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DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO PARA O DOSEAMENTO DE TIBOLONA EM CAPSULAS
POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF ANALYTICAL METHOD FOR DETERMINATION OF TIBOLONE IN CAPSULES
BY HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY. Tibolone is a synthetic steroid used for prevention of bone loss and
treatment of menopause symptoms. This article describes the development and validation of an analytical method to quantify tibolone

in capsules using high performance liquid chromatography with UV detection. After chromatography conditions are established the
validation parameters evaluated were specificity, linearity, precision, accuracy, detection and quantification limits and robustness. The
method developed is effective to analyze tibolone in capsules, being able to be used in quality control laboratory routine.
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INTRODUCAO

A tibolona, 7-alfa-metil-17-alfa-etinilestradiol (Figura 1), € um
esteroide sintético utilizado na prevengdo da perda éssea e tratamento
de sintomas do climatério, periodo caracterizado por uma diminuicio
gradual na fungdo ovariana. Seu mecanismo de a¢do ocorre tanto em
receptores estrogénicos quanto em progestogénicos e androgénicos,
através da ag@o seletiva de seus diferentes metabdlitos sobre cada
tecido.'?
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Figura 1. Estrutura quimica da tibolona

Devido a sua ac¢do especifica e a eficdcia no aumento da densidade
mineral 6ssea em mulheres na pés-menopausa, a tibolona torna-se
uma alternativa de tratamento para mulheres que ja ndo se encontram
no periodo fértil.? Entretanto, devido ao custo significante deste me-
dicamento para a maior parte da populagdo brasileira, a procura por
formulacdes preparadas em Farmdcias de Manipulagdo torna-se uma
alternativa vidvel para a manutencéo do tratamento.*?

Por oferecer ampla diversificagao de produtos, este setor tem
um grande desafio na produgdo de formulagdes com garantia de
eficdcia terapéutica e seguranca do paciente. Desta forma, € es-
sencial o controle de qualidade do produto acabado nas farmdcias
de manipulacdo, pois um dos parametros que mais comumente
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apresentam desvios da qualidade € a quantidade de farmaco deter-
minada no doseamento.®’

Além disso, a partir do estabelecimento da Resolucdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 33, em 2001, as Farmdcias que manipulam
formas farmacé@uticas passaram a realizar ou terceirizar os ensaios
de controle de qualidade dos insumos e dos produtos acabados e, em
2007, com a publicagdo da RDC n° 67, a prioridade para a realizacdo
destes ensaios se concentrou em farmacos cuja dosagem € igual ou in-
ferior a 5 mg; desta forma, € essencial o desenvolvimento e o dominio
de uma técnica analitica para determinaco destes farmacos, entre eles
a tibolona, em formulagdes obtidas em farmdcias de manipulagdo.’?

Na literatura foram encontrados estudos que empregam métodos
para o doseamento de tibolona e metabdlitos em fluidos bioldgicos
e ensaios de dissolugdo.!”!® Foram encontradas monografias em
compéndios oficiais com métodos para a determinacdo do teor deste
farmaco em matérias-primas e comprimidos.'* Embora seja possivel
a transposicao destes métodos para a andlise de cdpsulas, ndo existe
estudo especifico sobre a andlise desta forma farmacéutica, que pode
apresentar matrizes diferentes de outros formas sélidas. Considerando
os aspectos mencionados, o presente trabalho teve por objetivo
desenvolver e validar método para a determinacio de tibolona em
cépsulas, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
com deteccéo no UV.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e padroes

Utilizou-se como substancia quimica de referéncia (SQR) tibolo-
na (Sigma Aldrich, Saint Louis, EUA), com pureza de 99,46%. Foram
empregadas cdpsulas provenientes de Farmdcia de Manipulagdo,
contendo 2,5 mg de tibolona, e matéria-prima (DEG) com teor
de 100,37%. Os excipientes empregados foram fosfato de cdlcio
tribdsico, sulfato de cdlcio di-hidratado, estearato de magnésio,
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hidroxipropilmetilcelulose, lauril sulfato de sédio e lactose. Foram
empregados metanol, acetonitrila e dcido fosférico com grau HPLC
(Merck, Darmstadt, Alemanha) e dgua ultrapura obtida a partir
de sistema de purificagdo de dgua Milli-Q Gradient® (Millipore,
Bedford, EUA).

Ensaios de solubilidade e analise do espectro de absor¢io no
ultravioleta

Testou-se a solubilidade da tibolona matéria-prima em 4gua,
etanol, metanol e metanol 77% (v/v), utilizando-se uma quantidade
analiticamente pesada com adi¢do gradual dos solventes. Em seguida,
realizou-se varredura de absorcéo no ultravioleta em espectrofotdme-
tro Genesys 10 UV (Madison, EUA), para determinagio dos maximos
e minimos de absor¢ao.

Equipamentos e condi¢des cromatograficas

Foi utilizado um sistema de cromatografia liquida de alta eficién-
cia constituido de bomba LC-10AT (Shimadzu, Kyoto, Japao), detec-
tor de arranjo de diodos modelo SPD-M10A, autoinjetor SIL-10AF,
degaseficador DGU-20A e um misturador FCV-10AL gerenciado por
um controlador SCL-10A, conectado diretamente a um computador
equipado com software Shimadzu Class-VP Versdo 6.13 SP 2.

Empregou-se uma coluna Agilent (Santa Clara, EUA) Eclipse
XDB-C8 de 25 cm de comprimento, 4,6 mm de didmetro e 5 pm
de tamanho de particula. Foi empregada fase mével constituida de
acetonitrila e dgua (65:35, v/v), filtrada em membrana de poliamida
(Sartorius, Goettingen, Alemanha) com 0,45 um de porosidade. A
vazdo da fase mével foi de 1,0 mL min’'. A amostra foi filtrada em
membrana de fluoreto de polivinilideno PVDF (Millipore) de 0,45
um de porosidade. O volume injetado de amostra foi de 50 uL e a
deteccdo foi realizada em comprimento de onda de 204 nm.

Preparacao da solucao padrao

Pesou-se 25 mg de tibolona SQR e transferiu-se para baldo
volumétrico de 100 mL e adicionou-se aproximadamente 70 mL de
metanol 80% (v/v), agitando-se manualmente até dispersdo do p6 e
deixando-o em repouso até a dissoluciio completa. Apds este proce-
dimento completou-se o volume com o mesmo solvente obtendo-se
uma concentragao final de 0,25 mg mL".

Preparacio da solu¢io amostra - matéria-prima

Pesou-se 25 mg de tibolona matéria-prima e transferiu-se para
baldo volumétrico de 100 mL e adicionou-se aproximadamente 70
mL de metanol 80% (v/v), agitando-se manualmente até dispersdo
do pé e deixando-o em repouso até a dissolucdo completa. Apds
este procedimento completou-se o volume com o mesmo solvente e
transferiu-se uma aliquota de 4 mL para baldo volumétrico de 10 mL,
completando-se o volume com metanol 80% (v/v), culminando na
concentra¢do final de 0,1 mg mL'. Esta solugdo foi utilizada somente
para o desenvolvimento do método.

Preparacio da solu¢io amostra — capsulas

Misturou-se o contetdo de 20 cdpsulas e pesou-se quantidade
equivalente a 10 mg de tibolona que foram acrescidos de cerca de
40 mL de metanol 80% (v/v), em baldo volumétrico de 100 mL, e
submetidos a agita¢do mecanica, por 30 min. Ao final deste processo
completou-se o volume com o mesmo solvente obtendo-se a concen-
tragdo final de 0,1 mg mL".
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Validacio do método

O método proposto foi avaliado considerando os seguintes para-
metros: linearidade, precisdo intra- e interdia, exatidao, especificida-
de, determinac@o dos limites de deteccéo e quantifica¢do e robustez.'

Especificidade

Verificou-se a especificidade do método através da andlise da
matriz de excipientes que compdem a amostra de cdpsulas. Para
constatar a auséncia de interferéncia no sinal de detec¢do e a for-
macdo de picos da tibolona interpretou-se o seu cromatograma no
tempo de retengao referente ao pico da amostra, comparando-o com
o cromatograma da SQR.

Linearidade

A partir da solugdo padrdo de concentragdo de 0,25 mg mL'
preparou-se uma curva padrdo com 5 concentracdes, compreendidas
entre 0,05 e 0,15 mg mL"'. Cada concentracao foi preparada em
triplicata e injetou-se duas vezes cada uma das réplicas.

Precisdo

A precisdo intradia foi avaliada em 3 dias diferentes, através
da andlise em triplicata das concentragdes equivalentes a 80, 100
e 120% da concentragdo teérica do método, com duas injecdes
por cada réplica, a fim de se avaliar a proximidade dos resultados
obtidos, calculados através de curva padrio, em determinados
intervalos de tempo. Os resultados obtidos nos diferentes niveis
de concentracdo, para os trés dias de andlise do ensaio de precisdo
foram comparados pelo teste da andlise de varidncia (ANOVA) de
duas vias com repeticdes.

Exatiddo

A exatiddo foi avaliada através da andlise em triplicata, com duas
injegdes de cada réplica, de uma solugdo amostra placebo, acrescida
de tibolona SQR até as concentragdes equivalentes a 80, 100 e 120%
da concentragdo tedrica do teste. A partir disto calculou-se a efici-
éncia do método em quantificar a concentragdo de SQR adicionada,
levando-se em conta a pureza da tibolona adicionada.

Limites de detec¢do e quantifica¢do

Os limites de detec¢@o e quantificacao foram calculados a partir
dos desvios padrdes do intercepto e da média do coeficiente angular
de trés curvas padrdes

Robustez

A robustez do método foi avaliada através de variagdes de-
liberadas nos fatores considerados criticos para quantificacdo de
tibolona — pH da dgua da fase mdvel, proporcdo entre fase orga-
nica e aquosa na fase mével, teor de metanol e tempo de agitagio
empregado na preparacdo da amostra. Os fatores foram avaliados
utilizando desenho fatorial fracionado — Placket-Burman — para 7
fatores e 8 experimentos, sendo incluidos 3 fatores dummy para
completar o experimento. Os fatores dummy nio causam variagdes
no método nos diferentes niveis e, por isso, podem ser considerados
como estimativa do erro. Os efeitos dos fatores foram avaliados (o
=0,05) pelo teste t Student empregando como estimativa do erro a
variacdo observada na precisdo intermedidria, uma vez que apenas
3 fatores dummy para estimativa do erro resultam em apenas 3
graus de liberdade para o erro, o que reduz a sensibilidade do teste
estatistico.!¢18

As amostras foram preparadas conforme descrito anteriormente
empregando as variacdes apresentadas na Tabela 1 e o desenho ex-
perimental selecionado apresentado na Tabela 2.
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Tabela 1. Fatores e niveis analisados no ensaio de robustez do método de do-
seamento de tibolona em cdpsulas por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Fatores Nominal Limites (-) (+)
pH dgua da FM 6,0 1,0 5,0 7,0
Porcao organica da FM 65,0 2,0 63,0 67,0
Teor de metanol utilizado 80,0 5,0 75,0 85,0
Tempo de agitagdo 30,0 5,0 25,0 35,0
Dummy Amostra

FM = fase moével; Dummy = fator sem significado fisico, utilizado para
completar o desenho fatorial.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O desenvolvimento de método de andlise de hormonios em formas
farmacéuticas torna-se importante, uma vez que muitos deles sdo
farmacos de baixa dosagem, na qual a probabilidade de erro durante a
manipulacdo é maior. Em geral, sdo farmacos de dificil quantificacio
por métodos menos sofisticados que a CLAE.

Em estudo realizado com a tibolona em amostras de plasma
e tecidos corporais, empregando cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa, foram obtidos resultados satisfatérios que
possibilitaram célculos de parimetros farmacocinéticos do farmaco
e seus metabdlitos."

Outro estudo empregou, na andlise de tibolona e seus metabélitos
por CLAE, uma coluna Symmetry Shield RP 18 (3,5 pm x 3,0 mm x
150 mm), fase mével com elui¢do gradiente composta de dcido triflu-
oroacético 0,1% (v/v) em dgua e 4cido trifluoroacético 0,1% (v/v) em
acetonitrila, com fluxo de 0,5 mL min™', volume de injegéo de 20 uL.
e detecgdo em 210 nm. Através deste método foi possivel a andlise de
produtos de reag¢@o enzimatica entre a tibolona e as sulfotransferases
intestinais de mulheres na pés-menopausa.?

Alternativamente, determinou-se o metabolismo da tibolona em
amostras de plasma, urina e fezes empregando uma coluna puBondpak
C18 (3,9 x 300 mm) a 50 °C, com fluxo de 1,7 mL min"', fase mével
composta de acetato de amonio 0,1 M pH 4,2 e metanol, e deteccio
em 254 nm.!

Também foi possivel definir o perfil de dissolucdo de formas far-
macéuticas de liberacao imediata, empregando lauril sulfato de sédio
como meio de dissolugdo através do uso de uma coluna Hipersil® ODS
(5 um x 4,6 mm x 100 mm) a 40 °C, fase mével de metanol e dgua
(77:23, v/v), fluxo de 0,5 mL min™!, detecgdo em 204 nm e volume
de injegdo de 200 uL.*!

Ja para a andlise de tibolona em diferentes adsorbatos, foi desen-
volvido método composto por uma coluna CC 250/4 Nucleosil 100-5
C18 (250 x 4 mm), fluxo de 1,0 mL min™, fase mével de bicarbonato
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de amonio 0,005% (v/v) em dgua e acetonitrila (50:50, v/v) e detec¢do
em 210 nm, caracterizando-os quanto a concentragio do farmaco.?>*

Além destes trabalhos, sdo descritos mais dois métodos de quan-
tifica¢d@o de tibolona por titulometria e por CLAE. O primeiro método
utiliza uma reacdo entre a tibolona e o nitrato de prata, seguida de
titulagdo com solugdo de hidréxido de sédio. Ja o segundo, sugere
o uso de uma coluna C18 (15 cm x 3,9 mm x 4 um) a 40 °C, fase
movel a um fluxo de 1,0 mL min"', constituida de tetra-hidrofurano
e dgua (28:72, v/v), deteccdo em 240 nm apds injecdo de 10 pL.
Através destas técnicas € possivel determinar o teor de tibolona em
matérias-primas e em comprimidos, respectivamente.'*

Com base nos trabalhos citados, foi realizado o desenvolvimento
e otimiza¢ao do método de doseamento de tibolona em capsulas por
CLAE.

Desenvolvimento e otimizacio do método

Com objetivo de selecionar o melhor solvente para o estudo
verificou-se a solubilidade da tibolona matéria-prima, constatando-
-se que o farmaco € completamente solivel em metanol, solivel em
etanol e metanol 77% (v/v) e praticamente insolivel em dgua.

A amostra, solubilizada em metanol, foi submetida a andlise por
espectrofotometria no ultravioleta para determina¢do do compri-
mento de onda de deteccdo. Alguns métodos descritos na literatura
descrevem o emprego de comprimentos de onda de detec¢do de
210 e 254 nm, entretanto, para este estudo, o comprimento de onda
de 204 nm foi o escolhido por ser o ponto maximo de absor¢do no
espectro obtido para a tibolona. Com base nisto decidiu-se realizar
a andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia, uma vez que a
amostra apresenta absor¢do em comprimentos de onda baixos, onde
a interferéncia dos excipientes utilizados se torna mais provavel.?**

Para a definicdo das condi¢des cromatograficas, foi realizada
andlise empregando-se a solu¢do amostra - matéria-prima. Utilizou-
se, inicialmente, fase mdvel composta por metanol e dgua (77:23),
empregou-se metanol como diluente, coluna C18 de 15 cm x 4,6 mm
x 5 um (Shimadzu), volume de inje¢ao de 20 uL, fluxo de 1,0 mL
min™' e detec¢do em 204 nm. Entretanto, foram observados problemas
de estabilizac¢@o de pressdo com a coluna em questdo.

Posteriormente, foi empregada uma coluna Phenomenex C18 de
25 cm x 4,6 mm x 5 pm e obteve-se um resultado reprodutivel, mas
com problemas no formato do pico, que apresentou assimetria (1,06) e
fator de capacidade (1,37) satisfatorios e resolugdo (0,59) insatisfatd-
ria. Como alternativa utilizou-se fase mével como diluente, entretanto
ndo foi possivel obter melhora significativa no formato do pico.

Com o objetivo de obter melhor defini¢do do pico cromatografi-
co foram testadas diferentes propor¢des de fase mével, volumes de
inje¢do e solugdes diluentes, verificando-se melhores resultados com

Tabela 2. Desenho experimental — Placket-Burman — selecionado para avaliacdo da robustez do método de doseamento de tibolona em capsulas por cromato-

grafia liquida de alta eficiéncia

Expn® Teor de metanol  Tempo agita¢do Dummy Fase organica na FM Dummy pH da dgua da FM Dummy
1 (+) ) ) ) (+) ) )
2 ) (C) +) (€] ) (C) )
3 ) O] ) ) +) ) )
4 (+) ) ) (+) (+) ) )
5 ) (C) ) O] (+) (C) +)
6 (+) ) ) O] ) ) )
7 (+) +) ) (€] ) ) +)
8 ) ) () ) ) () )

FM = fase mével; Dummy = fator sem significado fisico utilizado para completar o desenho fatorial.
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a fase mével composta por metanol e dgua 65:35 (v/v), volume de
injecdo de 100 pL, fluxo de 1,5 mL min"' e empregando-se metanol
80% como solucdo diluente. Nestas condi¢des cromatograficas foi
possivel obter fator capacidade de 3,54, assimetria de 1,05, resolugio
de 19,2 e tempo de retengd@o para tibolona de 14,2 min.

Com a finalidade de estabilizar a linha de base adicionou-se
a fase movel selecionada diferentes propor¢des de acetonitrila;
obteve-se o tempo de reten¢gdo da amostra de 13,8 min e maior
proximidade entre os picos correspondentes aos solventes em tem-
pos de retencdo menores. O sistema de elui¢do que proporcionou
melhor estabilidade da linha de base foi metanol, 4gua e acetonitrila
(57:8:35 v/Iviv).

Na tentativa de reduzir o tempo de andlise foi testada a condi¢ao
cromatografica composta por coluna de silica ligada a octilsilano,
com 25 cm de comprimento, 4,6 mm de diametro e 5 um de tamanho
de particula, fluxo de 1,0 mL min™ e fase mével composta de aceto-
nitrila e dgua (65:35 v/v). Obteve-se um cromatograma satisfatdrio,
com boa resolugdo do pico cromatografico (6,67), assimetria (1,16),
fator capacidade (1,87), tempo de retencdo de 6,61 min, linha de base
estavel e menor volume de inje¢@o (50 pL).

Validaciao do método

O desenvolvimento de um método analitico e a adaptacdo de
método conhecido envolve um processo de avaliagdo que estime
sua eficiéncia na rotina do laboratério. Devido a isto, a validagio de
um método € um meio eficaz para garantir a confianca necessdria no
resultado emitido pelo método em questdo durante uma andlise de
rotina, principalmente no que diz respeito a reprovagdo de amostras.

No presente estudo, o método € destinado a quantificagdo do
componente ativo em uma matriz; desta forma, os parimetros re-
comendados para serem avaliados em um ensaio de validagdo sdo
especificidade, intervalo de trabalho, linearidade, precisdo e exatidao,
sendo facultativa a andlise de outros pardmetros.”’

Especificidade

A especificidade foi avaliada através da preparacdo de amostras
contendo somente os excipientes utilizados na preparacdo das cdpsu-
las em comparac@o com o padrdo. Ap6s andlise dos cromatogramas,
constatou-se que os excipientes ndo interferem na deteccdo da tibo-
lona (Figura 2) uma vez que ndo ha sinal de pico no cromatograma
de excipientes no tempo de retencdo correspondente ao farmaco e a
pureza do pico obtido para a tibolona foi igual a 1,0.

Linearidade

A andlise do parametro linearidade fornece informacdes sobre a
capacidade do método em fornecer resultados proporcionais a con-
centrag@o do analito presente na amostra. A linearidade foi avaliada
calculando-se a regressao linear pelo método dos quadrados minimos,
utilizando-se uma curva composta por 5 concentracdes, em triplicata,
dentro do intervalo de concentragdes estabelecido para o padrdo
(0,050-0,150 mg mL").

Foi obtida reta de regressdo y = 36335184x + 228655, onde y
representa a drea do pico (mAu.s) e X a concentracao de tibolona (mg
mL™"). O coeficiente de correlagio (r) foi de 0,9998, estando em con-
formidade com o critério de aceita¢do.'® Nio se verificou a presenga
de valores atipicos nos residuos padronizados (todos os resultados
entre -2,0 e 2,0) ou tendéncias nas andlises dos residuos, mostrando
boa adequacgio dos resultados ao modelo de primeiro grau proposto.

Precisao
A precisdo tem por finalidade comprovar a capacidade do mé-
todo de proporcionar o mesmo resultado para a mesma amostra em
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Figura 2. Cromatogramas obtidos por CLAE para o padrdo de tibolona na
concentragdo de 0,1 mg mL' (a) e para a matriz de excipientes (b)

diferentes intervalos de tempo.. Os resultados, dos trés dias de andlise,
encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3. Resultados obtidos em trés dias de andlise para as concentracoes
equivalentes a 80, 100 e 120% da concentragao tedrica da amostra, no ensaio
de avaliag¢@o da precisdo do método de doseamento de tibolona em cédpsulas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Concentragdo Dia 1 Dia 2 Dia 3 Média DPR
100,0%  102,0%  103,7%

80% 101,5% 102,7% 101,2%  101,5% 1,1%
101,4%  100,7%  100,5%
100,4%  101,0%  102,2%

100% 103,1%  102,5%  103,4%  101,7% 1.1%
101,4%  100,9%  100,3%
100,2%  103,0%  103,9%

120% 102,8%  100,0%  103,9%  101,9% 1,7%
101,1%  99,5% 102,6%

Meédia 101,3% 101,4%  102,4% Total 101,7%
DPR 1,1% 1,2% 1,4% 1,3%

DPR = desvio padrio relativo

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados da ANOVA, além
dos pardmetros que resumem o teste de precisdo (repetibilidade e
precisdo intermedidria). A variancia do erro experimental (residuo
ou variagdo dentro dos tratamentos), no ensaio da ANOVA, pode ser
associada a repetibilidade através da Equagdo 1.

OME

Rp =repetibilidade; QME = quadrado médio do erro experimental
obtido pela ANOVA; X = média dos resultados do doseamento para
as amostras no ensaio de precisdo.
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Tabela 4. Resultados da ANOVA obtidos para os parametros de repetibilidade e precisao intermedidria do método de doseamento de tibolona em capsulas por

cromatografia liquida de alta eficiéncia

Fonte da variacdo SQ gl QM F valor-P F critico
Niveis 5,82E-05 2 2,91E-05 0,168 0,847 3,555
Dias 6,97E-04 2 3,48E-04 2,011 0,163 3,555
Interagdes 6,63E-04 4 1,66E-04 0,957 0,454 2,928
Erro 3,12E-03 18 1,73E-04
Total 4,54E-03 26
Repetibilidade = 1,3%
Precisdo intermedidria = 0,4%

SQ = Soma dos quadrados; gl = Graus de Liberdade; QM = Quadrado Médio.

A precisdo intermedidria pode ser verificada através dos resulta-
dos da variacdo entre os dias da ANOVA, porém desta variacdo deve
ser retirada a variancia do erro experimental, como mostra a Equacao
2. Os resultados de repetibilidade (1,29%) e precisao intermedidria
(0,43%) encontram-se dentro dos limites aceitdveis para doseamento
de farmacos em cédpsulas por CLAE, que em geral € de 2,0%.%%%’

OMDias — OME
v

X

PI = x100% )

PI = precisdo intermediaria; QME = quadrado médio do erro experi-
mental obtido pela ANOVA; X = média dos resultados do doseamento
para as amostras no ensaio de precisdo; r = quantidade de valores
para cada nivel avaliado.

Exatidao

A exatiddo visa a comprovacio da eficidcia do método na quan-
tificacéio de determinado analito em uma amostra. Os resultados do
ensaio de recuperacdo das amostras analisadas nos trés diferentes
niveis de concentragdo estdo apresentados na Tabela 5. Os resul-
tados estdo de acordo com os critérios de aceitacdo estabelecidos,
que preconizam exatiddo entre 98,0 e 102,0%, com desvio padrdo
relativo menor ou igual a 2,0%, para farmacos em capsulas com
doseamento por CLAE.*

Tabela 5. Resultados obtidos em trés dias de andlise para os diferentes
niveis, equivalentes a 80, 100 e 120% da concentracdo tedrica do método
(0,1 mg mL"), no ensaio de avaliagdo da exatiddo do método de doseamento
de tibolona em cdpsulas por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Niveis Dia 1 Dia 2 Dia 3 Média DPR
101,9% 101,4% 101,1%

80% 100,9% 101,0% 102,1% 101,4% 0,5%
101,7% 100,8% 101,9%
99,6% 98,8% 99,4%

100% 99,9% 100,0% 102,1% 100,2% 1,1%
100,00% 100,1% 101,7%
98,6% 103,8% 98,5%

120% 99,7% 100,1% 101,2% 100,3% 1,7%
99,2% 101,9% 99,8%

Média 100,2% 100,9% 100,9% Total 100,6%
DPR 1,1% 1,4% 1,3% 1,3%

DPR = desvio padrio relativo

Limites de detec¢do e quantificagcdo

Os cdlculos dos limites de detecgdo e quantificagdo fornecem a
comprovagdo de que o intervalo de concentracdes de trabalho esco-
lhido se apresenta capaz de detectar e quantificar o analito desejado.
Estimaram-se os valores para limites de deteccdio e quantificagdo,

respectivamente, de 2,9 e 9,8 ug mL"!, podendo-se concluir que o
intervalo de trabalho do método (50 a 150 pg mL") estd em confor-
midade com os valores calculados.

Robustez

Os resultados da robustez foram avaliados através do teste t
Student, no qual o valor de t calculado foi comparado com o valor
de t critico bicaudal assumindo o= 0,05. Nesta avaliacdo sdo levados
em conta os efeitos de cada fator envolvido na andlise, observando-
-se 0s niveis estabelecidos para cada um e o nimero de ensaios do
desenho experimental elaborado. As relacdes entre estes parametros
estdo representadas nas Equacdes 3 e 4.

E, - PRICIPR(S! 3)
Y N2

E, = efeito do fator em andlise; ZY(+) e XY (-) = soma das respostas
onde Y estd nos niveis extremos (+) e (-), respectivamente; N = nu-
mero de experimentos do desenho experimental.

= “)

E, = efeito do fator em andlis; E, = erro experimental do método.

Em todos os fatores testados o valor de t calculado foi inferior
ao t critico (Tabela 6), comprovando que o método € robusto para
os parametros testados (pH da dgua da fase mdvel, proporcdo entre
fase organica e aquosa na fase mével, teor do metanol e tempo de
agitacdo utilizados na preparac¢do da amostra).

Tabela 6. Resultados da influéncia dos efeitos dos parametros testados no
ensaio de robustez do método de doseamento de tibolona em cdpsulas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia

Exp n° Teor de Tempo Fase organica pH da agua
metanol agitacao na FM da FM
Efeito (+) 91,2% 91,3% 91,2% 90,8%
Efeito (-) 91,3% 91,3% 91,4% 91,7%
Efeito (Ex) 0,2% 0,0% 0,2% 0,9%
Erro (Ee) 0,4%
t calculado 0,37* 0,00? 0,512 2,042
Coos.18) 2,101

FM = fase mével; Ex = efeito do fator em andlise; Ee = erro experimental;
“ndo significativo para o= 0,05.

CONCLUSAO

Durante o desenvolvimento do método, constataram-se as di-
ferengas entre o tipo de coluna empregada (octilsilano e octadecil-
silano) no tempo de retenc@o da tibolona e no desenvolvimento do
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cromatograma. Observou-se também que a melhor proporcédo entre
as partes orgdnica e aquosa na fase movel foi de 65:35 (v/v), para
ambas as colunas, obtendo-se bons resultados para os parametros
cromatograficos, como pureza de pico, resolugio e assimetria.

Para a parcela organica da fase mével, a acetonitrila apresentou-se
como solvente mais adequado, por fornecer estabilidade a linha de
base e melhor defini¢do da forma do pico cromatografico com relagio
ao emprego do metanol. J4 para a por¢do aquosa, o emprego de dgua
foi eficaz no ajuste da separag@o do pico do farmaco e ndio evidenciou
uma necessidade do uso de tampdes para realizagdo da andlise.

Os resultados dos parametros de validagao avaliados foram corres-
pondentes com os critérios de aceita¢do utilizados, comprovando que o
método € linear no intervalo de trabalho proposto, possui boa precisdo
e exatiddo, além de estar acima dos limites de deteccéo e quantificagdo
estimados. Além disso, 0 método demonstrou robustez quando exposto
a variacOes deliberadas nas condi¢des experimentais estabelecidas.

O método desenvolvido apresentou resultados satisfatérios que
justificam o seu emprego na rotina de andlises em laboratério de
controle de qualidade.
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