa causada pela dipirona é desenvolvida em 0,2 a 1,1 paciente dentro de
aproximadamente, 1.000.000 consumidores de dipirona, a média variando de regido para
regido. Evidenciando um valor muito baixo para restringir o uso desta droga, que tem alta
eficacia comprovada na pratica clinica.

Estando no mercado mundial ha mais de noventa anos, a dipirona € comercializada
em mais de 100 paises, dentre os quais pode-se destacar, Alemanha, Italia, Franca,
Holanda, Finlandia, Espanha (ANVISA, 2001a). Além desses, a dipirona é amplamente
utilizada no Extremo Oriente, Africa, América Latina e do Sul (HEDENMALM; SPIGSET,
2002). Destaca-se apenas que na Alemanha a dipirona é comercializada, sob prescricao

meédica, nas seguintes situagdes clinicas: dor aguda grave em razao de trauma ou cirurgia,
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dor em colica, dor relacionada ao cancer ou dor aguda ou crbnica grave, mas apenas se
outras intervencdes terapéuticas ja tenham falhado (PORTAL DA EDUCACAO, 01/01/2008).

Apesar do amplo uso, a dipirona encontra-se banida em mais de 30 paises (TUOTO,
2009). Ja, na década de 1970, a dipirona foi proibida nos Estados Unidos e varios paises
europeus, apoés relatos de agranulocitose fatal entre os usuarios. Na época dipirona foi
proibida, mesmo havendo pouca informacéao disponivel para quantificar o risco associado ao
seu uso (BONI, et al., 2011). Ressalta-se que apenas de ter sido banida dos Estados
Unidos, a dipirona continua ali sendo usada por imigrantes latinos, dando origem a casos de
neutropenia ou leucopenia e grave infeccdo associada ao medicamento, pois estudo
realizado com 113 pacientes de fala espanhola ou portuguesa durante 15 dias, apontou que
o farmaco era usado por 35% deles, 20% dos quais o tinham em casa e 25% o haviam
comprado nos Estados Unidos (WANNMACHER; FERREIRA, 2004).

Em paises como, como, Australia, Canada a dipirona também foi banida ou retirada de
comercalizagdo, por conta dos riscos associados ao aparecimento de agranulocistose em
seus consumidores (DALL'OLIO, et al., 2003). No Reino Unido, a dipirona nunca foi
licenciada para comercializacdo. Na Suécia, todos produtos contendo dipirona foram
retirados de circulagdo em margo de 1974, devido a estimativa de 1 paciente em cada 3000
a desenvolver agranulocistose. Em setembro de 1995, foram liberados sua comercializagao,
mas em abril de 1999 foi novamente banida (HEDENMALM; SPIGSET, 2002).

Procurando evitar decisdes regulamentares e clinicas baseados em acontecimentos
adversos e isolados, Andrade e colaboradores (1998) realizaram um estudo epidemiolégico
em publicagdes entre 1970 e 1995 objetivando avaliar a associagdo de efeitos adversos
graves - como desenvolvimento de agranulocitose, anemia aplastica, anafilaxia e
hemorragia digestiva, a partir da utilizacdo de aspirina, diclofenaco, paracetamol e dipirona,
bem como determinar e comparar o excesso de mortalidade associado ao uso dessas
drogas a curto prazo. Os dados deste estudo apresentaram o excesso de mortalidade de
cada uma dessas drogas, sao apresentados na Figura 04, sendo que o diclofenaco e a
aspirina apresentaram os maiores riscos comparando com o paracetamol e a dipirona
(FINOTTI, 28/10/2010).

Figura 04 - Excesso de mortalidade com o uso de analgésicos em curto prazo/ 100

milhdes de usuarios.

O excesso de mortalidade asscciado com o uso a
curto prazo de analgésicos nao-narcdticos por
100milhoes de usuarios
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FONTE: FINOTTI, 28/10/2010; ANDRADE, et al., 1998
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Assim, baseando-se em estudos disponiveis na literatura, em relacédo a incidéncia de
discrasias no sangue, como, anemia aplastica e/ou agranulocistose, causada pela dipirona é
baixa (DANIELI; LEAL, 2003) (WANNMACHER, 2005). E, avaliando-se seus riscos e
beneficios, ja foi comprovada a eficacia do farmaco - dipirona, sendo que sua retirada do
mercado nao atenderia aos interesses da populagdo. Além disso, para muitos a retirada da
dipirona seria um procedimento precipitado, visto que ainda n&o ha um posicionamento

definitivo pelos pesquisadores quanto a seguranga da dipirona (DANIELI; LEAL, 2003).

3.2.4 Farmacocinética

Ao ser injerida, a dipirona ¢é hidrolisada pelo suco gastrico, sendo absorvida na forma
do 4-metil-amino-antipirina (MAA), apresentando maxima adsor¢do em um tempo de
aproximadamente 1 - 2 horas (MUNOZ, et al., 2001) (HINZ, et al., 2007). E, efeito apds
administracao por qualquer via de 4 a 6 horas (IQUEGO-DIPIRONA, 2011).

Assim, a farmacocinética da dipirona é caracterizada pela rapida hidrdlise da dipirona
para formagao do seu principal metabdlito MAA, principalmente quando se tem uma solugéo
com baixa concentrago de dipirona (LEVY, 1995) (ERGUN, et al., 2004) (HINZ, et al., 2007).
O MAA é convertido em uma grande variedade de metabdlitos, dentre os quais destaca-se o
4-formil-amino-antipirina (FAAP) e o 4-amino-antipirina (AA), este Ultimo sendo acetilado a
4-acetil-amino-antipirina pela enzima polimérfica n-acetil-trans-ferase (HINZ, et al., 2007).

Os metabdlitos - MAA e AA contribuem para o efeito clinico. O grau de ligagdo as
proteinas plasmaticas é de 58% para MAA, 48% para AA, 18% para FAAP e 14% para AAA
(4 - N - acetilaminoantipirina) (IQUEGO-DIPIRONA, 2011).

A estrutura da dipirona e seus principais metabdlitos sdo apresentados através da
Figura 05.

Figura 05 - Estrutura da dipirona (a) e seus principais metabolitos - (b) MMA; (c) AA.
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FONTE: HINZ, et al., 2007
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3.2.5 Procedimentos para Determinagao da Dipirona

Na literatura existem diversos procedimentos envolvendo as mais diversas técnicas
para quantificagdo da dipirona, dentre os quais se destacam, a cromatografia [(KATZ, et al.,
1984) (DAMM, 1989) (CARRETERO, et al., 1993) (AGUNDEZ, et al., 1994)
(GEISSLINGER, et al., 1996) (ALTUN, 2002) (SENYUVA, et al., 2005) (BARANOWSKA, et
al.,, 2006) (SHEN, et al., 2007)], eletroquimica — potenciométrico [[ALBUQUERQUE, et al.,
2003)], amperométrico [(MATOS, et al., 2000) (MUNOZ, et al, 2001) (SANTOS, et al.,
2009) (FELIX; ANGNES, 2010)], voltamétrico (SKEIKA, et al.,, 2008), polarografico
(RAMADAM, et al., 2011) e fluorimétrico (PEREZ-RUIZ, et al., 1993); quimiluminescéncia
(HUANG, et al., 1999) (ZHAO, et al., 2004), e espectrofotometria molecular de absorcéo
ultravioleta (UV)[(DING; ONUR, 1997) (DING, 2001)] e visivel(Vis) [(VASSILEVA-
ALEXANDROVA; SHISHMANOV, 1975) (ELSADEK, et al., 1990)(ACAR; ONUR, 1996)
(BAUTISTA, et al.,, 1996) (ERK; ONUR, 1996) (ERK; ONUR, 1997) (SUAREZ, et al., 2011)
(MARCOLINO-Jr., et al., 2005a) (WEINERT, et al., 2007a)].

Perez-Ruiz e colaboradores (1993) propuseram a determinacdo de dipirona em
preparagbes farmacéuticas através de Analise por Injecdo em Fluxo (FIA) e detecgéo
fluorimétrica. O método consiste na oxidagdo da dipirona pelo cério (IV) e medida da
fluorescéncia ao formar cério (lll). O método proposto ndo apresentou interferéncias ao ser
analisados medicamentos com principios ativos além da dipirona. A Unica substancia
testada a apresentar interferéncia foi o paracetamol, devendo ser separado, caso em um
mesmo medicamento esteja combinado a dipirona.

Marcolino-Jr. e colaboradores (2005) determinaram, indiretamente, a dipirona através
de um sistema de FIA, onde havia um reator de fase soélida contendo AgCl, imobilizado em
resina de poliéster, para atuar como fonte de ions Ag’. Esses ions Ag* eram reduzidos pela
dipirona a Ag’. A suspensdo coloidal contendo Ag° foi transportada pela solugdo
carregadora, e detectada turbidimetricamente. A concentragdo de dipirona injetada no
sistema foi proporcional & quantidade de Ag° gerada (QUEIROZ, 2008).

Santos e colaboradores (2009) desenvolveram uma metodologia amperométrica de
pulso multiplo utilizando analise por injecdo em fluxo para determinacdo simultanea de
dipirona e, indiretamente, de paracetamol em amostras de formulagdes farmacéuticas. As
substancias eram detectados através da aplicacdo de quatro pulsos de potencial
(sequenciais) em funcdo do tempo. Dipirona foi diretamente detectada em + 0,40 V e
paracetamol indiretamente em 0,00 V através da redugao do produto de oxidagao N-acetil-p-
benzoquinonaimina, gerada eletroquimicamente em + 0,65 V.

Focando-se em publicagdes que tratam da quantificacdo da dipirona através do uso da

espectrofotometria de absorcdo molecular, que foi a técnica utilizada para o
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desenvolvimento da metodologia proposta neste estudo. Destaca-se que essa técnica tem
sido muito utilizada para quantificar a dipirona através da reacido do farmaco em estudo com
diversos reagentes, como o iodato de potassio (QURESHI, et al., 1989), nitrito de sédio, 4-
dimetilaminobenzaldeido, cério (IV), N-bromosuccinimide, cloridrato 3-metil-2-benzotiazolina-
hidrazona, iodato de potassio e ferro (lll) - 1,10-fenantrolina (PEREZ-RUIZ, 1993) nitrato de
cobalto e KSCN (LIMA, et al., 2003)

Sakiara e colaboradores (1999) que determinaram a dipirona em preparagoes
farmacéuticas através do uso do acido cromotrépico, com deteccao espectrofotométrica
(A= 575 nm). O método se baseia na oxidacdo da dipirona, em meio sulfurico, originando o
formaldeido que reage com o acido cromotrépico, produzindo um composto vermelho-
violeta. No entanto, essa metodologia baseia-se na utilizagcdo de acido em concentragoes
elevadas, como o acido sulfurico 11,2 mol L™ e acido cromotrépico 20% m/v, além disso,
necessitava de aquecimento (100 °C) por 25 minutos - cada amostra, tornando-se uma
metodologia tediosa e de limitada frequéncia de analise.

Lima e colaboradores (2003) desenvolveram um sistema de fluxo para a determinagéo
espectrofotométrica de dipirona com p-dimetilaminobenzaldeido explorando o multi-
bombeamento. A metodologia proposta utiliza varias micro-bombas para a propulsdo dos
fluidos envolvidos no &mbito da melhoria das condicbes de mistura, na introdugcdo de
aliquotas de amostra/reagente, proporcionando facilidades de deslocamento. Como
consequéncia, o sistema de multi-bombeamento apresenta versatilidade e simplicidade
multiplas, bem como um controle operacional direto e maior capacidade analitica.

Zhao e colaboradores (2004) descreveram a determinagdo de dipirona usando um
sensor através de um fluxo com detec¢ao quimiluminescente. A metodologia foi proposta
baseando-se na oxidagao da dipirona pelo didoxido de manganés (MnO,) na presencga de
rodamina B.

Pereira e colaboradores (2002) desenvolveram um sistema por injecao em fluxo para a
geracao de ions triiodeto - 137 no préprio sistema, e esse foi empregado para quantificar a
dipirona em produtos farmacéuticos. O sistema desenvolvido ndo necessitou preparar, muito
menos, padronizar as solugdes de iodo, superando o problema da instabilidade desta
solugao pela exposicao ao ar, visto que as reagdes ocorrem em um sistema fechado e com
elevada rapidez. Os ions triiodeto gerados em linha, ao reagirem com a dipirona inserida no
sistema, oxidavam o grupo metanossulfénico do farmaco a sulfato. O consumo de ions I3
pela dipirona provocava um decréscimo da absorbéancia (linha base) do complexo triiodeto-
amido que foi monitorado espectrofotometricamente em 580 nm.

Weinert e colaboradores (2007a) desenvolveram um procedimento por injecdo em
fluxo com deteccao espectrofotométrica em meio micelar para a determinacéo de dipirona.

O método foi baseado na formacao instantdnea de um produto vermelho-alaranjado apés a
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reacédo entre a dipirona e dimetilaminocinamaldeido p-(p-DAC) em meio acido diluido. A
sensibilidade desta reacao foi aumentado na presenga de dodecil sulfato de sodio (SDS).

Ainda, Weinert e colaboradores (2007), descreveram o método supracitado, que
consistiu na reagado da dipirona e p-DAC, em meio acido, baseando-se nas medidas de
reflectdncia do composto alaranjado produzido na reagao.

Tubino e colaboradores (2010) desenvolveram um método que avaliava qualitativa e
quantitativamente a dipirona. A metodologia consistia na reac&o da dipirona na presencga do
acido cromotropico, ferro (lll) e H,SO,4, havendo a formagdo de um composto de cor
vermelho-violeta que indicava um resultado positivo para presenga da dipirona. Na
sequéncia, pbde-se realizar um procedimento quantitativo, com detecgao
espectrofotometrica em 576 nm.

Além das metodologias citadas anteriormente, apresenta-se na Tabela 03, alguns
procedimentos para quantificagdo da dipirona desenvolvida utilizando Analise por Injecéo

em Fluxo, associada a diferentes técnicas de deteccéo.



Tabela 03 - Levantamento bibliografico que utilizem analise por inje¢do em fluxo para quantificagdo da dipirona.

Técnica
Detecc¢ao Associada Reagente(s) Empregado(s) Matriz Referéncia
Espectrofluorescéncia FIA Cério (1V) Preparagdes Farmacéuticas PEREZ-RUIZ, et al., 1993
Espectrofotometria no Visivel FIA PbO, Preparagdes Farmacéuticas BAUTISTA, et al.,, 1996
Quimiluminescéncia FIA Tween 80 sensibilizada com rodamina 6G Preparagdes Farmacéuticas HUANG, et al., 1999
Amperométrica FIA Eletrodo Ag/AgCI Preparacdes Farmacéuticas MUNOZ, et al., 2001
Espectrofotometria no Visivel FIA fons triiodeto - I Produtos Farmacéuticos PEREIRA, et al., 2002
Quimiluminescéncia FIA Luminol e dicromato de potassio Preparagdes Farmacéuticas SONG, et al., 2003
Espectrofotometria no Visivel FIA p-dimetilaminobezaldeido Preparagdes Farmacéuticas LIMA, et al., 2003
Potenciométrica FIA Tetra-Octilambnio Formulagbes farmacéuticas ALBUQUERQUE, et al., 2003
Fe(lll)
Biamperometria FIA I, Produtos Farmacéuticos MEDEIRQOS, et al., 2004
Quimiluminescéncia FIA MnO, Produtos Farmacéuticos ZHAO, et al., 2004
Turbidimétrica FIA Cloreto de Prata Produtos Farmacéuticos MARCOLINO-JR., et al., 2005
Espectrofotometria no Visivel FIA Molibdato de Aménio Formulagées Farmacéuticas MARCOLINO-JR., et al., 2005a
p-dimetilaminocinamaldeido (p-DAC), na
Espectrofotometria no Visivel FIA presenca de dodecil sulfato de sédio Produtos Farmacéuticos WEINERT, et al., 2007a
Amperométrica FIA N-acetil-p-benzoquinonaimina Formulagées farmacéuticas SANTOS, et al., 2009
Amperométrica FIA Ftalocianina de cobalto Formulagdes farmacéuticas BONI, et al., 2011
Espectrofotometria no Visivel FIA Fe(lll) Formulagdes farmacéuticas SUAREZ, et al., 2011




A partir do levantamento bibliografico realizado na Tabela 03, observaram-se ainda
algumas figuras de méritos apresentadas em alguns trabalhos que envolveram o processo

FIA com detecgao espectrofotométrica na regido do visivel - Tabela 04, a seguir.

Ressalta-se a importancia de levantamentos dessa natureza, visto que possibilita
ampliar os conhecimentos em relagido a trabalhos realizados por outros pesquisadores que

focaram no analito — dipirona.



Tabela 04 - Figuras de méritos de publicagdes de quantificacado da dipirona que utilizaram FIA com deteccéo espectrofotométrica.

Faixa de
Publicagao A (nm) Faixa Linear Coeficiente de LD LQ Recuperagao RSD Nivel de Frequéncia
(mol L) Correlagio (r) (mol L™ (mol L™ (%) Confianga  Analitica
<0.45 %
PEREIRA, et al., 2002 580 1,4x10*-7,0x 10" 0,9998 6,0x 10° - 98,8 - 101,0 n=10 95% 60 det h”'
<0,12%
LIMA, et al., 2003 430 0,28x10*-11,4x 10" 0,9997 0,28x10°  0,1x10* - (n = 20) 95% 50 deth™'
1,7%
MARCOLINO-Jr., et al., 2005a 620 50x10*-8,0x 107 - 9,6x10° - 95,3 -101,0 (n=10) 95% 60 det h”'
2,0%
WEINERT, et al., 2007a 510  1,45x10°-2,90x10° 0,9999 1,31x107  440x107  97,3-103,0 (n = 20) 95% 72 amostra h™!
<0,4%
SUAREZ, et al., 2011 642  0,99x10°-0,79 x 107 0,9992 0,79 x 10° - 98,0 - 103,6 (n=10) 95% 80 det h”'

- Ndo Informado
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3.3 Analise por Injecao em Fluxo

A crescente demanda nos laboratérios de analises quimicas tem exigido da Quimica
Analitica o desenvolvimento de métodos capazes de atender diversas exigéncias, tornando
necessario o aperfeicoamento/aprimoramento de métodos analiticos cada vez mais rapidos
e precisos, sendo muitas vezes necessaria sua mecanizagdo e/ou automatizacido (FARIA,
1987).

Para controle, por exemplo, de medicamentos, diversos métodos que no passado
eram adequados, hoje podem ndo mais atender as necessidades atuais. Tendo em vista o
estabelecimento de novos limites para varias substancias, as metodologias recomendadas
anteriormente, podem n&o suprir as necessidades de analise recomendadas pelos 6rgaos
de controle atuais. Além disso, atualmente, é interessante que a escolha de um método
analitico considere, baixo consumo de reagentes e amostras, consequentemente,
diminui¢do de residuos gerados, alta frequéncia de amostragem - possibilitando analise de
grande quantidade de amostras, alta sensibilidade, baixo limite de detecg¢ado, baixo custo,
simplicidade, rapidez, a possibilidade de mecanizagcdo ou automatizacdo e, também, a
possibilidade de monitoramento in situ em tempo real, possibilitando o desenvolvimento de
mddulos de analise que possam ser transportadas ao campo (CORDOVA, 2008 ).

Nessa perspectiva, Schmidt Jr. (2009) e colaboradores ressaltam que os sistemas FIA
tém sido utilizados principalmente almejando a mecanizagdo de procedimentos analiticos
(SOLICH, et al., 2001), a fim de minimizar a interven¢cado do analista, aumentando o nimero
de amostras processadas por tempo e melhorar a precisdo dos resultados obtidos. Estes
sistemas também mostram um grande potencial para o desenvolvimento de procedimentos
analiticos aliadoas aos descritos pela quimica verde, onde a producdo de residuos é

reduzida quando comparada com metodologias classicas como titrimetrias.

3.3.1 Historico da Técnica

O uso dos Métodos Mecanizado de Analises foi introduzido por Skeggs na década de
50, como maneira de substituir as operacdes realizadas manualmente por um analista. A
mecanizagdo desenvolvida por Skeggs foi denominada de Analise de Fluxo Segmentado,
cuja sigla - SFA (do inglés, Segmented Flow Analysis), que foi muito usado na década de
60, para andlises clinicas (PALGROSSI, et al., 2001) (SKOOG, 2002) (AMORIM, 2010).

Karlberg e Pacey (1989) ressaltam que os segmentos de ar criam espagos como
“‘paredes” entre as aliquotas da amostra dentro dos tubos, assim, a solugdo se arrasta
contra as paredes surgindo a necessidade de mistura e convecgao. O ponto importante
sobre os sistemas segmentados de fluxo continuo contra FIA é que as bolhas de ar sao

usadas para limitar a dispersao, conforme pode-se verificar através da Figura 06.
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Figura 06 — Perfis de amostra: A) Sistema de injecdo em fluxo; B) Sistema
multissegmentado, B1) Diagrama esquematico da técnica de analise por fluxo segmentado;

C) Sistema monosegmentado.
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Legenda: A=Amostra; R=reagente;
FONTE: PASQUINI, 1999. FONTE: GONSALVES, 2008.

Com o aprimoramento do processo de fluxo segmentado, surgiu na primavera de
1974, a andlise em fluxo continuo ndo-segmentado (HANSEN, 2008)(TROJANOWICZ,
2008), que foi a denominacgao inicial para a técnica que viria a ser denominada de Analise
por Injecdo em Fluxo - FIA, sigla oriunda do termo em inglés - “Flow Injection Analysis”
(SKOOG, 2002) (REIS, 1996), nome conhecido até os dias atuais.

A técnica de FIA foi desenvolvida por Jaromir Ruzicka e Elo Hansen, na Dinamarca,
ao utilizarem uma seringa hipodérmica para injetar amostras no circuito hidraulico que
conduzia ao detector (PALGROSS]I, et al., 2001) (SKOOG,et al., 2002).

Segudo Ruzicka, o experimento inicial baseava-se em um teste simples envolvendo a
injecdo de um volume bem definido de uma amostra em um fluxo transportador de fluxo
continuo ndo segmentado (Figura 07a). Sendo que para surpresa, os picos de resposta
foram bem definidos e a frequéncia de amostragem foi muito maior do que o que era
possivel por auto-analisadores, desenvolvidos por Skeegs. Ruzicka e Hansen perceberam,
entdo, que haviam descoberto algo importante (GRUDPAN, et al., 2011).

O primeiro artigo tratando e apresentando a analise por injecdo em fluxo foi publicado
em 1975, chamado de Flow injection analyses: Part . A new concept of fast continuous flow
analysis (MCKELVIE, 2008) (RUZICKA; HANSEN, 2008). Tempo depois, junto com
pesquisadores/amigos brasileiros, publicaram os primeiros dez artigos a respeito do novo
processo, antes que a comunidade analitica tivesse prestado atengao a tecnica até entao
desenvolvida (GRUDPAN, et al., 2011).

Ressalta-se assim, que pesquisadores brasileiros — Henrique Bergamin Filho, Elias
Ayres Guidetti Zagatto e Francisco José Krug, apresentaram grande contribuicdo para
desenvolvimento dos sistemas FIA, isso porque, por volta de 1976, Ruzicka esteve no
Brasil, e passou 1 ano assessorando a implantagao do laboratério de Quimica Analitica do
Centro de Energia Nuclear na Agricultura da USP (REIS, 1989) (REIS, 1996).
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Penoni (2006) destaca que as modificagbes elaboradas por Ruzicka e Hansen foram
muito profundas em relagdo ao processo segmentado, sendo as modificagdes principais
relacionadas com a introdugdo da amostra por injecao e a auséncia de segmentagado por
bolhas, tornando simples e versatil a instrumentagido da analise por injecdo em fluxo
(GRUDPAN, et al., 2011).

Ruzicka e Hansen (2008) refletem a respeito do desenvolvimento do sistema de FIA,
afirmando que, naquela época, a principal preocupagao era provar que a FIA apresentaria-
se como uma alternativa viavel e pratica para as formas tradicionais de manipulagcao de
solugao no laboratério de analises. O desenvolvimento da Analise por Injecdo em Fluxo, foi
uma novidade, pois as leituras poderam se basear na altura do pico, obtido por uma zona de
dispersao da amostra em um fluxo de reagente, formando um gradiente de concentracao.

Atualmente, existem inimeros estudos a respeito da analise por injecado em fluxo, que
apontam para a grande versatilidade e aplicabilidade da técnica, possibilitando seu uso em
amplos ensaios analiticos, como: pesquisa agricola, ambiental, farmacologia, bioquimica,
biologia, entre outras. Sendo possivel, ainda, associar facilmente as técnicas FIA aos
avangos tecnoldgicos (como os detectores de estado sélido, de fibra optica e
informatizacdo), tornando FIA cada vez mais poderosa e mais adequada ferramenta para as

aplicagdes analiticas.

3.3.2 Principio da Técnica

A analise quimica através da injegdo em fluxo continuo € um processo que ocorre pela
automatizagdo de procedimentos analiticos, pelo qual, envolve a insergao/inje¢gdo de um
volume discreto e bem conhecido de amostra (HANSEN; MIRO, 2007) em um fluido
carregador (em um movimento unidirecional, ndo segmentado), também conhecido como
solugado transportadora ou fluxo reagente, que a transporta a amostra em direcdo ao
detector. A solugado transportadora pode ser uma solugdo reagente — fluxo/carregador
reagente, ou um fluido quimicamente inerte em relagao ao analito (REIS, et al., 1993).
Ressalta-se que neste movimento do fluxo, a amostra pode ser fisica e quimicamente
transformada em uma espécie detectavel, pois, durante o transporte a amostra pode receber
reagentes, sofrer reagdes quimicas e/ou passar por etapas de separagao, provocando uma
resposta do detector a jusante o ponto de injecao (REIS, 1989) (STADEN; STADEN, 2010)
(LEITE, et al., 2004). Uma caracteristica muito importante no sistema FIA, se trata do
modulo de analise ser um sistema fechado, pois a partir do momento que a amostra é
inserida no percurso analitico, as reagcdes quimicas e a deteccdo ocorrem sem nenhum
contato externo. Essa caracteristica € importante quando o processo analitico gera uma

espécie gasosa, evitando perda do analito ao ambiente (REIS, 1996).
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Ainda durante o transporte ao detector, como a amostra entra em contato com a
solugao transportadora, ocorre uma dispersao da amostra, originando uma zona de amostra
reprodutivel (ZAGATTO, et al, 1993), caracterizando um gradiente de concentragdo (REIS,
et al., 1993) (LEITE, et al., 2004). Devido a existéncia de gradientes de concentragao e da
medida ser feita com a zona de amostra em movimento em relagao ao sistema de deteccao
e nao apresentando, assim, um estado estacionario para leitura, obtém-se um sinal
transiente, cuja altura pode ser relacionada a concentracdo da espécie de interesse
(ROCHA, et al., 1999) (HANSEN; MIRO, 2007) (LEMOS, 2005).

Caracteristicas fisico-quimicas das solugdes, como viscosidade, e fatores
hidrodindmicos como, vazéo, volume de amostra, comprimento e didmetros dos tubos que
compdem o percurso analitico, da alga de amostragem, influenciam no grau de dispersao de
uma amostra, refletindo na magnitude e no formato do sinal gerado pelo detector (REIS, et
al., 1993) (ROCHA, et al., 1999) (LEITE, et al., 2004).

Esse perfil de concentracdo ou gradiente de concentracdo da amostra, através da
analise por injecdo em fluxo, trouxe um novo conceito a quimica analitica, permitindo, assim,
que qualquer ponto ao longo do gradiente possa ser usado como um potencial de leitura,
explorando assim sinais em estagios transitérios da reagdo. Como resultado disto, a
natureza cinética € uma das fundamentais propriedades do FIA. Devido a natureza
inerentemente dindmica da FIA, medicbes em muitos casos sdo realizados sob condigdes
de na&o-equilibrio, enquanto o sistema ainda esta em sua fase cinética e, sendo portanto,
corretamente classificado como um sistema cinético. Além da reacdo e/ou taxa de
dispersao, aspectos cinéticos da FIA podem ser ainda mais explorados por incorporacao
nas estratégias de sistema que dependem do controle dos processos cinéticos, tais como
catalise, stopped-flow (parada do fluxo), a taxa de absorcdo e dessorgido, extracao,
separacgao, difusdo de ions ou gases através das membranas ou reatores empacotados, e
reacoes enzimaticas (STADEN; STADEN, 2010).

Assim, ndo apenas a analise por injecdo em fluxo, mas também as suas novas formas,
como, a injecado sequencial (SI) sdo baseados nos mesmos principios, os padrbes de
mistura, a importancia da formacdo de gradiente e a descricdo matematica e fisica
semelhante ao tratamento dos modelos de tanques-em-série (aplicados em reatores
quimicos) (RUZICKA; HANSEN, 2008).

Se todos os parametros criticos (injecao reprodutivel, tempo de reacdo e dispersao
controlada) forem mantidos dentro de niveis de tolerancia, o resultado sera reprodutivel
(STADEN; STADEN, 2010).

Depois do surgimento do FIA, novas técnicas/modalidades de sistemas de andlise em
fluxo, foram desenvolvidas (ROCHA, et al., 1999), como em 1990 a Analise por Injecao

Sequencial — SIA (do inglés Sequential Injection Analysis), considerada a segunda geragao
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dos sistemas FIA (ECONOMOU, 2005)(MASINI, 2008). Além desse, aponta-se ainda o

desenvolvimento da analise por injecdo em fluxo multi-comutado (MCFIA - Multi-

Commutation Flow Injection Analysis), a analise por injecdo sequencial com o uso de multi-
seringa, entre outras (AMORIM, 2010) (FAJARDO, et al., 2010).

3.3.3 Vantagens Técnica

A analise por injecdo em fluxo, sistema de fluxo com auséncia das bolhas trouxe

diversas vantagens, dentre as quais se destacam:

Nao é necessario nenhum removedor de bolhas no sistema (KARLBERG; PACEY,
1989);

A dispersdo da amostra pode ser controlada no sistema (KARLBERG; PACEY, 1989);
Amostra pode receber reagentes, sofrer diluicbes e passar por etapas de separagao
(LEITE, et al., 2004);

Maior frequéncia analitica, pois ha uma maior velocidade de analises, podendo
chegar a 300 amostras por hora (SKOOG, et al., 2002) (LEITE, et al., 2004)
(SEMAAN, 1999);

Melhor tempo de resposta no detector, sendo o tempo inferior a 1 minuto entre a
injecao da amostra e o sinal no detector (SKOOG, et al., 2002);

Possibilita o baixo consumo de reagentes, bem como também de amostras (ATIEZA,
et al.,, 1992) (CLAUDIA; FRANCISCO, 2009), e consequente, reducio de residuos
gerados por analise, sendo considerada uma ferramenta ambientalmente inofensiva
(KAWAMURA, et al., 2011);

Diminuicdo da manipulacdo de reagentes e amostras do operador, favorecendo a
reducdo de riscos a saude do analista, dos erros associados aos procedimentos
manuais e também, a reducdo de custo de mao-de-obra (GONSALVES, 2008);
(LEITE, et al., 2004);

Proporcionam elevada reprodutibilidade e repetibilidade de resultados (KARLBERG;
PACEY, 1989) (CERDA, et al., 1999);

Apresentam baixo custo de investimento e manutencédo (CERDA, et al., 1999), além
disso, sdo extremamente versateis, flexiveis e facil de manusear (CLAUDIA;
FRANCISCO, 2009), podem ser construidos para diferentes fins de utilizacao,
permitindo, assim, que inumeras modificagbes, como: diluicdo, pré-concentragao
elou etapas de separagao, sejam incorporadas no sentido de viabilizar um melhor
desenvolvimento analitico (KARLBERG; PACEY, 1989) (ROCHA, et al., 1999)
(GONSALVES, 2008). Além de possibilitar seu acoplamento com praticamente
qualquer principio de deteccdo (KAWAMURA, et al., 2011);
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Por fim, ressalta-se que o desenvolvimento e a evolugao da analise quimica através
da injecdo em fluxo constituiu-se em uma ferramenta importante na Quimica Analitica
(PASQUINI, 1999), justamente por se fundamentar em um processo simples, de
instrumentagcdo de baixo custo, de facil e coémoda operacdo e possibilidade de uma
surpreendente rapidez, exatiddo e precisdo nos resultados almejados (LEMOS, 2005) e
possibilita execugdo do trabalho utilizando baixo volume de amostra por analise
(MAGALHAES, et al., 2009) (KAWAMURA, et al., 2011).

3.3.4 Componentes da Analise por Injegao em Fluxo

Em sua versao mais simples, os sistemas de analise por injecao em fluxo - FIA, séo
formados por uma bomba peristaltica para impulsionar o fluxo transportador e os reagentes
uma série de tubos para levar as solugdes, um injetor para introduzir com precisdo uma
aliquota pré-definida da amostra, uma bobina de reacdao, onde a zona de amostra se
dispersa formando as espécies quimicas a serem monitoradas, quando necessario, um
detector e um dispositivo para registrar o sinal analitico transiente gerado durante a
passagem da amostra processada através do mesmo (ALVES, et al., 2005) (RUIZ-MEDINA;
LLORENT-MARTINEZ, 2010). Podendo-se assim resumir o processo de analise quimica por
injecdo em fluxo continuo em quatro partes importantes essenciais, a propulsdo dos fluidos
(reagentes), injecdo da amostra, reacao e deteccao (REIS, 1989).

Karlberg e Pacey (1989) apresentaram um diagrama esquematico de um tipico e
simples sistema de analise por injecdo em fluxo de duas linhas (REIS, 1996), o qual é
apresentado na Figura 07. Nesse sistema, uma linha transporta a amostra, cuja solugao é
denominada de solugédo transportadora (que inclusive pode ser somente agua destilada) e a
segunda linha contem a solu¢ao do reagente. Essas duas linhas convergem antes da bobina
de mistura através de uma confluéncia, sendo encaminhado o segmento de
amostra/reagente ao detector. Nesse caso, a amostra sofre dispersédo desde sua injegao até

o ponto de confluéncia onde a partir dai ocorre diluicdo apds a confluéncia.

Figura 07 - Diagrama esquematico de um tipico sistema FIA.
A
—— NV

ST

REAGENTE MISTURA
000 -‘

DESCARTE

Legenda: ST = Solugado Transportadora; A= Injegdo da Amostra; D = Detector.
FONTE: KARLBERG; PACEY, 1989; ECONOMOU, 2005.
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A seguir serdo apresentados os componentes que compde o sistema de Analise por
Injecdo em Fluxo utilizados para o desenvolvimento do modulo de analise proposto,
ressaltando que os componentes descritos sdo dispositivos usados na maior parte dos

trabalhos realizados com sistemas FIA.

a) Sistema de Transporte de Amostra e Reagente

Bomba de pistao ou seringa, propulsor a gas, fluxos eletro-osmética ou gravitacional ja
foram propostas na literatura como alternativas de propulsdo de amostra e fluxos
carregadores, mas essas alternativas tém sido pouco exploradas em laboratérios dedicados
a grande escala de analise de amostra (LAPA, et al., 2002). As solu¢des impulsionadas por
pistdo ou seringa, revelam algumas limitagées dependendo do modo que eles séo utilizadas.
Além disso, pistdes ou seringas necessitam de interrompimento periédico para encher ou
esvaziar a seringa, causando um tempo de espera que reduz o rendimento analitico.

As bombas peristalticas sdo os meios mais comuns de propulsdao da amostra e dos
fluxos transportadores/ou de reagentes. Elas sdo robustas, confiaveis, de dimensao
consideravel e capaz de acomodar varios canais (LAPA, et al., 2002) (ARRUDA; COLLINS,
2005). A bomba peristaltica deve possuir torque suficiente para manter constante a vazao,
mesmo diante de variagbes como — comprimento do percurso analitico, viscosidade das
solucdes, e aumento ou diminuigao dos diametros internos da tubulagédo (REIS, 1989).

Assim, no sistema FIA, a amostra e solugbes sdo comumente transportadas por meio
de uma bomba peristaltica. Através da bomba peristaltica um fluido, que pode ser um liquido
ou um gas, € bombeado, geralmente, através de tubos de polietileno (ou teflon) cilindricos,
com paredes de pequena espessura, concéntricas e de raios variaveis (SKOOG, 2002)
(SEMAAN, 1999). Assim, a amostra é introduzida através de um sistema propulsor e
processada sob condi¢des reprodutiveis, permitindo o seu isolamento do ambiente, evitando
contaminagao externa (RUIZ-MEDINA; LLORENT-MARTINEZ, 2010).

O funcionamento da bomba peristaltica ocorre pela existéncia de molas para forgar os
tubos contra dois ou mais roletes durante todo o tempo, forcando a movimentagdo de um
fluido através da tubulacdo em um fluxo continuo (SKOOG, 2006). A configuragdo de uma
bomba peristaltica pode ser observada através da Figura 08 (a).

A vazao do sistema é controlada pela velocidade do motor da bomba peristaltica e
pelo didmetro interno do tubo (SKOOG, 2006).

O sistema proposto, no presente estudo, utilizou uma para impelir a amostra e
reagente, uma bomba peristaltica com 8 roletes de 4 cassetes Figura 08 (a), com tubos de

Tygon® com didmetro de 1,3 mm. Conforme pode ser observado na Figura 08 (b), adiante.
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Figura 08 - llustragdo/configuracdo de uma bomba peristaltica (a). Bomba peristaltica,

cassete e tubos de propulsao utilizados no presente estudo (b)

Bomba Cassete
Peristiltica

Tubo de
Bombeamento

Tubo de
Extensio

Rolete

(b)

Bomba peristéltica Cassete Tubos de

Bomba peristaltica contendo 3 cassetes
bombeamento acoplados com tubos de propulséo -
conforme utilizado no estudo

FONTE: (a) GONSALVES, 2008.

b) Injetor de Amostra e Reagente

No inicio do desenvolvimento do FIA a amostra era inserida ao fluxo carregador
através de uma seringa hipodérmica, o que originou a técnica. Uma caracteristica
importante da técnica FIA é a possibilidade de automacido dos processos de misturas,
obtendo-se eficiéncia e reprodutibilidade, mesmo para pequenos volumes de amostra e
reagentes (MERVARTOVA, et al., 2007).

O injetor &€ pega fundamental no sistema FIA, pois além de introduzir a amostra no
percurso analitico, pode ser utilizado para selecionar vazées do fluxo carregador e variar
comprimento do percurso analitico (REIS, 1989). Para uma analise ser realmente bem
sucedida, é de fundamental importancia que a amostra seja injetada rapidamente como um
pulso (SKOOG, 2002), além disso, a inser¢cdo da amostra ndo deve perturbar o fluxo do
fluido de arraste. A injecdo da amostra ocorre através de algas de amostragem quando uma
amostra é introduzida na alga e a valvula gira 90°, sendo esta inserida no fluxo (SKOOG,
2006). Apesar de existirem diversos dispositivos disponiveis para inserir aliquotas de

amostra no fluxo carregador, destaca-se o injetor proporcional devido sua simplicidade,
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versatilidade (ROCHA, et al., 1999) e por ter sido utilizado no presente estudo. Este injetor
foi desenvolvido por pesquisadores do CENA, e consiste em trés pecas de acrilico, sendo
duas fixas e uma moével (REIS, 1989). Pode-se observar a configuracao de um injetor a
partir da Figura 09:

Figura 09 - Injetor-comutador manual de 6 vias e a ilustragdo de sua configuragao.

Alavanca Tubo de

Fluxo -
Conexdo

S
olugdo
Transportadora —‘J =
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M ‘?u:un:n:ir: A Alca de
= mostragem
Extensdo I I g

FONTE: GONSALVES, 2008

Em relacdo a alca de amostragem, o volume de amostra utilizado em cada
determinacéao, é definido pelo comprimento da alga e o didmetro interno do tubo utilizado,
conforme observa-se através da Figura 10. Observa-se que aumentando o comprimento da
alca de amostragem, aumenta-se o sinal gerado no detector, no entanto, esse sinal tende a

um limite maximo, que corresponde a minima dispersao (REIS, 1989).

Figura 10 - Injetor-comutador utilizado no presente estudo.

Preenchimento da Alca de Amostragem Injecdo da amostra no sistema

c) Utensilios Importantes e utilizados no estudo: Confluéncia e Bobina de Mistura

No sistema FIA, com mais de uma linha, a adicdo de reagentes pode ocorrer pela
utilizacdo de confluéncia (Figura 11 (a)) (MASINI, 2008), assim, o reagente que é adicionado
por confluéncia, apés o injetor possibilita que a amostra receba quantidade igual de
reagente (REIS, 1989).

Segundo Coelho e colaboradores (2006) os sistemas FIA sofrem dispersao (processo

fisico-quimico), causada principalmente devido a vazao do carregador, comprimento do
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percurso analitico, bobina de reacao e volume de amostragem. A alga de amostragem ja foi
apresentada na secao anterior, assim, a seguir trata-se da bobina de mistura.

Existem varios tipos de reatores e dispositivos de mistura, conhecido como, bobina de
mistura. Mas, a bobina de mistura utilizada no presente estudo, se caracteriza por ser um
reator helicoidal (figura 11 (b)), no qual um tubo é enrolado em um suporte, para melhorar a
homogeneizacao radial em fluxos nao-segmentados, favorecendo as condigbes de mistura
entre o analito e o reagente. Essa movimentagao circular entre o centro do tubo e as
paredes, perpendicular a diregdo do fluxo é decorrente da forca centrifuga. O grau de
mistura depende da raz&o entre o didmetro de enrolamento e o didmetro interno do tubo
(ZAGATTO, et al., 1999).

Figura 11 — Confluéncia (a) e bobina de mistura (b) utilizados no presente estudo.

Confluéncia (a) Bobinade Mistura (b)

d) Célula de Fluxo e Detector

A célula de fluxo fotométrica ou como também é conhecido, compartimento de
amostra, € um dispositivo, onde o analito € monitorado. Este utensilio fica inserido entre a
fonte de radiagdo UV/Vis monocromatica e um sensor fotoelétrico. A célula possui, entre a
fonte de radiacdo e o transdutor, janelas que podem ser de vidro ou acrilico, quando a
radiacao incidente é na regido do visivel, e de quartzo, quando a radiagdo € na regiao do
ultravioleta (ARAUJO, et al., 1996).

Detector é um dispositivo responsavel pela conversdo do sinal eletromagnético em
pulso elétrico (dispositivo fotoelétrico - transdutor). Diversos detectores ja foram acoplados
ao sistema FIA, como: espectrofotdbmetro de UV/Vis, espectrofotbmetro de absorcéo
atbmica, potencidmetros, condutivimetros, espectrébmetro de emissao com plasma (REIS,
1989).

O processamento de sinal € uma parte importante em sistemas FIA e o perfil e a
qualidade do sinal obtido pode influenciar acentuadamente no desempenho de um
analisador (ARRUDA; COLLINS, 2005).

No presente estudo utilizou-se como detector um espestrofotometro UV/Vis, conforme

apresentado na Figura 12.



Figura 12 - Célula de fluxo e detector utilizados no presente estudo.

Célula de Fluxo

Espectrofotémetro UV/Vis
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3.4 Metodologias Quimicas Utilizadas

Para a quantificacdo da dipirona, que é o foco deste estudo, foram utilizadas a
metodologia descrita na Farmacopéia Brasileira (2010) — Método Oficial, o Método Adaptado
da metodologia oficial (PESTANA, et al., 2008) e o Método Proposto.

3.4.1 Metodologia Oficial

A metodologia oficial descrita na Farmacopéia Brasileira (2010) recomenda a
realizacdo de uma reacao de oxirreducao.

A quantificacdo da dipirona — matéria-prima e medicamentos (comprimidos e solugéo
oral) foi realizada através da volumetria de oxirredugédo direta deste farmaco com iodo
(iodimetria), na presenca de acido acético, em baixa temperatura, utilizando como indicador
uma solucao de amido.

A reagdo entre o ion tri-iodeto e a dipirona é apresentada na Figura 13:

Figura 13 - Reacgao entre a dipirona e o iodo, através da reacao de oxidagao-redugao.
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FONTE: MARCOLINO-Jr., et al., 2005.

3.4.1.1 lodo

O iodo tem baixa solubilidade em agua, além disso, o |, possui elevada pressao de
vapor, ocorrendo possiveis perdas por sublimagao durante sua manipulagao, tornando o uso
desse reagente um tanto limitado. Contudo, esses problemas sao contornados dissolvendo-
se o I, em uma solugdo aquosa de iodeto de potassio (Kl). Baseando-se no Principio de Le
Chatelier, a solubilidade do iodo aumenta proporcionalmente a medida que iodeto esta
presente na solugcdo aquosa, isso ocorre, justamente, pela formagdo do ion triiodeto
(VOGEL, 2002).

los) * Tagg = I3 (aq)
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Dessa forma, pelo exposto anteriormente, uma solucédo de iodo n&do é considerada um
padrao primario, logo a concentragdo da solugao nado pode ser determinada com exatidao
através de simples pesagem. Essa solugao deve entdo ser padronizada contra um padrao
primario através da titulacdo de um volume conveniente da solugao de iodo com um padrao
primario (VOGEL, 2002). A Farmacopéia Brasileira (2010) descreve a padronizagdo da
solucao de iodo 0,05 mol L™ utilizando triéxido de arsénio (As,03) como padrao primario.

Contudo, a toxicidade do arsénico torna esse procedimento um fator
ambiental/ocupacional restritivo, preferindo-se utilizar uma solug¢do padronizada de
tiossulfato de sdédio. Embora esse procedimento seja mais trabalhoso, ele é plenamente
justificavel do ponto de vista dos beneficios ao meio ambiente e/ou ocupacional quando

comparado com o manuseio e uso de solugdes de trioxido de arsénio.
3.4.1.2 Tiossulfato de Sédio

O tiossulfato de sédio pode ser obtido com elevada pureza, mas esse nao é o Unico
fator a ser considerado em um padrao primario, assim, caracteristicas como, nao apresentar
confianga quanto ao teor exato de agua devido a natureza eflorescente do sal, garante ao
Na,S,03.5H,0 a classificagdo de um padrdo secundario, necessitando de padronizagao
(VOGEL, 2002). Assim, uma solucdo de tiossulfato de sodio deve ser padronizada
utilizando-se um padrao primario, como o iodato de potassio, dicromato de potassio, entre
outros, ou um padrao secundario, como o permanganato de potassio.

Nesse trabalho utilizou-se o lodato de Potassio (KIO3) como padrao primario para
realizar a padronizagado da solugao de tiossulfato de sddio. O 105 reage com I em excesso

em meio acido liberando iodo in-situ, conforme se pode observar as reagdes abaixo.
O3 + 6H"+ 560 =— %, + 3H,0 E°=+1210V

@ +26 — 2I E%= + 0,620

[0y +5I+6H" — 3l,+3H,0 E’%.=+0,590V

Destaca-se que a mistura de iodato e iodeto em uma solugdo neutra permanece
incolor até a adicao de um acido, pois na presenga do acido, imediatamente observa-se uma
coloragdo marrom-amarelada, tipica da existéncia de iodo livre. O iodo liberado é entdo
titulado com tiossulfato, utilizando-se uma solugdo de amido como indicador, até o

descoramento da cor azul da solugdo (FREITAS, 2009).
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A reacao de padronizagao do tiossulfato de sédio com o iodato de potassio esta

baseada nas reagdes seguintes:

S0 +2¢¢0 — 2S,0,% E’=+0,08V
g + 26 =— 2I E%=+ 0,620 V

Rpr—

28,07 +1, — S,065+ 1 E%q.=+ 0,540V

Assim, de acordo com as estequiometrias envolvidas, pode-se observar que,

1mol IO —— 3 moll,
2 mol $,05* —— 1 mol |
Consequentemente,
1mol 1057 —— 6 mol S,05~

Destaca-se ainda que para aumentar a conservacdo da solugdao de Na,S,03.5H,0
acrescentou-se carbonato de sédio (0,1g L™"). O propésito da adicdo de carbonato de sédio
€ manter o pH da solugao ligeiramente alcalino, pois em meio acido, o tiossulfato de sédio
se desproporciona, formando enxofre elementar na forma coloidal (HARRIS, 2011),

conforme a reacgao abaixo:

32032- + H' : HSO; + SO

3.4.1.3 Amido

A metodologia oficial para determinacdo de dipirona descrita na Farmacopéia
Brasileira, bem como o método adaptado (destacado no tépico seguinte) executado neste
estudo, utiliza o amido como indicador.

O amido é comumente utilizado como indicador em reacdes que utilizam o iodo (l),
isso porque o amido e o iodo formam um complexo azul intenso. Ressalta-se, no entanto,
que o amido ndao € um indicador redox — que muda de coloragdo ao passar do estado
oxidado para reduzido, pois o amido & especifico a presenga de iodo e ndo a uma
modificagdo do potencial redox. A goma de amido é facilmente biodegradada, assim deve
ser preparada proxima ao momento de uso. O amido quando hidrolisado gera a glicose
como produto, que é um agente redutor. Uma solugdo parcialmente hidrolisada de amido

pode ser uma fonte de erros em uma titulagdo de oxidagéo-reducdo (HARRIS, 2008).
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O amido é formado, principalmente, por dois constituintes, a amilose ($-amilose) e o
amilopectina (a-amilose). Estes constituintes do amido formam complexos com o iodo, na

forma de ions |3, garantindo a solugéo a coloragao azul intensa, pois (BACCAN, et al., 2001)

Amilose (B-amilose) + |57 — cor azul intensa

Amilopectina (a-amilose) + 137 — cor violacea.

Suspensdes aquosas de amido quando nao acondicionadas convenientemente,
decompbem-se em poucos dias, principalmente, devido a agao bacteriana. Os produtos da
sua decomposicao tendem a interferir nas propriedades do indicador e podem ser oxidados
pelo iodo. A agdo bacteriana na decomposicdo de uma suspensdo de amido pode ser
inibida pela adigao de iodeto de mercurio (1) ou cloroférmio como bactericidas (BACCAN, et
al., 2001) (SKOOG, 2006).

O amido sofre decomposigao, irreversivelmente, na presenca de elevada concentracao
de iodo. Assim, em titulagdes do excesso de I, com Na,S,03.5H,, a adi¢gado do indicador -
amido, deve ser protelada até que a cor da solugdo mude de vermelho-marrom, para
amarelo, pois nesse ponto, a maior parte do I, foi reduzido, ou seja, a titulagdo estd quase
completa (SKOOG, 2006).

3.4.2 Metodologia Adaptada descrita na Literatura (PESTANA, et al., 2008)

A metodologia adaptada proposta por Pestana e colaboradores (2008) baseia-se na
oxidagdo quantitativa da dipirona (C43H1sN3NaO4S.H,O) pelo iodo formado in situ pela
reacdo do iodato de potassio com excesso de iodeto de potassio em meio acido e

temperatura abaixo de 10 °C.

3.4.3 Metodologia Proposta

O presente estudo baseia-se na interagao quimica entre o KMnO, e a dipirona em
meio acido. Os ions permanganato (MnO,), que apresentam coloracdo violeta, sao
reduzidos a fons manganoso (Mn?*), que s&o incolores, diante da presenca da dipirona, que
possui um grupo metanossulfénico (SO3)*, o qual age como redutor. Esse descoramento é

medido espectrofotometricamente em 545 nm.
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3.4.3.1 Permanganato de Potassio

O permanganato de potassio € um sal inorganico, formado pelos ions potassio (K*) e
permanganato (MnO;,"), tendo férmula molecular KMnO,4, massa molar de 158,034 g/mol. O
manganés (VII) € um forte agente oxidante, apresentando-se com uma coloracdo violeta
bastante intensa, tanto como solido como em solugdo aquosa (HARRIS, 2008). Além disso,
€ muito utilizado para oxidacao de espécies organicas e inorganicas em diferentes meios,
acido, neutro e alcalino. Sua redugao produz invariavelmente Mn(ll), tendo a produgédo de
Mn(VI), Mn(V), Mn(IV), e Mn(lll) como intermediarios. A estabilidade e a cor destas espécies
supracitadas dependem do pH das solugdes de trabalho, bem como da natureza dos
agentes redutores (KHAN, et al., 2010).

Em solucdes fortemente acidas (pH<1), e na presenca de uma espécie redutora, o

KMnO, é reduzido ao ion manganoso (Mn?*) que é incolor (HARRIS, 2008).

MnO, + 8H" + 5 <— Mn* + 4H,0

Em um meio fracamente acido, meio alcalino ou neutro, uma solugao de Mn(VIl) se
transforma em Mn(lV), um sdélido marrom, denominado dioxido de manganés (MnO,). Em
varios estudos observou-se que para formacao de MnO,(s), ocorreu a formagao de
intermediarios como H,MnO,%", H,MnO; e coldides de MnO, (KHAN et al.2010) (HARRIS,
2008) (HARGIS, 1988).

MnO, + 4H" + 3¢ # MnOz(s) + 2H,0

Khan e colaboradores (2010) apresentam e discutem a formacao de nanoparticulas de
MnO., pela oxidacdo do ion permanganato na presenca de quatro aminoacidos (glicina,
alanina,metionina e cisteina). O diéxido de manganés é uma substancia marrom e insollvel
em agua sendo um dos materiais inorganicos mais atraentes, pois possui vastas aplicacgoes,
como: utilizagdo em peneiras moleculares, catélise, construgcdo de biossensores e
principalmente de armazenamento de energia, mas também devido ao seu baixo custo e ser
ambientalmente benigna. Ha um reconhecimento geral de que seu desempenho é altamente
dependente em sua morfologia, bem como de sua forma cristalografica. H4 uma variedade
de estratégias para sintese e preparagdo de MnO, na forma coloidal e/ou nanoparticulas
(KHAN, et al., 2010).

Em meio fortemente alcalino, a redugao de KMnQ,, produz o ion manganato (Mn042'),
de coloracao verde (HARRIS, 2008).

MnO, + e — MnO,%



64

Solugdes de permanganato sao pouco estaveis, justamente devido a possibilidade dos
ions MnO, causarem a oxidagcdo da agua. Felizmente, esse processo € lento quando na
auséncia do catalisador. Dentre os catalizadores, pode-se citar: Mn?*, calor (HARRIS, 2001),
ou ainda o MnO,, que pode transformar a reacdo em autocatalise, pois no decorrer da
reacdo, mais catalizador é produzido, que atua no aumento do favorecimento na taxa de

decomposicao.

4MnO, + 2H,0 — 4Mn02(s) + 302(9) + 40H

Além disso, a reagao acima apresentada pode ser catalizada pela luz, processo
denominado de decomposicao fotolitica (HARGIS, 1988). Assim, a solucdo de KMnO, deve
ser armazenada em frasco de vidro ambar (HARRIS, 2001). Diante da facil decomposicao
das solugbes de permanganato de potassio, este ndao € um padrao primario. Sendo a
solucdo de KMnQ,, frequentemente, padronizada para realizacdo de um trabalho mais
preciso (HARRIS, 2001).

3.4.3.2 Oxalato de Sodio
O oxalato de sddio € um padrédo primario utilizado para padronizar, a quente, uma
solugdo de KMnQO,. O ion oxalato em meio acido é convertido em acido n&o dissociado,

sendo a reacao apresentada a seguir, (SKOOG, 2006):

2MnOy4 + 5C,04% + 16H" — 2Mn*" + 10CO; () + 8H,0
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3.5 Validagao Analitica

Quando se desenvolve um novo método para quantificagdo de um determinado
analito, este deve ser avaliado por uma série de parametros ja estudados a partir de outro
procedimento de referéncia. O principal objetivo de tal comparagdo é a identificacdo dos
erros sistematicos entre os resultados obtidos com o método novo e os obtidos com o
método de referéncia (MILLER; MILLER, 2005).

Para garantir que um novo método analitico gere resultados confiaveis e interpretaveis
sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliacdo denominada validacdo (RIBANI, et al.,
2004) (VALENTINI, et al., 2007).

Segundo a ANVISA (2003a), o objetivo de uma validacao é demonstrar que o método
novo é apropriado para a finalidade pretendida, ou seja, a determinagdo qualitativa, semi-
quantitativa e/ou quantitativa de farmacos e outras substancias em produtos farmacéuticos.

A validagédo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda
as exigéncias das aplica¢des analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para
tanto, deve apresentar especificidade e/ou seletividade, linearidade, intervalo, precisao,
sensibilidade, limite de quantificacao, exatidao, adequados a analise (ANVISA, 2003a).

O método foi validado segundo os parémetros de seletividade - recuperacdo de

padrao, linearidade, precisao, exatidao, repetitibilidade, limite de deteccao e quantificacao.

3.5.1 Seletividade

A seletividade ou especificidade deve ser o primeiro passo para o desenvolvimento e
validagdo de um novo método analitico, sendo que este parametro deve ser reavaliado
continuamente durante a validagdo e o uso do método, pois, se a especificidade nao for
assegurada, demais parametros como: linearidade, exatiddo e precisao estardo seriamente
comprometidos (SILVA, et al.,, 2010). Um método que produz respostas confiaveis para
varios analitos, mas que pode distinguir a resposta de um analito da resposta de outros, é
denominado seletivo (INMETRO, 2011).

A seletividade de um método se refere a capacidade de determinar de forma
inequivoca analito(s) especifico(s) numa mistura complexa, sem interferéncia dos outros
componentes na mistura (ANVISA, 2005a) (ICH, 2005).

Assim, pode-se definir a seletividade como sendo a capacidade que o método possui
de medir exatamente um composto em presenca de outros componentes tais como
impurezas, produtos de degradagao e componentes da matriz (ANVISA, 2003a).

No presente estudo, a seletividade foi avaliada através do teste de adicao e

recuperacao de padrdo, no qual concentragdes conhecidas, de pelo menos em trés niveis
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diferentes, do analito de interesse sdo inseridas nas amostras. Assim, pode-se obter um
resultado para amostra e outros resultados relacionados aos valores adicionados do padrao
sobre a resposta analitica da amostra, considerando, entdo, a amostra como um branco
(LEITE, 2002). Este pode ser utilizado em situagdes quando: ndo é possivel obter a matriz
isenta do analito; ha matrizes muito complexas; quando ha fortes interacbes entre o analito e
a matriz e/ou quando é dificil encontrar um padrao interno adequado. Assim, este teste
consiste na adicao de diferentes concentragbes do analito a matriz, que ja contém uma
quantidade desconhecida do mesmo (CASSIANO, et al., 2009).

Leite (2002) ressalta ainda que a avaliagdo da adicdo e recuperagdo de padrao
garante uma eficiéncia do método, pois possibilita que o analito seja analisado em sua
totalidade de sua massa existente na amostra.

A recuperacao é uma medida da eficiéncia do processo de isolamento do analito de
interesse da matriz na qual se encontra presente. Na maioria dos procedimentos analiticos
de validagao, valores de recuperagao dentro da faixa 70 - 120% séo aceitos (VAZ, et al.,
2007).

3.5.2 Linearidade

A Linearidade corresponde a capacidade do método analitico em gerar resultados que
sejam diretamente proporcionais, ou por uma transformacdo matematica bem definida, a
quantidade do analito em um determinado intervalo de concentracdo (SILVA, 2009)
(ESTEVES, et al., 2007) (PEREIRA, etal., 2007) (BARROS, 2002).

Essa relagdo matematica para avaliar se 0 método é linear, esta relacionada a
estimativa dos coeficientes de uma curva analitica, a partir de um conjunto de medigbes
experimentais podendo ser efetuada usando o método matematico de regressao linear
(método dos minimos quadrados). Além dos coeficientes de regressao — coeficiente angular
e linear, a partir dos pontos experimentais também pode-se calcular, o coeficiente de
correlacao (r). Sendo que este (r) possibilita estimar a qualidade da curva obtida, pois
quanto mais préximo de 1,0, menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e
menor a incerteza dos coeficientes de regressao estimados. No entanto, um coeficiente de
correlacdo maior que 0,999 ja pode ser considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos
dados para a linha de regressao (RIBANI, et al., 2004) (LEITE, 2004).

A relagao entre o sinal medido (absorbancia) e a concentragdo do analito, s6 é valida
para o intervalo correspondente a faixa linear da curva analitica (VAZ, et al., 2007)
(GUILHEN, et al., 2010). A faixa linear de detecgéo para obedecer a Lei de Beer depende da

concentracao do analito, do croméforo e do percurso 6ptico (GOUVEIA, et al., 2009).
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A ANVISA (2005) recomenda que a linearidade seja determinada pela analise de, no
minimo, 5 concentragdes diferentes e que o valor minimo aceitavel para o coeficiente de

correlagao (r) seja de 0,99.

3.5.3 Precisao

A precisdo de um método esta relacionada a concordancia dos valores entre si, ou
seja, a precisao revela a disperséo dos valores medidos em torno de um valor médio. Assim,
quanto maior a dispersdao das medidas, menor a precisdo do método (SEBBEN, et al.,
2010) (BACCAN, et al., 2001).

O valor numérico da precisao é estimado pelo desvio padrao relativo, ou DPR, para
analises de amostras contendo a mesma quantidade das espécies de interesse. O DPR é
ainda conhecido como CV (coeficiente de variagao), ou ainda pela sigla RSD proveniente do
inglés “relative standard deviation” (RIBEIRO, et al., 2008).

A precisdao de um método pode ser avaliada em trés niveis, através da (ANVISA,
2005) (SANTANA, et al., 2007):

o Repetibilidade (precisao intra-corrida) que corresponde a concordancia entre
os resultados dentro de um curto periodo de tempo com o mesmo analista e
mesma instrumentacao.

o Precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas) corresponde a concordancia
entre os resultados do mesmo laboratdério, mas obtidos em dias diferentes,
com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes.

o E areprodutibilidade (precisao inter-laboratorial) que consiste na concordancia
entre os resultados obtidos em laboratérios diferentes como em estudos
colaborativos, geralmente aplicados a padronizagado de metodologia analitica,

por exemplo, para inclusdo de metodologia em farmacopéias.

No presente estudo a precisdo do método proposto foi avaliada através da realizacao
do teste F — no qual se compara as precisdes entre dois conjuntos de dados através do uso
da variancia (o quadrado da estimativa do desvio-padrdo) (LEITE, 2004) e através da

avaliagao da repetitividade (preciséo intra-corrida) dos resultados.
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3.5.3.1 Repetitividade

A repetitividade corresponde a concordancia entre os resultados obtidos dentro de um
curto periodo de tempo, atraveés da realizagdo do procedimento com 0 mesmo analista e
mesma instrumentacao (GRAEF, 2007).

No presente estudo, realizou-se a repetitividade (precisao intra-ensaio).

3.5.4 Exatidao

A exatiddo de um método analitico esta relacionado a proximidade dos resultados
obtidos pelo método em estudo/proposto/desenvolvido, em relagdo ao valor considerado
verdadeiro, obtido geralmente por um método de referéncia (SEBBEN, et al.,, 2010)
(GRAEF, 2007).

Os procedimentos rotineiramente usados para avaliar a exatiddo de um método
consistem na utilizagdo de materiais de referéncia, comparagdo entre métodos e/ou
realizagao de testes de adigao e recuperagao de padrao (SILVA, 2009) (RIBANI, et al., 2004).

No presente estudo, a exatiddo do Método Proposto foi avaliada através de uma

ferramenta estatistica, a realizacéo do teste t pareado.

3.5.5 Limite de Detecg¢ao e Limite de Quantificagao

O Limite de Deteccdo (LD) é definido como a menor concentragdo do analito
(expresso em unidades de concentragéo Cp) em uma amostra que o método analitico pode
detectar/diferenciar/distinguir de forma aceitavel do ruido de fundo de forma confiavel, ndo
sendo necessariamente quantificado. O Limite de Quantificagédo é definido como a menor
concentracao de analito/ padrao que pode ser quantificado/medido com aceitavel precisao,
exatidao e variabilidade, sob determinadas condi¢gbes experimentais, apresentando com erro
menor que 5% (P = 95%) (LAWSON, 1994) (MOCAK, et al., 1997) (SARKAR, et al., 2006)
(BARROS, 2002) (NT-003, SHIMADZU).
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4 PARTE EXPERIMENTAL

Neste capitulo sdo apresentados todos os procedimentos experimentais realizados

para alcancar os objetivos deste trabalho. A descrigdo sera dividida em materiais e

instrumentacao, reagentes e solugdes, metodologias (utilizadas na quantificagdo, preparo

das amostras) e (montagem do sistema desenvolvido de analise quimica por injecao em

fluxo para quantificagdo da dipirona).

4.1

411

Materiais e Instrumentacgao:

Materiais

Vidrarias em geral

= Becker, baldo volumétrico, bureta, erlenmeyer, pipetas volumétricas,

provetas, funil, Almofariz e Pistilo de porcelana;

Tubos Falcon com volume de 15,0 e 50,0 mL;
Pipetas automaticas Eppendorf® Reserch COM volumes VARIAVEIS: 0-200 pL,
100-1000 pL e 200-5000 pL;

= Ponteiras de pipetas Eppendorf;

Papeis de filtro quantitativo — Quanty JP 41 - Cinza 0,007 - @12,5 cm;
Espatulas de polietileno;

Pipetas de Pasteur;

Injetor manual em acrilico;

Tubos de bombeamento em Tygon® de 1,30 mm de diametro interno;
Tubos de extensio de polietileno 0,7 mm de didmetro interno;

Alcas de Amostragem — tubos de polietileno de 0,7mm de didmetro interno;
Bobinas de mistura — tubos de polietileno de 0,7 mm de didametro interno,
enrolados em espiral sobre suporte;

Confluéncia de duas vias em acrilico;

Cela de fluxo com percurso 6ptico com volume de 80 com paredes de vidro;
Cassetes ISMATEC®
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41.2 Instrumentacao:

+ Balancga Analitica BEL — Modelo: Mark 210A (precisdo de 0,0001 g);

% Agitador Magnético com aquecimento IKA® (Modelo: RH Basic-KT/C)

% pHmetro MARTE® - Modelo: MB-10;

% Termbmetro;

< Bomba peristaltica ISMATEC® de 4 canais (modelo: C.P. 78016 — 30) com 8
roletes;

% Espectrofotdmetro FEMTO® UV/Vis - Modelo 600 S;

4.2 Reagentes e Solugodes:

421 Reagentes

Todos os reagentes utilizados possuem elevado grau de pureza, de qualidade P.A. ou

equivalente e estdo apresentados na Tabela 05.



Tabela 05 - Reagentes utilizados para realizagao do presente estudo.

Reagente

Férmula Molecular

Massa Molar (g/mol)

Descricao*

Caracteristica Fisica*

Solubilidade*
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Marca Utilizada

Acido Acético

Acido

Cloridrico

Acido Sulfurico
Amido Soluvel
lodato de

potassio

lodeto de

Potassio

lodo

Oxalato de

Sédio

Permanganato

de Potassio

Tiossulfato de
Sodio

C,H,0,

HCI

H,SO,

(CeH1005)x

KIO;

Ki

N320204

KMnO4

Na28203.5H20

60,05

36,46

98,07

214,00

166,00

253,81

134,00

158,03

248,19

Liquido limpido, incolor, volatil, de odor
irritante e caracteristico.

Liquido limpido, incolor, fumegante, de
odor irritante.

Liquido incolor, caustico, de
consisténcia oleosa, muito higroscépico

P6 branco ou quase branco

Cristais brancos, inodoros, ou pé
cristalino.
Cristais incolores, ou po cristalino

branco, inodoro, de sabor salgado e
amargo. Fracamente deliquescente.

Escamas, placas ou cristais pequenos,
preto azulados ou violeta acinzentados;

brilho metalico, de odor irritante

P6 cristalino branco ou quase branco.
Cristais violeta escuros, com brilho
metalico, inodoros, de sabor adocicado,
adstringente

Cristais

incolores, ou po6 cristalino

branco, facilmente eforescentes, de

sabor fracamente amargo.

Densidade = 1,05.
Temperatura de ebulicdo ~ 18 °C.

Densidade: ~ 1,18.

Densidade = 1,84

Temperatura de fusado, ~ 560 °C

Temperatura de fusdo: 680 °C.

Sublima lentamente a temperatura
ambiente; aquecido, libera vapores

violeta. Temperatura de fuséo: 113,6 °C

Temperatura de fusdo ~ 48 °C.
Dissolve-se em sua propria agua de
cristalizagdo a temperatura ~ 49°C.

Soluvel em agua, insoluvel
em etanol.
Muito

solivel em &gua,

facilmente soluvel

em glicerol, soluvel em etanol.

Muito pouco soldvel em
agua, soluvel em etanol e
pouco soluvel em glicerol.
Solivel em agua e
praticamente insollivel em
etanol.

Soltuvel em agua fria e
facilmente soluvel

em agua fervendo

Muito soluvel em agua,
praticamente insoluvel em
etanol.

Vetec

Vetec

Vetec

Vetec

Vetec

Merck

Vetec

Vetec

Vetec

Vetec

* FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010



4.2.2 Solugoes — Descrigao de Preparo e Padronizagoes

Para a preparacao de todas as solugbes foi utilizada agua destilada e em alguns
casos, a agua foi previamente resfriada (~ abaixo de 15°C) ou fervida e resfriada a
temperatura ambiente. Os procedimentos referentes a preparacido das solugdes e

padronizagdo das que necessitaram, sdo descritos a seguir:

4.2.2.1 Metodologia Oficial descrita pela Farmacopéia Brasileira

e Solugdo de Amido Sl — Amido 2,0 % (m/v)
Dissolveu-se 2,00 g (+ 0,01 g) de Amido Solavel em 100,0 mL de agua destilada

previamente aquecida. A solugéo apresentou pequena opalescéncia.

e Solugao de Amido 0,1% (m/v) com iodeto de potassio 2,0 % (m/v)

Em um becker de 200 mL misturou-se cerca de 0,1 g de amido soluvel em um pouco
de agua destilada, formando uma pasta, em seguida, transferiu-se aproximadamente
100 mL de agua destilada em ebulicdo. Ferveu-se a solugdo por 1 minuto sob agitagédo
constante. Deixou-se a solugdo em repouso para esfriar e adicionou-se 2,0 g de iodeto de

potéssio e dissolveu-se o sélido (VOGEL, 2002).

e Solugdo de Acido Acético 6% (v/v)
Diluiu-se 6,0 mL do Acido Acético Glacial (d = 1,05 g mL™"; 99 % em massa) em agua

destilada completando-se o volume com agua destilada para 100,00 mL.

e Preparacdo e Padronizacdo da Solucgido de Tiossulfato de sédio 0,1 mol L™
Pesou-se, aproximadamente 6,2014 g de cristais de tiossulfato de sdédio
(Na;S,03.5H,0), dissolveu-se em agua destilada e completou-se o volume para 250 mL em
baldo volumétrico com agua destilada previamente fervida e resfriada.
A solucdo foi estocada em frasco ambar evitando-se exposi¢cdo a luz, para nao
acelerar sua decomposicao, além disso, ressalta-se que a solugéo preparada foi utilizada no

mesmo dia.

e Padronizagao do Tiossulfato de Sédio com lodato de Potassio (Padrao Primario)
Em um béquer de 50,0 mL, pesou-se 0,04 g (+ 0,01 g) de KIO; puro e previamente
dessecado em estufa pelo periodo de 2 horas a 80 °C, transferiu-se quantitativamente para

um erlenmeyer de 250 mL e dissolveu-se o sélido em agua destilada fria (~ 30,0 mL),



recentemente fervida e resfriada. Adicionou-se ao erlenmeyer 2,0 g de iodeto de potassio
(KI) isento de iodato de potassio e 5,0 mL de acido sulfarico 1,0 mol L™.

Assim, a titulagao foi iniciada entre o iodo gerado in situ com a solugéo de tiossulfato
de soédio, sob agitacdo constante e em banho de gelo para evitar perda de |, por
volatilizagcdo. Ao passar o liquido para amarelo palido, adicionou-se 2,0 mL de solugao de
amido Sl e continua-se a titulagado, até que possa ser observada a descoloragdo permanente
do azul (VOGEL, 2002).

e Preparacdo e Padronizacdo da Solugido de lodo 0,05 mol L' SV

Dissolveu-se 13,00 g (+ 0,01 g) de iodo em uma solugéo de iodeto de potassio 20 %
(m/v) previamente preparada, adicionou-se trés gotas de HCI concentrado (d= 1,19 g mL™;
37% em massa), em seguida, completou-se o volume da solugdo com agua destilada
previamente fervida e resfriada para 1000mL em um baldao volumétrico.

A solucgédo foi conservada em frasco &mbar, bem fechado, e protegida da luz. Utilizou-
se a solugao no mesmo dia de preparo.

Para a padronizacdo da solucido de |,, adicionou-se a solugcdo recém-preparada de
Na,S,05.5H,0 em uma bureta de 25,00 mL, em seguida, transferiu-se 10,00 mL da solugéo
de iodo a ser padronizada para um erlenmeyer de 250 mL. Iniciou-se a titulacdo até o
aparecimento da coloragdo amarelo palida e, em seguida, adicionou-se 2,0 mL de solugao
de amido 0,1 % (m/v) e continuou-se a adig¢ado lenta da solu¢ao de tiossulfato de sédio até

que a solucéao tenha sido descorada. Repetiu-se o procedimento em quintuplicata.

4.2.2.2 Metodologia Adaptada descrita na Literatura

o Solucao de lodato de Potassio 0,015 mol L"
Pesou-se exatamente, 1,6051 g de KIO;, dissolveu em agua e completou-se o volume
para 500,00 mL com o mesmo solvente. Ndo foi necessaria a padronizagdo, pois este

reagente é padrao primario.

e Solugio de Acido Sulfarico 10% (v/v)
Diluiu-se, aproximadamente, 25,00 mL do H,SO, concentrado (d = 1,84 g mL": 95-

99% em massa) em agua destilada completando o volume de 250,00 mL.

e Solucao de Amido SI

Conforme descrito no item 4.2.2.1.



4.2.2.3 Metodologia Proposta

¢ Solucgées de Dipirona
As solugdes de dipirona (padrao) nas diversas concentragbes utilizadas, foram
preparadas, no dia de seu uso, a partir de uma solugdo estoque de 500 mg L. Essa
solucdo estoque de dipirona 500 mg L™ foi preparada, pesando-se 0,05 g de padrdo
(VALDEQUIMICA, Lote: 200906062) em um becker, dissolvendo-se no proprio becker com
agua destilada (ou solugao de acido sulfurico, dependendo do uso) e transferindo-se para
um baldo volumétrico de 100,00 mL, o qual teve seu volume completado com o solvente

utilizado.

e Solugao de Permanganato de Potassio 0,01 mol L" em H,SO, 0,1mol L™

Inicialmente, mediu-se o volume de H,SO, concentrado (d= 1,84 g mL™; 95-99% em
massa), necessario para preparar uma solugdo (250,0 mL) de &cido sulfarico 0,5 mol L™,
adicionou-se ao baldo volumétrico de 250 mL (que continha um pouco de agua destilada).
Lavou-se um frasco dmbar de 250 mL com a prépria solugao, descartando o residuo. Em
seguida, armazenou-se a solugao.

Retirou-se uma aliquota da solugcao de acido recém preparada e transferiu-se para
outro baldo volumétrico de 250 mL, visando preparar uma solugdo de H,SO, 0,1 mol L™.
Em seguida, pesou-se, aproximadamente, 0,3951 g de KMnO, e dissolveu-se no mesmo
baldo volumétrico de 250 mL que ja se encontrava o acido. Homogeneizou-se bem a
solugao, com o objetivo de dissolver todo o permanganato de potassio. Lavou-se um frasco
ambar de 250,0 mL com a prépria solu¢do, descartando o residuo. Em seguida, armazenou-
se a solugao no frasco escuro, protegido da acao da luz. Deixou-se a solugdo em repouso
por, aproximadamente, 24 horas e, entao, filirou-se a solugdo em meio filtrante n&o redutor e
padronizou-se a mesma contra uma solugao de oxalato de sddio.

A partir da concentracéo real da solucdo de permanganato de potassio preparada,
realizou-se uma diluicdo para prepara as solugdes de KMnO, necessarias no estudo,

principalmente, a solugdo de KMnO4 1,0 mmol L.

e Padronizag¢ao da Solugao de KMnO, com Oxalato de Sédio (Padrao Primario)
Pesou-se e anotou-se uma massa de aproximadamente 0,1000 g de Na,C,0O, seco
(105 °C, 2h), transferiu-se quantitativamente para um erlenmeyer, dissolveu-se em 70 - 100
mL de agua destilada. Adicionou-se 8 mL de H,SO, 1:5 (v/v), e aqueceu-se a 80-90°C e
titulou-se com a solucdo de KMnO, preparada, até o aparecimento de coloragado rosa
persistente. Por fim, anotou-se o volume gasto de KMnQO, para realizagdo dos calculos

referentes a concentragao real do permanganato de potassio.



Ressalta-se que no inicio da titulacédo, a reacédo entre o KMnO,4 e o Na,C,0, é lenta.
No entanto, ao se formar uma pequena quantidade de Mn?* a reagdo ocorre

instantaneamente, pois conforme ja visto, o ion manganoso catalisa a reagao.

e Solugio de Acido Sulfurico (H,SO,) 1,0 mol L™
Diluiu-se, aproximadamente, 6,00 mL do H2SO4 (d=1,84 g mL™"; 95-99% em massa)
em agua destilada completando o volume de 100,00 mL. A partir dessa solugao, realizaram-

se as diluigdes para obter as concentragdes necessarias.

4.3 Preparagao das Amostras e Metodologias Realizadas para

Quantificagado da Dipirona

As amostras (capsulas, comprimidos e solugdes orais) utilizadas no presente estudo
basearam-se em medicamentos de referéncia, similares, genéricos e oriundos de farmacia
de manipulagéo, comercializados em drogarias da cidade de Macei6/AL.

Dentre as amostra sdlidas foram selecionadas, aleatoriamente, 20 capsulas ou
comprimidos, dependendo da origem, em seguida, foram pesados (as), pulverizados (as), e
por fim, calculada as massas médias dos (as) comprimidos/capsulas.

Para as amostras liquidas - solugbes orais foram, inicialmente, estabelecidas sua
densidade, através da medida, em balanga analitica, da massa de um volume determinado,

podendo assim, encontrar a densidade.

4.3.1 Metodologia Oficial descrita pela Farmacopéia Brasileira

Comprimidos

Pesou-se individualmente e pulverizou-se 20 comprimidos. Pesou-se a quantidade do
po equivalente a 0,35 g de dipirona (C43H16N3NaO4S.H,0) e transferiu-se, quantitativamente,
para um erlenmeyer. Adicionou-se 25 mL de agua, 5 mL de acido acético glacial e agitou-se
até dispersdo homogénea. Em seguida, filtrou-se a solug¢ado. Titulou-se com uma solugéo de
iodo 0,05 mol L™ SV, em temperatura abaixo de 15 °C, utilizando 1 mL de amido SI, como
indicador.

Cada mL de iodo 0,05 mol L SV equivale a 17,570 mg de Ci3H16N3sNaO4S.H,0.



Solugdes Orais

Transferiu-se um volume da solugdo oral correspondente a 2,5 g de
C13H16N3NaO4S.H,O para baldo volumétrico de 100 mL. Completou-se o volume com agua e
agitou-se até dispersdo homogénea. Transferiu-se 10 mL da solugdo para erlenmeyer,
adicionou-se 50 mL de agua, 5 mL de acido acético glacial e homogeneizou-se a solugao.
Titulou-se com iodo 0,05 mol L' SV, em temperatura abaixo de 15 °C, utilizando amido Sl
como indicador.

Cada mL de iodo 0,05 mol L SV equivale a 17,570 mg de Cy3H16N3NaO4S.H,0.

Matéria Prima
Pesou-se a quantidade do p6 do medicamento ou da matéria-prima, equivalente a
0,35 g de Ci3H1eN3NaO4S.H,O e transferiu-se, quantitativamente, para erlenmeyer.
Adicionou-se 25 mL de agua, 5 mL de acido acético glacial e agitou-se até dispersao
homogénea. A titulacdo foi iniciada utilizando-se uma solugdo de iodo 0,05 mol L™ SV, em
temperatura abaixo de 15 °C, utilizando 1 mL de amido Sl, como indicador.
Cada mL de iodo 0,05 mol L SV equivale a 17,570 mg de Ci3H16N3sNaO4S.H,0.

A relagdo de que cada 1 mL de I, 0,05 mol L™ SV equivale a 17,570 mg de
C43H1sN3NaO,4S.H,O pode ser facilmente observada quando se conhece a estequiometria da

reacao (ver tépico 3.4.1).

4.3.2 Metodologia adaptada descrita na literatura (PESTANA, et al., 2008)

Comprimido

Determinou-se o peso médio de 20 comprimidos que foram triturados até po fino.
Pesou-se uma quantidade de p6 equivalente a, aproximadamente, 0,125 g de medicamento,
transferiu-se essa massa para um erlenmeyer e adicionou-se 50 mL de agua destilada
resfriada abaixo de 10 °C. Filtrou-se a solucdo. Em seguida, adicionou-se 5 mL de acido
sulfarico 10% v/v e 1 g de iodeto de potassio. Agitou-se a solugéo utilizando-se agitador
magnético e em banho de gelo, até completa solubilizagdo. Titulou-se com solugéo de
iodato de potassio 0,015 mol L', gota a gota, sob agitacdo constante, mantendo a
temperatura abaixo de 10 °C. Préximo ao ponto final adicionou-se 0,5 mL de solugcédo de
amido e titulou-se até coloracao azul-cobalto persistente por, no minimo, 1 min.

Cada 1 mL de iodato de potassio 0,015 mol L™ equivale a 15,8112 mg de dipirona.



Solugao Oral

Pesou-se em um becker o volume equivalente a 1,25 g de medicamento, transferiu-se
para um baldo volumétrico de 100 mL, completando-o com agua previamente resfriada
abaixo de 10 °C, mantendo-se o baldo em banho de gelo. Retiraram-se aliquotas de 10 mL
de cada uma dessas solugdes (amostras diferentes), e adicionou-se em um erlenmeyer,
acrescentando-se, aproximadamente, 50 mL de agua destilada previamente resfriada abaixo
de 10 °C, e prosseguindo-se a titulagdo, conforme descrito no ponto supracitado de

comprimidos.

Matéria Prima

Pesou-se cerca de 0,150 g, transferiu essa massa para um erlenmeyer da matéria-
prima dissolvendo-a em 50 mL de agua destilada previamente resfriada abaixo de 10 °C.
Adicionou-se 5 mL de acido sulfurico 10 % (v/v) e 1 g de iodeto de potassio. Agitou-se,
magneticamente, em banho de gelo, até completa solubilizagao. Titulou-se com solucéo de
iodato de potassio 0,015 mol L', gota a gota, sob agitacdo constante, mantendo a
temperatura abaixo de 10 °C. Proximo ao ponto final foi adicionado 0,5 mL de suspensao de
amido e titulou-se até coloragao azul-cobalto persistente por, no minimo, 1 min.

Cada 1 mL de iodato de potassio 0,015 mol L™ gasto na titulacdo, equivale a

15,8112 mg de Dipirona Sodica Monoidratada.

A relagdo de que cada 1 mL de KIO; 0,015 mol L™ SV equivale a 15,8112 mg de
C43H1sN3NaO,S.H,0 pode ser facilmente observada quando se conhece a estequiometria da

reacao.

4.3.3 Metodologia Proposta

Comprimido/Matéria-Prima

Pesou-se individualmente e pulverizou-se 20 comprimidos. Pesou-se a quantidade do
po equivalente a 0,025 g de C43H4sN3Na04S.H,0, dissolveu-se com H,SO4 0,5 mol L"e
transferiu-se para um baldo volumétrico de 50 mL e completou-se ao volume do baldo. Em
seguida, filtrou-se a solugcio. Retirou-se uma aliquota de 2,1 mL e transferiu-se para tubo
Falcon de 15 mL que foi completado com solucgéo de H,SO, 0,5 mol L™ até atingir o volume
de 14 mL.



Solugao Oral

Para diluir a amostra inicial de 500 mg mL™" (valor rotulado) da solugcdo oral de
dipirona, retirou-se um volume de 0,1 mL (100 pyL) do medicamento, transferiu-se para um
baldo volumétrico de 50 mL e completou-se com uma solugéo de H,SO, 0,5 mol L™ (12
diluicdo).

Em seguida, realizou-se a segunda diluicdo, para qual foi necessario retirar uma
aliquota de 1,05 mL da solugao anteriormente preparada e transferiu-se para tubo Falcon de

15 mL que foi completado com solugédo de H,SO,4 0,5 mol L™ até atingir o volume de 14 mL.

As amostras foram analisadas pelo Método Proposto conforme a configuragdo de
montagem do sistema de injecdo em fluxo mostrado na Figura 14. Nesse sistema, a amostra
€ transportada com o auxilio de uma solugao de acido sulfurico. Apds sua injecdo a mesma
€ confluida com o reagente (solu¢do de permanganato de potassio). A medida que a reagao
ocorre, o esmaecimento da coloracdo da solugdo do reagente aumenta proporcionalmente
com a concentragdo de dipirona presente na amostra injetada. O sinal analitico é

monitorado através do uso de um espectrofotdmetro em 545 nm.

Figura 14 - Configuragéo do sistema de analise quimica por injecdo em fluxo para
determinacgao de dipirona.

R Confluéncia
Detector
ST A A=545nm
A -
U Bobina de
N . . Mistura
Bomba Peristaltica

Injetor Descarte

Descarte

Legenda: R (Reagente: KMnOs 1,0 mmol L™); ST (Solugdo Transportadora: H»SO4 0,5 mol L7); A
(Amostra ou Solugdo Padrédo de Dipirona); Alga de Amostragem de 20 cm - Volume de Amostra/Padrao
76,9 uL; Comprimento da Bobina de Mistura 50 cm; Vazdo do Sistema 2,90 mL min'1; Detector:
Espectrofotdmetro UV/Vis, A = 545 nm;



4.4 Validacao Metodologia Proposta

4.4.1 Seletividade

Estudo da Adigcao e Recuperacgao de Padrao

A avaliacdo da adicdo e recuperagcado do analito foi realizada objetivando verificar a
seletividade do método Proposto, possibilitando avaliar possiveis interferéncias de
substancias coadjuvantes e/ou excipientes presentes nas das formulagdes farmacéuticas
(amostras) nas analises. Para realizacdo deste procedimento, prepararam-se quatro
solugbes contendo a amostra de medicamento (comprimido e solugdo oral), conforme
descrito no item 4.3.3, em seguida antes de se completar o volume de 14 mL de cada
solugcdo da amostra preparada, adicionou-se volumes distintos de uma solugcao padrao de
dipirona de 100 mg L™, visando preparar solucdes padrdo de dipirona sédica de 10, 25 e 50
mg L™, em seguida, todas as solugdes foram completadas utilizando-se uma solucdo de
H,S0,4 0,5 mol L™,

Na Tabela 06, apresenta-se a composi¢cédo das 4 solu¢cdes de cada amostra preparada

para realizacdo do teste de adicdo e recuperacéo de padrao.

Tabela 06 - Composicdo de cada amostra preparada para realizacdo do teste de

adicao e recuperagao de padréo.

Tubo falcon Amostras para Teste de Adicao e Recuperagao de Padrao

1 Apenas Amostra*.

2 Amostra* + Solugédo padrao de dipirona 10 mg L™.
3 Amostra* + Solugédo padréo de dipirona 25 mg L™.
4 Amostra* + Solugédo padrado de dipirona 50 mg L™.

*(Contendo ~ 75,0 mg L™ de dipirona, dissolvida/diluida meio sulfarico 0,5 mol L™).

Em seguida, efetuaram-se as leituras de variacdo de absorbancia em 545 nm das 4
solucdes de cada amostra avaliada. A partir das médias de variagbes de absorbancias
obtidas, encontrou-se a concentragdo (mg L") de dipirona apenas na amostra e a
concentragdo da dipirona na amostra de medicamento mais o padrao adicionado — item
5.4.3. Relacionou-se as concentragbes obtidas através da Eq. 03 (na pag. 95), e entao,
avaliou-se a recuperagao do padrdo adicionado.

Ressalta-se que em cada dia de realizagdo da avaliagdo de adigdo e recuperagao de
padrdo, preparou-se uma curva de calibragdo com solugdes padrdo do analito variando

entre 5,0 - 250,0 mg L conforme descrito no item 4.4.2.



.4.4.2 Linearidade

A linearidade no método proposto foi avaliada pela construgao da curva analitica de

calibracao de solucdes padrao de dipirona.

Curva de Calibragao

Para a construgdo da curva de calibracdo de solugbes padrdo de dipirona foi
inicialmente preparada uma solugdo do analito de 500 mg L. Em seguida, retirou-se
aliquotas distintas da solugdo padrdo de dipirona 500 mg L' e adicionou-se aos tubos
Falcon de 15 mL, de modo que a concentragao final das solugdes para construgdo da curva
de calibragdo variou de 5,0 a 250 mg L". Completou-se o volume dos tubos com uma
solugcdo de H,SO,4 0,5 mol L' até a marca de 14 mL e em seguida efetuaram-se as leituras
de variacado de absorbancia em 545 nm contra um branco preparado apenas com a solugéo
sulfurica de concentragao supracitada.

Em seguida, construiu-se a curva de calibragdo tracando-se o gréafico dos valores de

variagcado de absorbancia em fungéo da concentragdo de dipirona.

4.4.3 Precisao e Exatidao do Método Proposto

A precisdo e exatiddo do método proposto foram avaliadas através da
utilizacao/aplicagdo do teste da razdo de varidncias (teste F) e t de Student,
respectivamente. Essas ferramentas estatisticas sdo os rotineiramente utilizados para
avaliar/comparar a precisdo e exatiddo de métodos analiticos desenvolvidos com métodos
tradicionais de referéncia (VOGEL, 2002).

¢ Teste da Razao de Variancias (Teste F)

Usado para comparar as precisdes de dois conjuntos de resultados/dados. O teste F

pode ser representado pela equacgio a seguir:

Onde s?a corresponde ao quadrado do desvio padrdo de um conjunto de medidas A; s corresponde ao

quadrado do desvio padrdo de um conjunto de medidas B.



Ressalta-se que o maior quadrado do desvio padrdo sempre é colocado no
numerador. A significaAncia do valor encontrado do teste F é avaliada por comparagao

baseando-se também no grau de liberdade de ambos os conjuntos de resultados.
o Teste t pareado

Teste t pareado € uma ferramenta estatistica rotineiramente usada para representar
intervalos de confianga e para comparagdo de resultados experimentais distintos,
principalmente quando dois métodos de analises sdo comparados através do estudo de
amostras contendo diferentes quantidades de analito (HARRIS, 2001) (MILLER; MILLER,

2005). O teste t pode ser representado pela equagao a seguir:

Onde d corresponde a diferenga média igual a 2di/ N: Sy corresponde ao desvio padrado da diferencga;

N corresponde ao nimero de pares de medida.
4.4.3.1 Repetitividade

A repetitividade do Método Proposto foi avaliada a partir da construgcao e comparacéao
de curvas de calibragao construidas com solugbes padrao de dipirona em diferentes dias,
conforme descrito no item 4.4.2, diferenciando apenas nas concentracbes das solucbes

padrao, que variaram de 5,0 a 25,0 mg L.
4.4.4 Limite de Detecgao (LD) e Limite de Quantificagao (LQ)

Segundo Ribani e colaboradores (2004) uma das maneiras de calcular o LD e 0 LQ é
através dos parametros da curva analitica. Assim, o limite de detec¢do (LD) — Eq. 01, e o

limite de quantificagdo (LQ) — Eq. 02, podem ser expressos como:

LD =3¢ | eqot ELQ:HM%EEq.oz

Onde s é a estimativa do desvio padrdao da resposta, que pode ser a estimativa do
desvio padrao do branco, no desvio padrao residual da equacao da linha de regressao ou no
desvio padrao do coeficiente linear da equagao e S € a inclinagao ou coeficiente angular da
curva analitica (RIBANI, et al., 2004) (BARROS, 2002).



A melhor maneira para calcular o LD e LQ é através do método baseado nos
parametros da curva analitica, que é estatisticamente mais confiavel. Assim, para o calculo
do limite de deteccdo e do limite de quantificacdo do método proposto utilizou-se o desvio

padrao do coeficiente linear da curva analitica de calibracdo para determinacao da dipirona.

4.5 Interferentes

Para avaliacdo do efeito de interferentes na quantificacdo de dipirona em
medicamentos através do Método Proposto, preparou-se quatro solugbes contendo o
padrao de dipirona, conforme descrito no item 4.4.2, em seguida antes de se completar o
volume de 14 mL de cada solugdo da amostra preparada, adicionou-se volumes distintos de
uma solugdo padrdo de cafeina de 500 mg L™, visando preparar solugdes padrdo de
dipirona sédica de 75 mg L™, juntamente com solugdes padrao de cafeina de 10, 75, 150 mg
L™, em seguida, todas as solugdes foram completadas utilizando-se uma solugdo de H,SO,
0,5 mol L™.

Na Tabela 07, apresenta-se a composicao das 4 solugdes de cada amostra preparada

para realizacao do estudo de interferente.

Tabela 07 - Composicdo de cada amostra preparada para realizacdo do estudo de

interferente através do método proposto.

Tubo Falcon Amostras para Teste Interferente
1 Apenas solucdo padrdo de dipirona 75 mg L.
2 Solugéo padrao de dipirona 75 mg L™ + Solugdo padréo de cafeina 10 mg L™.
3 Solugao padrao de dipirona 75 mg L™ + Solug&o padréo de cafeina 75 mg L.
4 Solucgéo padrao de dipirona 75 mg L™ + Solugdo padréo de cafeina 150 mg L™.

Em seguida, efetuaram-se as leituras de variacdo de absorbéancia em 545 nm das 4
solucdes avaliadas. A partir das médias de variagdes de absorbancias obtidas, encontrou-se
a concentracdo (mg L") da solugdo estando apenas o padrdo de dipirona e a concentragéo
da dipirona juntamente com o padrdo de cafeina. Relacionou-se as variagdes de
absorbancias obtidas através da Eq. 06 (na pag. 105), e entdo, avaliou-se a concentracao

da solucao padrao de dipirona.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizacao das Condigdes Experimentais do Sistema

A otimizacdo dos parametros experimentais foi realizada objetivando obter
melhor rendimento do sistema proposto de analise quimica por injecdo em fluxo
utilizando detecgao por espectrometria de absorgcdo molecular. Para isso, avaliaram-se
parametros capazes de influenciar na magnitude do sinal analitico buscando-se a
melhor sensibilidade, economia de reagente e amostras e tempo de anélise. Todos os
testes de otimizacdo basearam-se no método de comparacao univariado, onde cada
parametro é submetido a otimizagdo individualmente a medida que as demais
condi¢cdes permanecem fixas.

Parametros fisicos como, volume de amostra, vazdo das solugdes e influéncia
do uso de bobina de reagao foram avaliados, sendo as melhores condi¢cbes escolhidas
como parametros operacionais propostos no trabalho.

Destaca-se que a vazado, o percurso analitico e volume de amostra devem ser
estudados e definidos considerando-se a dispersdao e o tempo de residéncia
necessario para a ocorréncia das reagdes quimicas (ROCHA, et al., 1999)

Parametros quimicos como concentracdo da solugdo transportadora (Acido
Sulfurico) e do reagente (Permanganato de Potassio) foram avaliados, sendo

escolhidas as melhores condi¢des através da sensibilidade do sinal analitico.

5.1.1 Espectro de Absorg¢ao Molecular do KMnO,

O procedimento analitico desenvolvido no presente estudo, que utiliza analise
por injegdo em fluxo (FIA) com deteccédo espectrofotométrica para a quantificacado de
dipirona em medicamentos utiliza como reagente o permanganato de potassio. A
metodologia consiste na oxidagdo da dipirona pelo KMnO4, em meio sulfurico,
baseando-se no aproveitamento analitico do descoramento da solu¢do de KMnO4 em
meio sulfurico. Esse descoramento ocorre devido a reducdo dos fons MnO, a Mn**
que em solugao aquosa sao incolores.

Assim, para nao trabalhar com absorbancias negativas, todas as medicoes
basearam-se em variagcdes de absorbancia (AA), na qual & linha base é relativa a
coloragao inicial da solugcdo de KMnO, em contato com a solugdo carregadora, ou
seja, sem o analito ou padrao. Feito isso, apds injetar o analito, na forma de amostra
ou padrao observa-se um decréscimo de absorbancia apds a reagdo do KMnO, e a

dipirona, em meio sulfarico. A partir dai, tem-se que:



Onde, AA = Variagdo de Absorbancia; A; = Absorbancia inicial — linha base com solugdo de

KMnOyg4; As = Absorbancia final — decréscimo maximo.

Para escolha do comprimento de onda (A) a ser monitorado, rotineiramente
utiliza-se valor ou valores de comprimento de onda onde haja maxima sensibilidade.
Essas escolhas sao justificaveis principalmente no caso em que o analito esta em
baixas concentragdes. Com relacdo ao permanganato de potassio, encontramos na
literatura um valor de maximo em 545 nm, podendo esse valor estar um pouco mais
ou um pouco menos deslocado. Na literatura, encontra-se disponivel o espectro de
absorcao dos ions MnQOy . Por tratar-se de uma substancia bastante conhecida, alguns
livros texto trazem o espectro de absorgao de solugbes de permanganato de potassio,
como o Vogel (2002). Abaixo se observa o espectro de uma solugcdo de

permanganato de potassio (Figura 15).

Figura 15 - Espectro de absorgéo dos ions MnO,4 no visivel.
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Além disso, registrou-se o espectro de absorcdo de uma solugao de KMnO,
0,1 mmol L' em &cido sulfurico 0,10 mol L. A Figura 16 traz o resultado do

experimento.



Figura 16 - Espectro de absorcdo dos ions MnO,4 (em meio sulfirico 0,1 mol L™

no visivel.
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Observa-se que 0 maximo esta em aproximadamente 520 nm, mas temos
também um ombro em aproximadamente 540 nm. O valor do comprimento de onda
escolhido para monitoramento da variacdo do sinal analitico foi 545 nm. Com isso,
observa-se que ndo estamos monitorando o sinal em seu comprimento de onda de
maxima sensibilidade, contudo, como as concentragdes do analito nas amostras sao
bastante elevadas, o fato de n&do monitorarmos o sinal analitico no seu maximo de
sensibilidade ndo causara perda de informacado, sendo este comprimento de onda
utilizado para realizacdo das medidas de descoramento da reagao entre KMnO,4 e a

dipirona.

5.1.2 Influéncia do Volume de Amostra/Padrao

O aumento do volume da alga de amostragem apresenta uma relagdo linear com
o sinal analitico obtido, isso até ser atingido um patamar, no qual a quantidade do
analito ndo proporciona mais variagao significativa do sinal analitico (SANTOS, 2004).
Assim, o volume de amostra injetado no sistema influencia diretamente na magnitude
do sinal analitico, mas influencia também, no consumo de padrao/amostra e no tempo
de analise (ZAGATTO, et al., 1983).

Diante do descrito, € importante atentar-se ndo apenas ao sinal analitico, mas
também para a frequéncia de analises - tempo necessario para que, apos a injegao da
amostra, o sinal analitico atinja seu maximo e retorne a linha base.

O estudo de variagcado do volume de amostra/padréao injetado foi avaliado com o
uso de algcas de amostragem com os seguintes comprimentos: 10, 12,5, 15, 17,5, 20,0,
22,5, 25 e 30,0 cm de comprimento, que correspondem a 38,5; 48,1; 57,7; 67,3; 76,9;



86,5; 96,2; 1154 uL respectivamente, considerando que os tubos de polietileno
utilizados possuem didmetro interno de 0,7 mm. Além do estudo de variagdo do
volume de amostra/padrao injetado avaliou-se o tempo de analise referente ao uso de
cada alga de amostragem.

Os demais parametros do sistema mantiveram-se fixos, assim, as condi¢des
experimentais foram: sem uso de bobina de mistura, vazao das solugdes 3,70 mL min™,
H,S040,10 mol L', KMnO4 0,001 mol L™, dipirona 75,00 mg L™, A = 545 nm.

Os resultados estéo representados na Figura 17.

Figura 17 - Influéncia do volume de amostra/padrao injetado (n=3).
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Observando-se os resultados obtidos e apresentados na Figura 17, percebe-se
que a medida que aumenta-se o volume de amostra/padrdo injetado no sistema,
aumenta-se o sinal analitico obtido. No entanto, o aumento do volume da alga de
amostragem a partir 76,9 yL de amostra/padrao proporciona um acréscimo pouco
significativo da sensibilidade (sinal analitico), e ainda proporciona aumento da
incerteza das medidas.

Além disso, apesar de ocorrer o aumento do sinal analitico em funcdo do
incremento de volume injetado de amostra/padrao também ocorreu o aumento do
tempo necessario para que o sinal analitico atinja seu maximo e retorne a linha base.
Observa-se que quanto maior o volume da alga de amostragem, menor a frequéncia
analitica devido ao maior tempo decorrido nas etapas de limpeza e lavagem do
sistema.

Assim, adotou-se o volume de 76,9 yL de amostra injetada para os estudos
posteriores de determinagao do analito por apresentar satisfatério compromisso entre
o volume de amostra/padrdao consumidos e a magnitude do sinal analitico sem

comprometer a frequéncia analitica.



5.1.3 Influéncia do Comprimento da Bobina de Mistura

A utilizagdo de bobina de mistura em sistemas de analise quimica por injegcdo em
fluxo € uma pratica comum e rotineira, principalmente, quando se necessita aumentar
o tempo de contato entre o reagente cromogénico e a amostra, para melhorar o sinal
analitico. A bobina de reacdo também é utilizada quando se deseja reduzir a variagao
dos indices de refragao das solugdes que confluem, pois, gradientes de concentragao
na zona de amostragem geram interfaces entre solugdes com diferentes indices de
refracdo (Efeito Schlieren), ocasionando aumento do ruido dos sinais e diminuindo a
sensibilidade analitica (GONSALVES, 2008) (NASCIMENTO, 2007).

Destaca-se, no entanto, que a utilizagdo de grandes comprimentos da bobina de
mistura pode gerar problemas, tais como, o aumento do tempo de analise (maior
tempo de residéncia e diminuicdo do sinal analitico em amostras com baixas
concentragdes, provocado pela dispersdo dos segmentos de amostra e reagente no
sistema). Nessa perspectiva, realizou-se o estudo da influéncia do comprimento da
bobina de reagao para obtengdo do melhor sinal analitico.

Variou-se o comprimento da bobina de reagdo em 15, 25, 50, 75, 100 e 150 cm
de comprimento, utilizando-se tubos de polietiieno com didmetro interno de 0,7 mm
enrolados em um suporte.

Para tanto os demais pardmetros do sistema mantiveram-se fixos, assim, as
condicbes experimentais foram: volume de amostra/padrdo 76,9 uL, vazdo das
solugdes 3,70 mL min™', H,SO4 0,10 mol L™, KMnO, 0,001 mol L™, dipirona 75,00 mol
L, A = 545 nm.

Na Figura 18 sado apresentados os resultados para o estudo da influéncia do

comprimento da bobina de mistura.

Figura 18 - Influéncia do comprimento da bobina de reacéo (n=3).
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Observando-se a Figura 18, percebe-se que a partir do aumento do comprimento
da bobina de mistura, ocorre 0 aumento do sinal analitico até o comprimento de bobina
de mistura de 50 cm. Para comprimentos superiores a este valor, observa-se o
decréscimo sinal analitico, ocasionado, provavelmente pela dispersdo da amostra na
solugao carregadora.

Além do sinal analitico, relacionou-se o comprimento da bobina de reacéo ao tempo
de analise (em segundos). Esse estudo, que foi realizado observando-se o aumento do
sinal analitico (sensibilidade) com o tempo minimo necessario para que a reagao se
completasse e ao aumento da frequéncia analitica do método.

A bobina de mistura de 50 cm foi a que demonstrou melhor desempenho em
relagdo ao sinal analitico. Em relacao a freqiéncia analitica observa-se que nao foi
comprometido ao selecionar o comprimento de 50 cm, pois seu tempo de analise foi
pouco superior as bobinas com comprimentos menores. Diante disso, a bobina de
mistura de 50 cm foi escolhida para os estudos subsequentes de determinagdo do

analito.

5.1.4 Influéncia da Vazao Sobre o Sinal Analitico

A vazao é inversamente proporcional ao tempo médio de residéncia da amostra no
sistema e consequentemente, relaciona-se com o tempo disponivel para que as reacdes
quimicas envolvidas no processo ocorram. Assim, através da vazao pode-se aproveitar o
tempo de residéncia da reacdo utilizada (COELHO, et al., 2006). Além da cinética da
reacao, o estudo de vazao é importante, pois se relaciona com a dispersdo da zona de
amostragem ou interpenetracao das zonas de reagao (GONSALVES, 2008).

Nessa perspectiva, realizou-se o estudo sobre a vazao das solugdes utilizando-se
tubos de propulsdo de TYGON® de 1,30 mm de didmetro interno para o reagente, a
solugao transportadora e amostra. As diferentes vazdes foram obtidas devido a ajustes
na vaz&o nominal controlada pela bomba peristaltica.

Assim, o estudo da influéncia da vazdo sobre o sinal analitico foi avaliado
considerando as seguintes vazdes: 1,90; 2,80; 3,70; 4,80; 5,70; 6,60; 7,50; 8,40; 9,40 mL
min™'. Para cada vazao avaliou-se o tempo de andlise, ou seja, foi cronometrado o tempo
decorrido entre o inicio de variagdo do sinal, chegando ao sinal minimo até o retorno da
linha base.

Para avaliagdo da influéncia da vazdo manteve-se as seguintes condigbes
experimentais fixas: volume de amostra/padrdo 76,9 pL, comprimento da bobina de
mistura 50 cm, H,S0, 0,10 mol L', KMnO,4 0,001 mol L™, dipirona 75 mol L™, A = 545 nm.

Apresenta-se o estudo da vazao do sistema através da Figura 19.



Figura 19 - Influéncia da vaz&o do sistema (n=3).
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A partir da Figura 19 acima, observa-se que da vazao de 1,90 a 2,80 mL min™
aumenta-se o sinal analitico, e a partir de 2,80 ml min™, & medida que aumenta-se a
vazao das solugdes ha reducdo no sinal analitico. Podendo-se concluir com isto, a
necessidade de maior tempo de residéncia ou contato entre as solugbes para maior
eficiéncia da reacdo. Dessa maneira, a vazao adotada para o sistema proposto, a
partir deste estudo foi 2,80 mL min™" por apresentar um bom sinal analitico, baixo
consumo de reagentes, e por apresentar boa relagdo entre o sinal analitico obtido e a
freqUéncia analitica (Figura 19) que foi medida em aproximadamente 45 segundos por

injecéo.

5.1.5 Influéncia da Concentracdo do Acido Sulftrico

Avaliou-se o efeito da solugcdo transportadora sendo uma solugdo de acido
sulfurico com concentracao variando de 0,01; 0,03; 0,05; 0,07; 0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 1,0
mol L.

Para avaliacdo da influéncia da acidez manteve-se as seguintes condicbes
experimentais fixas: volume de amostra/padrao 76,9 uL, comprimento da bobina de
mistura 50 cm, vaz&o do sistema 2,80 mL min™', KMnO, 0,001 mol L™, dipirona 75 mol
L, A = 545 nm.

Apresenta-se o estudo do efeito da concentragao de H,SO,4 na Figura 20.



Figura 20 - Avaliacdo da concentragcdo da solucdo transportadora — acido

sulfarico, em relagdo ao sinal analitico (n=3).
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A partir da Figura 20, observa-se que com o aumento gradativo da
concentragdo do acido até 0,5 mol.L”', aumenta-se o sinal analitico. A partir dessa
concentragdo (H.SO, 0,5 mol L") percebe-se o decréscimo da resposta do sinal
analitico.

Assim, a concentracdo do acido sulfurico adotada neste estudo foi 0,5 mol L™

de H,SO, por apresentar a melhor sensibilidade.

5.1.6 Influéncia da Concentragao de Permanganato de Potassio

Avaliou-se a influéncia da concentragdo do permanganato de potassio sobre o
sinal analitico. Essa avaliagao foi realizada, assim como demais estudos, para propor
a condigao de maior sensibilidade ao sistema proposto.

O estudo da concentragcdo da solugdo de KMnQO, foi avaliado considerando as
seguintes concentragées: 0,1 mmol L™; 0,3 mmol L™"; 0,5 mmol L™"; 1,0 mmol L, e os
resultados obtidos sédo apresentados na Figura 21.

Para avaliagdo da influéncia da concentracdo da solugao de permanganato de
potassio manteve-se as seguintes condigdes experimentais fixas: volume de
amostra/padrao 76,9 uL, comprimento da bobina de mistura 50 cm, vazao do sistema
2,80 mL min™', H,S0,0,5 mol L™, dipirona 75 mol L™, A= 545 nm.



Figura 21 - Avaliagdo da concentragcdo da solu¢cdo de permanganato de

potassio em relagéo ao sinal analitico (n=3).
0,20
0,19
0,18
0,17 /
0,16
0,15
0,14
0,13
0,12
0,11
0,10
0,09
0,08
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
CONCENTRAGAO DE KMnO, (mmol L")

—

I —

VARIAGAO DA ABSORBANCIA

Observando-se a figura 21 acima, percebe-se que ocorreu aumento do sinal
analitico a medida que aumentou-se a concentragédo da solugao de KMnO,4, mas isso
ocorreu até a concentracdo de 0,5 mmol L, pois a partir dessa concentracdo
observou-se leve decréscimo do sinal analitico obtido quando avaliada a concentragao
da solugdo de KMnOy4 1,0 mmol L™.

Ressalta-se que a concentragdo adotada foi 1,0 mmol L' de KMnO,, pois era a
concentragdo que ja vinha sendo utilizada nos estudos anteriores e apesar de
apresentar pequeno decréscimo em relagdo a concentragdo anterior, esse sinal se
mostrou muito proximo a variagdo de absorbancia obtida diante do uso de uma

solugdo KMnO, 0,5 mmol L.

5.1.7 Influéncia da Acidez no Preparo das Amostras

O padrao e as amostras de dipirona apresentaram-se bastante sollveis apenas

na presenca de agua destilada. No entanto, devido aos seguintes motivos:

1. O reagente — KMnQ, foi preparado na presenca de acido e a prépria solugéao
transportadora € uma solucao de acido sulfurico;

2. As formulagcbes farmacéuticas com principio ativo dipirona sao elaboradas
para haver solubilidade maxima no estdbmago, onde o pH do meio é acido (pH ~ 0,9 —
2,0).

Avaliou-se a influéncia da acidez do meio de dissolugdo do padrao/amostra.

Para isso, avaliou-se a dissolugdo do padrdo de dipirona apenas em agua destilada
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sobre o sinal analitico e, em seguida, avaliou-se a variagdo da concentracédo do acido
sulfurico na dissolugao/preparagao da solugdo do padrao contra o sinal analitico
obtido. Além disso, mediu-se o pH do meio da solugcdo do padrao e relacionou-se o
mesmo sinal gerado.

O estudo da concentragado da solugdo de H,SO, foi avaliado considerando as
seguintes concentragdes: 0,001; 0,003; 0,005; 0,01; 0,03; 0,05; 0,1; 0,3; 0,5; 1,0 mol L
' tendo essas solugdes sulfiricas na presenca da dipirona apresentado, pH de: 2,4;
2,2;1,9;1,8;1,5;1,3; 1,1;1,0; 0,9; 0,9, respectivamente. A solucdo padrao de dipirona
quando dissolvida apenas em agua destilada apresentou pH de 5,5, sendo esse ponto
representado no grafico como 0.

Para avaliagao da influéncia do pH no preparo das solugdes de padrao/amostras
utilizou-se as seguintes condi¢cdes experimentais fixas: volume de amostra/padrao
76,9 uL, comprimento da bobina de mistura 50 cm, vaz&o do sistema 2,80 mL min™,
H,S0,0,5 mol L', KMnO, 1,0 mmol L™, dipirona 75 mol L, A = 545 nm.

O estudo da variagdo da acidez na preparacao da solugcdo padrdao e o pH do

meio através sido apresentados na Figura 22.

Figura 22 - Avaliacdo da concentragdo do H,SO, (mol L') utilizado na
dissolugao/preparagédo da solugdo do padrao de dipirona em fungéo
do Sinal Analitico (n=3) (a), Efeito do pH da solugao do padrao

dipirona versus Sinal Analitico (n=3) (b).
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Pode-se observar que com o aumento da concentragido da solugao de H,SO, utilizada no
preparo da solugcédo padrao de dipirona, aumentou-se o sinal analitico gerado. Ou seja, quanto

mais acido — menor pH do meio, maior o sinal analitico obtido.



Nessa perspectiva, a concentragdo do acido adotada foi 0,5 mol.L™', pois observa-se uma
resposta analitica satisfatoria. Além disso, essa concentracdo apresenta boa relagdo custo X
beneficio, pois apesar do H,SO, 1,0 mol L apresentar melhor sinal analitico, necessitar-se-ia

maior gasto do acido.

5.1.8 Condigdes Experimentais Adotadas para o Sistema FIA Proposto

Apoés a avaliagdo dos parametros fisicos e quimicos que constituem o sistema de analise
quimica por injecdo em fluxo proposto, apresentam-se as condic¢des finais através da Tabela

08, a seguir.

Tabela 08 - Condicbes experimentais finais para o sistema FIA proposto com detecgcao

espectrofotométrica (A = 545 nm).

Faixa Valor
Parametros Experimentais Otimizados Avaliada Adotado

Volume de Amostra/Padrao (uL) 38,56 -115,4 76,9
Fisicos Comprimento da Bobina (cm) 10 - 150 50
Vazao do Sistema (mL min™) 1,90 - 9,40 2,90
Concentragao de H,SO, (mol L) 0,1-1,0 0,5
Quimicos Concentracdo de KMnO,4 (mmol L‘1) 0,1-1,0 1,0
Concentragao de H,SO, (mol L™) para preparar amostras 0,001 - 1,0 0,5
Comprimento de Onda (nm) 480 - 580 545

Ressalta-se ainda que a solugdo transportadora € uma solugdo de acido sulfarico, o
reagente cromogénico é uma solucdo de permanganato de potassio, e as solugdes
padrao/amostras foram preparadas em meio sulfurico.

A configuracao do sistema FIA de analise quimica de quantificagcdo da dipirona é

apresentada na Figura 23.



Figura 23 - Configuragéo do sistema FIA para o método proposto.




5.2 Validagao do Método Proposto

Para realizar a validagdo do método proposto avaliaram-se alguns parametros, tais como:
seletividade — através do teste de adicdo e recuperacdo de padrao, linearidade, precisao,
exatidao, repetitividade, limite de deteccdo e limite de quantificacdo. Sendo os resultados,

apresentados nos topicos a seguir:

5.2.1 Seletividade

Estudo de Adicao e Recuperacgao de Padrao

Estudo de seletividade foi realizado através do teste de adicdo e recuperacio de padrao.
Neste estudo, quantidades conhecidas de dipirona soédica pura (padrdo analitico) foram
adicionadas as amostras (comprimidos e solugao oral), sendo estas analisadas com e sem a
adicao do padrao, avaliando-se, entao o percentual de recuperagao do analito, através da Eq. 03.

Para realizacido dos testes de recuperacao de padrao, selecionou-se 15 amostras, sendo
10 capsulas/comprimidos e 5 solugdes orais.

Ressalta-se que para quantificar as amostra de dipirona sem e com a adi¢cao do padrao,
foram construidas nos dias de analise curvas de calibracdo. Apresenta-se na Tabela 09 a

seguir, as datas das analises, bem como as retas das curvas analiticas construidas.

Tabela 09 - Data, equagbdes da reta e forma das amostras utilizadas para estudo da

adicao e recuperagao de padréo de dipirona.

Data do Experimento Equacao da Reta Forma da Amostra
07/07/2011 y = 0,0028 (+ 0,0001)C + 0,0039 (+ 0,0019) Comprimidos e Capsulas
08/07/2011 y = 0,0028 (+ 0,0001)C+ 0,0065 (+ 0,0041) Solugéo Oral

Apoés a quantificagdo das concentragées do analito, utilizou-se a equagao a seguir para

avaliar a recuperacgao de padrédo do padréo.

s ecesecesececscsesesesecrsecscscsesesesesrsecscsesesesesesesscssscsesesesnne

Recuperagéo (%) = [(Casr — Ca)/C] *100 | Eq. 03

.............................................................................

Onde, Ca:p corresponde a concentracdo do analito na amostra adicionada do padrdao; Ca
corresponde a concentragao do analito na amostra sem nenhuma adi¢do de padrdo (em mg L'1) e Cp

corresponde a concentragéo do padrao adicionado na amostra (em mg L'1).

Os resultados do estudo da adicio e recuperagao de padrao sao apresentados na tabela

10. A Tabela 10 disponibiliza ainda os resultados médios de trés determinacgdes.



Tabela 10 - Recuperacao das solucbes padrao de dipirona adicionada as amostras de formulagdes farmacéuticas e analisadas
pelo método proposto.

Concentragao de Dipirona (mgL™)

AMOSTRA RECUPERAGAO (%)
[D]? ADICIONADO [DIPIRONA]® RECUPERADO
10 77,1402 9,9 98,8 + 1,1
1 67,3%0,2 25 91,4402 24,2 96,7 + 0,1
50 112,8 £ 0,2 45,6 91,2+0,1
10 83,6 0,2 10,3 103,6 + 1,1
3 73,2%0,1 25 97,9+0,3 24,6 98,6 + 1,3
50 122,1+0,2 48,9 97,8+ 0,3
10 86,4 + 0,2 11,1 110,7 + 0,1
7 75,4 0,2 25 102,14 0,2 26,8 107,1£0,8
50 124,310,2 48,9 97,8 +0,6
10 70,7+0,2 11,1 110,7 + 1,1
8 59,6 + 0,2 25 83,9 0,1 24,3 97,1+ 0,6
50 107,9 £ 0,1 48,2 97,8+ 0,3
10 771+0,2 10,4 103,6 + 0,1
10 66,8 £ 0,2 25 91,4 0,1 24,6 98,6 + 0,6
50 115,0 £ 0,1 48,2 96,4 + 0,3
10 72,5+0,5 10,7 107,1 £ 0,1
12 61,8%0,5 25 87,9402 26,1 104,3+£1,3
50 110,0 £ 0,2 48,2 96,4 + 0,6
13 65,0 £0,2 10 75,7+0,2 10,7 107,1 £ 0,1
25 90,7 +0,3 25,7 102,8 £ 0,6
50 113,6 £ 0,5 48,6 97,1+ 0,6

a = Concentragao de dipirona (mg L) inicial, sem adigdo do padrdo de dipirona; b = Concentrag&o de dipirona (mg L) inicial, encontrada apds a adicio do padrao,
+ Média de 3 medigdes,



Tabela 10 - Continuagao. Recuperacao das solugdes padrao de dipirona adicionada as amostras de formulagdes farmacéuticas
e analisadas pelo Método Proposto.
Concentragio Dipirona (mgL™")

AMOSTRA RECUPERAGAO (%)
[D]?® ADICIONADO [DIPIRONA]® RECUPERADO
10 471+0,5 10,7 107,1 £1,2
14 36,4+0,3 25 61,8 0,1 254 101,4 +1,2
50 83,9+0,1 47,5 95,0+ 0,6
10 57,8 +0,5 11,1 110,7 £ 0,1
15 46,8 £ 0,5 25 70,4+0,3 23,6 94,3 +0,6
50 93,2+0,6 46,4 92,8 +0,3
10 66,8 + 0,1 10,7 107,1+£1,2
16 56,1%0,2 25 81,1+0,1 25,0 100,0 + 0,6
50 105,0 £ 0,1 48,9 97,8 +0,3
10 77,8 +0,6 10,7 107,1+1,3
17 67,1£0,8 25 91,8+0,8 24,6 98,6 + 0,1
10 84,6 £0,5 9,6 96,4 +1,2
18 75,0 £ 0,6 25 98,2+0,3 23,2 92,8 +1,3
10 86,1+0,2 11,4 104,0 + 0,1
23 75,7%0,2 25 100,0 £ 0,6 24,3 97,1+14
10 56,1+ 0,2 10,7 107,1 + 1,1
24 454 +0,1 25 68,2+0,2 22,8 91,4+ 0,6
10 62,1 0,1 10,4 103,6 + 0,1
25 51,8 10,1 25 76,4 0,1 24,6 98,6 + 0,1

a = Concentragao de dipirona (mg L'1) inicial, sem adi¢éo do padrao de dipirona; b = Concentragéo de dipirona (mg L'1) inicial, encontrada apés a adigédo do padrao,
+ Média de 3 medigdes,

Observando a Tabela 10, acima, destaca-se que a faixa de recuperagao variou entre 91,2 a 110,7% evidenciando a exatidao do Método

Proposto, além de mostrar que nao ha interferéncia significativa de matriz.



5.2.2 Linearidade

A linearidade no método proposto foi avaliada/determinada pela construcdo da
curva analitica de calibragao, a qual foi obtida em 12 niveis de concentragédo (5 — 250
mg L™), apresentada no item 5.3. A linearidade foi avaliada pelo método dos minimos

quadrados.

5.2.3 Precisao e Exatidao do Método Proposto

Todos os resultados obtidos pelo Método Proposto foram comparados com
aqueles obtidos pela aplicacao do Método Oficial recomendado pela Farmacopéia
Brasileira (2010) e obtidos pelo Método Adaptado recomendado por Pestana e
colaboradores (2008).

Os resultados do teste F e t sdo apresentados nas tabelas a seguir:

e Teste da Razao de Variancias (Teste F)

Apbs aplicagao do teste F e observando-se a Tabela 30 (Apéndice B) contendo os
resultados obtidos para amostras de medicamento de dipirona através do Método Oficial

e pelo Método Proposto destaca-se que:

e Para as amostras numero 13 e 19, apresentaram-se fora da probabilidade
estimada pelo teste F, ou seja, a diferenga em desvio padrdo € estatisticamente
significativa;

e Para todas as demais amostras (correspondente a um total de 92,3%) n&o ha
diferenca significativa nos valores de desvio padrdo comparados ao nivel de

confianga 95%.

Conclui-se que para a maior parte dos resultados das amostras obtidos pelo
método Oficial e pelo Método Proposto apresentaram valor de F calculado € menor que
o valor de F tabelado, apontando que as varidncias ndo sao significativamente
diferentes. Desse modo, o método proposto proporciona resultados semelhantes ao

método de referencia, existindo boa precisdo entre os métodos.

Observando-se a Tabela 31 (Apéndice B) contendo o teste F aplicado aos
resultados obtidos para amostras de medicamento de dipirona através do Método

Adaptado e pelo Método Proposto destaca-se:



e Para todas as amostras ndo ha diferenga significativa nos valores de desvio

padrao comparados ao nivel de confianga 95%.

Conclui-se assim, que os resultados das amostras obtidos pelo método Adaptado
e pelo Método Proposto apresentaram valor de F calculado € menor que o valor de F
tabelado, apontando que as varidncias nao sao significativamente diferentes. Desse
modo, o método proposto proporciona resultados semelhantes ao método de referencia,

existindo boa precisédo entre os métodos.

o Teste t pareado

Com aplicacao do teste t pareado encontrou-se o t calculado para o conjunto de
resultados obtidos pelo Método Oficial (MO), Adaptado (MA) e Método Proposto (MP)
para amostras na forma de comprimidos/capsulas e amostras na forma de solugéo oral,

os resultados s&o apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 - Resultados do t calculado.

t tabelado
METODO AMOSTRA (P, (Nivel de Confianca 95%)
(MP/MO)? Comprimido/Capsula 0,727 4,30
Solugao Oral 0,067 4,30
(MP/MA)° Comprimido/Capsula 0,018 4,30
Solugao Oral 0,214 4,30

a = Test t pareado para resultados obtidos pelo Método Proposto e Oficial; b = Test t pareado para

resultados obtidos pelo Método Proposto e Adaptado.

Para verificar a exatidao entre o métodos realizados, compara-se o resultado do
tealculado COM O tianelado disponivel na literatura para diferentes limites de confianca. Se o
tealculado fOr maior que 0 tiapelado © Nivel de confiangca desejado, os resultados sao
considerados diferentes. Como todos os valores de t calculados sao inferiores ao t
tabelado,(t tabelado = 4,30), observa-se que os resultados obtidos através do Método
Proposto apresentaram boa concordancia com os resultados obtidos através do Método
Oficial e Adaptado. A tabela indica assim, a existéncia de exatidao do método proposto,

com um nivel de confianca de 95%.



5.2.3.1 Repetitividade

A repetitividade do Método Proposto foi avaliada a partir da comparacéo de curvas
analiticas construidas com solugdes padrao de dipirona em diferentes dias. As solugdes
padroes de dipirona usadas nesse estudo foram preparadas na faixa de concentragao
de 2,5a25mg L’, e as variagbes de absorbancias plotadas no grafico representam a
média de 5 injegcbes. Em seguida, determinou-se o coeficiente de variacdo dos
coeficientes angulares de cada equacéao da reta das curvas analiticas.

Ressalta-se que os parametros fisicos e quimicos do sistema FIA ja haviam sido
otimizados, sendo as condi¢des utilizadas apresentadas na Tabela 08. Os coeficientes
angulares das equacgdes da reta de cada curva analitica sdo apresentados na Tabela

12, a sequir:

Tabela 12-Coeficientes angulares das curvas analiticas de calibragao de solugoes
padrao de dipirona para avaliagao da repetitividade do método proposto.

Curva Analitica

Data do Experimento (AA=aC +Db) Coeficiente Angular (a)
28/05/2011 CA1 0,0032 (+0,0001)
30/05/2011 CA2 0,0032 (+0,0001)
01/06/2011 CA3 0,0032 (+0,0003)
14/06/2011 CA4 0,0033 (+0,0002)
16/06/2011 CA5 0,0032 (+0,0003)

Os coeficientes angulares das equacbes da reta de cada curva analitica séo

relacionados através da Figura 24.

Figura 24 - Comparacao da sensibilidade das curvas analiticas construidas em

dias distintos.
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Conhecendo-se as curvas analiticas de calibragcdo de dipirona, calculou-se o
desvio padrao relativo (RSD) ou, como também conhecido, coeficiente de variagédo (v),
encontrando-se o valor de 1,4 %. O resultado do RSD ficou abaixo do limite considerado
como aceitavel (até 20%) (GUILHEN, et al., 2010). O baixo valor do desvio padrao
relativo encontrado demonstra que as inclinagcbes das curvas analiticas nado sao
significativamente distintas, revelando ainda que a sensibilidade do método proposto
nao é afetada ao se executar andlises em dias diferentes e que o método revela uma

boa repetitividade.

5.2.4 Limite de Detecgédo (LD) e Limite de Quantificagdo (LQ)

O LD e o LQ do método proposto foi de 2,46 mg L' e 821 mg L™,

respectivamente. Indicando uma boa sensibilidade analitica do método desenvolvido.

5.2.5 Método Oficial x Método Proposto

Um eixo de regressdo grafica pode ser utilizado para avaliar/comparar os
resutados de amostras obtidos pelo novo método proposto, e outro eixo para os
resultados obtidos através da aplicacdo do método de referéncia (MILLER;MILLER,
2005).

Assim, visando apresentar a correlacao entre os resultados obtidos através do
Método Oficial e pelo Método Proposto foi contruida a seguinte reta de regresséao
(Figura 25) para comparar os métodos analiticos utilizadas para quantificar a dipirona
em medicamentos. Ressalta-se que cada ponto no grafico representa, portanto, uma
unica amostra analisada por dois meétodos distintos. No eixo das abscissas plotou-se os
resultados das amostras obtidos através do Método Oficial e no eixo das ordenadas os

resultados obtidos atraves do Método Proposto.



Figura 25 - Comparacdo de métodos analiticos — Oficial e Proposto para
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quantificagao de dipirona.

A equacao da reta de regressao gerada - Figura 26 € apresentada a seguir:

..................................................................................................
.

...................................................................................................

Segundo Miller & Miller (2005) a reta de regressao ideal para comparagao de
meétodos distintos é obtida quando o valor do coeficiente angular (a) e o coeficiente de
correlagao (r) estdo proximos a 1 e o coeficiente linear apresenta-se préoximo a zero (0),

demonstrando que a reta passa pela origem. Assim, destaca-se que a equacao da reta



(Eq. 04) apresentada, demonstra boa concordancia entre os resultados obtidos para o

método Oficial e Proposto para amostras de medicamentos de dipirona.

Para a avaliacado de resultados obtidos através do método Proposto e o Adaptado
contruiu-se a seguinte reta de regressao (Figura 26), pretendendo-se comparar os
meétodos analiticos utilizados para quantificar a dipirona em medicamentos. Ressalta-se
que cada ponto no grafico representa, portanto, uma Unica amostra analisada por dois
métodos distintos. Destaca-se que no eixo das abscissas plotou-se os resultados das
amostras obtidos através do Método Adaptado e no eixo das ordenadas os resultados

obtidos atraves do Método Proposto.

Figura 26 - Comparacido de métodos analiticos — Adaptado e Proposto para

quantificagao de dipirona.
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A equacao da reta de regressdo gerada € apresentada a seguir:

40 0000000000000 00000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000

: Y =1,0021 (£0,0208) C - 0,9438 (£9,9892) r=0,9988 | gq 05

.
...............................................................................................

Observando a equacéao da reta acima (Eq. 05), destaca-se que, assim como para
os resultados obtidos através do Método Oficial, o Método Proposto apresenta boa
concordancia entre os resultados obtidos para amostras de medicamentos de dipirona
utilizando-se o Método Adaptado.



5.3 Curva Analitica para Quantificagao de Dipirona

Apds a otimizagdo das condicbes experimentais (Tabela 08) e validacdo do
Método Proposto, iniciou-se a avaliacdo quantitativa da faixa de trabalho onde se pode
observar uma relagao linear obtida entre o valor de absorbancia e a concentracdo de
solugdes padrao de dipirona. Para isso, construiu-se uma curva de calibracao utilizando
0 método dos minimos quadrados.

A curva analitica foi construida a partir de solugdes do padrao de dipirona com
concentragao correspondente a 5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 75,0; 100,0; 125,0; 150,0; 175,0;
200,0; 225,0; 250,0 mg L™, preparados a partir de diluicdo de uma solugdo estoque
contendo 500 mg L™ do analito de interesse. Cada ponto da curva representa & média
de cinco repeticdes das leituras de variagdo de absorbancia (n=5) de cada padrao
injetado ao sistema.

Construiu-se a curva analitica da dipirona representando os valores de AA s450m
(variagdo de absorbancia no A= 545 nm) em funcdo da concentragdo de dipirona,

segundo os dados da Tabela 13.

Tabela 13 - Valores da variagdo de absorbancia obtidos em 545 nm para a
construgao da curva analitica para determinacédo de dipirona através

do método proposto.

[DIPIRONA] mg L AAsss nm + SD? RSD® (%)
5,0 0,024 + 0,001 01
10,0 0,039 + 0,001 01
25,0 0,074 + 0,003

1,0



50,0
75,0
100,0
125,0
150,0
175,0
200,0
225,0
250,0

0,146 + 0,003
0,214 + 0,002
0,285 + 0,001
0,354 + 0,001
0,423 + 0,003
0,494 + 0,004
0,559 + 0,002
0,629 + 0,002
0,695 + 0,003

1,3
0,9
0,5
0,3
0,7
0,9
0,4
0,3
0,5

a * desvio padrao de 5 medidas da variagao de absorbancia; b Desvio Padrao Relativo

Uma relagao linear foi observada na faixa de concentragdo de 5,0 a 250 mg L™. A
Figura 27, a seguir, apresenta a curva analitica obtida para os dados da Tabela 13. A

equacao matematica (Eq. 06) que descreve a relagao linear existente entre a variagao

da absorbancia em 545nm (A s45nm) € concentracao de dipirona é:

...............................................................................................

...............................................................................................

Onde AA = a variacdo de absorbancia registrada durante as analises das solugdes do

padrdo/amostras; C = concentragao de dipirona em mg L™

Figura 27 - Curva analitica para quantificagao da dipirona.
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A curva de calibragdo analitica (Figura 27) apresentou linearidade no intervalo de
concentragdes de dipirona entre 5,0 e 250,0 mg L™, com coeficiente de correlagédo
0,99996. Todas os pontos grafados foram expressos como médias de quintuplicatas. A
frequéncia analitica foi 90 determinagcdes h ™ .

Uma das vantagens do método proposto reside na ampla faixa de concentragbes
de dipirona sem que haja perda de linearidade, ou seja, na larga faixa dindmica da
curva de calibracdo sem perda de linearidade, visto que os medicamentos
comercializados possuem elevadas concentragdes do principio ativo (dipirona), o que,
por conseguinte elimina etapas exaustivas de diluigdes, ocasionando assim maior
preciséo.

Assim, diante do interesse em trabalhar com poucas diluigdes e/ou massa muito
pequenas no processo de tratamento das amostras, tentou-se inicialmente trabalhar
com concentragdes superiores a 250 mg L™ de dipirona, contudo, observou-se grande
instabilidade no sinal gerado, o que proporcionou elevada incerteza na medi¢ao e perda

de linearidade.



5.4 Equagoes Utilizadas para Quantificagcao da Dipirona em Amostras

Reais pelo Método Oficial, Adaptado e Proposto

Para quantificacdo da dipirona em amostrais reais através do método Oficial,

Adaptado e Proposto, utilizou-se as equacdes descritas, a seguir.

5.4.1 Metodologia Oficial

e Comprimidos/Matéria Prima

Para determinagdo da quantidade de dipirona em determinado medicamento,

sugere-se, entdo, a seguinte equagao:

mg(D) = V(I,) x 17,57 Eq. 07

Onde, mg(D) = massa (em miligrama - mg) de dipirona na massa de medicamento pesada para

realizar a titulagéo; V(l2)= volume gasto da solugéo de iodo na titulagdo (em mililitro - mL).

No entanto, a massa de dipirona esta relacionada a massa pesada e utilizada
para realizar a titulagdo (~0,3500 g de medicamento), para conhecer a quantidade exata
de dipirona no medicamento, deve-se utilizar a massa média dos 20 comprimidos

pesados. Assim, aponta-se a Equacéo 08, a seguir:

mg(D)s = [ M (MED) x mg(D)] / mp(D) Eq. 08




Onde, mg(D)r = massa final (em miligrama) de dipirona no medicamento; (MED) = massa média
(em grama) dos 20 comprimidos pesados; mp(D) = massa pesada e utilizada da amostra de medicamento

para realizar a titulagao (deve ser ~ 0,3500 g de medicamento).

e Solugao Oral

Para determinagdo da quantidade de dipirona em determinado medicamento,

sugere-se, entdo, a seguinte equacao:

mg(D) = [V(I) x 17,571 x 10 Eq. 09

Onde, mg(D) = massa (em miligrama - mg) de dipirona na massa de medicamento pesada para

realizar a titulagdo; V(l2)= volume gasto da solugéo de iodo na titulagdo (em mililitro - mL).

No entanto, a massa de dipirona esta relacionada a massa pesada e utilizada
para realizar a titulacédo (~2,5000 g de medicamento), para conhecer a quantidade exata
de dipirona no medicamento, deve-se utilizar a massa encontrada ao adicionar 1,00 mL

da solugéo oral em um becker na balanga analitica. Assim, aponta-se a equacéo 10.

mg(D)r = [mp(D) x mg(D)]/ Mym.(MED) Eq. 10

Onde, mg(D)r = massa final (em miligrama) de dipirona no medicamento; mp(D) = massa pesada do
medicamento para preparar a solugao inicial (diluicdo medicamento); mn (MED) = massa obtida ao pesar

1 mL de medicamento (em grama).

5.4.2 Metodologia Adaptada descrita na Literatura (PESTANA, et al., 2008)

e Comprimidos/Matéria Prima

Para determinagdo da quantidade de dipirona em determinado medicamento,

sugere-se, entdo, a seguinte equacao:

Eq.11

mg(D) = V(I05) x 15,8112

Onde, mg(D) = massa (em miligrama) de dipirona na massa de medicamento pesada para realizar a

titulagao; V(I0O3") = volume gasto da solugéo de iodato de potassio na titulagdo (em mililitro - mL).

No entanto, a massa de dipirona esta relacionada a massa pesada e utilizada
para realizar a titulacao (~ 0,1250 g de medicamento), para conhecer a quantidade de
dipirona no medicamento, deve-se utilizar a massa média dos 20 comprimidos/capsulas

pesados. Assim, aponta-se a equagao 12:



mg(D)r = ['m (MED) x mg(D)]/ me(D) | Eq 12

Onde, mg(D)r = massa (em miligrama - mg) de dipirona na massa de medicamento pesada para
realizar a titulacdo; M (MED) = massa média (em grama) dos 20 comprimidos pesados; mg(D) = massa
(em miligrama) de dipirona na massa de medicamento pesada para realizar a titulagdo; mp(D) = massa

pesada e utilizada da amostra de (que deve ser, ~ 0,1250 g de medicamento).

o Solugao Oral

Para determinagdo da quantidade de dipirona em determinado medicamento,

sugere-se, entdo, a seguinte equacgao:

mg(D) = [V(I05) x 15,8112] x 10 Eq. 13

Onde, mg(D) = massa (em miligrama - mg) de dipirona na massa de medicamento pesada para

realizar a titulagdo; V(l2)= volume gasto da solugéo de iodo na titulagdo (em mililitro - mL).

No entanto, a massa de dipirona esta relacionada a massa pesada e utilizada
(~ 1,2500 g de medicamento), para conhecer a quantidade final de dipirona no
medicamento, deve-se utilizar a massa encontrada ao adicionar 1,00 mL da solucao oral

em becker na balanga analitica. Assim, aponta-se a equagao 14, a seguir:

Eq. 14
mg(D)r = [mp(D) x mg(D)] / My (MED)

Onde, mg(D)r = massa final (em miligrama) de dipirona no medicamento; mp(D) = massa pesada
do medicamento para preparar a solugdo inicial (diluicdo medicamento); mim (MED) = massa obtida ao

pesar 1 mL de medicamento (em grama).

5.4.3 Metodologia Proposta

Apos a construgdo da curva de calibragdo das solugdes padrdo de dipirona,
iniciou-se a analise das amostras de medicamentos. Os procedimentos necessarios
para preparagao das amostras foram realizados conforme descrito no item 4.3.3. Assim,
apresenta-se a seguir, as equacgdes utilizadas para quantificar a dipirona através da

metodologia proposta nesse estudo.

e Comprimidos/Matéria Prima



A partir do conhecimento da variagdo de absorbancia obtida para cada amostra (3
injecdes/amostra), calculou-se a concentracdo de dipirona, através da curva de
calibragédo apresentada no item 5.3. Ou seja, baseando-se na curva de calibragdo, para
determinagao da concentragao da solucado contendo de dipirona, encontrou-se, entao, a

seguinte equagao:

C(D) = (AA - 0,0091)/0,0028 | EG- 15

Onde, C(D) = concentracao de dipirona (mg/L); AA = Variagao de absorbancia.

A concentragédo de dipirona (C(D)) obtida através da equagao 15, relaciona-se a
com a concentracdo da solugao de 14 mL do medicamento de dipirona, preparada a
partir da diluicdo de 2,1 mL da solucéo estoque.

Assim, através da Eq. 16, calculou-se a concentracdo de dipirona (mg L") na
solugdo estoque (50,0 mL), preparada a partir de uma determinada massa de
comprimido pesada e dissolvida no volume de 50,0 mL do acido sulfurico, conforme

descrito no item 4.3.3.

C(D)real = (14 * C(D) )/211 Eq. 16

Onde, C(D) rea1 = concentragao real da solugédo estoque preparada (mg/L).

Obtida a concentracéo real da solucdo estoque de dipirona preparada de inicio,
encontrou-se através da equagao conhecida e descrita a seguir da concentragcédo de
solugdo, a massa real do analito (dipirona) existente na massa pesada e utilizada para

preparar uma solugao estoque de 50,0 mL.

mg(D)estoaue = C(D)real * VsoLugao Mg(D)estoaue = C(D)rear * 0,05 Eq. 17

Onde, mg(D)estoque = massa (em mg) de dipirona existente na massa de medicamento utilizada

para preparar solugéo estoque; VsoLugio = Volume da solugdo estoque preparada (50,0 mL).

Encontrada a massa do analito através da Eq. 17 acima, relacionou-se essa com
a massa do medicamento utilizada para preparar a solugdo estoque, através da

Equacéo 18 a seguir:

Eq. 18

M(D)1mg = (MY(D)estoaue /M(M)estoaque)




Onde, m(D)1mg = massa de dipirona em 1,0 g de medicamento (mg); mg(D)estoque = massa (em mg)
de dipirona existente na massa de medicamento utilizada para preparar solugdo estoque; m(M)estoaue =

massa (em g) pesada de medicamento utilizada para preparar solugéo estoque.

Assim, obtém-se uma relacdo massa/massa (m/m) entre a massa de
medicamento e a massa de dipirona existente no medicamento utilizada para preparo

da solucéao estoque. Onde,

Por fim, relacionou-se a massa de dipirona em 1,0 g de medicamento (m(D)m),
com a massa meédia dos 20 comprimidos do medicamento pesados individualmente
(Tabela 14), através da equacgao Eq. 19, onde se encontrou a massa real de dipirona no

comprimido do medicamento.

Eq. 19

M(D)r20 = M(D)1mg * Mm(20)

Onde, m(D)r2o = massa real de dipirona relacionando-se com a massa média de 20 comprimidos;

m(D)img= massa de dipirona em 1,0 g de medicamento (mg); Mm0)= massa média (em g) dos 20 comprimidos.

e Solugao Oral

A partir do conhecimento da média de variagao de absorbancia obtida para cada
amostra (5 injecbes/amostra), calculou-se a concentracdo da segunda diluicdo da
solucao da amostra, através da curva de calibragao apresentada no item 5.3 ou ainda
utilizando-se a equacdo 06, e encontrou-se a concentracdo (em mg L™) da solugdo de
medicamento (amostra) contendo dipirona. Transformou-se a unidade de concentragao
obtida na unidade de concentragdo em mg mL™.

Em seguida, utilizou-se a equacgéo 20, abaixo para encontrar a concentragédo da

primeira diluigéo.

C(D)1 = [C(D)eca x 14] /1,05 Eq.20

Onde C(D); corresponde a concentragdo da solugcdo do medicamento de dipirona na primeira diluigdo; C(D)eca

corresponde a concentracédo da solugdo de medicamento encontrada através da curva analitica (22 diluig&o).

Em seguida, utilizou-se a equacgéo 21, abaixo para encontrar a concentracao real

do medicamento.

C(D)r =[C(D); x 50]/0,1

Eq. 21




Onde C(D)r corresponde a concentragdo da solugdo do medicamento de dipirona real no frasco;

C(D)1 corresponde a concentragao da solugdo do medicamento de dipirona na primeira diluigao.

Assim, obtém-se direto a quantidade de dipirona (mg) em cada mL da solucéo.

Para realizagdo dos calculos de quantificagdo da dipirona em amostras de
medicamento, necessita-se conhecer a massa média dos comprimidos/capsulas, bem
como a densidade das solugdes orais. Assim, apresentam-se nas Tabelas 14 e 15 a

seguir, as informacdes supracitadas.



Tabela 14 - Tipo, forma, concentragéo de dipirona rotulada no medicamento (mg) e massa média de comprimidos/capsulas.

TIPO FORMA MASSA DIPIRONA AMOSTRA MASSA MEDIA sD?
ROTULADA (mg) (20 COMPRIMIDOS)

500 1 0,6828 0,0086

500 2 0,6012 0,0198

MAGISTRAL CAPSULA 250 3 0,3621 0,0166

500 4 0,6123 0,0351

500 5 0,6480 0,0206

500 6 0,6044 0,0139

REFERENCIA 500 7 0,5281 0,0056

GENERICO 500 8 0,6234 0,0102

GENERICO 500 9 0,6226 0,0097

SIMILAR 500 10 0,5681 0,0061

SIMILAR COMPRIMIDO 500 11 0,5991 0,0053
500

SIMILAR (+65mg CAFEINA) 12 0,7192 0,0089
500

SIMILAR (+65mg CAFEINA) 13 0,6585 0,0065
300

SIMILAR B TR D O ADRINA + 14 0,6656 0,0091
300

SIMILAR o0ma M A B oon  TENO® 15 0,7748 0,0280
500

SIMILAR (+10mg CLORIDRATO DE ADIFENINA + 16 0’7215 0,01 13

5mg CLORIDRATO DE PROMETAZINA)

a + desvio padrao de 20 medidas de massa de capsulas/comprimidos.



Tabela 15 - Tipo, forma, concentracédo de dipirona rotulada no medicamento (mg mL™) e densidade de cada solugéo oral.

CONCENTRAGAO DIPIRONA

TIPO FORMA ROTULADA (mg mL'1) AMOSTRA DENSIDADE (g mL'1) sb?
REFERENCIA 500 17 1,1272 0,0026
SIMILAR 500 18 1,1848 0,0101
SIMILAR 500 19 1,1519 0,0065
SIMILAR B 500 20 1,1380 0,0036
SIMILAR SoLUcAo 500 21
1,1468 0,0059
. ORAL
GENERICO 500 22 1,1723 0,0022
GENERICO 500 23 1,1677 0,0066
300
SIMILAR (+50 mg CITRATO DE ORFENADRINA + 35 24 11237 0,0061
mg CAFEINA) ’
300
SIMILAR (+#30mg MUCATO DE ISOMEPTENO + 30mg 25
CAFEINA) 1,1529 et
SIMILAR 500 26 1,1584 0,0021

a + desvio padrdo de 3 medidas de massa de 1 mL de solugdo oral de medicamento.



5.5 Resultados da Quantificagao de Dipirona em Amostras de Medicamento

5.5.1 Resultados Obtidos através dos 3 Métodos Utilizados para Quantificar a Dipirona em Solugdes do Padrao

Apos a realizagdo de todas as analises e os respectivos calculos, apresentam-se, através da Tabela 16 a seguir, os resultados obtidos

através do Método Oficial, Adaptado e Proposto para as solugdes contendo apenas o padrao de dipirona.

Tabela 16 - Resultados do padréo obtidos através do método oficial, adaptado e proposto.

Mpesapa MENCONTRADA
METODO DIPIRONA (g) DIPIRONA (g) + SD? CV (%) ER (%)
0,3503 0,3508 + 0,0005 0.2 0.1
OFICIAL 0,3501 0,3505 + 0,0009 0.3 0.1
0,1505 0,1491 + 0,0016 1.1 0,9
0,1505 0,1507 + 0,0004 0.3 0.1
ADAPTADO 0,1504 0,1508 + 0,0005 0.3 0.3
0,1501 0,1509 + 0,0001 0.1 05
0,0254 0,0258 + 0,0001 0,4 0,1
PROPOSTO 0,0251 0,0249 + 0,0001 0,4 -0,1
0,0252 0,0253 + 0,0001 0,4 0,1

a * desvio padrao de medidas de massa de dipirona encontradas em analises realizadas em TRIPLICATA pelo Método Oficial, Adaptado e Proposto .



5.5.2 Resultados Obtidos para as Amostras através dos 3 Métodos Utilizados para Quantificar a Dipirona

A quantificacdo de dipirona em cada amostra de medicamento foi realizada em 3 dias distintos através de cada método - Oficial,
Adaptado e Proposto, estando todos os resultados disponiveis no Apéndice A. Como valor definitivo, a ser adotado e apresentado neste
tépico para cada amostra, optou-se por aquele resultado que dentro dos 3 dias, apresentou-se mais préximo ao valor rotulado de dipirona
em cada medicamento. Assim, apos a realizagdo de todas as analises e os respectivos calculos, apresentam-se, através da Tabela 17 a

seguir, os resultados obtidos através do Método Oficial, Adaptado e Proposto para as 26 amostras analisadas.

Tabela 17 - Resultados obtidos para os métodos oficial, adaptado e proposto para quantificar a dipirona em amostras de

medicamentos.

MASSA DIPIRONA
METODO OFICIAL METODO ADAPTADO

VALOR RODULADO METODO PROPOSTO

AMOSTRA ER' (%) ER? (%)
(mg) (mg) (n=3) (mg) (n=3) (mg) (n=3)

1 500 565,1 + 1,3 562,6 + 0,5 562,5 + 1,6 05 01
2 500 582,1 £ 0,5 598,9 + 1,9 580,9 + 0,6 0,2 31
3 250 310,5+0,3 317,105 317,0+0,2 20 01
4 500 580,8 + 0,9 579,1+0,5 581,0 + 0,2 01 0,3
5 500 599,9 + 1,0 598,9 + 0,5 599,4 + 0,1 0,1 0,1
6 500 574,5+1,0 563,2+0,7 575,0 1,1 0,1 2.1
7 500 500,5 + 0,8 500,2 + 0,6 501,3+0,5 0,2 0,2
8 500 500,9 2,3 500,1 1,2 500,4 + 1,1 01 01
9 500 536,1 + 1,4 531,2 + 1,1 535,7 + 0,5 01 0,8
10 500 4849+ 1,1 484,9£0,5 484,91 0,4 0,1 0,1
11 500 500,0 0,7 484,8+0,8 4853+ 1,9 3,0 0,1
12 500 540,3 +2,5 543,6 + 0,7 543,6 +1,5

(+65mg CAFEINA) 0,6 0,1
13 500

(+65mg CAFEINA) 500,0 + 1,6 500,4 + 0,3 499,7 +0,2 -0,1 -0,1




Tabela 17 — Continuacdo de Resultados obtidos para os Métodos Oficial, Adaptado e Proposto para quantificar a dipirona em
Amostras de Medicamentos
MASSA DIPIRONA
AMOSTRA . ; . ER' (%) ER? (%)
VALOR RODULADO METODO OFICIAL METODO ADAPTADO METODO PROPOSTO
(mg) (mg) (n=3) (mg) (n=3) (mg)
14 300
(+35mg CITRATO DE ORFENADRINA 275,9+0,7 300,2+ 0,5 299,7+1,0 7.9 0.2
15 300
(+30mg MUCATO DE ISOMEPTENO + 370,0 £ 0,5 375,1+0,5 375,4+£0,4 1.4 01
30mg CAFEINA) ’ )
16 500
(+10mg CLORIDRATO DE ADIFENINA + 5mg 516 5 + 0 7 517 8 + 0 7 516 7+ 0 5 0,1 -0,2
CLORIDRATO DE PROMETAZINA) e [ T
17 500 439,4 + 0,6 + 439,7 £+ 0,3
439,9+1,0 01 01
18 500 + + 502,4+1,4
500,0+2,4 500,9+0,9 0,5 0,3
19 500 + + 498,5+0,4
498,924 4943+1,1 01 0,8
20 500 + + 465,4+ 1,5
469,1+2,3 466,9+0,4 08 03
21 500 + + 302,3+1,3
324,6+2,3 304,7£0,9 74 08
22 500 + + 500,8+1,3
492,9+2,3 501,7+0,5 15 0.2
23 500 + + 500,1+1,3
501,7 2,4 500,2£0,8 03 01
24 300
(+50 mg CITRATO DE ORFENADRINA
35 mg CAFEINA) 285,6 +2,3 300,0+0,8 299,7£0,7
4,7 -0,1
25 300
(+30mg MUCATO DE ISOMEPTENO +
30mg CAFEINA) 302,4+2,3 304,2+0,8 3008+1.3 05 11
26 500 + + 4679+1,4
464,9+2,0 463,1+0,6 06 1,0

ER' = Erro relativo referente ao resultado obtido pelo Método Proposto e Oficial; ER® = Erro relativo referente ao resultado obtido pelo Método Proposto e

Adaptado



Segundo a Farmacopéia Brasileira (2010) os medicamentos contendo como principio
ativo a dipirona, deve conter no minimo, 95 % e, no maximo, 105 % da quantidade declarada
de C3H4sN3NaO,4S.H,0O, quando na forma de comprimido. E, para amostras de solugao oral, o
medicamento deve conter, no minimo, 95 % e, no maximo 110 % da quantidade rotulada de
C13H16N3NaO,4S.H,0.

Assim, dentre as amostras utilizadas espera-se como teor minimo e maximo, os valores

apresentados nas Tabelas 18 e 19:

Tabela 18 - Teor minimo e maximo esperado de medicamentos de dipirona na forma de
comprimido/capsula, baseando-se na quantidade declarada do principio ativo (mg).

TEOR ROTULADO TEOR MINIMO TEOR MAXIMO
(mg) (mg) (mg)
250 237,5 262,5
300 285,0 315,0
500 475,0 525,0

Tabela 19 - Teor minimo e maximo esperado de medicamentos de dipirona na forma de
solugdo oral, baseando-se na quantidade declarada do principio ativo (mg mL™).

TEOR ROTULADO TEOR MINIMO TEOR MAXIMO
(mg mL™) (mg mL™) (mg mL™)
300 285,0 330,0
500 475,0 550,0

Observando-se os resultados do padrdao e das amostras dispostos na Tabela 12 € 13, e
considerando os valores minimos e maximos da quantidade rotulada que o medicamento de

dipirona deve conter avalia-se que:

e O erro entre as massas de padrao de dipirona com as massas encontradas utilizando-

se o Método Oficial, Adaptado e Proposto, variou de -0,9 a 0,5%.

e Observa-se que o padrao utilizado apresenta uma pureza de aproximadamente 100%.

e Todas as amostras de medicamentos oriundos de farmacia de manipulagao
apresentaram-se em desconformidade com a Farmacopéia Brasileira (2010). Observa-
se que as concentragdes estiveram bem acima do valor maximo estipulado para as

analises realizadas pelo método Oficial, Adaptado e pelo método Proposto;



Dentre os medicamentos industriais na forma de comprimidos oriundos aleatoriamente
no comércio de Maceid/AL, as amostras niumeros 09, 12 e 15 foram as Unicas que
apresentaram-se em desconformidade com o teor maximo estabelecido pela
Farmacopéia Brasileira (2010) para as analises realizadas pelo método Oficial,

Adaptado e pelo método Proposto;

Para os medicamentos na forma de solugao oral, destaca-se que as amostras niumeros
17, 20, 21 e 26 apresentaram-se em desconformidade com o teor minimo estabelecido
pela Farmacopéia Brasileira (2010) para as analises realizadas pelo método Oficial,

Adaptado e pelo método Proposto;

E, ainda para os medicamentos na forma de solugdo oral, destaca-se que a amostra
numero 24 apresentou-se no limite com o teor minimo estabelecido pela Farmacopéia
Brasileira (2010) para a andlise realizada pelo método Oficial, considerando o erro que
pode ser mais ou menos 2,3. Assim, considerando-se menos 2,3 esse medicamento
pode estar em desconformidade baseando-se na metodologia supracitada. No entanto,
destaca-se que essa amostra encontra-se em conformidade quando analisada pelo

meétodo Adaptado e pelo método Proposto.

Os resultados obtidos através do Método Proposto apresentaram boa concordancia
com resultados obtidos a partir do Método Oficial e/ou Adaptado. Nao sendo observada
interferéncia de nenhuma das substancias coadjuvantes existentes, pelo menos nas
concentracdes existentes nos medicamentos avaliados, conforme pode ser observado

na Tabela 20, abaixo.

Tabela 20 - Valores rotulados de dipirona e de substancias coadjuvantes em amostras

de medicamentos.

AMOSTRA VALOR RODULADO
12 500 mg DIPIRONA + 65 mg CAFEINA
13 500 mg DIPIRONA +65 mg CAFEINA
14 300 mg DIPIRONA + 35 mg CITRATO DE ORFENADRINA + 50 mg CAFEINA
15 300 mg DIPIRONA + 30 mg MUCATO DE ISOMEPTENO + 30 mg CAFEINA
16 500 mg DIPIRONA + 10 mg CLORIDRATO DE ADIFENINA + 5 mg CLORIDRATO

DE PROMETAZINA

24 300 mg DIPIRONA +50 mg CITRATO DE ORFENADRINA + 35 mg CAFEINA

25 300 mg DIPIRONA + 30 mg MUCATO DE ISOMEPTENO + 30 mg CAFEINA




5.6 Interferentes

Grande parte das preparagdes farmacéuticas existentes no mercado que contém o
principio ativo dipirona sdo constituidas apenas pela dipirona e excipientes que normalmente,
com poucas excegdes, sao relativamente inertes. Muito embora nesses casos nao se tenha
observado interferéncia sobre o sinal analitico, avaliou-se a possivel interferéncia de espécies
quimicas existente nas formulagbes farmacéuticas que continham algumas espécies
coadjuvantes através do Método Oficial, Adaptado e Proposto.

Dentre as substancias coadjuvantes mais comuns temos a cafeina, citrato de orfenadrina,
cloridrato de adifenina, cloridrato de prometazina e mucato de isomepteno. Dentre estas,
resolveu-se avaliar a possivel interferéncia da cafeina, levando-se em conta que a maioria dos
medicamentos com coadjuvante possuem essa substancia. Para a realizagdo do estudo de
interferéncia da cafeina partiu-se de padrdes de dipirona e de cafeina.

Como a maioria dos medicamentos comercializados contendo 500 mg de dipirona
possuem em média, 65 mg de cafeina, preparou-se amostras sintéticas simulando a mesma
propor¢do em massa do coadjuvante para avaliagdo da possivel interferéncia da cafeina sobre
o sinal analitico, utilizando-se os métodos apresentados trabalho. Os resultados encontrados

sdo sumarizados nas Tabelas 21 e 22.

Tabela 21 - Resultados do padrao — dipirona (na presenca do padrao de cafeina) obtidos

através do método oficial, adaptado.

MpEsaDA MpEsabA MENCONTRADA

METODO  DIPIRONA (g) CAFEINA(g) | DIPIRONA (g)+ SD* CV (%) ER (%)

0,3505 0,0453 0,3496 + 0,0005 0.2 0.1

OFICIAL 0,3500 0,0452 0,3514 + 0,0009 0.2 0.1
0,1507 0,0191 0,1504 + 0,0004 0.3 0.1

ADAPTADO 0,1503 0,0195 0,1505 + 0,0005 0.3 0.1

a + Média de 3 medigdes;

Os resultados obtidos para as solugbes contendo apenas o padrdo de dipirona, bem
como contendo dipirona juntamente com o padrdo de cafeina através apenas do Método

Proposto sdo apresentados na Tabela 22.



Tabela 22 - Resultados do padrao — dipirona (na presencga do padrao de cafeina) obtidos

através do método proposto.

Concentragao
Solugées DIPIRONA encontrada (mg L") + SD? CV (%) ER (%)
1 74,5+0,2 0.3 07
2 751+04 0.5 0.1
3 74,8 £0,3 0.4 03
4 75,3+0,6 0.8 0.4
1 754 +0,2 0.2 0.5
2 74,8 £0,3 0.5 02
3 75,1+0,5 0.7 0.1
4 74,4 £0,2 0.3 08

a = Média de 3 medigbes;

1 - Apenas solugéo padréo de dipirona 75 mg L™

2 - Solugéo padréao de dipirona 75 mg L'+ Solugdo padréo de cafeina 10 mg L™
3 - Solugéo padrao de dipirona 75 mg L+ Solugéo padrao de cafeina 75 mg LT
4 - Solugao padrao de dipirona 75 mg L+ Solugéo padrao de cafeina 150 mg L.

Observando-se os resultados para quantificacdo de dipirona obtidos pelo Método
Proposto, conclui-se que a cafeina ndo apresenta interferéncia significativa ao nivel de
concentracao estudada. Muito embora a cafeina seja um dos coadjuvantes principais, torna-se

importante a realizacdo de estudos de interferéncia para outras substancias.



5.7 Frequéncia de Analise e Consumo de Reagentes

O tempo de analise de cada amostra — tempo entre a injecdo e retorno a linha base, de
cada injecdo de amostra no sistema é aproximadamente 45 segundos, o que possibilita uma
freqiiéncia de analise igual a 90 det h™".

Para cada reagente utilizado — solugdo de acido sulfurico (solugdo transportadora) e
permanganato de potassio (reagente), utilizou-se a cada analise de amostra, em média 1,8 mL
de solucdo, sendo o consumo em uma hora ininterrupta de analise de 168,0 mL de cada

solugao supracitada, o que corresponde a massa de 8,232 g de H,SO, e 0,0265 g de KMnO,.



5.8 Vantagens e Desvantagens Associadas ao Método Oficial, Adaptado e

Proposto

Comparando-se a metodologia proposta com outros métodos executados nesse estudo,

observa-se que:

Em relacdo a metodologia Oficial descrita na Farmacopéia Brasileira (2010), tém-se

algumas consideracoes a serem feitas:

1. Ressalta-se, inicialmente, o dificil preparo da solugdo recomendada pelo método
oficial, visto que a solucédo de iodo é altamente instavel, sendo necessaria sua

preparacao, padronizacao e utilizacdo no mesmo dia;

2. O método oficial sugere a padronizagdo da solugdo de iodo com um padrao
primario de arsénio, o qual é altamente toxico, devendo seu uso ser

consideravelmente limitado e reduzido;

3. Observa-se a frequente dificuldade para visualizagdo do ponto final da reacgao,
pois 0 amido - indicador recomendado e utilizado para visualizacdo do ponto de
viragem da titulagdo, que se caracteriza pelo aparecimento da cor azul intensa,
devido a complexacdo do amido com iodo, varia gradativamente, passando para
coloracéo lilas e, em seguida, a rosa, deixando duvidas sobre o0 momento exato
da viragem. Assim, certamente, em algumas analises pode ter havido erros diante
do estabelecimento do momento exato do ponto final da reacado (PESTANA, et al.,
2008).

Essa problematica foi verificada ndo apenas neste estudo, mas também relatada

em trabalhos dispostos na literatura, como no de Pestana e colaboradores (2008).

4. O método oficial ndo determina o tempo minimo de persisténcia da coloracao

azul, demonstrando a subjetividade da finalizagdo do procedimento.

5. O procedimento dessa titulagdo torna-se mais demorado que o normal diante das
duvidas e incertezas da finalizacdo da reacdo. No presente estudo, o tempo da
determinacgao de dipirona na amostra — procedimento realizado em friplicata foi de

aproximadamente 30 minutos.



Ressalta-se que todos esses fatores agravam um laboratério de rotina e/ou controle de

qualidade que possuem inumeras amostras a serem analisadas em tempo rapido. Pois, ao

recorrer ao método oficial o analista encontra solugcbes trabalhosas, instaveis, téxicas,

procedimentos demorados e ainda incerteza nas medi¢des. Tudo isso desfavorece a utilizacao

do procedimento oficial para quantificagdo do principio ativo — dipirona, sendo necessario o

estabelecimento de procedimentos rapidos, simples, repetitivo, reprodutivo, seguro e se

possivel que apresente baixo custo e gere baixa quantidade de residuos.

Em relacdo ao método Adaptado descrito por Pestana e colaboradores (2008), tém-se

algumas consideracgoes a serem feitas:

Em relacdo ao Método Oficial, o Método Adaptado apresenta como vantagem, a
geragao in situ do iodo, ndo sendo necessario preparar, padronizar a solugao de

iodo que é bastante instavel;

O titulante utilizado é uma solugdo de iodato de potassio, sendo esse reagente

quimico um padrao primario, ndo sendo necessario padronizar a solugao de KlO3;

Foi avaliado e estabelecido o tempo minimo de persisténcia da coloragao azul, o
qual relaciona-se com a visualizagdo do fim da reagdo - sendo necessario a

persisténcia de no minimo, 1 minuto. Tempo esse que o Método oficial nao relata.

Uma desvantagem verificada foi o aumentando do tempo antes da analise, pois
por esse método ha a necessidade da pesagem de aproximadamente 1,0 g de

iodeto de potassio para cada amostra;

Além disso, destaca-se ainda o tempo de analise que fica em torno de 20 minutos,
realizando-se o procedimento em triplicata, que também desfavorece o uso dessa

metodologia por um laboratério de rotina de analise e/ou controle de qualidade.

Em relacdo ao Método Proposto descrito e avaliado no presente estudo, utilizou-se a

técnica de Analise por Injegdo em Fluxo com deteccado por Espectrometria de Absorcao

Molecular, FIA-EAM, ressalta-se alguns pontos:

1.

Simplicidade de instrumentagao;

Espectrofotometria na regido UV/VIS do espectro eletromagnético € uma das
técnicas analiticas mais empregadas, em fungdo de robustez, custo
relativamente baixo e grande nuimero de aplicagdes desenvolvidas (ROCHA;
TEIXEIRA, 2004).



2. Simplicidade de operacao do sistema FIA, do Espectrofotdmetro, bem como
simples manipulagdo das amostras e reagentes, pelo operador. Visto que os
reagentes utilizados ndo sao periculosos ou tdéxicos para o operador;

3. Economia no consumo de amostras e reagentes;

4. Analises rapidas e praticas — rapida por possibilitar a realizacédo de até 90
determinagdes de dipirona em 1 hora de analises; pratica devido a injecdo das

amostras no sistema FIA, ndo necessitando manipular reagentes e/ou amostras;

5. Técnica de elevada versatilidade;

6. Elevada repetitividade de sinal;

7. Boa sensibilidade, precisao e exatidao;

8. O procedimento proposto apresenta ainda como vantagem uma baixa
susceptibilidade a interferentes, mesmo sendo o permanganato de potassio um

forte agente oxidante.

Como desvantagem do Método Proposto destaca-se:

1. Em relagao ao reagente utilizado, podemos dizer que o KMnO, ndo é um padrao
primario, apresentando necessidade de padronizagédo de suas solugdes antes do
uso, além disso, sua solugdo € pouco estavel, assunto discutido no item 3.4.3.1.
Assim, a partir da padronizagdo da solugdo estoque de KMnOQ,, utilizou-se a
mesma por aproximadamente 5 dias, sendo a mesma conservada em frasco
escuro e em geladeira, para prevenir decomposi¢ao. Além disso, 0 KMnO, é um
forte agente oxidante e como tal, ndo possui boa seletividade. Mas em situacbes
onde nao haja interferéncias significativas de substancias redutoras, que possam
estar presentes com o principio ativo na forma de coadjuvantes ou excipientes,
pode-se emprega-lo com sucesso, como demonstrado nesses estudos. O fato de
o reagente possuir grande reatividade frente a substéncias redutoras, falsificacoes
de medicamentos com essas substancias ndo seriam facilmente detectada pelo
método proposto, visto que a variagao do sinal ndo seria apenas o resultado da
reacao entre o reagente e a dipirona, mas haveria também a contribuicdo da

substancia adulterante.



Apesar das desvantagens discutidas acima, o novo procedimento mostra-se bastante
atraente com relagdo a sua aplicabilidade em laboratérios de rotina, seja no controle de
matérias prima ou no controle de produto acabado, sendo fortemente recomendado para
quantificar a dipirona.

Destaca-se ainda, que avaliando a Tabela 23, a seguir, a qual contém as figuras de
merito encontradas nesse estudo e as observadas em trabalhos disponiveis na literatura, todos
utilizando FIA com deteccdo espectrofotométrica, o Método Proposto figura como uma
alternativa bastante exequivel, pois dentre alguns parametros destaca-se que o Método
Proposto apresenta boa faixa linear entre 5,0 - 250,0 mg L™, baixo desvio padrdo relativo e

elevada frequéncia analitica de 90 det h™', baixa susceptibilidade de interferéncia, entre outras.



Tabela 23 - Figuras de méritos do método proposto e de publicagdes disponiveis na literatura.

Coeficiente Faixa de Nivel de
Publicagao A (nm) Faixa Linear de Correlagao LD LQ Recuperagao RSD Confianga Frequéncia
(mol L) (r (mol L™ (mol L) (%) (%) Analitica
METODO PROPOSTO 545 0,14x10™ - 0,71x 10 0,9999 0,77x10° 0,23x10*  91,4-110,7 1,4 % 95% 90 det h”
<0.45%
PEREIRA, et al., 2002 580 1,4x10*-7,0x10™ 0,9998 6,0x 10° - 98,8 e 101,0 n=10 95% 60 det h”
<0,12%
LIMA, et al, 2003 430 0,28x10*-11,4x 10" 0,9997 0,28 x 10° 0,1x10™ - (n = 20) 95% 50 deth™
MARCOLINO-Jr., et al., 1,7%
2005a 620 50x10*-8,0x10° - 9,6x10° - 95,3 —101,0 (n=10) 95% 60 deth™
2,0%
WEINERT, et al., 510 1,45 x 10 - 2,90x10° 0,9999 1,31x107  4,40x107  97,3-103,0  (n=20) 95% 72 amostra h™
2007a
<0,4%
SUAREZ, et al., 2011 642 0,99x10° - 0,79 x 10° 0,9992 0,79 x 10° - 98,0 — 103,6 (n=10) 95% 80 deth”

- Nao Informado



6 CONCLUSAO

O desenvolvimento do novo procedimento para determinacao direta de dipirona sodica em
medicamentos, através da reacdo de oxidagdo-reducdo entre a dipirona e 0 permanganato de
potassio em meio sulfurico, empregando analise por injecdo em fluxo com detecgao
espectrofotométrica apresentou resultados de boa concordancia com resultados obtidos através
do Método Oficial e o Adaptado.

Observou-se que todas as amostras de medicamentos oriundos de farmacia de
manipulagcao apresentaram-se em desconformidade com o valor maximo estabelecido pela
Farmacopéia Brasileira (2010); Dentre os medicamentos industriais na forma de comprimidos
obtidos aleatoriamente no comércio de Maceid/AL, as amostras numeros 09, 12 e 15 foram as
Unicas que apresentaram-se em desconformidade com o teor maximo estabelecido pela
Farmacopéia Brasileira (2010); Para os medicamentos na forma de solugdo oral, destaca-se que
as amostras numeros 17, 20, 21 e 26 apresentaram-se em desconformidade com o teor minimo
estabelecido pela Farmacopéia Brasileira (2010), sendo esses resultados observados para
analises realizadas pelo método Oficial, Adaptado e pelo método Proposto.

Para validacdo do método desenvolvido foram avaliados alguns parametros importantes,
tais como: seletividade - teste de adigao e recuperacao de padréo, linearidade, exatidao, precisao,
repetitividade, limite de deteccao e limite de quantificagao.

Nao foi observada interferéncia das substancias coadjuvantes e/ou excipientes existente nas
amostras de medicamentos avaliados para o Método Proposto. Nem mesmo quando realizado o
estudo de interferente avaliando solugbes padrao de dipirona na presencga de cafeina (padrao).

Assim, a utilizacdo do Método Proposto para a determinagcédo de dipirona em formulagbes
farmacéuticas (comprimidos e solucdo oral) foi realizada com sucesso, demonstrando seu
potencial uso como uma alternativa simples, rapida, de baixo custo, alta frequéncia analitica (90
det h™), baixa quantidade de residuos gerada e ndo envolvendo especificos ou complexos
procedimentos de tratamento das amostras para quantificacdo da dipirona em relacdo aos

meétodos disponiveis na literatura.
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APENDICES



APEND|CE A - Resultados das Amostras de Medicamento



Método Oficial

¢ Comprimidos e Capsulas

Tabela 24 - Resultados das amostras (comprimido e capsulas) obtidos através do Método Oficial.

MEDIA
AMOSTRA VALOR DATADE  MASSADEDIPIRONA  DESVIO CV (%) ER(%)
ROTULADO (mg)  ANALISE (mg) (n=3) PADRAO

21/abr 565,1 1,3 0,2 13,0

1 500 28/abr 565,1 1,4 0,2 13,0
30/abr 566,2 1,0 0,2 13,2

21/abr 582,4 1,5 0,3 16,5

2 500 28/abr 582, 1 0,5 0,1 16,4
30/abr 581,9 0,9 0,2 16,4

21/abr 310,5 0,3 0,1 24,2

3 250 28/abr 310,7 0,2 0,1 24,3
30/abr 310,5 0,7 0,2 24,2

21/abr 581,9 1,9 0,3 16,4

4 500 28/abr 580,8 0,9 0,2 16,2
30/abr 581,5 4,0 0,7 16,3

21/abr 599,9 1,0 0,2 19,9

5 500 28/abr 600,8 0,8 0,1 20,1
30/abr 599,5 2,5 0,4 19,9

21/abr 575,6 2,3 0,4 15,1

6 500 28/abr 575,6 0,6 0,1 15,1
30/abr 5745 1,0 0,2 14,9

21/abr 500,5 0,8 0,2 0,1

7 500 28/abr 501,4 2,3 0,5 0,3

30/abr 501,4 0,8 0,2 0,3

ER = Erro relativo referente ao resultado obtido pelo Método Proposto e o valor Rotulado;



Tabela 24 - Continuagao. Resultados das amostras (comprimido e capsulas) obtidos através do Método Oficial

MEDIA
AMOSTRA VALOR ROTULADO (mg) DATA DE MASSA DE DIPIRONA DESVIO CV (%) ER(%)
ANALISE (mg) (n=3) PADRAO
21/abr 500,9 2,3 0,5 0,2
8 500 28/abr 501,5 1,3 0,2 0,3
30/abr 501,6 1,2 0,2 0,3
21/abr 536, 1 1,4 0,3 7,2
9 500 28/abr 536,5 0,6 0,1 7.3
30/abr 538,2 1,4 0,3 7.6
21/abr 484,3 1,4 0,3 -3,1
10 500 28/abr 4847 0,2 0,1 3,1
30/abr 484,9 1,1 0,2 -3,0
21/abr 500,0 0,7 0,1 0,1
11 500 28/abr 500,9 1,8 0,4 0,2
30/abr 500,6 1,0 0,2 0,1
21/abr 541,8 1,1 0,2 8,4
12 500 28/abr 540,3 2,5 0,5 8,1
(+65mg CAFEINA) 30/abr 541,8 2,7 0,5 8,3
21/abr 504,7 3,3 0,6 0,9
13 500 28/abr 501,3 1,1 0,2 0,3
(+65mg CAFEINA) 30/abr 500,0 1,64 0,3 0,1
14 300 21/abr 275,7 1,7 0,6 -8,1
(LB e el 28/abr 275,9 0,7 0,2 -8,0
30/abr 274,8 0,7 0,2 8,4
15 300 21/abr 370,0 0,5 0,1 23,3
(+30mg MUCATO DE ISOMEPTENO + 28/abr 370,7 0,7 0,2 23,5
30/abr 372,2 11 0,3 241
16 500 21/abr 516,5 0,7 0,2 3,3
e e omeray  28/abr 5184 0,7 0.1 37
30/abr 518,4 0,8 0,2 3,7

ER = Erro relativo referente ao resultado obtido pelo Método Proposto e o valor Rotulado;



e Solugéao Oral

Tabela 25 - Resultados das amostras (solugdes orais) obtidos através do Método Oficial.

VALOR MEDIA
AMOSTRA ROTULADO DATA DE MASSA / mL DE DESVIO CV (%) ER%
(mg mL) ANALISE DIPIRONA (mg) (n=3)  PADRAO
14/mai 439,1 0,9 0,2 -12,2
17 500 17/mai 439,4 0,6 0,2 -12,1
14/mai 500,8 2,4 0,5 0,1
18 500 17/mai 500,0 2,4 0,5 0,1
14/mai 498,9 2,4 0,5 0,2
19 500 17/mai 498,2 3,5 0,7 -0,3
14/mai 469,1 2,3 0,5 -6,2
20 500 17/mai 467,5 0,0 0,0 -6,5
14/mai 324,2 4,7 1,4 -35,2
21 500 17/mai 324,6 2,3 0,7 -35,1
14/mai 492,9 2,3 0,5 -1,4
22 500 17/mai 492,0 3,1 0,6 -1,6
14/mai 503,5 0,1 0,1 0,7
23 500 17/mai 501,7 2,4 0,5 0,3
14/mai 285,0 1,5 0,5 -5,0
24 300 17/mai 285,6 2,3 0,8 -4,8
14/mai 302,4 2,3 0,8 0,8
25 300 17/mai 303,4 0,1 0,1 1,1
14/mai 464,5 2,4 0,5 7,1
26 500 17/mai 464,9 2,0 0,4 -7,0

ER = Erro relativo referente ao resultado obtido pelo Método Proposto e o valor Rotulado;



Método Adaptado

o Comprimidos e Capsulas

Tabela 26 - Resultados das amostras (comprimido e capsulas) obtidos através do Método Adaptado.

VALOR DATA DE MEDIA
AMOSTRA ROTULADO ANALISE MASSA DE DIPIRONA DESVIO CV (%) ER (%)
(mg) (mg) (n=3) PADRAO
04/mai 564,9 1,6 0,3 12,9
1 500 05/mai 562,6 0,5 0,1 12,5
07/mai 563,4 0,2 0,1 12,7
04/mai 601,1 1,0 0,2 20,2
2 500 05/mai 600,9 0,4 0,1 20,2
07/mai 598,9 1,9 0,3 19,8
04/mai 318,5 0,8 0,2 27,4
3 250 05/mai 317,1 0,5 0,1 26,8
07/mai 317, 7 0,4 0,1 27,1
04/mai 579,6 1,8 0,3 15,9
4 500 05/mai 579,8 0,9 0,2 15,9
07/mai 579,1 0,5 0,1 15,8
04/mai 599,6 0,4 0,1 19,9
S 500 05/mai 598,9 0,5 0,1 19,7
07/mai 599,9 0,7 0,1 19,9
04/mai 563,2 0,7 0,1 12,6
6 500 05/mai 563,5 0,2 0,1 12,7
07/mai 564,6 0,4 0,1 12,9
04/mai 500,4 0,5 0,2 0,1
7 500 05/mai 500,2 0,6 0,1 0,1
07/mai 500,5 1,9 0,4 0,1

ER = Erro relativo referente ao resultado obtido pelo Método Proposto e o valor Rotulado;



Tabela 26 - Continuagao. Resultados das amostras (comprimido e capsulas) obtidos através do Método Adaptado.

VALOR DATA DE MEDIA DESVIO
AMOSTRA ROTULADO (mg) ANALISE = MASSA DE DIPIRONA (mg) (n=3)  PADRAO CV (%) ER (%)

04/mai 501,7 0,2 0,1 0,3

8 500 05/mai 500, 1 1,2 0,2 0,1
07/mai 500,5 1,2 0,2 0,1

04/mai 531,7 1,2 0,2 6,3

9 500 05/mai 532,3 1,3 0,2 6,5
07/mai 531,2 1,1 0,2 6,2

04/mai 484.9 0,5 0,1 3,1

10 500 05/mai 483,2 1,0 0,2 3,3
07/mai 4844 1,5 0,3 3,1

04/mai 484.4 0,4 0,1 3,1

11 500 05/mai 484,2 0,6 0,1 3,2
07/mai 484,8 0,8 0,2 3,0

04/mai 5436 0,8 0,2 8,7

12 500 05/mai 5445 0,8 0,1 8,9
(v65ma CAFEINA 07/mai 5436 0,7 0,1 8,7

04/mai 499,1 1,0 0,2 0,2

13 500 05/mai 500,4 0,3 0,1 0,1
(v6ema CAFEINA 07/mai 499,9 0,6 0,1 0,1

14 300 04/mai 300,2 0,5 0,2 0,1
ORFENADRINA+Somg  05/mai 299,5 1,1 0,4 0,2

CAFEINA) 07/mai 300,9 0,7 0,2 0,3

15 300 04/mai 3754 0,6 0,2 25,1
(SOMEBTENG + 30mg 05/mai 376,1 1,0 0,3 25,4

CAFEINA) 07/mai 375,1 0,5 0,1 25,0

16 500 04/mai 518,8 1,0 0,2 3,8
e 05/mai 517,9 0,2 0,1 3,6

s 07/mai 517,8 0,7 0,1 3,5

ER = Erro relativo referente ao resultado obtido pelo Método Proposto e o valor Rotulado;



e Solugao Oral

Tabela 27 - Resultados das amostras (solugdes orais) obtidos através do Método Adaptado.

VALOR MEDIA
AMOSTRA ROTULADO DATA DE MASSA / mL DE DESVIO CV (%) ER (%)
(mgmL™) ANALISE DIPIRONA (mg) (n=3) PADRAO
14/mai 439,2 0,6 0,1 -12,2
17 500 17/mai 439,9 1,0 0,2 -12,0
14/mai 500,9 0,9 0,2 0,2
18 500 17/mai 500,9 1,7 0,3 0,2
14/mai 494,3 1,1 0,2 -1,2
19 500 17/mai 493,3 0,8 0,2 -1,3
14/mai 466,5 0,8 0,2 -6,7
20 500 17/mai 466,9 0,4 0,1 -6,6
14/mai 304,7 0,9 0,3 -39,1
21 500 17/mai 303,3 0,9 0,3 -39,3
14/mai 501,7 0,5 0,1 0,3
22 500 17/mai 501,4 0,8 0,2 0,3
14/mai 500,2 0,8 0,2 0,1
23 500 17/mai 501,9 0,8 0,2 0,4
14/mai 300,9 0,8 0,3 0,3
24 300 17/mai 300,0 0,8 0,3 0,1
14/mai 305,0 1,8 0,6 1,7
25 300 17/mai 304,2 0,8 0,3 1,4
14/mai 463,4 0,9 0,2 -7,3
26 500 17/mai 463,1 0,6 0,1 -7,3

ER = Erro relativo referente ao resultado obtido pelo Método Proposto e o valor Rotulado;



Método Proposto

¢ Comprimidos e Capsulas

Tabela 28 - Resultados das amostras (comprimidos e capsulas) obtidos através do Método Proposto.

MEDIA
AMOSTRA VALOR DATA DE MASSA DE DIPIRONA DESVIO CV (%) ER (%)
ROTULADO (mg) ANALISE (mg) (n=3) PADRAO
18/jun 562,5 1,6 0,3 12,5
1 500 22/jun 563,9 1,4 0,2 12,8
28/jun 563,6 1,7 0,3 12,7
18/jun 580,9 0,6 0,1 16,2
2 500 22/jun 581,4 0,1 0,1 16,3
28/jun 581,4 0,1 0,1 16,3
18/jun 318,5 0,1 0,1 27,4
3 250 22/jun 317,0 0,2 0,1 26,8
28/jun 318,2 0,1 0,1 27,3
18/jun 582,9 0,6 0,1 16,6
4 500 22/jun 581,8 0,7 0,1 16,4
28/jun 581,0 0,2 0,1 16,2
18/jun 599,4 0,3 0,1 19,9
5 500 22/jun 599,7 0,3 0,1 19,9
28/jun 599,4 0,1 0,1 19,9
18/jun 575,1 1,1 0,4 15,0
6 500 22/jun 575,0 1,2 0,4 15,0
28/jun 577,2 0,8 0,4 15,5
18/jun 501,5 0,1 0,1 0,3
7 500 22/jun 501,5 0,1 0,1 0,3

28/jun 501,3 0,5 0,1 0,2




ER = Erro relativo referente ao resultado obtido pelo Método Proposto e o valor Rotulado;

Tabela 28 - Continuagao. Resultados das amostras (comprimidos e capsulas) obtidos através do Método Proposto.

VALOR DATA DE MEDIA
AMOSTRA ROTULADO (mg) ANALISE ~ MASSA DE DIPIRONA DESVIO CV (%) ER (%)
(mg) (n=3) PADRAO
18/jun 501,0 0,7 0,1 0,2
8 500 22/jun 501,7 0,1 0,1 0,3
28/jun 500,4 1,1 0,2 0,1
18/jun 535,5 0,3 0,1 7,1
9 500 22/jun 535,6 0,3 0,1 7,1
28/jun 535,7 0,5 0,1 7,1
18/jun 484,7 0,1 0,1 -3,1
10 500 22/jun 484,9 0,4 0,1 -3,0
28/jun 484,8 0,1 0,1 -3,0
18/jun 484,4 1,4 0,3 -3,1
11 500 22/jun 484,6 0,1 0,1 -3,1
28/jun 485,3 1,9 0,4 -2,9
18/jun 544,8 0,6 0,1 8,9
12 500 22/jun 543,6 1,5 0,1 8,7
R T 28/jun 544,8 1,7 0,3 8,9
18/jun 499,7 0,9 0,2 -0,1
13 500 22/jun 499,7 0,2 0,1 0,1
(+65mg CAFEINA) 28/jun 499,3 0,6 0,1 0,1
14 300 18/jun 299,7 1,0 0,2 -0,1
0‘;;:3;;{5;‘1"_,,359 22/jun 299,2 14 0,5 -0,3
ST 28/jun 300,7 1,6 0,5 0,2
15 300 18/jun 375,2 1,0 0,1 25,1
SOMERTENG + 30mg 22/jun 375,2 1,6 0,4 25,1
CAFEINA) 28/jun 375,4 0,4 0,1 25,1
16 500 18/jun 517,4 1,0 0,2 3,5
O ENINA = g 22/jun 516,7 0,5 0,1 33
O 28/jun 516,9 0,5 0,1 3,4




PROMETAZINA)

ER = Erro relativo referente ao resultado obtido pelo Método Proposto e o valor Rotulado;



e Solugao Oral

Tabela 29 - Resultados das amostras (solugbes orais) obtidos através do Método Proposto.

VALOR MEDIA
AMOSTRA ROTULADO DATA DE MASSA / mL DE DESVIO CV(%) ER(%)
(mg mL™) ANALISE  DIPIRONA (mg) (n=3) PADRAO
30/jun 438,9 1,3 0,3 -12,2
17 500 01/jul 439,7 0,3 0,1 -12,1
30/jun 502,4 1,4 0,3 0,5
18 500 01/jul 503,3 1,4 0,3 0,6
30/jun 497,2 1,0 0,2 -0,5
19 500 01/jul 498,5 0,4 0,1 -0,3
30/jun 465,4 1,5 0,1 -6,9
20 500 01/jul 465,1 1,6 0,1 -6,9
30/jun 301,6 1,3 0,4 -39,7
21 500 01/jul 302,3 1,3 0,4 -39,5
30/jun 500,8 1,3 0,3 0,2
22 500 01/jul 501,2 1,7 0,3 0,2
30/jun 500,1 1,3 0,3 0,1
23 500 01/jul 500,9 0,6 0,1 0,2
30/jun 300,9 0,6 0,2 0,3
24 300 01/jul 299,7 0,7 0,2 -0,1
30/jun 301,2 0,6 0,2 0,4
25 300 01/jul 300,8 0,1 0,1 0,3
30/jun 467,9 0,5 0,1 -6,4
26 500 01/jul 466,6 1,0 0,2 -6,7

ER = Erro relativo referente ao resultado obtido pelo Método Proposto e o valor Rotulado;



APEND|CE B - Resultados do Teste F



Tabela 30 - Avaliagao através do Teste F de resultados obtidos pela Metodologia Oficial e Metodologia Proposta para diferentes
amostras de formulagdes farmacéuticas com principio ativo dipirona

AMOSTRA METODO OFICIAL (MO) METODO PROPOSTO (MP) s’mM0®  s®*MP® Teste F 95%
(n=3) (n=3)
1 565,1 562,5 1,69 2,56 1,51 19,00
2 582,1 580,9 0,25 0,36 1,44 19,00
3 310,5 317,0 0,09 0,01 9,00 19,00
4 580,8 581,0 0,81 0,04 16,00 19,00
5 599,9 599,4 1,00 0,09 11,11 19,00
6 574,5 575,0 1,00 1,21 1,21 19,00
7 500,5 501,3 0,64 0,25 2,56 19,00
8 500,9 500,4 5,29 1,21 4,37 19,00
9 536,1 535,7 1,96 0,25 7,84 19,00
10 484,9 484,9 1,21 0,16 7,56 19,00
1 500,0 485,3 0,49 3,61 7,37 19,00
12 540,3 543,6 6,25 2,25 2,77 19,00
13 500,0 499,7 2,56 0,04 64 19,00
14 275,9 299,7 0,49 1,00 2,04 19,00
15 370,0 375,4 0,25 0,16 1,56 19,00
16 516,5 516,7 0,49 0,25 1,96 19,00
17 439,4 439,7 0,36 0,04 9,00 19,00
18 500,0 502,4 5,76 1,96 2,94 19,00
19 498,9 498,5 5,76 0,04 144,00 19,00
20 469,1 465,4 5,29 2,25 2,35 19,00
21 324,6 302,3 5,29 1,69 3,13 19,00
22 492,9 500,8 5,29 1,69 3,13 19,00
23 501,7 500,1 5,76 1,69 3,41 19,00
24 285,6 299,7 5,29 0,49 10,79 19,00
25 302,4 300,8 5,29 1,69 3,13 19,00
26 464,9 467,9 4,00 1,96 2,04 19,00




a = Quadrado do desvio padrdo de um conjunto de medidas obtido através do Método Oficial; b = Quadrado do desvio padrao de um conjunto de
medidas obtido através do Método Proposto.



Tabela 31 - Avaliacao através do Teste F de resultados obtidos pelo Método Adaptado e Método Proposto para diferentes amostras de
formulagdes farmacéuticas com principio ativo dipirona

AMOSTRA  METODO ADAPTADO (MA) METODO PROPOSTO (MP)  s’MA®  s?MP® Teste F 95%
(n=3) (n=3)
1 562,6 562,5 0,25 2,56 10,24 19,00
2 598,9 580,9 3,61 0,36 10,03 19,00
3 317,1 317,0 0,25 0,01 6,25 19,00
4 579,1 581,0 0,25 0,04 6,25 19,00
5 598,9 599,4 0,25 0,09 2,77 19,00
6 563,2 575,0 0,49 1,21 2,46 19,00
7 500,2 501,3 0,36 0,25 1,44 19,00
8 500,1 500,4 1,44 1,21 1,19 19,00
9 531,2 535,7 1,21 0,25 4,84 19,00
10 484.,9 484,9 0,25 0,16 1,56 19,00
11 4848 4853 0,64 3,61 5,64 19,00
12 543,6 543,6 0,49 2,25 4,59 19,00
13 500,4 499,7 0,09 0,04 2,25 19,00
14 300,2 299,7 0,25 1,00 4,00 19,00
15 375,1 3754 0,25 0,16 1,56 19,00
16 517,8 516,7 0,49 0,25 1,96 19,00
17 439,9 439,7 1,0 0,09 11,11 19,00
18 500,9 502,4 0,81 1,96 2,42 19,00
19 494,3 4985 1,21 0,16 7,562 19,00
20 466,9 465,4 0,16 2,25 14,06 19,00
21 304,7 302,3 0,81 1,69 2,09 19,00
22 501,7 500,8 0,25 1,69 6,76 19,00
23 500,2 500,1 0,64 1,69 2,64 19,00
24 300,0 299,7 0,64 0,49 1,31 19,00
25 304,2 300,8 0,64 1,69 2,64 19,00
26 463,1 467,9 0,36 1,96 5,44 19,00




a = Quadrado do desvio padrdo de um conjunto de medidas obtido através do Método Adaptado; b = Quadrado do desvio padrdao de um conjunto de
medidas obtido através do Método Proposto.



Aqui, portal da beleza
‘A minha riqueza
E viver aqui, aqui

Aqui, o melhor lugar do mundo
De um verde mar profundo
Onde o sol vem iluminar

Fortaleza é de todas a mais bela
Teu sorriso € uma pintura, uma aquarela
Que me fascina, que me alucina o coragao

Eu sou daqui

Filho do sol

Dessa grandeza

Trago no peito o meu amor
por Fortaleza

Eu sou daqui

Filho do sol

Dessa grandeza

E me orgulho de “ser de” Fortaleza

A mais bela - Waldonys



“De tudo ficaram trés coisas:
a certeza de que estamos sempre comecando,
a certeza de que é preciso continuar e

a certeza de que somos interrompidos antes de terminar.

Portanto,

devemos fazer da interrup¢cdo um caminho novo,
da queda um passo de danca,

do medo uma escada,

do sonho uma ponte,

da procura um encontro.”

Fernando Pessoa



“..Sonhe com aquilo que vocé quiser.
Seja o que vocé quer ser,

porque vocé possui apenas uma vida
e nela so se tem uma chance

de fazer aquilo que se quer.

Tenha felicidade bastante para fazé-la doce.
Dificuldades para fazé-la forte.

Tristeza para fazé-la humana.

T esperanca suficiente para fazé-la feliz.

As pessoas mais felizes

ndo tém as melhores coisas.

Elas sabem fazer o melhor

das oportunidades que aparecem
em seus caminhos.

A felicidade aparece para aqueles que choram.

Para aqueles que se machucam.

Para aqueles que buscam e tentam sempre.

E para aqueles que reconhecem

a importdncia das pessoas que passam por suas vidas.

O futuro mais brilhante

é baseado num passado intensamente vivido.
Vocé 50 terd sucesso na vida

quando perdoar os erros

e as decepcoes do passado.

A vida é curta, mas as emogdes que podemos deixar
duram uma eternidade.

A vida ndo é de se brincar

porque um belo dia se morre."

Clarice Lispector





