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RESUMO

A falsificacdo de medicamentos é uma atividade ilegal em crescimento no mundo. Os
principais alvos deste crime sdo os medicamentos de alto custo e os mais procurados pela
populacdo, particularmente aqueles destinados a impoténcia sexual contendo sildenafila
e tadalafila. A determinacgdo elementar em produtos farmacéuticos é um assunto que esta
em destaque devido as mudancas regulatorias e das técnicas analiticas empregadas para
0 monitoramento destas impurezas, e, sobretudo, devido a toxicidade de alguns
elementos. A espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) é
a técnica de maior detectabilidade para analise elementar. Diante disto, neste trabalho
foram analisadas seis amostras auténticas e dez amostras apreendidas pela Policia Federal
e pela Policia Civil do Estado de Minas Gerais de comprimidos contendo sildenafila e
tadalafila, de acordo com os capitulos 232 e 233 da Farmacopeia Americana (USP). O
objetivo foi estabelecer uma comparacdo entre 0s teores das impurezas elementares
determinadas nas amostras auténticas e apreendidas. Para isso, um novo método
utilizando digestao acida em forno de micro-ondas e ICP-MS foi desenvolvido e validado
visando a determinacao simultanea dos elementos Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg,
Ir, Li, Mo, Ni, Os, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sh, Se, Sn, Tl e V. O procedimento de preparo de
amostras foi otimizado por meio de planejamento fatorial completo 2% com ponto central,
avaliando-se a concentracdo da agua régia invertida e o volume de H20,. Nas condicdes
Otimas, 0,1 g das amostras foram submetidas a digestdo em forno assistido por radiacao
micro-ondas usando 5 mL de 3HNOs3:1HCI 20% v v! e 2 mL de H,0, 30% v vi. A
precisio e a exatiddo foram avaliadas em trés niveis (0,5; 1,0 e 5,0 ug L™?) em duas
amostras auténticas. As recuperacdes obtidas variaram entre 70 e 127%, com excecao de
Ag, Cu e Ni. Os limites de quantificacdo foram calculados a partir de 10 brancos
independentes e variaram entre 0,005 (TI) e 1,3 pug g* (Se). Os teores determinados
variaram de 0,006 (Cd) a 6,0 pug g* (Ni), sendo que as maiores concentracdes foram
determinadas nas amostras apreendidas. Os teores determinados nas amostras auténticas
e apreendidas estavam abaixo dos seus respectivos limites maximos permitidos, porém
o0s resultados obtidos demonstram o risco ao qual a populagcdo esta submetida quando

utiliza medicamentos falsificados.

Palavras-chave: controle de qualidade de medicamentos; analise elementar; sildenafila;
tadalafila; ICP-MS.



ABSTRACT

Drug counterfeiting is an illegal activity in expansion worldwide. In this regard, the main
targets are those medicines with high costs, or the ones sought after by the population,
among which stand out those intended for sexual impotence, particularly drugs containing
sildenafil and tadalafil. Elemental impurities determination in pharmaceuticals has
become an emerging topic due to the regulatory changes about the permissible limits, the
analytical techniques applied for this determination and also because of the toxicity of
some elements even at trace levels. The inductively coupled plasma mass spectrometry
(ICP-MS) is the technique that presents the highest sensitivity for elemental impurities
analysis. Based on the above considerations, in this study six authentic samples and ten
samples seized by the Federal Police and the Civil Police of the state of Minas Gerais of
tablets containing sildenafil and tadalafil were analyzed in accordance with chapter 232
and 233 of the United States Pharmacopeia (USP). The main goal of this study was to
establish a comparison between the levels of elemental impurities determined in the
authentic and seized samples. For this, a new method using a microwave assisted acid
digestion and ICP-MS was developed and validated aiming at the simultaneous
determination of the elements Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Os, Pb,
Pd, Pt, Rh, Ru, Sh, Se, Sn, Tl e V. The sample preparation procedure was optimized
through a 22 factorial design with central point, evaluating the reverse aqua regia
concentration and the volume of H20-. In optimal conditions 0.1 g of the samples were
submitted to a microwave-assisted digestion using 5 mL of 3HNO3:1HCI 20% v v and
2 mL de H202 30% v v. The precision and accuracy were evaluated by addition and
recovery experiments at three levels (0.5; 1.0 e 5.0 ug L) in two authentic samples.
Recoveries ranged from 70 to 127% except for Ag, Cu and Ni. The limits of quantification
were calculated from 10 independent blanks and ranged from 0.005 (T1) to 1.3 pug g* (Se).
The levels determined ranged from 0.006 (Cd) to 6.0 pug g* (Ni) and the highest
concentrations were determined in the seized samples. The levels determined in authentic
and seized samples are below their respective maximum allowable limits, as established
in chapter 232 of USP, although, this study shows the risk people are submitted when

exposed to counterfeit drug products.

Keywords: quality control of pharmaceuticals; elemental analysis; sildenafil; tadalafil;
ICP-MS
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1. INTRODUCAO

O mercado farmacéutico tem apresentado um acelerado crescimento e faturamento
no Brasil e no mundo. O gasto global com medicamentos atingiu R$ 5 trilhdes no ano de
2018 e estima-se que ultrapasse R$ 6,2 trilhdes em 2023, enquanto o mercado
farmacéutico brasileiro deve movimentar entre R$ 162 a R$ 179 bilhdes em 2023 [1]. De
acordo com dados levantados pela Associacdo Brasileira de Redes de Farmacias e
Drogarias, a tendéncia € que até o final de 2023 o Brasil esteja entre as cinco primeiras
colocaces no ranking dos maiores mercados da industria farmacéutica mundial, podendo
assumir a quinta posicao, cujo lider atual séo os Estados Unidos [2].

Diante desse cenario, o mercado farmacéutico representa um grande atrativo para
atividades ilegais relacionadas a falsificacdo e contrabando de medicamentos, 0 que
representa um severo risco a satde da populacdo. Levantamentos realizados pelo Instituto
de Seguranca Farmacéutica (PSI, do inglés Pharmaceutical Security Institute)
demonstram que os medicamentos que constituem o maior alvo de falsificacdo e
contrabando séo os destinados ao tratamento de disturbios do trato geniturinario, dentre
0S quais destacam-se aqueles para o tratamento de disfuncdo erétil (DE) [3,4].
Autoridades policiais e sanitarias brasileiras revelaram, por meio do levantamento de
apreensoes, que a classe dos inibidores da fosfodiesterase-5 (PDE-5), cujos farmacos
mais comuns séo a sildenafila (SIL) e a tadalafila (TAD), estdo entre os mais falsificados
no Brasil [5,6].

A qualidade, seguranca e eficacia do medicamento se correlacionam diretamente
com o sucesso do tratamento, o que destaca a importancia do controle de qualidade desses
produtos. As impurezas, além de ndo apresentarem efeito terapéutico, podem causar
efeitos toxicos, até mesmo em baixas concentracdes. Ademais, uma grande preocupacao
acerca dessas substancias € o potencial de bioacumulacdo de determinadas impurezas
elementares que podem se correlacionar a toxicidade crénica [7-9].

Diante disso, importantes mudancas regulatérias colocaram em destaque o controle
de qualidade de impurezas elementares em excipientes, insumos farmacéuticos ativos
(IFAs) e medicamentos. A Farmacopeia Americana (USP), em consonancia com o The
International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals
for Human Use (ICH), estabeleceu a classificacdo das impurezas elementares de acordo
com a toxicidade e a probabilidade de ocorréncia em medicamentos, e definiu os limites

maximos permitidos dessas impurezas em medicamentos. Além disso, alterou as técnicas
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de analise, exigindo a utilizagdo de técnicas instrumentais espectromeétricas: a
espectrometria de emissdo dptica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES, do
inglés inductively coupled plasma optical emission spectrometry) ou a espectrometria de
massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS, do inglés inductively coupled
plasma mass spectrometry). Estas técnicas permitem a quantificacdo multielementar em
niveis de traco [10-13]. Dentre as técnicas citadas, a de ICP-MS pode ser considerada a
mais adequada para analises elementares em IFAs, excipientes e medicamentos por ser a
técnica multielementar de maior detectabilidade para a determinacdo de elementos em
niveis de traco (ug L™) e ultratrago (ng L) em diferentes matrizes [8].

Considerando a importancia da falsificacdo de medicamentos em escala global e as
novas exigéncias para o controle de qualidade de impurezas elementares, esse trabalho
apresenta um novo método baseado em ICP-MS para a determinacdo dos 24 elementos
recomendados pelos capitulos 232 e 233 da USP em amostras de comprimidos contendo
SIL e TAD apreendidas por autoridades policiais brasileiras. Para isso, a otimizagdo do
procedimento de preparo de amostras visou a utilizagdo de solugdes &cidas diluidas, a fim
de minimizar os impactos ao analista e a0 meio ambiente. Adicionalmente, 0 método foi
desenvolvido de forma a requerer a minima quantidade de amostra para a realizacdo da
analise em triplicata, considerando que a apreenséo de medicamentos pode disponibilizar
quantidade reduzida de amostras para andlise. Por fim, foi possivel quantificar as
impurezas elementares, mesmo em niveis abaixo do estabelecido pela USP, a fim de
possibilitar uma analise comparativa sobre o0s teores encontrados nas amostras

apreendidas e auténticas.
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo geral

Desenvolver e validar método analitico empregando digestdo &cida assistida por
radiagdo micro-ondas e espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente
para determinacdo de impurezas elementares em comprimidos contendo sildenafila e
tadalafila apreendidos pela Policia Federal (PF) e pela Policia Civil do Estado de Minas
Gerais (PCMG).

2.2.  Objetivos especificos

o Desenvolver um procedimento de preparo de amostra para comprimidos contendo
SIL e TAD, aplicando planejamento experimental com a utilizagdo de digestéo
acida assistida por radiagdo micro-ondas empregando agua régia invertida diluida;

o Otimizar os parametros instrumentais da técnica de ICP-MS para a determinagéo
simultanea de Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Os, Pb, Pd, Pt,
Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tl e V, avaliando estratégias instrumentais e métodos de
calibracdo para corrigir efeitos de matriz e possiveis interferéncias espectrais;

o Determinar simultaneamente os 24 elementos preconizados pela USP nas amostras
auténticas e apreendidas pela PF e pela PCMG;

o Estabelecer uma comparacao entre os resultados obtidos para as amostras auténticas

e apreendidas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Falsificagcdo de medicamentos

A falsificacdo de medicamentos é uma atividade ilegal que esta em crescimento em
escala global e representa uma ameaca a saude publica. No Brasil, essa préatica se
configura como crime hediondo contra a satde publica, segundo a Lei n°® 9677/1998
[6,14]. A falsificacdo pode abranger tanto os medicamentos referéncia quanto 0s
genéricos, o que pode resultar em produtos com a composicao inapropriada, seja devido
ao teor inadequado do IFA, auséncia do IFA ou embalagem falsa, representando assim,
riscos a saude de quem os utiliza [15]. A expansdo dessa atividade esta relacionada aos
altos lucros associados a pratica, uma vez que os custos de producéo sdo substancialmente
reduzidos pela negligéncia dos parametros de qualidade, seguranca e eficacia desses
medicamentos [6,16].

No Brasil, a lei n° 6360/1976 dispde sobre a vigilancia sanitaria a que ficam sujeitos
os medicamentos, drogas, insumos farmacéuticos e correlatos e estabelece que tais
produtos podem ser comercializados apenas por empresas autorizadas pelo Ministério da
Saude, inclusive os importados, cujos estabelecimentos sejam licenciados pelo 6rgéo
sanitario das unidades federativas em que se localizem [17]. Além da falsificacdo, a
pirataria ou contrabando constitui outra vertente importante relacionada aos crimes
farmacéuticos, situacdo em que medicamentos sdo importados sem autorizacao e registro
na agéncia nacional competente [18].

Diante desse cenario, o crime de falsificacdo tem se tornado extremamente
expressivo e preocupante no que diz respeito a satde publica, uma vez que novos polos
de falsificacdo sdo descobertos em diversas areas do mundo com alta frequéncia. Estima-
se que a falsificacdo de medicamentos seja uma das atividades criminosas com maior
escala de crescimento global [16,19]. Algumas dificuldades em relacdo ao levantamento
de dados acerca das fraudes relacionadas aos medicamentos e ao combate a esse crime
consistem na falta de uma definicdo universal sobre o tema e na falta de legislacbes
rigorosas que se apliquem para além das fronteiras, bem como a limitacdo do intercambio
de dados e informacdes sobre o0 assunto entre os diversos paises [19,20].

No intuito de diminuir as barreiras de informacéo acerca do tema de falsificacdo, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) criou o programa intitulado “The global

surveillance and monitoring system for substandard and falsified medical products” em
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julho de 2013. O intuito é trabalhar junto aos paises membros visando facilitar as
dendncias e centralizar os dados para promover acfes de prevencdo, identificacdo e
punicdo de maneira mais eficiente a esse problema emergente que constitui uma ameaca
a salde da populacéo [21].

Segundo um estudo realizado pela OMS em 2017, um em cada dez medicamentos
em circulagdo no mercado de paises em desenvolvimento ¢ falsificado ou de qualidade
inferior. De 2013 a 2017, 1500 denuncias de medicamentos desta natureza foram
reportadas junto ao sistema de vigilancia da OMS, sendo a regido africana responsavel
por 42% dessas denuncias e as Américas por 21%. Entretanto, acredita-se que esses
nimeros representam apenas uma pequena fracdo da situacdo real, devido a
subnotificacdo e dificuldade relacionada a identificacdo dos casos diante da globalizacdo
e do comércio online [22].

Em 2018, a OMS definiu um novo sistema de classificacdo para as fraudes
relacionadas a medicamentos. Para tanto, definiu-se trés classificacbes de medicamentos
denominados suspeitos: (i) medicamentos fora do padréo (produtos relacionados a saude
autorizados, mas que possuem falhas no que diz respeito aos parametros de qualidade, ou
especificagdes, ou ambos); (ii) medicamentos sem registro (aqueles que ndo foram
submetidos a analise e subsequente aprovacdo pela agéncia regulatoria responsavel); e
(iii) medicamentos falsificados (aqueles que foram adulterados de maneira deliberada e
fraudulenta quanto a sua identidade, composi¢cdo ou origem) [23,24].

Em 2021, o PSI realizou um levantamento acerca de irregularidades relacionadas a
medicamentos, que foram denominados incidentes, nas 7 regides do mundo. Foram
contabilizados 5987 incidentes criminais, com um crescimento de 38% no total mundial
e 142 paises foram impactados por tais crimes. O nimero de incidentes em cada regido
do mundo est4 representado na Figura 1. E importante destacar que as regides cuja
incidéncia é mais alta, ndo necessariamente traduzem as areas de menor vigilancia, ao
contrario, demonstram eficiéncia por parte das autoridades em identificar os crimes

farmacéuticos [3].
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Figura 1. Incidéncia de crimes farmacéuticos no mundo em 2021. [3]

Observa-se que a falsificacdo de medicamentos é um problema global e consiste
em um grande desafio que atinge todas as regides do mundo (Figura 1). Além disso, o
panorama se alterou em relacdo a distribuicdo desse crime, uma vez que em 2017 o
levantamento realizado pela OMS apontou maior incidéncia nos paises em
desenvolvimento; entretanto, no ano de 2021, a lideranca em crimes farmacéuticos
reportados foi na América do Norte [3,22]. A incidéncia globalizada desse crime
correlaciona-se diretamente com o crescimento exponencial do comércio via internet, a
facilidade e comodidade aliada aos precos frequentemente mais baixos em relacdo ao
comercio tradicional, fatores que constituem fortes atrativos para os consumidores,
inclusive no ramo de medicamentos. O comércio online facilita a distribuicdo mundial
dos produtos e o controle e regulamentacdo relacionada a essa modalidade é mais dificil,
uma vez que as agéncias regulatérias vigentes no pais importador ndo conseguem
assegurar a seguranca e eficacia dos medicamentos de origem estrangeira [23,25].

O Brasil acompanha o cenario mundial no crescimento de falsificacdo e
contrabando de medicamentos. Hurtado e Lasmar conduziram um estudo entre 2007 e
2011 com apreensdes de medicamentos irregulares e demonstraram que 0s medicamentos
destinados ao tratamento de DE se destacaram como 0s mais prevalentes [6]. Em um
estudo realizado por Ames e Souza (2012) foram avaliados os laudos periciais de
medicamentos apreendidos no Brasil no periodo de janeiro de 2007 a setembro de 2010,
sendo demonstrado que 69% pertenciam a classe de inibidores da PDE-5, cujos IFAs mais

comuns sdo a SIL e a TAD, destinados ao tratamento da DE [5].
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A falsificacdo ndo se restringe a uma classe terapéutica especifica de
medicamentos, mas abrange principalmente os medicamentos mais procurados pela
populacdo e de custo mais elevado no mercado oficial, dentre os quais destacam-se 0s
denominados medicamentos de estilo vida ou medicamentos de bem-estar, que incluem
aqueles destinados ao emagrecimento e impoténcia sexual [21]. O PSI realizou uma
analise dos 5987 incidentes criminais reportados em 2021, classificando-os de acordo
com as classes terapéuticas alvo, conforme demostrado na Figura 2. A classe terapéutica
que constitui o maior alvo, seja de falsificacdo, contrabando ou demais irregularidades é
a constituida por medicamentos destinados ao tratamento de disturbios do trato

geniturinario, incluindo aqueles para impoténcia sexual [3,4].

479 466
205
161 157
Geniturinario Sistema Antimicrobianos  Musculatura Citostiticos
NErvoso esquelética
central

Figura 2. Incidéncia de crimes farmacéuticos no mundo em 2021, por classe terapéutica.

[4]

3.2. Sildenafila e tadalafila

De acordo com o consenso do Instituto Nacional de Satde dos Estados Unidos, a
DE ¢é uma condicdo definida como a incapacidade persistente de obter e manter uma
erecdo suficiente para permitir um desempenho sexual satisfatorio [26]. Apesar da
literatura apresentar-se relativamente escassa sobre dados epidemioldgicos acerca dessa
disfuncao, € notdria uma elevada prevaléncia desse distirbio em homens, principalmente
acima de 40 anos em todo o mundo, sendo que os estudos corroboram no que diz respeito
a correlacdo entre o aumento da idade e aumento da prevaléncia da DE [27,28]. O estudo
de maior destaque sobre o tema foi realizado em 11 cidades proximas a Boston no estado

de Massachusetts nos Estados Unidos, no periodo entre 1987 e 1989, com homens entre
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40 e 70 anos de idade. A prevaléncia de DE encontrada nos participantes desse estudo foi
de 52% [29]. Ayta¢ e colaboradores conduziram um estudo utilizando os dados de
prevaléncia desse trabalho para calcular a possivel prevaléncia de DE no mundo até o ano
de 2025 e as projecOes sdo de que até 2025 haverd 322 milhGes de homens com a
disfungdo em todo o mundo [30].

Os farmacos inibidores da PDE-5 constituem o tratamento de primeira linha para a
DE. Ao serem introduzidos no mercado a partir da década de 1990, tais farmacos
revolucionaram o tratamento da DE. Dentro desta classe, se destacam a SIL e a TAD
[27,31,32]. A SIL é utilizada na forma de sal, citrato de SIL, na composi¢cdo do
medicamento, sendo sua formula molecular C22H30Ns04S.CsHgO7 e massa molar 666,70
g/mol. A TAD possui formula molecular C22H19N3O4 e massa molar 389,40 g/mol [33—

35]. As estruturas quimicas de ambos os farmacos sdo apresentadas na Figura 3.
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Figura 3. Estruturas quimicas da tadalafila (A) e do citrato de sildenafila (B).

A Figura 4 apresenta o processo fisiologico envolvido na erecdo peniana e o
mecanismo de acdo dessa classe de medicamentos [36]. O estimulo sexual promove a
liberacdo de 6xido nitrico (NO) a partir dos nervos nitrérgicos e das células endoteliais, o
que ativa a enzima guanilil ciclase elevando a concentracdo de monofosfato ciclico de
guanosina (GMPc) intracelular. Este mensageiro celular promove o relaxamento das
artérias do pénis e das malhas trabeculares das fibras musculares lisas no tecido erétil dos
COrpos cavernosos e esponjosos na haste do pénis. Como consequéncia, 0s musculos lisos
vasculares, ao relaxarem, promovem um aumento no fluxo sanguineo para o pénis,
causando a liberacdo de 6xido nitrico das células endoteliais e posterior vasodilatacdo
[37]. Portanto, 0 GMPc é um importante mensageiro celular no processo de erecao
peniana, uma vez que ele se correlaciona ao relaxamento da musculatura lisa, aléem de

prolongar o efeito vasodilatador do NO. Entretanto, sua a¢do é abreviada pela presenca
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da enzima PDE-5, que ¢ a isoforma que promove a sua inativagdo. O mecanismo de acao
da SIL e TAD ocorre pela inibicdo seletiva e competitiva da enzima PDE-5, de modo a
promover um aumento da concentracdo de GMPc intracelular, favorecendo o efeito

vasodilatador do NO e, consequentemente, a erecdo peniana [36,38].

Estimulo
sexual

7

Nervos

nitrérgicos \ /

Oxido nitrico (NO)

Endotélio

Guanilil ciclase
PKG «—3— GMPc < GTP

? Inibidor
X = PDEV <<= dePDEV-
VasodégltaQaO Smmem—— Sildenafila etc.
Erecéao Produto
peniana inativo

Figura 4. Mecanismo de acdo dos farmacos inibidores da PDE-5 sobre a erecdo peniana.
O retangulo cinza representa a célula muscular lisa no corpo cavernoso. Guanosina trifosfato
(GTP); Monofosfato ciclico de guanosina (GMPc); Proteina quinase (PKG); Fosfodiesterase-5
(PDE V). Adaptado de [36].

A PDE-5 foi identificada pela primeira vez no ano de 1978 em plaquetas de ratos,
e, a partir de entdo, as pesquisas se intensificaram a fim de explorar e aprofundar os
conhecimentos relacionados as funcGes dessa isoenzima [39]. Neste sentido, nos anos
seguintes foi iniciada uma “corrida” da industria farmacéutica para o desenvolvimento de
farmacos inibidores da PDE-5, de modo que na década de 1980, a empresa farmacéutica
Pfizer instaurou um programa de pesquisa, sediado em Sandwich na Inglaterra, que
buscava por novos farmacos para o tratamento de doencas cardiovasculares. Este
programa rendeu importantes patentes a empresa e inseriu novos vasodilatadores no

mercado, como a prazosina, a doxazosina e o anlodipino [40,41].
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Entretanto, o grande marco do programa foi o desenvolvimento da SIL, farmaco
inicialmente destinado ao tratamento de angina pectoris, doenca cardiovascular
relacionada a isquemia do musculo cardiaco [42]. Devido ao curto tempo de meia vida
desse farmaco, dosagens de até 75 mg deveriam ser administradas trés vezes ao dia para
a manutengdo da concentracdo terapéutica; com isso, alguns voluntarios apresentaram
efeitos colaterais dentre os quais se destacou a erecdo peniana [41]. Dessa forma, houve
uma mudanga no direcionamento das pesquisas para o tratamento da DE e, em 1998, a
agéncia regulatéria americana, Food and Drug Administration (FDA), aprovou a SIL para
o0 tratamento dessa disfuncdo. Esse medicamento foi registrado com o nome comercial
Viagra e revolucionou o tratamento de DE, por ser o pioneiro por via oral para esta
condicdo. A OMS recomenda que as terapias por via oral constituam o tratamento de
primeira escolha, uma vez que ndo séo invasivas, sdo de facil administragéo, efetivas e
seguras [43]. Com isso, ap0s poucas semanas da sua chegada ao mercado dos Estados
Unidos, mais de um milh&o de pacientes ja haviam recebido prescrigdo de Viagra [41,44].

Diante disso, novas pesquisas foram conduzidas em busca de outras potenciais
indicacOes para esse farmaco. Posteriormente, foi evidenciado que a SIL é capaz de
reduzir seletivamente a pressao e resisténcia vascular pulmonar, sendo indicada também
para o tratamento de hipertensdo arterial pulmonar (HAP) [45]. Em 2005, teve a
aprovacdo do FDA para o tratamento dessa condi¢do e chegou ao mercado com 0 nome
comercial Revatio [41]. A grande repercussdao da SIL no mercado fomentou a
continuidade das pesquisas em busca de novos farmacos inibidores da PDE-5; com isso,
em 2003, a TAD foi licenciada para o tratamento de DE com o home comercial Cialis e
patenteada pela industria farmacéutica Eli Lilly. A TAD também é indicada para o
tratamento de hiperplasia prostatica benigna (HPB), condicéo caracterizada pelo aumento
benigno da prostata que pode culminar em sintomas relacionados ao trato urinario
inferior, devido a interferéncia no fluxo normal da urina pela compressdo da uretra
prostatica [46-48].

Apesar do mecanismo de acdo semelhante, a SIL e a TAD diferem no que diz
respeito a poténcia de inibicdo da enzima e as propriedades farmacocinéticas, como meia-
vida plasmatica, velocidade de absorc¢éo e a duracéo do efeito [43]. A SIL é rapidamente
absorvida apds administracdo oral, sendo a concentracdo plasmatica maxima (Cmax)
atingida, em média, 60 minutos ap6s a administracdo em jejum. Quando administrada
concomitantemente a uma refeicao rica em lipideos, a taxa de absorcdo € reduzida, o que

leva a um atraso médio de 60 minutos para que a concentragdo maxima seja atingida, com



21

uma reducdo média de 29% na Cmax; contudo, a extensdo de absor¢do ndo é
significativamente afetada. O tempo de meia-vida é de aproximadamente 4 horas e a
duracdo do efeito entre 4 e 6 horas. A TAD atinge a Cmax em média 2 horas apos a
administracdo, a velocidade e extensdo da absor¢do ndo séo afetadas pela alimentacdo e
0 tempo de meia-vida é de 17,5 horas. Por sua vez, a duragdo do efeito da TAD é
significativamente maior do que da SIL, podendo durar até 36 horas [27,38,49].

3.3. Controle de qualidade de medicamentos e determinagdo de impurezas

elementares

A Farmacopeia Brasileira (FB) define controle de qualidade de medicamentos
como o “conjunto de medidas destinadas a garantir, a qualquer momento, a producdo de
lotes de medicamentos e demais produtos, que satisfacam as normas de identidade,
atividade, teor, pureza, eficacia e inocuidade” [50]. O controle de qualidade é crucial em
todas as etapas da producdo de medicamentos e aplica-se a matéria prima, aos produtos
intermediarios e ao produto acabado. Visa assegurar a qualidade, seguranca e eficacia,
correlacionando-se diretamente com o sucesso do tratamento. Além disso, desvios de
qualidade podem representar graves riscos a saude daqueles que utilizam os produtos
farmacéuticos [51].

Para tanto, uma regulamentacdo extensa e rigorosa deve ser atendida para que o
processo produtivo cumpra com 0s requisitos minimos e 0 medicamento obtenha registro
junto a agéncia reguladora competente, que no Brasil cabe a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), para em seguida chegar ao mercado e aos consumidores
[52]. A Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 658/2022 que dispbe sobre as
diretrizes gerais de Boas Praticas de Fabricacdo de Medicamentos (BPF) ¢é a principal
legislacdo brasileira sobre o assunto e determina 0s requisitos minimos a serem seguidos
na fabricacdo de produtos farmacéuticos. De acordo com esta resolucdo, as BPF
constituem a parte do gerenciamento da qualidade responsavel por assegurar que a
producdo dos medicamentos aconteca de maneira consistente e controlada, de acordo com
0s padrbes de qualidade apropriados para o uso pretendido e requerido pelo registro
sanitario [53].

Nesse sentido, além das legislacBes, existem também as farmacopeias, que sdo
compéndios farmacéuticos oficiais que constituem uma literatura tecnicamente elaborada

em convergéncia com o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico. Possuem como
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objetivo estabelecer as exigéncias minimas de qualidade, autenticidade e pureza de
insumos farmacéuticos, de medicamentos e outros produtos sujeitos a vigilancia sanitaria
[54]. Portanto, as farmacopeias sdo codigos farmacéuticos da qualidade, e servem de
guias tanto para as autoridades de saude publica quanto para os fabricantes de IFAs,
excipientes e de medicamentos [55,56]. Além disso, as farmacopeias desempenham um
importante papel no combate aos medicamentos falsificados, ilegais ou contrafeitos. No
Brasil, o ndo atendimento integral as exigéncias farmacopeicas configura-se como um
crime, uma vez que resulta no enquadramento do produto como adulterado, alterado ou
improprio para a utilizagdo, segundo a Lei n® 6360/1976, incorrendo 0s responsaveis nas
sangdes estabelecidas pela Lei n® 6337/1977 [17,50,57].

Os compéndios oficiais retinem informacdes organizadas, como esquematizado na
Figura 5, em monografias tanto das matérias-primas utilizadas na fabricagdo de
medicamentos (IFAs e excipientes), quanto dos produtos acabados (medicamentos).
Além disso, também descrevem os metodos gerais, que trazem a descricdo dos
procedimentos indicados nas monografias visando a padronizagcdo da sua execucao.
Reunem tambem informacGes sobre reagentes, materiais de embalagens e demais

referéncias concernentes a avaliagdo da qualidade do que é produzido [55-59].
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Figura 5. Abrangéncia das farmacopeias Adaptado de [55].

A seguranca do produto farmacéutico é determinada pelo seu perfil farmacologico

e toxicologico, além da avaliacdo de possiveis efeitos adversos causados por impurezas
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nele presentes. As impurezas podem gerar efeitos indesejados e até mesmo tdxicos. A
grande preocupacdo relacionada a essas substancias é que muitas delas, mesmo em baixas
concentragdes, sdo prejudiciais a saide humana [7,8]. Segundo o guia Q3A do ICH, as
impurezas séo classificadas em impurezas organicas, inorganicas e solventes residuais
[59].

Nesse contexto, um assunto que ganhou crescente destaque e interesse nos ultimos
anos foi a determinacgédo de impurezas elementares em IFAs, excipientes e medicamentos,
devido as mudancgas regulatdrias no que diz respeito aos limites maximos toleraveis e as
técnicas analiticas recomendadas para a determinacdo de constituintes inorganicos em
medicamentos [60]. As impurezas elementares (ou impurezas inorganicas) néo
apresentam efeito terapéutico e representam umrisco a salde devido a toxicidade inerente
a determinados elementos. Ademais, podem catalisar reagdes de degradagéo do IFA, o
que reduz a vida de prateleira do medicamento. Ainda, podem originar produtos de
degradacdo toxicos, motivos pelos quais € de extrema importancia 0 monitoramento
rigoroso destas impurezas em IFAs, excipientes e produtos acabados [61].

As impurezas elementares apresentam uma grande importancia toxicoldgica,
devido a capacidade desses elementos em reagir com sistemas bioldgicos, pela perda de
um ou mais elétrons para a formacéo de cations. Essas espécies sdo muito reativas e as
células apresentam diversos possiveis ligantes, sendo a inibicdo de enzimas
biologicamente criticas um mecanismo molecular relevante na toxicidade das impurezas
elementares [62]. Além disso, esses elementos podem manifestar toxicidade por dano
oxidativo, uma vez que muitos deles podem produzir alteracdes oxidativas de
biomoléculas como proteinas ou mesmo DNA. Isso ocorre devido a capacidade de agir
diretamente como centros cataliticos para reacbes de oxirreducdo com o oxigénio
molecular ou outros oxidantes enddgenos. Outro mecanismo de toxicidade € o
mimetismo, em que elementos toxicos se ligam a sitios de ligacdo reservados aos
elementos essenciais. Um exemplo é o mecanismo de toxicidade para Cd, Cu e Ni que
mimetizam Zn [9].

A diferenca das impurezas elementares em relacéo a outros toxicantes consiste na
ocorréncia natural desses elementos, na impossibilidade de serem criados ou destruidos
por atividades humanas, além de poderem produzir bioacumulacdo, que é o processo de
absorcdo e retengdo de substancias quimicas por organismos vivos. Portanto, a grande

preocupacao dessas impurezas inorganicas em relacdo aos aspectos toxicoldgicos reside
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no fato de ndo serem biodegradaveis e apresentarem a caracteristica de bioacumulacéo
[9].

As impurezas elementares de maior toxicidade para humanos incluem As, Cd, Pb
e Hg. Arsénio em sua forma inorgénica apresenta um elevado potencial carcinogénico.
Sua toxicidade aguda pode ser avaliada por meio de exame de urina e valores acima de 1
a 2 mg desse metal6ide por litro de urina indica intoxicacdo aguda, cujos sintomas
incluem febre, anorexia, hepatomegalia, arritmia cardiaca e faléncia cardiaca [9]. Ja a
toxicidade cronica pode culminar em danos hepéticos, neuropatia periférica, efeitos
hematoldgicos e cancer. A toxicidade aguda por Cd € rara e causa irritacdo grave do
epitélio gastrointestinal. A grande preocupacao em relagdo a esse elemento é a toxicidade
cronica, ou seja, uma longa exposicdo a baixos niveis que se correlacionam a danos renais,
doencas pulmonares obstrutivas e cardiovasculares, bem como cancer. Chumbo é um
elemento ubiquio, presente no ambiente e em todos os sistemas bioldgicos e seus efeitos
toxicos podem culminar em doencas graves devido a sua neurotoxicidade,
nefrotoxicidade e efeitos cardiovasculares [62]. A forma mais toxica relacionada ao Hg €
o metilmercudrio que apresenta elevada neurotoxicidade; mas essa espécie ndo costuma
ser encontrada em produtos farmacéuticos, motivo pelo qual o limite estabelecido no
capitulo 232 da USP refere-se ao Hg inorganico [11].

A avaliacdo de impurezas elementares em medicamentos apresenta grande
relevancia, uma vez que a contaminacao pode ocorrer por diversas fontes [63]. Cromo,
Co, Cu, Mo, Ni e V sdo elementos que comumente compdem tanques de reagdo e
equipamentos utilizados na fabricacdo dos medicamentos e podem ser transferidos dessas
superficies para o produto [61,63]. Ir, Os, Pd, Pt, Rh e Ru sdo muito utilizados como
catalisadores em reacGes de sintese do IFAs; com isso, residuos destes catalisadores
podem estar presentes no produto acabado em niveis trago (1g L™) ou mesmo ultratrago
(ng L) [61]. Por sua vez, elementos como As, Cd, Ni, Hg e Pb podem ser introduzidos
no medicamento por meio da utilizacdo de matérias-primas contaminadas na fabricacao
dos IFAs e excipientes que irdo compor o medicamento [61].

O capitulo 232 da USP recomenda a realizacdo de uma avaliacdo de risco para
determinar os elementos que devem ser considerados e, portanto, avaliados, caso sejam
intencionalmente adicionados ou ndo e segundo a via de administracdo do produto [11].
A primeira etapa para a realizagédo da avaliacdo de risco consiste na identificacdo de todas
as possiveis fontes de contaminacdo que incluem o IFA, excipientes, equipamentos e

tanques utilizados na producdo do medicamento e instalacdes. Uma vez que € permitida
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a utilizacdo de evidéncias da literatura e resultados de testes realizados pelos fornecedores
de matérias primas na elaboracdo da avaliacdo de risco de medicamentos, um consorcio
de inddstrias farmacéuticas realizou um grande levantamento de dados da literatura sobre
impurezas elementares em excipientes e criou uma base de dados com essas informagdes
a fim de auxiliar os produtores de medicamentos na elaboracéo da avaliacéo de risco [64-
66]. A literatura indica que as concentracfes de impurezas elementares em excipientes
farmacéuticos sdo geralmente baixas e quando utilizados nas proporcdes usuais na
producdo de medicamentos ndo costumam representar riscos em relagdo a contaminacao
do produto acabado [64—66].

No Brasil, uma severa contaminagdo elementar em medicamentos enfatizou a
importancia do estabelecimento de limites permitidos para impurezas elementares e do
emprego de técnicas analiticas quantitativas para o controle de qualidade de
medicamentos. No ano 2000, foi identificada uma contaminagcdo por As e Pb em
antimoniato de meglumina, medicamento injetavel indicado para o tratamento de
leishmaniose. A partir de outubro do mesmo ano, a Fundagdo Nacional de Saude
(FUNASA) recebeu notificacdes de eventos adversos de severidade grave (abscessos
estéreis, reacdes alérgicas e intensas dores musculares e nas articulagdes) em pacientes
que estavam utilizando o medicamento. Apoés investigacéo epidemioldgica, amostras dos
lotes de antimoniato de meglumina que se correlacionaram a ocorréncia dos eventos
adversos foram encaminhadas para analises laboratoriais [67,68].

A FB 3% edicdo, vigente no ano do incidente, e a farmacopeia internacional ndo
possuiam informacdes cientificas que estabelecessem parametros de qualidade publicadas
sobre o antimoniato de meglumina, entdo foram utilizadas referéncias de LMPs de
impurezas elementares para outros medicamentos injetaveis que constavam na FB. Foram
determinadas concentracdes de As e Pb nos lotes analisados com variacGes de 36 a 65
vezes (para As) e de 1,4 a 1,7 vezes (para Pb) acima do valor de referéncia. As altas
concentracdes dos elementos encontrados podem causar graves efeitos no organismo
humano, como efeitos aditivos nos tecidos respiratorios e no sistema nervoso central,
diminuicdo de leucocitos e heméacias, aumento no risco para o desenvolvimento de cancer,
alteracdes severas no ritmo cardiaco, entre outros. Apos esse evento, a FB passou a incluir
0 teste para impurezas elementares na monografia do antimoniato de meglumina com a
utilizacdo de técnicas espectrométricas [67,68].

Por outro lado, até o ano de 2010 o capitulo da USP que abordava o tema era o0 231,

publicado em 1905 e intitulado Metais pesados (Heavy Metals). O antigo capitulo
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estabelecia um metodo colorimétrico baseado na reagdo de precipitacdo das impurezas
elementares com ions sulfeto, cuja avaliacdo deveria ser realizada pela comparagéo visual
das coloracdes da solugcdo em analise com uma solucdo padréo [69]. O teste baseava-se
na reacao da tiocetamida, reagente fonte de ions sulfeto, com os elementos Ag, As, Bi,
Cd, Cu, Hg, Mo, Pb, Sb e Sn que poderiam estar presentes na amostra, levando a
precipitacdo dos sais formados [70]. O critério de aceitacdo era que a coloracdo desta
solucéo ndo fosse mais intensa do que a da solucdo padrdo de 10 mg kg™ de Pb [69].

As limitagdes relacionadas a este procedimento de analise eram diversas, 0 método
era semiquantitativo e ndo apresentava seletividade e especificidade, uma vez que nédo era
possivel identificar os elementos presentes na amostra nem os quantificar. Além disso, a
comparacdo visual deveria ser realizada imediatamente ap6s a formacao do precipitado e
dependia da acuidade visual do analista; dessa forma, a subjetividade e o viés de
interpretacdo dos resultados tornavam-se relevantes. Entdo, apesar da simplicidade e
baixo custo, o teste abrangia uma pequena quantidade de elementos sem quantificar e
identificar cada um deles e requeria a utilizacdo de reagentes toxicos [68,70,71]. Portanto,
a necessidade da atualizacdo das técnicas de andlise e dos limites aceitaveis para
impurezas elementares era evidente uma vez que os limites ndo eram totalmente
fundamentados na toxicidade dos elementos e 0 metodo estabelecido pela USP por mais
de 100 anos mostrava-se defasado em relacéo a evolucéo cientifica e tecnolégica [72].

Com isso, no periodo de 2005 a 2010 a USP realizou um ciclo de revisGes com o
objetivo de promover atualizacao relacionada ao capitulo geral 231. E em 2008 realizou
um workshop junto ao U.S. Institute of Medicine que reuniu especialistas em analises
elementares e toxicologistas a fim de avaliar as diretrizes vigentes sobre impurezas
elementares a serem controladas e técnicas de analises modernas mais apropriadas para
esta determinacdo. Ainda no ano de 2008, a USP propds a substituicdo do capitulo 231
pelos capitulos 232 e 233, visando acompanhar a evolucdo das técnicas analiticas,
incluindo analises elementares quantitativas [72]. Em 2010 estes dois novos capitulos
foram publicados, mas entraram em vigéncia apenas no ano de 2018 para assegurar a
consonancia com a versao final do guia Q3D (Step 4) do ICH, que trata de impurezas

elementares [10,73].
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3.3.1. Capitulos gerais 232 e 233 da USP

Diante da obsolescéncia do capitulo 231 referente a andlise elementar e com o
intuito de otimizar e padronizar tais andlises em IFAs, excipientes e medicamentos, a USP
publicou os capitulos gerais 232, intitulado Impurezas Elementares - Limites e 233,
intitulado Impurezas Elementares — Procedimentos. O primeiro capitulo classifica as
impurezas elementares, estabelece os limites aceitdveis para 24 elementos em
medicamentos e fornece diretrizes para avaliar os resultados obtidos com as anélises para
averiguacdo da conformidade do produto. Por sua vez, o capitulo 233 estabelece as
técnicas e procedimentos analiticos a serem empregados para a determinacdo dessas
impurezas, bem como os critérios de validacdo do método analitico utilizado [11,12].

A primeira grande alteracdo implementada diz respeito a técnica de analise a ser
empregada para a determinacdo de impurezas elementares. O método colorimétrico foi
substituido por técnicas instrumentais espectrométricas, sendo sugeridas as tecnicas ICP-
OES e ICP-MS [12]. Além disso, o capitulo 232 estabelece a Exposi¢do Diaria Permitida
(EDP) para 24 elementos, levando em consideracdo a via de administracdo do
medicamento e a classificagdo da impureza, como apresentado na Tabela 1. As impurezas
elementares sdo classificadas em trés grupos, de acordo com a toxicidade e probabilidade

de ocorréncia nos medicamentos.
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Tabela 1. Classificacdo das impurezas elementares e Exposicdo Diéria Permitida (EDP,
em ug dia*) segundo a USP [11].

EDP (ug dia™) por via de administrac&o

Elemento Classe
Oral Parenteral Inalatdria
Cadmio (Cd) 1 5 2 2
Chumbo (Pb) 1 5 5 5
Arsénio (As) 1 15 15 2
Mercurio (Hg) 1 30 3 1
Cobalto (Co) 2A 50 5 3
Vanadio (V) 2A 100 10 1
Niquel (Ni) 2A 200 20 5
Talio (TI) 2B 8 8 8
Ouro (Au) 2B 100 100 1
Paladio (Pd) 2B 100 10 1
Iridio (Ir) 2B 100 10 1
Osmio (Os) 2B 100 10 1
Rédio (Rh) 2B 100 10 1
Ruténio (Ru) 2B 100 10 1
Selénio (Se) 2B 150 80 130
Prata (AQ) 2B 150 10 7
Platina (Pt) 2B 100 10 1
Litio (Li) 3 550 250 25
Antimonio (Sh) 3 1200 90 20
Bario (Ba) 3 1400 700 300
Molibdénio (Mo) 3 3000 1500 10
Cobre (Cu) 3 3000 300 30
Estanho (Sn) 3 6000 600 60
Cromo (Cr) 3 11000 1100 3

A classe 1 retine os elementos As, Cd, Hg e Pb, os quais apresentam elevada

toxicidade e possuem uso limitado ou néo séo utilizados na fabricacdo de medicamentos,

mas devido a toxicidade e natureza ubiqua requerem estudo de avaliacdo de risco
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independente da via de administracdo [11,61]. A classe 2 reline elementos que sdo
geralmente considerados toxicos para humanos segundo a via de administracdo e €
subdivida em 2A e 2B, de acordo com a probabilidade de ocorréncia dos elementos nos
medicamentos. A subclasse 2A inclui Co, Ni e V, elementos cuja probabilidade de
ocorréncia € relativamente alta e requer estudo de avaliacdo de risco independente da via
de administragdo. A subclasse 2B inclui Au, Ag, Ir, Os, Pd, Pt, Rh, Ru, Se e TI,
abrangendo os elementos que apresentam probabilidade reduzida de ocorréncia em
medicamentos, devido a sua baixa abundancia e baixo potencial de serem co-isolados
com outros materiais. Finalmente, a classe 3 inclui Ba, Cr, Cu, Li, Mo, Sb e Sn que
apresentam toxicidade relativamente baixa pela via de administracdo oral. Portanto,
possuem EDPs elevadas, em geral > 500 pg dia™ [10,11].

Segundo o capitulo 233 da USP, os limites de concentracdo de cada elemento alvo
sdo determinados pelo valor J, que é calculado por meio da divisdo da EDP, especifica
para cada elemento, pela dose diaria maxima (DDM) do medicamento analisado e
multiplicado pelo fator de diluicdo empregado no método analitico (fator empregado
considerando o preparo de amostra e as especificagdes de analise da técnica instrumental

utilizada), como apresentado na equacao (1) [12].

EDP (}%)

] — dia

~ pDM (L) xFD

1)

Os valores de Jtambém sdo empregados para fins de validacdo do método analitico.
A exatiddo, por exemplo, é avaliada a partir de experimentos de adi¢do e recuperacdo em
que as adicdes devem ser realizadas nos niveis correspondentes a 0,5J e 1,5J e as
recuperacdes sdo consideradas aceitaveis se estiverem na faixa de 70 a 150% dos valores

adicionados.

3.4. Determinacao elementar por ICP-MS

Atualmente, a espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente é a
técnica mais adequada no ambito das analises elementares. Trata-se de uma técnica
espectrométrica de elevada detectabilidade para a determinacdo de elementos em niveis
de traco e ultratrago em diferentes matrizes, sendo a mais adequada para analises

elementares em IFAs, excipientes e medicamentos [8]. O ICP-MS é uma técnica
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multielementar, que se destaca devido a elevada seletividade, baixos limites de deteccéo
(LD), na ordem de ng L™, exatiddo, precisdo, ampla faixa linear, possibilidade de leitura
isotdpica e alta frequéncia analitica [13].

A técnica fundamenta-se na ionizacdo das moléculas de interesse de modo a
produzir ions em fase gasosa, 0s quais sdo subsequentemente submetidos a campos
elétricos e/ou magnéticos até atingirem o detector. O processo de ionizacdo pode ser
realizado de diferentes formas, fundamentando-se na aplicacdo de energia para que as
moléculas se tornem ions [74].

A fonte de energia para a ionizagdo pelo ICP consiste em um plasma de argonio
que pode atingir temperaturas de até 10000 K em determinadas regifes, energia térmica
capaz de causar excitacdo e ionizagdo da maioria dos elementos quimicos [75]. As
amostras sdo introduzidas majoritariamente no estado liquido e o sistema de introdu¢édo
de amostras é composto por um nebulizador e pela camara de nebulizacéo. O nebulizador
é responsavel por gerar um fino aerossol a partir da amostra e a cdmara de nebulizacdo
promove a selecdo das menores goticulas para serem conduzidas até o plasma, a fim de
melhorar a eficiéncia da ionizacdo. As goticulas do aerossol que atingem o plasma passam
pelo processo de eliminacdo de agua (Ssecagem), vaporizacao, atomizacao e ionizagdo.
Com isso, a amostra é transformada de um aerossol liquido, em particulas solidas e, por

fim, em um gas, como ilustrado na Figura 6 [72].
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Figura 6. Formacéo de ions positivamente carregados no plasma [72].

Os ions gasosos gerados no plasma sdo conduzidos até o espectrdmetro de massas
gue opera sob vacuo, enquanto a regido do ICP funciona em pressdo atmosférica. A regido

da interface tem como objetivo transportar eficientemente os ions com integridade
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elétrica do plasma até o analisador de massas. Esta regido consiste em dois ou trés cones
metélicos que possuem orificios diminutos (entre 0,8 e 1,2 mm de didmetro interno) e
conduzem os ions até um sistema de focalizagdo (lentes idnicas) que os direciona até o
espectrometro de massas [72].

O analisador de massas é a parte do espectrdometro de massas responsavel por
separar 0s ions de acordo com o valor individual de sua razdo massa/carga, por meio da
aplicacdo de campos elétricos, magnéticos ou pela combinacdo deles. Apos a separacao
dos ions no analisador, eles sdo direcionados ao detector que gera o sinal correspondente
ao registro da abundancia dos ions em funcdo da razdo massa/carga. Existem diversos
tipos de analisadores de massas, mas o mais frequentemente utilizado é¢ o do tipo
quadrupolo. A Figura 7 ilustra um equipamento de ICP-MS, que emprega um analisador
deste tipo [74].

Apesar da alta detectabilidade, a técnica ICP-MS apresenta como principal
limitacdo a ocorréncia de interferéncias matriciais e espectrais (oriundas de ions
isobaricos, dupla carga e/ou espécies poliatbmicas) ocasionadas por oOxidos, ions
presentes na composicdo do plasma, da matriz ou dos reagentes utilizados na etapa de
preparo de amostra. Tais interferéncias relacionadas a téecnica podem representar desafios
para o desenvolvimento de métodos de analise, especialmente para as amostras cujas

matrizes sdo complexas [76].
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Figura 7. Representacdo esquematica de um equipamento de ICP-MS destacando suas

principais partes [77].

As interferéncias espectrais sdo aquelas em que sdo gerados ions poliatbmicos, de

dupla carga ou ions monoatdbmicos isobaricos, 0s quais possuem a mesma razdo
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massa/carga do analito de interesse, 0 que pode causar uma sobreposi¢cdo dos seus sinais,
fazendo com que a concentracdo do analito seja superestimada. As espécies interferentes
poliatbmicas podem advir de uma combinagdo de elementos presentes no gas utilizado
para a formacédo do plasma, &cidos ou solventes presentes na amostra ou mesmo da matriz
da amostra [78]. Por sua vez, as interferéncias matriciais correlacionam-se com as
caracteristicas intrinsecas da solu¢cdo amostra e geralmente acontecem quando a
composicdo da amostra difere da composicdo das solucdes de calibracdo utilizadas para
0 preparo da curva analitica. Portanto, estas interferéncias acontecem a partir de
diferencas entre as solugOes das amostras e das referéncias nos quesitos eficiéncia de
nebulizacdo, formacdo das goticulas de aerossol, efeitos de transporte e ionizacdo no
plasma [76,79].

Para corrigir interferéncias poliatbmicas nas medic6es por ICP-MS ¢ utilizada a
tecnologia de cela de colisao (TCC), que apresenta uma celula inserida antes do
espectrometro de massa. A célula pode ser preenchida com um gas inerte, geralmente He,
que colide preferencialmente com espécies poliatdmicas, portanto com diametro maior
que o analito. Assim, as espécies/ions interferentes com baixas energias sdo rejeitadas
pela discriminacdo de energia cinética (KED), e os ions do analito, que possuem maior
energia cinética, sdo transmitidos ao analisador de massa e detectados livres de
sobreposicédo de sinal analitico [72].

Por sua vez, considerando as interferéncias matriciais, uma variedade de metodos
de calibracdo tem sido usada para corrigir efeitos de matriz para determinacdo elementar
em produtos farmacéuticos usando ICP-MS. No entanto, a mais comumente empregada
é a padronizacdo interna. A curva de calibracdo empregando padronizacdo interna €
construida usando a mesma abordagem da calibracdo externa; no entanto, a curva é
construida plotando a concentracdo do analito no eixo X com a razao sinal do analito
dividido pelo sinal do padrdo interno no eixo y. Para isso, é essencial que o elemento
utilizado como padrdo interno ndo esteja presente nas amostras, uma vez que esse €
adicionado em concentracdo constante a todas as solu¢des de brancos, padrdes e amostras.
Desse modo, a eventual degradacdo do desempenho analitico devido a um desvio do
instrumento ou possivel variacdo na eficiéncia de introducdo da amostra é compensada
[73].
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3.5.  Preparo de amostra para determinacgdo elementar

O preparo de amostras envolve operagdes quimicas e fisicas a fim de converté-Ilas
em uma forma adequada para a introducdo no instrumento de analise e para minimizar
interferéncias na quantificacdo dos elementos de interesse. Trata-se de uma etapa de
fundamental importancia em um método analitico, uma vez que a analise direta (i.e. sem
tratamento prévio) in situ possui uma aplicabilidade restrita. Particularmente, os métodos
espectroanaliticos demandam, em sua maioria, procedimentos adequados de preparo de
amostras visando a conversdao de amostras solidas em solucGes representativas que
possam ser introduzidas por um sistema adequado de introducéo de amostra, por exemplo,
a nebulizacdo pneumatica [80]

Considerando as diferentes caracteristicas que medicamentos e produtos
farmacéuticos podem apresentar, bem como o grande nimero de elementos de interesse,
ndo existe um procedimento de preparo de amostra Unico que se aplique a todos os casos
[79]. Os excipientes, IFAs e medicamentos geralmente possuem uma matriz complexa e
variada, motivo pelo qual o procedimento de preparo de amostras deve ser criteriosamente
selecionado [60]. O capitulo 233 da USP recomenda o preparo por dissolucdo em
solventes aquosos ou organicos, de acordo com a solubilidade da amostra, para a obtencéo
de uma solucdo limpida. Quando a amostra ndo for sollvel em solventes aquosos e
organicos, recomenda-se o preparo de solucdo indireta por meio de digestdo em frasco
fechado com a utilizacdo de acidos concentrados, por exemplo. [12].

Considerando as analises por ICP-MS, as amostras devem atender a determinadas
caracteristicas a fim de serem compativeis com o instrumento de medida, entre elas a
acidez residual (AR) e o total de solidos dissolvidos. Recomenda-se que a AR esteja entre
1-2% v v'! para evitar efeitos indesejados na formacéo do aerossol e o desgaste quimico
de componentes do equipamento, como a tocha de quartzo os cones de amostragem. O
total de sélidos dissolvidos também ¢é relevante e idealmente deve estar abaixo de 0,1%
m v?, a fim de evitar o entupimento do nebulizador e a deposicdo de sais nos cones
localizados na interface do equipamento de ICP-MS. Outro parametro de extrema
importancia é o teor de carbono soluvel residual (CSR), que também deve ser 0 menor
possivel, visando evitar interferéncias, como aquelas causadas por transferéncia de carga
no plasma, que podem ser criticas para elementos como As, Hg, I, P, Se e Te, ou

interferéncias espectrais causadas por espécies poliatbmicas formadas com o carbono,
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como “°Ar!2C* na determinagdo de cromo ao se monitorar o isdtopo *2Cr*, por exemplo
[79].

De acordo com a literatura, o preparo de amostra para produtos farmacéuticos
envolve desde a simples dissolu¢do das amostras em soluc6es aquosas de acidos minerais
ou solventes organicos, ou ainda a aplicacdo de procedimentos mais sofisticados visando
a decomposicdo da amostra, como a digestdo usando aquecimento convencional, a
combustdo induzida por micro-ondas, e a mais comumente empregada, a digestéo
assistida por radiacdo micro-ondas em frascos fechados. Além de fornecer baixos teores
de CSR, a digestdo em recipiente fechado tem claras vantagens em comparagdo com a
digestdo acida convencional usando sistemas abertos, para decomposicéo de matrizes de
amostras farmacéuticas. Como exemplos de vantagens citam-se melhor recuperacéo de
elementos volateis, menor risco de contaminagdo, menor volume de reagentes, melhor
reprodutibilidade e uma operacéo relativamente mais segura [61].

Os medicamentos se apresentam em diferentes formas farmacéuticas, tais como
solugdes, suspensdes, géis, capsulas, comprimidos, sendo a solubilidade dos seus
constituintes geralmente limitada. Uma consideracdo importante ao empregar técnicas
analiticas que utilizam plasma acoplado indutivamente € o efeito que a matriz organica
pode acarretar sobre o plasma, uma vez que elevada concentracdo de carbono pode gerar
uma alteracéo no equilibrio dos ions de modo a afetar o comportamento dos analitos. Com
isso, a digestdo empregando agentes oxidantes como HNO3 e H20. e/ou complexantes
como HCI se faz necessaria para decompor a matéria organica e solubilizar residuos
inorganicos presentes nestas amostras, a fim de liberar os analitos de interesse para a
solucdo e minimizar potenciais efeitos de matriz no plasma. Considerando matrizes
farmacéuticas, a utilizacdo de misturas de HNO3 e HCI sdo amplamente utilizadas, sendo
a agua régia invertida (3HNOz:1HCI) a que apresenta melhores resultados [60,63].

Apesar da complexidade das amostras farmacéuticas, a presenca de oxigénio e o
gradiente de temperatura formado entre a fase gasosa e liquida no interior dos frascos de
digestdo viabilizam a regeneracdo do 4acido nitrico, motivo pelo qual é possivel a
utilizacdo de concentra¢fes menores deste acido, ou seja, utilizacdo de acidos diluidos.
Além disso, o tempo necessario para a digestdo assistida por radiacdo micro-ondas é
reduzido quando comparado as digestBes realizadas utilizando fontes de calor
convencionais [60]. A utilizacdo de H>O- junto & mistura &cida otimiza o processo de
digestdo porque libera oxigénio e energia ao sistema. Quando a solucao de &cido nitrico

diluido promove a oxidacdo da matriz orgénica da amostra, NO é formado e este
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composto e facilmente oxidado a NO2, Os processos envolvidos na regeneracdo do acido
nitrico sdo demonstrados pelas equacdes abaixo [81].

2 H,02 — 2 H20 + O2(g) (2)

(CH2)n + 2 HNO3(aq) — CO2(g) + 2 NO(g) + 2 H20(1) (3)
2NO(g) + O2(g) — 2 NO2(9) (4)

2 NO»(g) + H20(1) — HNO3(aq) + HNO2(aq) (5)

Além das vantagens citadas, esta modalidade de digestdo se mostra bastante
promissora no aspecto ambiental, ao utilizar condi¢Ges reacionais mais brandas e
minimizar os residuos gerados [79]. A digestdo acida assistida por radiagdo micro-ondas
usando HNOsz 7,0 mol L e H,0, foi proposta por Gonzalez et al. para digestGes
completas de pomada de aciclovir e seus constituintes [82]. Pinheiro et al. avaliaram trés
solugdes (3HNO3:1HCI, HNOs 7,0 e 2,0 mol LY) para digestdo assistida por micro-ondas
de nove amostras de medicamentos variados. Os procedimentos de digestdo propostos
usando HNO3 7,0 e 2,0 mol L™ foram adequados, mesmo quando sélidos remanescentes
estavam presentes nos digeridos [73]. Entretanto, até o desenvolvimento do presente
trabalho, ndo foram encontrados na literatura estudos que utilizassem a agua régia
invertida (3HNO3:1HCI) diluida.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Amostras

Seis amostras auténticas de comprimidos contendo 50 mg de SIL e 20 mg de TAD,
com registros ativos na ANVISA, foram analisadas. A codificacdo, classificacdo e
composicdo de cada medicamento estd descrita na Tabela 2. Tais amostras foram
adquiridas em drogarias na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.
Adicionalmente, foram analisados dez diferentes lotes de comprimidos de SIL e TAD
com provavel proveniéncia de falsificacdo ou contrabando. Tais amostras foram
apreendidas e disponibilizadas pela PF e pela PCMG, os quais foram codificados de F1 a
F10 (Figura 8). Todas as amostras apreendidas apresentavam-se rotuladas como Pramil
50 mg, cujo principio ativo é sildenafila, exceto a amostra F3 rotulada como Erectalis 20
mg, cujo principio ativo é tadalafila. As embalagens desses medicamentos, apresentadas
na Figura 8, permitem concluir que as amostras apreendidas sdo medicamentos ilegais,
uma vez que ndo possuem registro junto a ANVISA e, portanto, ndo podem ser

comercializadas em territorio brasileiro.
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Tabela 2. Amostras auténticas e suas composicades.

Cadigo Classificacdo IFA/teor Excipientes

Celulose microcristalina, fosfato
de célcio dibasico, croscarmelose
AM1 Referéncia Sildenafila/50 mg sodica, estearato de magnésio,
Opadry azul!, Opadry
transparente?

Lactose monidratada, hiprolose,
croscarmelose sddica,
laurilsulfato de sddio, celulose
AM2 Genérico Tadalafila/20 mg microcristalina, estearato de
magnesio, hipromelose, triacetina,
corante 6xido de ferro amarelo,
dioxido de titanio

Celulose microcristalina, fosfato
de calcio dibasico di-hidratado,
croscarmelose sddica, estearato de
AM3 Generico Sildenafila/50 mg magnésio, hipromelose, macrogol,
diéxido de titanio, corante laca
azul FD&C n 2, didxido de silicio,
talco

Celulose microcristalina, fosfato de
calcio dibasico, croscarmelose
sodica, estearato de magnésio,

AM4 Generico Sildenafila/50 mg dioxido de silicio, alcool
polivinilico, macrogol, diéxido de
titanio, talco, azul de indigotina
laca de aluminio

Lactose monoidratada, celulose
microcristalina, croscarmelose
sddica, laurilsulfato de sodio,
hiprolose, estearato de magnésio,
hipromelose, triacetina, dioxido de
titanio, oxido de ferro amarelo

AMb5 Generico Tadalafila/20 mg

Lactose monidratada, hiprolose,
croscarmelose sodica, laurilsulfato
de sodio, celulose microcristalina,

AM6 Referéncia Tadalafila/20 mg estearato de magnésio,
hipromelose, diéxido de titanio,
triacetina, 6xido de ferro amarelo,
talco

'Opadry® azul: hipromelose, lactose, triacetina, indigo carmim aluminio laca e diéxido de titanio;

“Opadry® transparente: hipromelose e triacetina
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Figura 8. Imagens das amostras de medicamentos apreendidos disponibilizadas pela PF
e PCMG. Adaptado de [83].

4.2. Reagentes e solucdes

Todas as solugdes utilizadas foram preparadas com agua ultrapura (resistividade
maior que 18,2 MQ cm) obtidas com sistema de purificacdo Arium mini da empresa
Sartorius (Gottingen, Alemanha). Os frascos e vidrarias foram descontaminados em
banho acido (HNO3 10% v v!) por 24 horas, em seguida enxaguados com agua ultrapura
e secos a temperatura ambiente em capela de fluxo laminar. Os experimentos foram
realizados utilizando HCI fumegante 37% (v v1), HNO3 65% (v v1) e H20,2 30% (v V1),
todos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Ambos os &cidos foram previamente
subdestilados em destilador de acidos MLS Milestone (Sorisole, Italia).

As solucbes analiticas de calibracdo e os experimentos de adicdo e recuperacao
foram preparados a partir de diluicbes de aliquotas de solucdo estoque monoelementar
contendo 1000 mg L de Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Os, Pb, Pd,
Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tl e V (Fluka, Suica) preparadas em meio de HNO3 0,14 mol L.
O elemento itrio (Y) foi empregado como padrédo interno e sua solucdo foi preparada
como descrito anteriormente.

As concentragdes analiticas utilizadas na curva de calibragdo foram: 0; 0,05; 0,1;
0,5; 1,0; 5,0; 10,0 e 20,0 ng L* preparadas em meio de 4gua régia invertida 2% v v


https://www.google.com/search?rlz=1C1FKPE_pt-PTBR1063BR1064&q=Gottingen&si=AMnBZoFk_ppfOKgdccwTD_PVhdkg37dbl-p8zEtOPijkCaIHMp1KNpulEE_iVWXf8NHNjN7kMF8M4uJVvJazvhroW_Wju0Q8-cqk4mumugFwQIcoxz5gqMbq87C2GxnymVskTe5MCvIpoafDyjSeWmrUIwW55CxEpg2PBjbMs4daPx8K1BFemUCBuz_DHfoVKx33iU7kzXKw&sa=X&ved=2ahUKEwimy6uRpen_AhVwq5UCHfoEBqwQmxMoAXoECCQQAw
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(concentragdo &cida compativel com a acidez residual dos digeridos) para todos o0s
elementos. Para corrigir efeitos matriciais, o padrdo interno foi adicionado na
concentragéo de 5,0 pg L as solugdes de calibragdo, brancos analiticos e amostras. Uma
etapa adicional de limpeza do sistema de introducgéo de amostras, feita com HCI 0,06 mol
L1, foi acrescentada para contornar efeitos de memdria que usualmente ocorrem para Hg.
Segundo Louie et al., os ions cloreto apresentam um efeito estabilizante frente aos ions
Hg, evitando efeitos de memdria em determinagdes por ICP-MS [84,85].

As concentracdes analiticas utilizadas na curva de calibragdo para as determinacgdes
de carbono dissolvido residual foram 0; 0,001; 0,005; 0,01; 0,05 e 0,1% m v, preparadas
em meio de HNO3 0,14 mol L, a partir de dilui¢Ges de uma solucéo de carbono 0,1% m

v1, preparada a partir de 4cido oxalico diidratado (Carlo Erba, Brasil) [86].

4.3.  Procedimento de preparo de amostra

As amostras foram trituradas com auxilio de almofariz e pistilo de &gata e pesadas
em balanca analitica (AUW220D, Shimadzu, Brasil). A digestéo foi realizada em forno
de micro-ondas (Ethos Lean, Milestone, Italia). Aliquotas de aproximadamente 0,1 g das
amostras foram pesadas, transferidas para os frascos e digeridas em 5 mL de agua-régia
invertida 20% v v (3HNOs:1HCI concentrados) e 2 mL de H.02 30% v v'em forno
assistido por radiagdo micro-ondas seguindo o programa de aquecimento: 10 minutos de
rampa até 180 °C e 30 minutos de patamar sob 180 °C. Posteriormente, os digeridos foram
transferidos quantitativamente para frascos Corning graduados e avolumados em 25,0 mL
com agua ultrapura. Considerando a acidez residual e o teor de sélidos dissolvidos
adequados para as amostras a serem analisadas por ICP-MS, uma diluicdo adicional de

duas vezes foi realizada antes das analises por ICP-MS.

4.4. Otimizacao do procedimento de preparo de amostra

Para otimizar as condicdes empregadas para a digestdo das amostras de
comprimidos contendo SIL e TAD, realizou-se planejamento fatorial completo 22 com
ponto central. Os fatores avaliados foram: (i) concentracdo da solucdo de 3HNOz:1HCI v
v (10, 30 e 50% v v?) e (ii) volume de H20, 30% v v (0, 1 e 2 mL) e as respostas
avaliadas foram: (i) a acidez residual (AR), (ii) o teor de carbono soltvel residual (CSR)

apos o preparo de amostra e (iii) o erro relativo (ER) das recuperagdes dos analitos obtidos
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a partir de experimento de adigéo e recuperacdo, considerando as respostas normalizadas.
A Tabela 3 apresenta os fatores e niveis estudados.

Tabela 3. Fatores e niveis estudados no planejamento fatorial 22 com ponto central para
a otimizacao do preparo de amostras.

Fator Nivel baixo (-1) Ponto central (0) Nivel alto (+1)
Concentracdo de agua régia
invertida (% v v?) 10 30 50
Volume de H>O> (mL) 0 1 2

Todos os experimentos foram realizados aleatoriamente e as analises estatisticas
foram realizadas com a utilizacdo do software Statistica (StatSoft, EUA). A partir dos
resultados obtidos, empregou-se a modelagem por minimos quadrados para a construgéo
do modelo matematico. A avaliacdo do modelo foi realizada por meio da Analise de
Variancia (ANOVA). A otimizag&o simultanea das respostas foi atingida com a utilizagéo

da funcéo de desejabilidade proposta por Derringer e Suich [87].

4.5.  Instrumentacao

A determinacdo de Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Os, Pb, Pd,
Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tl e V nas amostras de comprimidos de SIL e TAD foi realizada
por espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS, Agilent
7700 series, Agilent Technologies, Japdo), em modo padrdo e com cela de colisdo
utilizando He 99,995% (Air Liquide, Brasil) como gas colisional. O nebulizador utilizado
foi do tipo Mira Mist, camara de nebulizacdo (duplo passo) e tocha de quartzo. Os
parametros do equipamento e o0s isotopos selecionados, assim como 0 modo de analise

para cada analito, estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Parametros instrumentais utilizados na quantificagdo dos analitos por ICP-MS.

Parametros Condicéo instrumental
Poténcia de radiofrequéncia (kW) 1,55
Vazio do gas do plasma (L min™) 15
Vazdo do gas auxiliar (L min™) 1,00
Vazdo de nebulizagdo (L min™) 1,05
Profundidade de amostragem (mm) 8,0
Vazdo de He na célula de colisdo (mL min™) 4,5
Tempo de integracao (S) 3,0
Nebulizador Mira-Mist
Camara de nebulizacao Scott type — double pass
IsGtopos

“He- 51y, 52Cr, 8N, 53Cu, °As,
mode” 103Rh
Modo de analise L 59C0. 2Se. Mo,
102RU, 105Pd, 107Ag, 112cd’
1ZOSn' 1238b, 13883., 18905’
193“.' 195Pt, 197AU, ZOZHg,
205T|, 208Pb

“No gas-
mode”

4.6. Validacdo do método analitico

A avaliacdo do desempenho analitico do método desenvolvido foi realizada de
acordo com o guia de validacdo que consta no capitulo 233 da USP. A avaliacdo da
exatiddo foi feita a partir de experimentos de adicdo e recuperacdo em trés niveis de
adicdo (0,50; 1 e 5 pug L™?) e a precisdo foi avaliada por meio da repetibilidade, a partir do
desvio padrdo relativo (DPR) de seis brancos fortificados nas concentragdes 0,50; 1 e 5
ug Lt As fortificagOes realizadas nesses experimentos foram feitas no momento do
preparo de amostras, de modo que fossem submetidas a todas as etapas subsequentes do
método. Os limites de detecgdo (LD) e de quantificacdo (LD) foram determinados a partir

do desvio padrdo obtido para a leitura de dez brancos analiticos (réplicas auténticas).
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Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LD) foram calculados a partir do
desvio padrdo obtido para a leitura de dez brancos analiticos (réplicas auténticas) de
acordo com as equacdes 6 e 7, respectivamente [88]. Os limites de detecgdo podem ser

estimados pela equacéo (6):

LD = 33s/b  (6)

Os limites de quantificagdo podem ser estimados pela equagéo (7):

LQ= 10s/b  (7)
Em que:
s = desvio padréo da resposta dos brancos.
b = inclinagéo (coeficiente angular) da curva analitica.

4.7.  Aplicagdo do método validado

O método validado foi aplicado para a anélise das amostras auténticas e apreendidas
para a determinacdo elementar dos 24 analitos estabelecidos pelo capitulo 232 da USP.
Mediante aos resultados, foi realizada uma analise comparativa do teor determinado para

estas impurezas elementares nos dois tipos de amostras.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Otimizacgdo do procedimento de digestdo acida assistida por radiagdo micro-
ondas

A digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas € um procedimento de preparo
de amostras preconizado pelo capitulo 233 da USP e bastante consolidado na literatura
para o preparo de amostras de medicamentos [12]. A utilizacdo de &gua régia invertida
como solucdo &cida para a digestdo deste tipo de amostra também tem sido amplamente
utilizada, uma vez que apresenta melhor desempenho frente a digest6es utilizando apenas
HNOs, pois a mistura de HNOs e HCI é composta por um &cido oxidante e outro
complexante, respectivamente. Além disso, o HCI é preferencialmente utilizado para
promover a dissolucdo dos elementos do grupo da platina (Ir, Os, Pd, Pt, Rh e Ru)
[7,74,89,90]. Por sua vez, a utilizacdo de misturas &cidas diluidas confere vantagens em
termos de seguranca ocupacional e ambiental, além de requerer menor diluicdo dos
digeridos anteriormente as analises por ICP-MS, o que possibilita um ganho em termos
de detectabilidade.

Diante disso, preliminarmente foram testadas solugdes de agua régia invertida
(8HNO3:1HCI) concentrada e diluidas nas proporgdes (i) 50, (ii) 25 e (iii) 12,5% v v*!
para a digestdo de comprimidos genéricos de TAD 20 mg, visando avaliar qual a menor
concentracdo acida que poderia ser empregada para a obtencdo de uma digestdao completa
da amostra. A Figura 9 apresenta a comparacdo visual das solugdes digeridas em cada

concentracdo de agua régia invertida.
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Figura 9. Amostras de comprimidos de TAD 20 mg digeridos com diferentes
concentracbes de agua régia invertida: (a) 3HNOs:1HCI v v?! concentrada; (b)
3HNO3:1HCI v vt 50%); (c) 3HNO3:1HCI v v 25%); (d) 3HNO3:1HCI v v 12,5%.

Como um dos objetivos deste trabalho foi desenvolver um método para analisar
amostras apreendidas de medicamentos, condicdo em que muitas vezes ocorre a
apreensdo de poucos comprimidos. Desta forma, optou-se por trabalhar com a massa
minima de amostra, suficiente para a realizacdo da triplicata do preparo com massa de um
comprimido de TAD (aproximadamente 0,35 g). A escolha da massa empregada no
preparo baseou-se no estudo comparativo da digestdo de amostras de medicamentos
empregando 0,1 e 0,5 g utilizando digestdo assistida por radiacdo micro-ondas e agua
régia invertida concentrada como solucdo digestora. Utilizando mistura de acidos
concentrados, 0s autores constataram que somente utilizando o procedimento
empregando massa de 0,1 g, as digestdes foram completas [7].

O experimento preliminar possibilitou verificar que digestdes completas da amostra
foram obtidas utilizando massa da amostra de 0,1 g e com as solucbes digestoras de
3HNO3:1HCI v v concentrada e nas proporgdes de 50 e 25% v v1. Somente a diluigcio
de 12,5% v v* apresentou maior turbidez e material particulado em suspenséo, sugerindo
uma digestdo parcial. Desse modo, partindo do resultado observado, um planejamento

experimental foi aplicado visando otimizar as condi¢cdes de digestao.
5.2.  Planejamento experimental
O planejamento experimental visa otimizar as condi¢cbes de realizagdo dos

experimentos, de modo a reduzir o tempo empregado, permitindo a maxima obtencéo de

informacdes acerca de um sistema em andlise. Diante disso e dos resultados preliminares
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anteriormente descritos, realizou-se um planejamento fatorial completo 22 com ponto
central para otimizar as condigdes utilizadas para a digestdo das amostras de
medicamentos.

A acidez residual (AR) foi determinada por célculo teérico, a partir da concentracao
4cida e do volume utilizado. No nivel alto, a AR do digerido foi de 10% v v, no ponto
central de 6% v v e no nivel baixo de 2% v v. Uma diluicdo adicional de duas vezes
(utilizando 2,5 mL da amostra digerida, 0,10 mL da solugédo de padréo interno e 2,4 mL
de agua ultrapura) foi realizada anteriormente as analises por ICP-MS. A AR foi
selecionada como uma das respostas, uma vez que a concentracdo &cida utilizada na
digestdo influencia diretamente na sua eficiéncia; porém, a utilizacdo de acidos
concentrados requer elevados fatores de diluicdo dos digeridos para a viabilizagdo da
introdugdo da amostra no equipamento (idealmente, entre 1 e 2% v v, a fim de preservar
0s componentes do ICP-MS), o que reduz a detectabilidade do método. Como as amostras
farmacéuticas usualmente apresentam teores muito baixos dos elementos a serem
determinados, € necessario desenvolver um método com elevada detectabilidade para
viabilizar a quantificacdo desses analitos. Portanto, nesse estudo, buscou-se definir os
niveis mais adequados dos fatores para produzir a menor resposta em termos de AR, de
forma a obter uma digestdo satisfatoria das amostras, sem a necessidade de empregar
elevados fatores de diluicdo ao submeté-las para a analise.

Por sua vez, o teor de CSR ¢ relevante, uma vez que pode causar interferéncias
devido a formacdo de ions poliatdmicos com razdo massa/carga igual a dos analitos de
interesse. Além disso, a matéria organica demanda maior energia para ser atomizada e
ionizada, o que pode ocasionar uma reducdo na disponibilidade de ions Ar* no plasma,
culminando em menor energia disponivel para a ionizacdo dos analitos. Como
consequéncia, pode ocorrer supressdo do sinal analitico; assim, espera-se que o teor de
CSR seja 0 menor possivel [79].

Finalmente, o ER das recuperac6es dos analitos foi selecionado como resposta, uma
vez que este evidencia se os resultados obtidos a partir do ensaio de adi¢do e recuperagédo
sdo adequados, o que se correlaciona com a eficiéncia da digestdo das amostras e exatidao
da andlise. Para isso, 0s experimentos do planejamento (Tabela 5) foram preparados sem
e com a fortificagdo na concentracgdo de 5 pug L™ (considerando o digerido) dos 24 analitos
(Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Os, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sh, Se, Sn,

Tl e V) com o objetivo de determinar o ER das recuperagdes de cada um dos elementos
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em cada experimento. Para tanto, as recuperacoes de cada analito em cada ensaio foram

determinadas em porcentagem, segundo a equacédo a seguir:

Recuperacio (%) = (Clg—cz) .100 (8)

3

Em que:

C1 = concentracao do analito na amostra fortificada.

C> = concentracao do analito na amostra nédo fortificada.

Cs = concentracdo do analito adicionado a amostra fortificada.

Com isso, foram obtidos 24 valores de recuperacdo para cada ensaio realizado. Em
sequida, foram calculados os ER das recuperacdes de acordo com a equacdo 9 e
normalizados a partir do valor méximo de ER para cada um dos 24 elementos. Entéo o
valor maximo de ER referente a um determinado analito foi utilizado como divisor de
cada um dos ER desse mesmo analito, de modo que os ER normalizados variassem até o

valor 1.

ER (%) — Vmedido—-Vnominal x 100 (9)

Vnominal

Em que:
Vmedido = Valor medido

Vnominal = Valor nominal ou esperado

Como cada ensaio fornece multiplas respostas, foi necessario unifica-las de modo
a obter uma Unica resposta para cada ensaio. Para tanto, foi realizada a média aritmética
dos ER normalizados dos 24 elementos, sendo assim obtida uma resposta média de ER
(%) para cada ensaio realizado. A Tabela 5 apresenta as informacdes sobre o
planejamento fatorial completo 22 com ponto central e os valores das trés respostas

normalizadas.
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Tabela 5. Planejamento fatorial 22 com ponto central para a otimizacdo do preparo de

amostra.

Concentracéo de
Ensaio agua régia
invertida (% v v?)

Concentracéo de AR
CSR(%mvYl)  (%vvl)
normalizada  normalizada

Volumede ER (%)
H>02 (mL) normalizada

1 1 1 0,39 0,58 1,00
2 1 -1 0,28 0,71 1,00
3 -1 1 0,43 0,72 0,20
4 -1 -1 0,60 1,00 0,20
5 0 0 0,38 0,89 0,60
6 0 0 0,64 0,66 0,60
7 0 0 0,51 0,87 0,60

Os resultados foram avaliados por ANOVA. A andlise dos resultados mostrou que
0 modelo ndo apresentou falta de ajuste significativa (p>0,05), mas a regressdo nao
apresentou significancia estatistica (p>0,05). Entretanto, & bem estabelecido na literatura
que os principais fatores que se correlacionam a eficiéncia da digestdo de amostras para
analise por ICP-MS séo as condi¢es em que ela é realizada, com destaque para a solucao
acida utilizada, como discutido anteriormente [73]. Alem disso, a utilizacdo de H20:
também impacta a eficiéncia porque promove a regeneracdo do HNO3 no frasco de
digestéo, o que viabiliza a utilizacdo de solugdes acidas menos concentradas [91].

O delineamento experimental proposto empregou um nimero reduzido de niveis e
replicatas e a resposta de AR foi avaliada com a utilizacdo de calculos tedricos. Portanto,
em todas as condicBGes em que foi empregada solucdo acida na mesma concentracao, as
respostas obtidas foram numericamente idénticas. Desse modo, conclui-se que essas
questdes podem ter contribuido para o resultado obtido acerca da significancia da
regressdao. Com isso, optou-se por avaliar os graficos de contorno de cada um dos fatores
e respostas em estudo e trabalhar com a funcdo de desejabilidade, com o objetivo de
encontrar condicdes experimentais que viabilizassem a otimizacdo simultanea das trés

respostas em estudo (Figura 9).
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Figura 10. Graficos de contorno dos fatores e respostas estudados no planejamento

experimental.

Os gréaficos de contorno apresentados na Figura 10 forneceram informacdes
relevantes sobre as condi¢cdes mais adequadas para a obtencdo de uma melhor resposta.
Uma vez que o objetivo consiste em minimizar as trés respostas simultaneamente,
buscou-se condi¢cdes em que a resposta em questao estivesse nas regides esverdeadas dos
gréficos. Nos graficos que avaliaram o ER e a concentracdo de CSR, observa-se que o
maior volume de H2O. (2 mL) forneceu melhores respostas. Por sua vez, para a AR,
apesar de o H20- correlacionar-se a regeneracdo do HNO3, de acordo com o gréafico ndo
é observada influéncia na resposta a partir deste fator, fato que pode estar relacionado a
determinacéo tedrica da AR. A concentracdo de agua régia invertida apresentou efeito
similar para o ER e para a concentracdo de CSR, de modo que maiores concentragdes
forneceram melhores respostas. Para a AR, entretanto, observou-se um comportamento

contrario, como esperado. Desse modo, a partir da analise dos trés graficos, pode-se
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identificar que maior volume de H>O, favoreceu as respostas e que as concentracdes de
agua régia invertida entre 20 e 30% v v forneceram respostas satisfatorias na presenca
de 2 mL de H20..

E importante ressaltar que o planejamento experimental foi aplicado com o intuito
de obter uma condicdo de compromisso para as trés respostas, visando o emprego da
menor concentracdo &cida que promova uma digestdo adequada da amostra. Nesse
sentido, ap6s avaliacfes iniciais anteriormente descritas, 0 meétodo de otimizacéo
simultanea proposta por Derringer e Suich, que define a funcdo de desejabilidade [87],
foi avaliada. Esse método tem como objetivo determinar as condi¢fes experimentais que
assegurem conformidade com os critérios determinados para cada uma das respostas em
estudo, de modo a prover uma condi¢cdo de compromisso considerando todas as respostas
simultaneamente. Isso e feito convertendo as multiplas respostas em uma Unica,
combinando as respostas individuais em uma fungdo composta, seguida pela otimizacao
[87,92].

Para isso, primeiramente, foram calculadas as desejabilidades individuais (di) a
partir das respostas obtidas experimentalmente. Como objetivou-se minimizar as trés
respostas (menor ER, AR e CSR), os calculos foram realizados de acordo com a equacao

a seguir:

. =1
di = (M) S€ Ymin < Yi < Ymax (10)

Ymax —Ymin

em que yi é a resposta experimental, ymin € Ymax S80 respectivamente a menor e maior
resposta obtidas experimentalmente, t € o peso e quando é igual a 1 a funcdo de
desejabilidade linear. di assume valores restritos ao intervalo [0,1], di = O representa uma
resposta indesejavel e di = 1 representa uma resposta desejavel.

Apos determinar as desejabilidades individuais para cada resposta (AR, teor de
CSR e ER das recuperac6es dos analitos de interesse), os valores de di foram combinados
para a obtencdo da desejabilidade global (D), que € determinada pela média geométrica

das m desejabilidades individuais, segundo a equacdo que se segue:

D ="/d,d,d, (11)
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A desejabilidade global permite a otimizacdo simultanea das respostas individuais
para a obtencdo de uma sO resposta. As desejabilidades individuais e a global foram
determinadas e os valores da ultima foram inseridos como uma resposta no planejamento
experimental no software Statistica para avaliarmos como os fatores contribuem para a
desejabilidade global, analisando o grafico de contorno (Figura 11). Para o célculo da
desejabilidade global, todas as respostas foram ponderadas pelo mesmo peso.

Desejabilidade global
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Figura 11. Grafico de contorno dos fatores e da resposta desejabilidade global.

Analisando o grafico apresentado na Figura 11, concluiu-se que com maior volume
de H20; e concentragBes de agua régia invertida mais diluidas (até cerca de 20% v v?), a
resposta € maximizada. Nesse caso, 0 objetivo € maximizar a resposta para que a
desejabilidade global se aproxime a 1, o que indica uma melhor otimizacdo simultanea
das 3 respostas. Os graficos da funcdo de desejabilidade, apresentados na Figura 12,
mostram as respostas do algoritmo de otimizacdo. As curvas demonstram como as
respostas estudadas variam com cada fator ao mantermos fixos o nivel do outro fator nos

valores especificados.
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Figura 12. Graficos de desejabilidade para a otimizacdo do processo de preparo de

amostras com a utilizacdo de digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas.

Os graficos da Figura 12 fornecem as informacbes sobre as condicOes
experimentais 6timas para se obter uma Unica resposta satisfatdria, a desejabilidade
global. Os trés gréaficos da ultima coluna mostram as di das trés respostas, definidas de
acordo com a equacdo 10. As linhas vermelhas verticais destacam as condicdes de
méaxima desejabilidade global, que chegou a 0,7 como destacado na Figura 12, a qual é
obtida com uma concentracdo de 20% v v de 4gua régia invertida e volume de 2 mL de
H>0,. Os pontos 6timos para o ER e CSR foram obtidos nos experimentos utilizando 2
mL. A concentragdo de agua régia invertida afetou todas as respostas, para a variavel ER,
sendo que concentragdes intermedidrias forneceram melhor resposta. Ja para a variavel
CSR, as concentragdes de 10 a 20% v v’ de 3HNO3:1HCI mantiveram a resposta
constante e valores superiores a diminuiram, para AR o ponto de minimo ¢ dado pela
menor concentracao de agua régia invertida. Todas as informagdes corroboram com o que
foi obtido por meio dos graficos de contorno. Nesse sentido, para que esses fatores

fornecessem as trés respostas satisfatorias simultaneamente, a condicdo Otima de
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compromisso foi estabelecida em concentragdo de 20% v v de 4gua régia invertida e
volume de 2 mL de H>Oo.

5.3.  Desempenho analitico

A avaliacdo de desempenho do método analitico foi realizada segundo o guia
descrito no capitulo 233 da USP [12]. Primeiramente, o desempenho do equipamento
ICP-MS foi avaliado para as determinacgdes de Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir,
Li, Mo, Ni, Os, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tl e V nas amostras, empregando os modos
de operacao padrdo (sem gas de colisdo) e com cela de colisédo e discriminagéo por energia
cinética (CC/KED). Nas analises realizadas utilizando CC/KED, a célula de coliséo foi
pressurizada com hélio na vazao de 4,5 mL min™.

O uso da CC/KED viabiliza a reducao das interferéncias poliatdmicas, entretanto,
seu uso implica em perda na detectabilidade. O modo de operacdo sem uso da cela de
coliséo, além de reduzir o custo da analise, por evitar a utilizacdo do gas hélio, apresenta
maior detectabilidade, uma vez que o sinal analitico € consideravelmente maior sem o
uso da estratégia instrumental em questdo para a correcdo de interferéncias espectrais
[72].

Nesse sentido, experimentos de adi¢do e recuperacdo foram realizados, visando a
determinacéo do is6topo e modo de aquisicdo que melhor se adequasse a quantificacao
de cada analito. Padronizacdo interna utilizando Y foi utilizada como estratégia de
calibracdo. A utilizacdo da padronizacdo interna foi baseada no estudo anteriormente
realizado por Pinheiro e colaboradores [73] acerca dos efeitos de matriz de 9 amostras de
medicamentos analisadas segundo o preconizado pelos capitulos 232 e 233 da USP
[11,12]. Os autores relataram que a padronizacédo interna foi necessaria para correcéo de
efeitos matriciais associados a nebulizacdo, transporte e/ou efeitos energéticos
relacionados ao plasma de argdnio, sendo Y o padrdo interno que apresentou os melhores
resultados nos ensaios de adicdo e recuperacdo [73]. De acordo com o guia de validacao
do capitulo 233 da USP, a linearidade € atestada quando os requisitos do ensaio de adicdo
e recuperacdo forem atendidos [12].

Os parametros analiticos para a determinacdo dos 24 analitos estdo apresentados
na Tabela Error! Reference source not found.6. Os valores de LQ estdo apresentados

também em pg L para facilitar as consideracdes discutidas em relagdo aos experimentos
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de adicdo e recuperagdo. A conversio de pg L™ em pg g? foi realizada utilizando a

equacéo 12:

LQ(ug g™ =

LQ (em pg L™ 1) x Volume final do digerido (mL)

massa da amostra (g)

1000

(12)

Tabela 6. Figuras de mérito obtidas para a determinacdo de Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr,
Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Os, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sbh, Se, Sn, Tl e V em amostras de

medicamentos por ICP-MS usando Y como padréo interno.

Is6topo gflqﬁgs?ggz Sensibilidade? R? (“;3_1) (Hgg'l) (Hlég'l)
TLi No gas 0,04900 + 0,00003 1 0,008 0,05 0,027
Sy He 0,124 + 0,002 0,9995 0,013 0,09 0,043
52Cr He 0,154 + 0,003 0,9990 0,100 0,23 0,117
8N He 0,184 + 0,002 0,9996 0,055 0,36 0,182
%Co No gas 0,1210 + 0,0005 0,9999 0,002 0,01 0,007
3Cu He 0,239 + 0,002 0,9998 0,035 0,30 0,152
SAs He 0,0220 + 0,0002 0,9996 0,065 0,43 0,217
825e No gas 0,00100 + 0,00004 0,9920 0,397 2,65 1,325

%Mo No gas 0,0480 + 0,0002 0,9999 0,039 0,19 0,094
102Ry No gas 0,0570 + 0,0001 1 0,003 0,02 0,009
103Rh He 1,09 +£ 0,01 0,9997 0,002 0,01 0,007
105pq No gas 0,0440 + 0,0002 0,9999 0,008 0,05 0,026
07ag No gas 0,0220 + 0,0003 0,9985 0,053 0,35 0,177
12¢cq No gas 0,0290 + 0,0002 0,9998 0,002 0,01 0,007
120G No gas 0,0590 + 0,0005 0,9995 0,016 0,11 0,054
1235 No gas 0,0480 + 0,0002 0,9999 0,011 0,07 0,036
138Bg No gas 0,1620 + 0,0003 1 0,046 0,31 0,155
1900g No gas 0,0570 + 0,0006 0,9993 0,047 0,31 0,157
193y No gas 0,106 + 0,008 0,9637 0,006 0,04 0,019
195pt No gas 0,0530 + 0,0005 0,9995 0,006 0,04 0,020
¥7Au No gas 0,0150 + 0,0006 0,9893 0,036 0,24 0,120
202Hg No gas 0,0190 + 0,0005 0,9963 0,021 0,14 0,071
205T No gas 0,1230 + 0,0002 1 0,001 0,01 0,005
208pp No gas 0,0850 + 0,0004 0,9999 0,008 0,05 0,027

*Coeficiente angular da curva analitica de calibragio (contagens L s pg™)

Os LQs estimados na tabela 6 variaram de 0,005 (TI) a 1,325 (Se) ug g%, enquanto

os limites permitidos de cada uma das impurezas nos medicamentos estudados, de acordo

com a Tabela 7, variaram de 16 a 35484 pg g*. Portanto, os resultados apresentados na
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Tabela 6 estdo adequados para a avaliagcdo de impurezas elementares nos medicamentos

de acordo com os limites estabelecidos pelo capitulo 232 da USP.

Tabela 7. Limites de concentracdo permitidos dos 24 elementos (em pug g™ e em pg L?)
nos comprimidos contendo SIL e TAD segundo recomendagdes da USP [11].
Elementos Juggh) JugLhH* 057 1,5J

Cd 16 32 16 48
Pb 16 32 16 48
Tl 26 52 26 77
As 48 97 48 145
Hg 97 193 97 290
Co 161 323 161 484
Au 323 645 323 968
Os 323 645 323 968
Ir 323 645 323 968
Pd 323 645 323 968
Pt 323 645 323 968
Rh 323 645 323 968
Ru 323 645 323 968
v 323 645 323 968
Ag 484 967 484 1452
Se 484 967 484 1452
Ni 645 1290 645 1936
Li 1774 3548 1774 5323
Sb 3871 7742 3871 11613
Ba 4516 9032 4516 13549
Cu 9677 19355 9677 29032
Mo 9677 19355 9677 29032
Sn 19355 38710 19355 58065
Cr 35484 70968 35484 106452

*Considerando a diluicdo do preparo de amostras utilizado no método proposto.

5.3.1. Avaliacdo da exatidao

Diante da indisponibilidade de materiais certificados de referéncia para analises
elementares em medicamentos, a exatiddo do método foi avaliada a partir de
experimentos de adicéo e recuperagdo em trés niveis de adigdo (0,50; 1; 5 pg L) para os
24 analitos, em duas amostras de comprimidos de marcas diferentes (AM2 e AMb5). As
adicdes foram realizadas em triplicatas antes da digestdo acida assistida por radiacdo
micro-ondas nos trés niveis de adicfo. itrio foi utilizado como padrdo interno na

concentracéo de 5 pg L. As recuperac@es foram calculadas de acordo com a equacéo 8.
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O guia de validagcdo descrito no capitulo 233 da USP recomenda que as adi¢fes
sejam realizadas nos niveis de 0,5J a 1,5J, sendo consideradas aceitaveis se estiverem
entre 70 e 150% [12]. Dessa forma, o limite de concentracéo (J) permitido de cada analito,
para 0s medicamentos em estudo nesse trabalho, foi calculado segundo a equacéo 1 e séo
apresentados na Tabela 7. A DDM recomendada de ambos os medicamentos (SIL e TAD)
para o tratamento de disfuncéo erétil € de um comprimido ao dia. Na equacdo 1 a DDM
utilizada é dada em gramas do comprimido, ou seja, considerando nao apenas o IFA uma
vez que as impurezas elementares podem advir tanto do IFA quanto dos excipientes. Os
comprimidos de SIL 20 mg e TAD 50 mg apresentam massas semelhantes (em média
0,350 g por comprimido), portanto, para o célculo do J foi realizada uma média dos pesos
medios de ambos.

De acordo com as diretrizes da USP, os valores de J calculados para a construgéo
da curva analitica de calibracao e para os experimentos de adi¢éo e recuperacdo nos niveis
de 0,5 a 1,5J foram maiores do que a faixa linear compativel com a detectabilidade
requerida para os objetivos desse trabalho. Nos experimentos iniciais, observou-se que 0s
niveis de concentracdo dos analitos de interesse quantificados nas amostras foram muito
inferiores aos valores limites devidamente calculados e apresentados na Tabela 7.

Portanto, visando a quantificacdo em nivel trago (a fim de viabilizar a comparacéo
das concentracdes determinadas nas amostras auténticas e apreendidas), optou-se por
utilizar uma faixa linear inferior (de 0,05 a 20 pg L™ para todos os elementos) com o
objetivo de quantificar com a maxima confiabilidade os niveis traco dos elementos alvo
tornando-se possivel discutir se as amostras apreendidas estdo sujeitas a uma maior
probabilidade de ocorréncia de contaminagdo elementar. Desse modo, 0s experimentos
de adic&o foram realizados nos niveis de adicdo (0,5; 1,0 e 5,0 ug L) condizentes com a
faixa linear utilizada para o desenvolvimento do método. Para Se foi necessario elevar os
niveis de adigdo realizados (5; 10 e 15 pg L), uma vez que as concentragdes 0,5 e 1 g
L estavam abaixo do LQ (2,65 pg L?) obtido para esse elemento. Os resultados de
recuperacdo estdo apresentados na Tabela 8.

As recuperagOes obtidas para os 24 analitos de interesse estdo dentro do critério de
aceitacdo (recuperaces entre 70 e 150%), com pequenas excecles para alguns niveis de
adicdo investigados para os analitos Ag, Cu e Ni. As recuperacdes para Ni e Cu foram
adequadas, mas o DPR de Ni no primeiro nivel de adicdo esta elevado para ambas as
amostras analisadas. O mesmo problema ocorreu para Cu na AM2. Observa-se que 0

desvio elevado na adicdo de 0,5 pug L™ para os analitos em questdo pode estar associado
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ao fato do LQ estimado para Ni (0,36 ug L™) e para Cu (0,30 pg L™) estarem proximos
ao valor adicionado, o que pode gerar uma variabilidade de resultados um pouco maior,
visto que os LQs sdo calculados pelos sinais obtidos dos brancos analiticos (réplicas
auténticas). Adicionalmente, Cu e Ni foram quantificados em modo usando cela de
colisdo, o que reduz a detectabilidade em comparacdo as determinacdes realizadas em
modo padrao.

As recuperagdes de Ag na amostra AM2 se apresentaram acima dos limites
preconizados, fato que pode ter decorrido de algum erro sistematico e pontual na anélise
dessa amostra, uma vez que os resultados para a amostra AM5 estdo adequados. Outra
possivel explicacdo é a possibilidade de algum tipo de reacéo entre esse analito e algum

outro analito ou componente da amostra.

Tabela 8. Resultados de recuperagéo para Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li,
Mo, Ni, Os, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sh, Se, Sn, Tl e V por ICP-MS, com Y como padrao

interno (i L, média + desvio padrdo, n = 3, % recuperacio e desvio padrio relativo)

Valor adicionado  Valor determinado  Recuperacéo

Isotopo Amostra ; ) DPR
P (Mg L) (Mg L) (%)

0 0,03 + 0,01 - -

0,5 0,51 + 0,03 96 6

AM2 1 0,99 + 0,09 96 9

7L 5 4,7+03 94 6
0 0,035 + 0,003 _ _

0,5 0,51+0,04 95 8

AMS 1 0,92 + 0,05 89 5

5 48+0,2 96 4

0 0,30 £ 0,04 - -

0,5 0,74 + 0,04 88 5

AM2 1 1,16 + 0,09 86 8

sty 5 4,6+0,3 86 7
0 0,10+ 0,01 ; _
0,5 06+0,1 98 17

AMS 1 1,15+ 0,05 105

5 54+0,3 105 6

0 0,20 + 0,08 - -

0,5 0,79+ 0,01 117 1

AM2 1 1,14 + 0,05 93 4
s2Cr 5 47+0,7 89 15
0 0,09 + 0,08 ; )
0,5 0,5+0,1 81 20
AMS 1 08+0,1 70 13

5 4,9+04 96 8
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Tabela 8. Resultados de recuperagéo para Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li,
Mo, Ni, Os, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sbh, Se, Sn, Tl e V por ICP-MS, com Y como padrdo
interno (u L, média * desvio padrdo, n = 3, % recuperagdo e desvio padrdo relativo)

(continuacao).

Valor adicionado

Valor determinado

Is6topo  Amostra (ug LY (ug LY Recuperacdo  DPR
0 02+01 - -
AV 05 08+02 110 25
1 1,0+0.1 77 10
st 5 46+06 88 13
0 08+04 ; ;
AMS 05 12+04 90 33
1 1,49 + 0,01 73 1
5 46+03 76 7
0 0,015 + 0,004 . -
05 0,55+ 0,01 107 2
AM2 1 100 + 0,05 99 5
. 5 47+04 94 9
Co 0 0,17 +0,01 ; ]
05 0,66 + 001 98 2
AMS 1 110+ 0,07 03 6
5 50+03 96 6
0 0 i :
05 06+01 116 17
AM2 1 0,94 £ 0,07 94 7
ey 5 45+04 90 9
0 0,003 + 0,005 : i
05 0,50 + 004 99 8
AMS 1 0,77 +003 77 4
5 46+03 92 7
0 0.03%004 - -
05 0,66 + 0,05 127 8
AM2 1 1,10 +0,03 107 3
5As 5 56+04 111 7
0 0,030 + 0,001 ] ;
05 05+01 96 20
AMS 1 0,99 + 006 105 6
5 49+02 97 4
0 0 3 5
5 428+ 0,04 86 1
AM2 10 9+1 88 11
8250 15 13.8+0,7 92 5
0 0 - -
AMS 5 44+03 89 7
10 9.4+02 94 2
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Tabela 8. Resultados de recuperacgdo para Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li,
Mo, Ni, Os, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sbh, Se, Sn, Tl e V por ICP-MS, com Y como padrdo

interno (u L, média * desvio padrdo, n = 3, % recuperagdo e desvio padrdo relativo)

(continuacao).

Valor adicionado

Valor determinado

Is6topo  Amostra (g L) (g L) Recuperacdo  DPR

0 0,82+ 0,04 - -

AM2 0,5 1,28 £0,03 93 2

1 1,76 + 0,03 94 2

_— 5 5,58 + 0,06 95 1
0 0,09+0,01 - -

AMS 0,5 0,58 + 0,05 97 9

1 1,08+0,01 99 1

5 52+0,2 102 4

0 0 . -

0,5 0,50 + 0,06 100 12

AM2 1 1,01+£0,06 101 6

102R, 5 49+0,3 98 6
0 0,001 = 0,001 - -

0.5 0,477 +0,003 95 1

AMS 1 09+0,1 94 1

5 49+0,3 98 5

0 0,030 = 0,001 - -

AM?2 0,5 0,44 + 0,03 87 7

1 0,91 +£0,01 91 1

103 5 4,9+0,2 97 4
0 0,001 + 0,001 - -
0,5 0,50+ 0,07 100 14

AMS 1 1,02+ 0,00 102 7

5 52%0,2 103 4

0 0 . -
0,5 0,43£ 0,05 87 12

AM2 1 0,89 £ 0,05 89 6

105p 4 g 49 3 0,4 9_8 8
0,5 0,37+£0,03 74 8

AMS 1 0,87 + 0,05 87 6
5 49£0,5 98 10

0 0,401 - -
0,5 1,3+£0,3 178 23

97 Ag AM2 1 2,10+ 0,07 167 3
5 7+1 141 14

AM5 0 0,5+0,2 - i
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0,91+ 0,05
15+0,2
7+1

80
97
121
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5
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14

Tabela 8. Resultados de recuperagéo para Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li,
Mo, Ni, Os, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sbh, Se, Sn, Tl e V por ICP-MS, com Y como padrdo
interno (u L, média * desvio padrdo, n = 3, % recuperagdo e desvio padréo relativo)

(continuagéo).

Valor adicionado

Valor determinado

Is6topo Amostra ; ) Recuperacao DPR
P (Mg L) (Mg L) perag
0 0 ] ;
A 0,5 0,58 + 0,07 116 12
1 0,92+ 0,07 92 8
12c4 5 49+0,3 99 6
0 0,004 + 0,002 ; -
AMS 0,5 0,54 + 0,01 107 2
1 0,96 + 0,08 96 8
5 50+0,1 100 2
0 0 - ]
0,5 0,58 + 0,07 116 12
AM2 1 0,92 + 0,07 92 8
120 5 49+03 99 6
0 0,004 + 0,002 ; .
0,5 0,54 + 0,01 107 2
AM5 1 1 1
1 0,96 + 0,08 96 8
5 50+0,1 100 2
0 0 . -
05 0,54 + 0,03 109 6
AM2 1 0,97 + 0,05 97 5
120g 5 49+ 0,4 98 8
0 0,03 + 0,04 ; )
05 0,45 + 0,04 84 9
AMS 1 0,87 + 0,04 85 5
5 50+0,3 100 5
0 0 . -
05 0,50 + 0,02 99 4
AM2 1 0,95+ 0,08 95 8
123g}, 5 48+0,3 96 6
0 0,009 + 0,001 ; _
0.5 0,48 + 0,01 93 5
AMS 1 0,95+ 0,03 94 3
5 4,83+ 0,09 96 >
0 0,19 0,04 - -
138 AM2 0.5 0,76 + 0,03 114 4
1 1,21+ 0,03 103 5
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52+04
0,15+ 0,04
0,77+ 0,08
1,22+ 0,05

52+0,2

99
125
107
101
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Tabela 8. Resultados de recuperagéo para Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li,
Mo, Ni, Os, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sbh, Se, Sn, Tl e V por ICP-MS, com Y como padrdo

interno (u L, média + desvio padrdo, n = 3, % recuperacdo e desvio padrdo relativo)

(continuagéo).

Valor adicionado

Valor determinado

Is6topo  Amostra ; ) Recuperacdo  DPR
P (Hg L) (Hg L) perac

0 0,010+ 0,004 - -

AM2 0,5 0,47 £ 0,02 92 4

1 0,93+0,03 92 3

1900g 5 470+ 0,02 94 0,4
0 0,012 + 0,002 - -

AMS 0,5 0,52 + 0,05 101 10

1 1,03+ 0,02 102 2

5 50+0,1 99 2
0 0,014 + 0,003 - -

0,5 0,58 + 0,05 112 9

AM2 1 1,05+ 0,06 103 6

103 5 49+0,3 98 6
0 0,012 + 0,002 - -

AMS 0,5 0,54 + 0,02 106 4

1 0,99 + 0,05 99 5

5 50+0,2 100 4
0 0,00+0,01 - -

0,5 0,56 + 0,07 111 13

AM2 1 1,02 £ 0,06 101 6

195p¢ 5 49+0,2 97 4
0 0 - -

0,5 0,50+ 0,04 100 8

AMS 1 0,94 + 0,02 94 5
0 0 . -

0,5 0,41+ 0,02 82 5

AM2 1 0,71 +£0,03 71 4

977 5 4,3+0,2 87 5
0 0 - -

0,5 0,43 +0,03 85 7

AMS 1 0,88 + 0,07 88 8

5 48+0,1 96 2
0 0,02 +0,03 - -

202Hq AM?2 0,5 0,49 + 0,03 94 6
1 0,96 + 0,04 94 4
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5 49401 97 2
0 0,003 + 0,005 - ]

0,5 05%0,1 108 20

AMS 1 1,03 + 0,07 102 7
5 52+0,1 104 ’

Tabela 8. Resultados de recuperagéo para Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li,
Mo, Ni, Os, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tl e V por ICP-MS, com Y como padrdo
interno (u L, média * desvio padrdo, n = 3, % recuperagdo e desvio padro relativo)
(continuagéo).

Valor adicionado  Valor determinado

Is6topo Amostra ; ) Recuperacao DPR
P (Mg L) (Mg L) perag
0 0,02 + 0,01 ] -
05 0,53 + 0,04 102 8
AM2 1 0,97 + 0,04 95 4
20s 5 47403 94 6
0 0,019 + 0,007 . )
0,5 0,51+0,03 101 6
AM5 1 0,93 + 0,05 92 5
5 48+0,2 95 4
0 0 . -
05 0,50 + 0,02 100 4
AM2 1 1,04+ 0,05 104 5
208pp, 5 49+04 98 8
0 01+02 ) )
05 0,49 + 0,02 80 4
AM5 1 0,97 +0,05 88 5
5 48+02 95 4

O estudo da precisdo consistiu na avaliacdo da repetibilidade, a qual também foi
avaliada a partir do DPR de seis brancos fortificados nas concentracdes 0,50; 1 e 5 ug L
1 no momento do preparo de amostras. A Figura 13 demonstra que os resultados do estudo

de repetibilidade foram satisfatorios.
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Figura 13. Desvios padrdes relativos para os elementos em trés niveis de adigdo no estudo
da repetibilidade. A linha vermelha tracejada representa o limite preconizado pela USP.
(w) 0,50; () 1,0; e (m)5,0pug L™

De acordo com a figura 13, todos os elementos em todos os niveis avaliados
apresentaram-se dentro do limite de 20% de DPR, que € o limite sugerido pelo capitulo
233 da USP. Uma excecao foi o valor obtido para Ni no primeiro nivel de adi¢éo (0,5 pg
L), que apresentou DPR de 25% [12]. Para Se, ndo foi possivel quantificar o primeiro e
segundo niveis de adicdo. Os problemas relacionados a esses elementos se correlacionam
ao LQ. Ni apresentou LQ igual a 0,36 pug L™ e Se 2,65 ug L™; apresentando, portanto,
LQs muito proximos a 0,5 pg L™, o que explica o maior DPR nesse nivel de adi¢éo, e 0
altimo elemento em questdo apresenta LQ superior aos dois primeiros niveis de adicao.
Nos experimentos de adicdo e recuperacdo, as fortificacbes realizadas para Se foram
acima do LQ e os resultados, tanto da recuperacdo quanto do DPR, se mostraram
satisfatorios, como demostrado na Tabela 8. E importante destacar que o limite de 20%
de DPR, preconizado pela USP, se correlaciona aos valores estabelecidos com 0,5J; 1J e
1,5J, que foram calculados e constam na tabela 7. Entretanto, as concentracdes avaliadas
foram muito inferiores, a fim de atingir os objetivos desse trabalho. Ainda assim, os

resultados do estudo de repetibilidade foram adequados.
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5.4. Determinacao elementar nas amostras de comprimidos contendo SIL e TAD

A Tabela 9 apresenta os resultados da determinagdo de impurezas elementares nas
amostras de comprimidos contendo SIL e TAD apreendidas pela PF e pela PCMG (F1 a
F10) e nas amostras auténticas dos mesmos medicamentos (AM1 a AM6).

Foram quantificados 12 dos 24 elementos em estudo nesse trabalho: Li, V, Cr, Ni,
Co, Cu, Mo, Cd, Sn, Sh, Ba e Pb, sendo que os demais elementos apresentaram teores
abaixo do LQ especifico para cada analito. De acordo com a classificacdo das impurezas
elementares do guia Q3D do ICH, dois dos elementos determinados nas amostras (Cd e
Pb) sdo pertencentes a classe 1, que corresponde aos elementos de maior toxicidade para
os humanos. Cobalto, V e Ni sdo pertencentes a classe 2A, que apresentam elevada
probabilidade de ocorréncia em produtos farmacéuticos e requerem avaliacdo de risco
acerca de todas as possiveis fontes de contaminacgéo e rotas de administracdo. Os demais
elementos determinados pertencem a classe 3, 0s quais apresentam toxicidade oral
relativamente baixa [10].

As fontes de contaminacdo por impurezas elementares em medicamentos sao
diversas, as quais podem advir dos excipientes e/ou do IFA empregados em sua
fabricacéo, dos tanques de reacédo, dos equipamentos utilizados no processo de fabricacao
ou das embalagens primarias que acondicionam o produto acabado. Nesse ultimo caso,
pode acontecer a lixiviacdo desses contaminantes para 0 medicamento. Cromo, Cu, Co,
Mo, Ni e V sdo elementos que comumente compdem tanques de reagdo e equipamentos
e, portanto, podem ser transferidos dessas superficies para o produto.

A menor concentracdo determinada foi para Cd na AM1 (0,006 pg g*) e a maior
concentracido para Ni na amostra F8 (6 pg g*). Comparando os resultados de
concentracdo obtidos para os elementos alvos (Tabela 9) com os limites permitidos desses
elementos para os medicamentos analisados destacados na Tabela 7, todos estdo abaixo

dos limites sugeridos no capitulo 232 da USP [11].
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Tabela 9. Determinacgdo de As, Co, Cr, Cu, Li, Mo, Ni, Pd, Rh, Ru, Se e V (ug g?, média + desvio padrdo, n = 3) nas amostras de comprimidos contendo SIL e

TAD por ICP-MS com Y como padréo interno.

Amostra Li Y “Cr *Ni *Co ®Cu "As % Se %Mo "Ru  '®“Rh  *°Pd
Limites

permitidos 16 16 26 48 97 161 323 323 323 323 323 323
I, Hgg?)

F1 0,026 + 0,005 <LQ 0,24 £0,04 <LQ <LQ 2,1+04 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ

F2 <LQ <LQ 0,414 + 0,076 <LQ <LQ 0,26 £ 0,02 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ

F3 <LQ <LQ 0,138 £ 0,002 <LQ <LQ 0,21 + 0,09 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ

F4 <LQ <LQ 0,488 £ 0,008 <LQ <LQ 0,17 £ 0,03 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ

F5 <LQ 0,080 + 0,007 0,61 £ 0,02 34+0,1 <LQ 0,38 £0,02 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ

F6 <LQ 0,06 £ 0,02 0,322 £ 0,003 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ

F7 <LQ 0,056 £ 0,005 4+1 0,42+0,01 0,019+£0,004 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ

F8 <LQ 0,40 £ 0,06 25+0,3 61 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ

F9 <LQ <LQ 0,21 £0,01 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ

F10 <LQ 0,045 + 0,004 0,25 +0,04 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ

Aml <LQ 0,45 +£0,03 0,46 £ 0,05 0,19+0,04 0,039+0,004 0,059+0,006 <LQ <LQ 0,37 £ 0,02 <LQ <LQ <LQ

Am2 <LQ 0,044 + 0,007 0,05+0,01 0,49 £ 0,07 <LQ 0,06 £ 0,01 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ

Am3 <LQ 0,19 £ 0,03 0,22 £ 0,02 <LQ 0,010 £ 0,002 <LQ <LQ <LQ 0,067 £0,005 <LQ <LQ <LQ

Am4 <LQ 0,18 £0,04 0,26 + 0,06 <LQ 0,024 +0,002 0,116 £0,005 <LQ <LQ 0,20 £ 0,01 <LQ <LQ <LQ

Amb5 <LQ 0,059 +0,008 0,129+0,008 0,678+0,114 <LQ 0,074 +0,018 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ

Amb6 <LQ 1,0+0,2 0,108 +0,004 3,145+0,144 0,062 £0,006 0,108 +0,015 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ




Tabela 9. Determinagdo de Ag, Au, Ba, Cd, Hg, Ir, Os, Pb, Pt, Sh, Sn e Tl (ug g, média + desvio padréo, n = 3) nas amostras de comprimidos contendo SIL e

TAD por ICP-MS com Y como padréo interno (continuacéo).

Amostra 107Ag 112Cd lZOSn 123Sb 138Ba 190C)S 193| r 195Pt 197Au 202Hg 205T| 208Pb
Limites
permitid?s 323 323 484 484 645 1774 3871 4516 9677 9677 19355 35484
(. Hgg7)
F1 <LQ 0,016 +0,006 0,347 £0,043 <LQ 0,41+£0,01 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 0,23 £0,05
F2 <LQ <LQ <LQ <LQ 0,31+0,04 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
F3 <LQ <LQ <LQ <LQ 0,16 £0,01 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
F4 <LQ <LQ <LQ <LQ 0,353 +£0,004 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
F5 <LQ 0,174+0,009 0,113+0,001 <LQ 0,38 £0,03 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 1,12 £ 0,02
F6 <LQ <LQ <LQ <LQ 0,21 £0,05 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
F7 <LQ <LQ <LQ <LQ 2,8+0,1 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
F8 <LQ <LQ 0,8+£0,2 <LQ 1,298 + 0,004 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
F9 <LQ <LQ <LQ <LQ 0,177 £0,004 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
F10 <LQ <LQ <LQ <LQ 0,17 £ 0,02 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Aml <LQ 0,006 £0,001 <LQ <LQ 0,43 £ 0,02 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Am2 <LQ <LQ <LQ <LQ 0,122 £0,001 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Am3 <LQ <LQ <LQ <LQ 0,44 + 0,03 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Am4 <LQ 0,019+0,002 0,20%£0,02 0,032+0,001 2,15+0,07 <LQ <LQ <LOQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Amb <LQ <LQ <LQ <LQ 0,129 £0,009 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Am6 <LQ <LQ <LQ <LQ 0,141 £0,011 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
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A Figura 14 representa os resultados médios de concentragdo dos elementos
determinados nas amostras apreendidas e auténticas. Pode-se observar uma tendéncia das
amostras apreendidas em apresentar concentracdes, no geral, mais elevadas de impurezas
elementares. As amostras apreendidas apresentaram concentracdes de Cu, Cr e Ni cerca
de 8, 4,5 e 3 vezes, respectivamente, superiores em relacdo as auténticas. Além disso,
apenas as amostras apreendidas contém Pb, elemento que compde o grupo de classe 1, o
qual apresenta maior toxicidade [10]. Apesar das concentragdes determinadas estarem
dentro do limite estabelecido pela USP, os teores de Pb determinados nessas amostras se
mostram consideravelmente superiores aos teores de Pb anteriormente reportados na

literatura para amostras de medicamentos [7,73,93,94].
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Figura 14. Concentracdo média de Li, V, Cr, Ni, Co, Cu, Mo, Cd, Sn, Ba e Pb

determinadas nas amostras: (m) apreendidas e () auténticas.

Apesar dos teores de impurezas elementares determinados estarem dentro dos
limites especificados pelo capitulo 232 da USP, é importante destacar que essas
impurezas podem advir de diversas fontes simultaneamente (ndo apenas de
medicamentos), ndo sdo biodegradaveis e apresentam a caracteristica de bioacumulacao.
Dessa forma, o individuo pode estar exposto ao mesmo elemento por fontes distintas, seja
por utilizar outros medicamentos concomitantemente (procedimento particularmente
frequente em pacientes idosos), seja por meio da alimentacéo, &gua ou mesmo exposicdo

ocupacional. Além disso, para os célculos dos limites para os 24 elementos foi
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considerada a DDM de um comprimido, como estabelecido nas bulas de ambos os
medicamentos para o tratamento de DE. Entretanto, nem sempre os pacientes seguem a
DDM, podendo excedé-la, e consequentemente, tornar o aporte diario dessas impurezas
superior.

Como esses elementos ndo possuem efeito terapéutico e ndo fazem parte da
composicao da formulacdo dos medicamentos, 0 que 0s caracteriza como impurezas, 0S
seus teores idealmente devem se restringir ao minimo possivel, uma vez que a
bioacumulagdo pode representar riscos associados a toxicidade crénica, a exemplo da
toxicidade cronica relacionada a Cd, a qual se correlaciona a danos renais, doencas
pulmonares obstrutivas, cardiovasculares e até mesmo cancer.

Portanto, fica evidente a importancia do rigor ao atendimento as BPF de
medicamentos segundo a legislacdo vigente, RDC n°® 658/2022, bem como a realizacao
de um controle de qualidade rigoroso para impurezas elementares a fim de assegurar que
0s niveis ndo ultrapassem os limites seguros a saude. Observa-se que as amostras
auténticas também apresentam, mesmo que no geral em menores concentracdes,
determinadas impurezas elementares e o monitoramento continuo, lote a lote, se faz
importante para continuar assegurando que esses elementos ndo representem riscos aos

consumidores do produto.
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6. CONCLUSOES

A substituicdo do capitulo 231 da USP para a determinacdo de impurezas
elementares (que permaneceu em vigor por mais de 100 anos e mostrava-se defasado em
relacdo a evolucédo cientifica e tecnoldgica), pelos capitulos 232 e 233, representa um
importante avango para o controle de qualidade de excipientes, IFAs e medicamentos.
Uma vez que as impurezas elementares passaram a ser classificadas de acordo com a
toxicidade e a probabilidade de ocorréncia em medicamentos e 0 método semiquantitativo
foi substituido por técnicas instrumentais espectrométricas modernas (ICP-OES e ICP-
MS) que viabilizam a identificacdo e quantificacdo multielementar em niveis trago. Dessa
forma, é possivel quantificar as impurezas elementares com confiabilidade e rastrear
possiveis fontes de contaminacdo por um elemento especifico, 0 que era inviavel com o
método preconizado pelo capitulo 231, 0 que aumenta a seguranca relacionada ao
consumo de medicamentos.

Dessa forma, a realizacdo desse trabalho possibilitou o desenvolvimento,
otimizacdo das condi¢des experimentais e validacdo de um método baseado na técnica de
ICP-MS para determinacao de 24 elementos (Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li,
Mo, Ni, Os, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tl e V) em amostras apreendidas e auténticas
de comprimidos contendo SIL e TAD, de acordo com 0s requisitos dos capitulos 232 e
233 da USP.

O procedimento de preparo de amostra empregando digestéo assistida por radiacéo
micro-ondas e mistura &cida diluida pode ser considerado ambientalmente mais correto
quando comparado com procedimentos utilizando &cidos concentrados. A utilizagédo de
agua régia invertida 20% v v minimiza a geragdo de residuos nocivos ao analista e ao
meio ambiente, 0 que vai ao encontro aos principios da quimica verde. Além disso, com
apenas um comprimido apreendido (peso medio de 0,35 g) se faz possivel a analise
realizando o preparo da amostra em triplicata. Por outro lado, a amostragem de tamanho
reduzido tras limitacdes em termos de representatividade.

A proposta desse trabalho foi mais ampla do que o preconizado pela USP e pelo
guia Q3D do ICH, uma vez que nesses guias recomenda-se a elaboracdo de uma avaliacdo
de risco relacionada as impurezas elementares e todos os elementos devem ser incluidos
nessa avaliacdo de risco somente caso sejam intencionalmente adicionados, a exemplo
dos elementos do grupo da platina que podem ser utilizados como catalisadores na sintese

de determinados IFAs. Portanto, ndo é necessario que todos os 24 elementos sejam
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determinados simultaneamente em todos os medicamentos produzidos. Como o trabalho
visou rastrear a presenca e quantificar mesmo em niveis extremamente baixos todos o0s
elementos que constam nesses guias, 0 método foi desenvolvido considerando uma
condicdo de compromisso uma vez que foram determinados 24 analitos simultaneamente.

Todas as amostras analisadas apresentaram teores de impurezas elementares abaixo
do que é recomendado pelo capitulo 232 da USP. E importante destacar que as amostras
apreendidas podem ser falsificadas ou contrabandeadas, caso sejam contrabandeadas elas
podem ter sido submetidas a processos produtivos e controle de qualidade adequados em
seus paises de origem, mas por adentrarem ao Brasil por meios ilegais caracterizam-se
como improprias para o consumo. Além disso, a procedéncia dos excipientes e IFAs
utilizados na fabricacdo dos medicamentos apreendidos pode ser adequada, caso sejam
obtidos de fornecedores qualificados. Neste caso, por exemplo, apenas 0 pProcesso
produtivo e/ou as questbes de regulamentacdo e registro seriam inapropriadas,
caracterizando estes medicamentos como ilegais. Dessa forma, ndo necessariamente
apresentariam parametros de qualidade tdo inadequados. Entretanto, apesar de todas as
amostras estarem de acordo com o preconizado, foi possivel identificar que os teores de
impurezas elementares nas amostras apreendidas em relacdo as auténticas demonstraram-

se, no geral, superiores.
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