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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF ANALYTICAL METHOD FOR DETERMINATION OF SIMVASTATIN IN CAPSULES.
Simvastatin is an oral anti-hyperlipidemic that has been widely used to reduce the cardiovascular disease risk. There isn’t any

pharmacopoeic method to assay this drug in capsules. It was proposed and validated a method for determining the content of simvastatin

in capsules by UV/visible spectrophotometry (A = 237 nm), a more affordable method for the compounding pharmacy. The method

was validated for linearity, specificity, range, accuracy, precision, performance, robustness, and limits of detection and quantification.
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INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DC), dentre as quais figura a doenga
arterial coronariana (DAC), sdo um grande problema de satide publica,
uma vez que € a principal causa de morte no mundo. O Brasil acom-
panha este fendmeno internacional apresentando valores percentuais
de mortalidade em torno de 25% para DC, o que representa cerca de
250.000 ébitos ao ano.!

Desde 1950, se conhece o risco que representam as taxas elevadas
de colesterol plasmdtico para as doengas coronarianas, sendo seu
controle plasmatico ligado as proteinas de baixa densidade (LDL-
col) fundamental para preveni-las. Desde entdo, a busca por agentes
capazes de controlar as taxas de colesterol plasmatico desperta o
interesse das inddstrias farmacéuticas.?

Nesse contexto, a sinvastatina insere-se como um agente hi-
pocolesterolémico amplamente utilizado. Trata-se de uma lactona
inativa que € convertida em seu [3,8-hidroxidcido correspondente
(forma ativa), via metabolismo hepdtico pelo citocromo P450, apds
administragdo oral. Este farmaco (Figura 1) é um potente inibidor da
enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima A (HMGCoA) redutase,
que catalisa a sintese de colesterol.! E comercializada com o nome
de Zocor® na forma de comprimidos revestidos nas concentragdes
de 10, 20, 40 e 80 mg e como Sinvastacor® na forma de comprimido
revestido de 5 mg.?

Além das industrias farmacéuticas, a sinvastatina também atraiu
o interesse das farmdcias magistrais, que atualmente manipulam
extensivamente o formaco na forma de cdpsulas. Tais farmdcias pas-
saram, nos Ultimos anos, por um processo de expansdo no nimero
de medicamentos dispensados, o que pode acarretar riscos para o
paciente, caso os requisitos de seguranca, qualidade e eficicia ndo
sejam comprovados. Desta forma, € essencial o controle de qualida-

*e-mail: marcosbrand @uol.com.br

H 3C\\"'.

Figura 1. Estrutura quimica da sinvastatina (CAS 79902-63-9)

de do produto acabado nas farmdcias de manipulagio, pois um dos
parametros que mais comumente apresentam desvios da qualidade ¢
a quantidade de principio ativo determinada no doseamento.*

Dentre as monografias de produtos acabados que constam
nos compéndios oficiais reconhecidos pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria pesquisados (Farmacopeias Brasileira,® Norte-
americana,’ Britanica,® Europeia,’ Internacional — OMS,!° Japone-
sa,! Mexicana'? e Portuguesa'®), bem como em outras farmacopeias
néo oficiais no Brasil (Chinesa'* e Indiana'’) ndo hd descricdo de
método para a sinvastatina em cdpsulas. A United States Pharmaco-
peia 327 e a British Pharmacopoeia 2010 ® possuem métodos para
o doseamento em comprimidos, ambos por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), uma técnica de elevado custo para as
farmdcias magistrais.

Na literatura consultada, sdo descritos métodos por croma-
tografia eletrocinética micelar,'® voltametria ciclica,'” CLAE,!3*
espectrofotometria direta®' e espectrofotometria derivativa,”> porém
todos destinados ao controle de comprimidos, e ndo cdpsulas. Este
fato inviabiliza a execucdo do controle de qualidade das cdpsulas
manipuladas por estes estabelecimentos.
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O objetivo deste trabalho foi validar um método espectrofoto-
métrico rapido, seguro e de baixo custo para determinagdo do teor
de sinvastatina em cdpsulas.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e padrao de referéncia

Cépsulas contendo sinvastatina (10 mg) foram gentilmente
fornecidas por Singularis Farmacia de Manipulagdo Ltda. (Sdo Jodo
Nepomuceno, MG). A sinvastatina, substancia quimica de referéncia
Deg (Sao Paulo, SP), foi padronizada de forma rastredavel ao padrdo
primdrio da United States Pharmacopoeia (Rockville, MD). O solven-
te usado foi acetonitrila pré-andlise (PA) Vetec (Rio de Janeiro, RJ).

A formulagdo das cdpsulas foi: laurilsulfato de sédio 1,0%; ami-
doglicolato de sédio 4,0%; didxido de silicio coloidal 0,2%; e lactose
mono-hidratada malha 200: celulose microcristalina (3:1, p/p), qsp
(quantidade suficiente para) 100,0%.

Os espectros de absor¢do na regido do ultravioleta foram obtidos
em espectrofotdmetro UV/visivel de duplo feixe (Cary 50 Probe,
Varian, Palo Alto, CA), com espectro de absor¢do de 190 a 1100
nm e cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 1,0 cm. O aparelho
foi calibrado com acetonitrila PA e as absorvancias foram lidas em
comprimento de onda (A) de 237 nm.

Métodos
Doseamento de cdpsulas de sinvastatina

O conteddo de 20 cdpsulas magistrais de sinvastatina foi homoge-
neizado e uma quantidade de pé equivalente a 50 mg de sinvastatina
foi pesada, transferida para baldo volumétrico de 100 mL, solubilizada
com acetonitrila e diluida com o mesmo solvente até o volume final
do baldo. A solucio foi agitada mecanicamente por 10 min e filtrada
em membrana de celulose com porosidade de 0,45 pm. Uma aliquota
de 1 mL do filtrado foi entdo transferida para baldo volumétrico de 50
mL, o qual teve seu volume completado com acetonitrila (concentra-
¢do final = 10 ug mL"). A absorvancia desta solug@o foi lida em 237
nm, utilizando acetonitrila como branco. O teor de sinvastatina foi
calculado pela comparag@o com a absorvancia do padrao secunddrio
preparado sob as mesmas condi¢des descritas. Todos os experimentos
foram conduzidos ao abrigo da luz.

Pardmetros analiticos da validagdo

Conforme a Resolugao RE n. 899, de 29/5/2003, que re-
gulamenta a validagdo de métodos analiticos e bioanaliticos no
Brasil, considera-se que este trabalho (determinagdo de teor) se
encontra classificado na categoria de “Testes quantitativos para
a determinacdo do principio ativo em produtos farmacéuticos ou
matérias-primas”. Portanto, foram avaliados os seguintes parimetros
exigidos pela legislacdo para o método desenvolvido: linearidade e
intervalo, especifidade e exatiddo, precisdo e robustez. Em cardter
de complementagdo, foram determinados os limites de deteccio
(LD) e quantificagdo (LQ).

Linearidade e intervalo

O teste foi realizado a partir de trés curvas analiticas, constru-
idas a partir das concentragdes de 80, 90, 100, 110 e 120% (faixa
de aceitacdo do produto), de forma a avaliar a relagdo linear entre
a concentracao do analito e as absorvancias obtidas. Para tanto, os
dados de cada nivel de concentragdo foram estatisticamente avaliados
através de andlise de varidncia (ANOVA) e do valor do coeficiente de
correlagdo da curva analitica. Dessa forma, a linearidade foi avaliada
no intervalo de 80-120%, ou seja, de 8-12 pg mL"! de sinvastatina na
solucdo final utilizada para leitura espectrofotométrica.
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Precisdo

O teste de precisdo teve o intuito de avaliar o grau de dispersio
entre a série de medidas obtidas por um mesmo analista (repetibili-
dade) e entre dois analistas (precisdo intermedidria), para solucdes
na concentragdo de 100%. A repetibilidade (precisdo intraensaio)
foi determinada pela andlise de 6 replicatas de forma consecutiva e
a precisdo intermedidria também foi realizada em 6 replicatas, mas
em 2 dias, por analistas diferentes e em dois periodos do dia.

Especificidade e exatiddo

Para determinacgao da especificidade e da exatiddo do método foi
realizado um teste de recuperacio. A recuperagdo ¢é a propor¢do da
quantidade do analito que € passivel de ser quantificada, sendo que
a porcentagem de recuperag@o € obtida dividindo-se o teor medido
do componente adicionado pelo valor efetivamente adicionado e
multiplicado por 100.%%

Para essa determinacdo foram preparadas 5 solu¢des padrao de
sinvastatina nas concentragdes de 80, 90, 100, 110 e 120%, todas com
solucdo placebo (solucdo com excipiente). As leituras obtidas para
estas solucdes foram comparadas com uma solug@o padrao a 100%
ndo contaminada (dita real), a fim de se avaliar a recuperagdo obtida.

Robustez

A robustez referente ao preparo da amostra foi avaliada e, para
este intento, a legislacdo brasileira® preconiza o estudo da estabilidade
da solucdo analitica, o qual foi realizado com a solucio contendo
amostra de sinvastatina contaminada com placebo e da solugdo de
padrdo secundadrio, esta dltima sem contaminagdo de placebo.?® Este
estudo foi realizado através da leitura das solugdes imediatamente
ap0s o preparo e em intervalos especificos de tempo apés o mesmo:
2,3,4e5h.

Limites de detec¢do e quantificacdo

Os limites de detecgio e quantificagdo do método proposto foram
determinados a partir de trés curvas de calibragdo do padrio e foram
calculados a partir das Equagoes 1 e 2:

LD =5S3/a (D
LO=S10/a 2

nas quais S € o desvio padrdo do intercepto com o eixo y de trés
curvas de calibrag@o e a € o coeficiente angular da curva analitica.

Andlise estatistica

Foi realizada a andlise descritiva dos dados, calculando-se a
medida da tendéncia central (média) e medidas de dispersdo (desvio
padrdo, desvio padrdo relativo e coeficiente de variagdo) referentes
aos parametros avaliados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O intuito deste trabalho foi validar um método acessivel ao setor
magistral, ou seja, mais facilmente aplicado a rotina de controle da
qualidade de produtos magistrais. Desta forma, foi desenvolvido um
método espectrofotométrico para o doseamento de sinvastatina em
cdpsulas, pois a espectrofotometria no UV/visivel € uma alternativa
mais econdmica e de mais facil execu¢io quando comparada a CLAE.

A varredura pelos comprimentos de onda de 200-300 nm de
uma solucdo de cépsulas de sinvastatina em acetonitrilaa 10 pg mL"!
forneceu o espectro de absor¢ao visualizado na Figura 2. O espectro
evidencia a ndo interferéncia dos excipientes na leitura espectrofo-
tométrica. Pode-se visualizar o pico principal situado em 237 nm,
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Tabela 1. Resultados do estudo da linearidade

Quim. Nova

Concentragio Abs média DPR (%) CV (%) Fonte de variagdo GL QM Fo ritico

(ug mL") (n=3)

80-120%
8,08 0,431 0,002 0,48 Regressdo 1 0,084 6120,16 6,410
9,09 0,484 0,001 0,23 Residuo 13 0,000
10,10 0,542 0,002 0,42 Linearidade 3 0,000029 3,19 4,830
11,11 0,593 0,001 0,09 Erro Puro 10 0,0000091
12,12 0,642 0,006 0,91 Total 15 0,006

Abs = absorvancia. DPR = Desvio-padrao relativo. CV = Coeficiente de variacdo. GL = Graus de liberdade. QM = Quadrado médio.

o qual serviu de base para o cdlculo do teor pela comparacio da
absorvancia entre padrdo e amostra nesse comprimento de onda. O
teor médio encontrado foi de 99,87%.

0,6+

0,4+

Abs

T T T 1
220 240 260 280 300
nm

Figura 2. Espectro de absor¢do de cdpsulas de sinvastatina no UV

A validagdo deste método possibilita que se afirme que o mesmo é
uma ferramenta eficiente para o controle de qualidade de cdpsulas de
sinvastatina, de modo seguro e confidvel analiticamente. Os parame-
tros avaliados foram linearidade, limites de deteccdo e quantificag@o,
precisdo, especificidade, exatiddo e robustez.

A RE 899/2003 > preconiza que se avalie a rela¢@o linear entre
os dados gerados durante o processo de validacdo, considerando-se
que um método linear € aquele que gera resultados diretamente
proporcionais a concentracdo do analito, dentro do intervalo especi-
ficado.”” Deve-se, entdo, submeter os resultados a testes estatisticos
para determinagdo do coeficiente de correlagdo (r), intersec¢do com
eixoy, coeficiente angular, soma residual dos quadrados minimos da
regressdo linear e desvio padrio relativo.

Pelo método dos minimos quadrados, obteve-se a equacao da reta
y =0,0526x + 0,0074. A andlise da regressao linear demonstrou um
coeficiente de determinagdo (R?) muito préximo da unidade (0,9991),
o que sugere a linearidade do método.

Através da andlise de varidncia,?®? pode-se testar a linearidade
do método e a significancia estatistica da curva ajustada. Utilizando a
razdo entre a média quadrdtica (falta de ajuste) e a média quadratica
(erro puro) foi possivel verificar se houve falta de ajuste (Tabela 1).

Através do teste F, analisou-se a validade da regressio e o modelo
linear da curva analitica. Assim, foram comparados valores de F tabe-
lados e calculados. Para avaliar o comportamento linear da curva, foi
comparado o F, obtido para a linearidade com o F_,, ou F ..., de
forma que para comprovar a linearidade se deve encontrar um valor
de F, menor que o F_, . Esta relacdo apresentou um F_,_ ... (F)
igual a 3,19, abaixo do valor critico tabelado 4,83. Pode-se afirmar,
portanto, com 95% de confianca, que o modelo € linear e estd bem
ajustado na faixa de concentragdo estudada.

Para a validade da regressdo, também foram comparados
valores de F e F_, ..., de modo que para o coeficiente angular da
curva ser diferente de zero se deve ter valores de F, maiores que
osdeF O valor encontrado para F, foi 6120,16, muito maior

critico®

do que o F g,
nio € nula.

A partir da curva analitica foram estimados o limite de detecgdo,
a menor concentragdo detectdvel de analito pelo método e o limite
de quantificagéo, a menor concentragio quantificivel do mesmo.”2%%’
Obtiveram-se os seguintes valores: LD = 0,5879 pg mL"' e LQ =
1,9597 ug mL"!, que demonstram a sensibilidade do método, com-
provando que o mesmo € adequado aos objetivos propostos.

Outro parametro analitico avaliado, a precisdo, mede o grau de
variacdo dos resultados apresentados pelo método proposto. Segundo
a RE 899/2003,% os resultados obtidos para as medi¢des da precisdo
ndo podem apresentar variagdes, que sao expressas em coeficiente de
variagdo, superiores a 5%. Conforme pode ser visto nas Tabelas 2 e
3, todos os resultados encontrados se mantiveram dentro do critério
de aceitagdo, sendo o método preciso para ambos os tipos de precisao
avaliados. Logo, pode-se afirmar que o método se apresenta preciso
intracorrida e intercorrida.

6,410. Assim, concluiu-se que a inclinagdo da reta

Tabela 2. Resultados do estudo da precisao

Dia 1 Dia 2
Manha Tarde Manha Tarde
Analista 1 2 1 2 1 2 1 2
Abs média 0,564 0,595 0,595 0,602 0,564 0,595 0,595 0,602

Periodo

DP 0,005 0,002 0,004 0,003 0,005 0,002 0,004 0,003
CV (%) 0,8 0,2 0,5 0.4 0,8 0,2 0,5 0,4

Abs = absorvancia. n = 6. DP = Desvio-padrao. CV = coeficiente de variagao.

Tabela 3. Resultados do estudo aplicado da precisao

Intradia Interdia
Dia 1 Dial Dia?2 Dia 2 Dia | x Dia2
Analista 1 2 1x2 1 2 1 2
Absorvancia 0,577 0,561 0,569 0,589 0,579 0,598 0,578 0,580
média (n=6)
DPR (%) 0,015 0,025 0,022 0,015 0,016 0,004 0,015 0,026
CV (%) 2,58 446 380 2,59 285 0,66 2,67 446

DPR = Desvio-padrio relativo. CV = coeficiente de variagao.

O critério de aceitag@o para a recuperagdo obtida para que o
método seja considerado exato e especifico € de + 2,0%,* ou seja,
entre 98,0 e 102,0%. Como a porcentagem de recupera¢do média foi
de 99,88% (Tabela 4), considera-se o método como sendo especifico.

De acordo com as normas do ICH (International Conference on
Harmonization),”® a exatiddo pode ser inferida desde que a preci-
sdo, linearidade e especificidade sejam estabelecidas. Sendo assim,
pode-se afirmar que o método proposto € exato, visto que estes trés
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Tabela 4. Resultados do teste de recuperacdo

Concentracdo teérica Concentracdo experimental Recupera¢do média

(%) (ug mL") (%)

80 8,09+0,05 100,54 + 0,65

90 9,12 £ 0,09 100,25 + 0,34

100 10,12 + 0,07 99,44 = 0,10

110 11,13 £ 0,08 99,62 + 0,33

120 12,14 £ 0,04 99,58 = 0,37
Média - 99,88

Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=3)

Tabela 5. Resultados do estudo da estabilidade da solugdo analitica

Replicata Absorvancia
Oh 2h 3h 4h 5h

1 0,609 0,603 0,604 0,603 0,683

2 0,610 0,606 0,607 0,605 0,674

3 0,613 0,609 0,600 0,603 0,673

4 0,612 0,607 0,604 0,604 0,692

5 0,612 0,605 0,603 0,605 0,672

6 0,612 0,605 0,607 0,602 0,704
Média 0,611 0,606 0,604 0,604 0,683
DP 0,002 0,002 0,003 0,001 0,013
CV (%) 0,246 0,337 0,437 0,201 1,880

DP = Desvio-padrdo. CV = Coeficiente de variacao.

parimetros foram avaliados. Pela Tabela 4, vé-se que tanto a recu-
peracdo média para cada nivel de concentra¢@o quanto para a média
de todos os niveis se situaram de 98,0-102,0%. Assim, entende-se
que o método € capaz de medir exatamente a sinvastatina mesmo em
presenca de outros compostos.

Para o estudo da robustez, foi avaliada a estabilidade da solucio
analitica. Pelos resultados mostrados na Tabela 5, vé-se que as solu-
¢Oes se mantiveram estdveis por até 4 h apés o preparo. Apesar de ter
havido interferéncia nas leituras no intervalo de tempo 5 h, pode-se
depreender que o método € robusto, pois dentro de 4 h foi possivel
determinar quantitativamente o farmaco, de modo que os teores en-
contrados foram préximos aos obtidos na determinacéo da precisdo.

CONCLUSOES

Nas condicdes descritas, o método espectrofotométrico para
determinacdo quantitativa de sinvastatina em cdpsulas se mostra
de acordo com os parametros de validacdo exigidos pela legislacdo
brasileira vigente. O método €&, portanto, adequado para andlises
de rotina de controle de qualidade de cdpsulas magistrais contendo
sinvastatina, visto ser simples, rdpido, seguro e de baixo custo.
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