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RESUMO

Dentre os métodos para quantificacdo de heparinas tém se que o método turbidimétrico utiliza
as condi¢des de 37 °C, pH reacional de 4,4 e tempo de reacdo de lhora. Através da ferramenta
estatistica de planejamento de experimentos uma nova condicdo reacional foi obtida,
garantindo o conhecimento da influéncia de cada fator sobre a metodologia.

No comprimento de 500nm foi realizado um planejamento fatorial com ponto central 2%, Em
seguida foi realizada a expansdo deste planejamento com a adi¢do dos niveis axiais com 0
objetivo de obtencdo da superficie 6tima do estudo das varidveis investigadas neste trabalho.
Na literatura, é possivel também encontrar a utilizacdo de um comprimento de onda menor
(290nm) para quantificacdo de complexos contendo concentracdes menores de HBPM. Assim
como em 500nm, também foi realizado um estudo de avaliacdo da influéncia destes fatores
para 0 comprimento de onda de 290nm, cuja abordagem foi através do planejamento fatorial
com ponto central 2% e em seguida um 22,

Os modelos construidos revelaram que mais de metade das variacGes (> 60%) puderam ser
explicadas pelas variaveis investigadas nestes planejamentos em 500nm e 290nm. Entdo
foram determinadas as novas condicdes para leituras obtidas em 500nm, sendo a temperatura
em 37 °C, pH reacional de 5,4 e tempo de reagdo em 45minutos. E para 290nm foram
estabelecidas as condicdes experimentais de temperatura em 37°C, pH reacional de 5,4 e o
tempo de reagdo de 20minutos. Sobre a influéncia destes parametros na resposta do método
foi comprovado que a temperatura reacional do meio, tanto para as respostas em 500nm,
como em 290nm, ndo modifica a resposta. No entanto, o pH reacional para as leituras em
500nm produzem modificacdes consistentes no desempenho do método. O tempo de reacdo
foi um ponto importante avaliado por este trabalho para ambos comprimentos de onda. Houve
uma compreensao deste parametro frente as concentragcdes de HBPM que antes ndo tinha sido
relatada em outro trabalho cientifico. Assim o tempo de reacdo para 500nm pbde ser
modificado para 45minutos. E para 290nm para 20minutos.

Apés esta etapa de planejamento de experimentos, o método turbidimétrico foi validado de
acordo com os parametros estabelecidos pelos guias do ICH para validacdo de procedimentos
analiticos para a quantificacdo de diferentes concentracfes de HBPM. A realizacdo do estudo
da curva de calibragdo demonstrou que o limite de quantificacdo para o comprimento de
500nm, com precisdo e exatiddo, foi até 20ug/mL. Sendo assim, a faixa de linearidade para o
comprimento de 500nm foi de 20 — 200ug/mL e devido a presenca de heterocedasticidade dos
dados a equacdo de regressao obtida pelo método dos minimos quadrados ponderados foi y =
-0,03421 + 0,00340C. J& para o comprimento de 290nm a faixa de linearidade foi de 3 -
20pg/mL e a equacdo da regressdo obtida pelo método dos minimos quadrados ordinarios foi
y = -0,00921 + 0,00583C. A partir da aprovacdo do método para os demais parametros da
validagdo o método foi robusto para variagfes de temperatura, preciso e exato para ambos
comprimentos de onda.

Palavras-chave: Turbidimetria. Heparina de Baixo Peso Molecular. Planejamento de
Experimentos.



ABSTRACT

Among the methods for the quantification of heparins have that the method turbidimétrico
uses the conditions of 37° C, pH of reaction mass of 4,4 and reaction time of 1 hour. Through
the statistical tool of design of experiments a new condition, a reaction mass was obtained,
ensuring the knowledge of the influence of each factor on the methodology. At the length of
500nm was performed a factorial planning with central point 23. Then was held the expansion
of this planning with the addition of levels axial with the goal of obtaining the surface great
the study of the variables investigated in this work. In the literature, it is possible to also find
the use of a shorter wavelength (290nm) for the quantification of complexes containing lower
concentrations of HBPM. As well as 500nm, there was also performed an assessment study of
the influence of these factors to the wavelength of 290nm, whose approach has been through
the factorial planning with central point 2° and then one 2%. The models constructed revealed
that more than half of the variation (> 60%) could be explained by the variables investigated
in these plans at 500nm and 290nm. Then there were certain new conditions to the readings
obtained in 500nm, the temperature at 37°C , pH of reaction of 5,4 and reaction time in 45
minutes. And for 290nm were established the experimental conditions of temperature at 37°C,
pH, reaction 5,4 and the reaction time of 20minutes. About the influence of these parameters
on the response of the method has been proven that the temperature reaction of the medium,
both for the answers at 500nm, as in 290nm, does not modify the response. However, the pH
of reaction for the readings at 500nm to produce changes consistent the performance of the
method. The reaction time was an important point evaluated by this work for both
wavelengths. There was an understanding of this parameter front the concentrations of HBPM
that had not previously been reported in other scientific work. Thus the reaction time to
500nm could be modified for 45minutes. And for 290nm for 20minutes. After this step of the
planning of experiments, the method turbidimétrico was validated according to the parameters
established by the guides ICH for validation of analytical procedures for the quantification of
different concentrations of HBPM. The study of the calibration curve showed that the limit of
quantification for the length of 500nm, with precision and accuracy, was up to 20pg/mL.
Thus, the range of linearity for the length of 500nm was 20 — 200ug/mL, and due to the
presence of heterocedasticidade of the data the regression equation obtained by the method of
least squares weighted was y = -0,03421 + 0,00340C. As for the length of 290nm in the range
of linearity was 3 - 20ug/mL and the regression equation obtained by the method of ols was y
= -0,00921 + 0,00583C. with The approval of the method for the other parameters of the
validation the method was robust to variations of temperature, precise and accurate for both
wavelengths.

Keywords: Turbidimetry. Heparin Low Molecular Weight. Design of Experiments.
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1. INTRODUCAO

A trombose venosa profunda é caracterizada pela obstrucédo total ou parcial das vias
sanguineas ocasionada pela producéo desordenada de trombos. Esta é uma das doencas que
mais atinge a populagdo mundial, e 0 ndo tratamento contribui para o desenvolvimento da
forma mais grave e fatal da doenca, a embolia pulmonar (WADAJKAR et al., 2013).

Apesar da diversidade de farmacos utilizados no tratamento da trombose, a
administracdo destes agentes geralmente é realizada pelas vias intravenosas, 0 que muitas
vezes dificulta a aceitacdo da terapia pelo paciente, além dos inimeros efeitos adversos e
interacBes provocadas por esses agentes. A indicacdo terapéutica mais frequente sdo 0s
agentes anticoagulantes pelos inumeros beneficios, como por exemplo, a reducdo no
desenvolvimento dos trombos e o risco de hemorragia reduzido (MOTLEKAR; YOUAN,
2006).

As heparinas sdo 0s agentes anticoagulantes mais utilizados. Em virtude desta
importancia muitos pesquisadores se debrucam na busca por diferentes formas de
administracdo destes farmacos com o intuito principal de promover e facilitar a adesdo do
paciente ao tratamento (SCALA-BERTOLA et al., 2009; PALIWAL et al., 2012; PATEL,;
GUPTA; AHSAN, 2012; BAGRE; JAIN; JAIN, 2013; JOGALA; RACHAMALLA;
AUKUNURU, 2015).

Estes agentes bioldgicos possuem uma estrutura quimica heterogénea constituida de
muitas moléculas sulfatadas, que prejudicam a separagdo por cromatografia liquida e por este
motivo analises de quantificacdo constituem um desafio. Nos compéndios oficiais € comum
encontrar a possibilidade de avaliacdo dessas moléculas através da sua atividade bioldgica. No
entanto, tais procedimentos enzimaticos sdo considerados demorados e de alto custo para a
pesquisa. Sob este aspecto, a utilizacdo de uma metodologia de baixo custo, simples e com
rapida resposta para quantificacdo dessas estruturas em, por exemplo, estudos de dissolucéo
constitui uma alternativa promissora (ROSITO; SILVA; RIBEIRO, 2001; MOTLEKAR,;
YOUAN, 2006; WADAJKAR et al., 2013; INGLE; AGARWAL, 2014).

A metodologia turbidimétrica tem sido muito utilizada para quantificacdo deste
farmaco em diferentes formulacGes farmacéuticas. A facilidade de execucao por ser simples e
rpida sdo algumas vantagens deste método. No entanto, por se tratar de uma reacdo de
complexacdo, a técnica sofre com a interferéncia de fatores que influenciam diretamente na

resposta analitica, como o pH, a temperatura e o tempo do meio reacional da solucéo e o
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tamanho das particulas dispersas. Para a quantificacdo das Heparinas de Baixo Peso
Molecular (HBPM) a utilizagdo do método turbidimétrico limita-se as mesmas condigdes
reacionais de 37°C, pH de 4,4 e tempo de reacdo de 1 hora (JAVOT ET AL, 2009; SCALA-
BERTOLA ET AL, 2009; OLIVEIRA et al., 2011; LOIRA - PASTORIZA ET AL, 2012;
HALES ET AL., 2015; JOGALA; RACHAMALLA; AUKUNURU, 2015). Para todos esses
autores citados anteriormente as amostras devem ser analisadas utilizado o comprimento de
onda de 500nm. No entanto, Oliveira e colaboradores (2011) relataram a utilizacdo de um
comprimento de onda de 290nm para amostras com menor concentracdo de farmaco. Porém
em nenhum destes estudos ficou descrito a influéncia dos fatores que podem de fato produzir
mudancas substanciais na medida turbidimétrica para quantificacdo de HBPM. Alcancar,
portanto, um conhecimento aprofundado destes fatores minimizando a influéncia das
varidveis relevantes € um problema critico desta metodologia que pode trazer a luz do
conhecimento fatores que de fato influenciem a quantificacdo de HBPM. (MORAIS; TOTH;
RANGEL, 2006; SILVEIRA; TARLEY., 2008; OLIVEIRA; MARCHETTI, 2011; LIMA et
al., 2012; CURBETE; SALGADO, 2016).

A utilizacdo de planejamento de experimentos para avaliacdo das variaveis é uma
ferramenta que permite compreender os efeitos individuais e associados, que os fatores
reacionais exercem sobre a resposta analitica de uma determinada pesquisa. Permite ainda que
a qualidade das respostas seja determinada considerando os parametros criticos para a
metodologia estudada. Assim, a incorporacdo desta abordagem associada a técnica
turbidimétrica e interpretacdo dos resultados com definicdo dos erros experimentais permite
estabelecer um grau de confianca associada a informacéo de que se disp0e.

A validacdo analitica de um método pode ser considerada como parte fundamental
para demonstrar o desempenho, confiabilidade e consisténcia dos resultados obtidos a partir
deste. Assim, com o objetivo de demonstrar que o método € adequado para a finalidade
proposta 0os parametros de especificidade, limite de quantificacdo e deteccdo, exatidao,
precisao, robustez e principalmente a linearidade precisam ser avaliados. No entanto, o estudo
para a construgédo da curva de calibragéo ou linearidade configura como parte primordial para
uma validacdo analitica, uma vez que quaisquer previsdes realizadas a partir de um modelo
cujas flutuacGes de respostas ndo estejam devidamente previstas podem afetar a capacidade
preditiva do método e subestimar a regressdo existente entre a concentracéo e a resposta do
método. A compreensdo a cerca dos residuos gerados pela regressdo, bem como da presenca
ou auséncia de homocedasticidade dos dados e de outliers, influentes ou ndo, sdo premissas

que devem ser avaliadas e consideradas para o ajuste de um modelo de regressdo
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(PIMENTEL; NETO, 1996; NETO; PIMENTEL; ARAUJO, 2002; SOUZA; JUNQUEIRA,
2005; RAPOSO, 2016).

Neste contexto, este trabalho busca a compreensdo da metodologia turbidimétrica para
quantificacdo de HBPM através da implementacdo da ferramenta de planejamento de
experimentos e a validagdo analitica dos resultados com o conhecimento acerca dos residuos
gerados pela andlise da regressdo, bem como as faixas de concentracdo pertinentes a cada
comprimento de onda com o objetivo de facilitar e garantir que esta metodologia possa ser
utilizada com seguranca e eficiéncia para quantificacio de HBPM em formulacdes

farmacéuticas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo principal deste trabalho foi realizar avaliar e otimizar através de
ferramentas estatisticas de planejamento de experimentos a técnica turbidimétrica utilizada

para quantificacdo de Heparina de Baixo Peso Molecular.

2.2 Objetivos especificos

a) ldentificar as variaveis significantes para o método turbidimétrico utilizado como

referéncia para quantificacdo de HBPM em formulacgdes farmacéuticas;

b) Otimizar a metodologia turbidimétrica aplicando a ferramenta de planejamento de
experimentos e metodologia de superficie de resposta considerando os resultados obtidos

nesta etapa do trabalho;

c¢) Validar as novas condicOes obtidas da etapa de planejamento de experimentos para a
construcdo de uma faixa de identificagdo de HBPM em formulagdes farmacéuticas.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Trombose Venosa Profunda

3.1.1 Epidemiologia e etilogia da doenca

Segundo a Sociedade Brasileira de Angiologia e Cirurgia Vascular (SBACV), a
trombose venosa profunda (TVP) e o agravamento do quadro clinico para o desenvolvimento
da embolia pulmonar (EP) sdo responsaveis por aproximadamente 1 milhdo de ébitos. Devido
a elevada incidéncia da TVP no Brasil e no Mundo, configura-se como uma importante
questdo de salde publica, uma vez que anualmente a sua ocorréncia causa mais mortes que a
AIDS e outras doencas no mundo (ENGELHORN et al., 2002; SILVA, 2002; IBOPE, 2010;
TOMA et al., 2013). O desconhecimento e muitas vezes a confusdo em relacdo aos sintomas
contribuem para que se caracterize como “doenga silenciosa”. No Brasil, este quadro perfaz
um indice de mortalidade que corresponde a aproximadamente um terco das doencas com
maiores indices de mortalidade do pais, ficando atras somente do cancer e do infarto (IBOPE,
2010; TOMA et al., 2013).

Basicamente, os fatores etioldgicos que contribuem para o desenvolvimento da TVP
estdo associados tanto as complicacfes plasmaticas de causa hereditaria, quanto as
complicacdes vasculares adquiridas, para o caso de cirurgias, trauma, tabagismo e gravidez. O
envelhecimento é outro importante fator que contribui para o desenvolvimento desta
enfermidade. Estima-se que ap6s os 40 anos de idade hd um aumento exponencial da
ocorréncia desta enfermidade em detrimento do aumento da idade. A diminuicdo da
velocidade do fluxo sanguineo devida a perda da propriedade de resisténcia da parede venosa
pode estar associada ao aumento a predisposicdo de desenvolvimento da doenca
(http://www.sbacv.com.br/index.php/imprensa/estimativas.html).

Na historia, os primeiros relatos desta patogenicidade ocorreram por volta de 1860, e
foram descritas pelo médico patologista Virchow, que por sua vez ficou conhecida como a
triade de Virchow. Segundo este importante pesquisador, as principais causas envolvidas no

desenvolvimento e progressdo da trombose venosa séo a lesdo da parede do vaso sanguineo, a
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elevada coagulabilidade do sangue e estase venosa. Esta Ultima é caracterizada pelo fluxo
sanguineo gradual ocasionado por longos periodos de imobilidade (MEIS; LEVY, 2007).

A doenca é caracterizada pela formacéo de trombos no sistema venoso profundo que
sdo formados por camadas de elementos figurados do sangue, como fibrina, plaguetas e
fatores de coagulacdo. Como j& citado anteriormente, o aparecimento de trombos pode estar
diretamente associado a presenca de lesdo no vaso sanguineo, como também pelo
desencadeamento de algum processo patologico. O aumento de tamanho pode ocasionar
obstrucdo total ou parcial em veias de pequeno e grande calibre, e ainda podem se desprender
do local de origem alcangando outros 6rgéos e tecidos (Figura 1). A presenca de trombos em
6rgdos como coracao e cérebro, podem ser a causa de doencas como infarto do miocérdio e
acidente vascular cerebral, respectivamente (HAMERSCHLAK; ROSENFELD, 1996; MEIS;
LEVY, 2007; WADAJKAR et al., 2013).

Figura 1 — Estagios da progressdo da Trombose Venosa Profunda.
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Fonte: Adaptado de WADAJKAR et al., 2013.

De forma geral, quando h& a lesdo na parede do vaso sanguineo, 0 processo de
cessacdo da perda de sangue é chamado de hemostasia. Para que este processo ocorra
normalmente, o sangue deve estar e permanecer liquido nos vasos sanguineos, e deve
coagular rapidamente quando houver qualquer injaria. A hemostasia pode ser caracterizada
pelo equilibrio entre o sistema de pré-coagulacéo e o sistema anticoagulante. Na etapa de pre-
coagulacdo ha a formacdo do trombo intravascular responsavel pela inibicdo de possiveis
processos hemorragicos. J& o sistema anticoagulante pode ser caracterizado pela liberagdo de

proteinas de coagulagdo, considerados verdadeiros agentes anticoagulantes naturais. Estes séo
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responsaveis pela inativacdo dos fatores envolvidos na transformacdo da protrombina em
trombina (formagdo do trombo), como também pelo sistema fibrinolitico, responsavel pela
destruicdo da fibrina e restauracdo da fluidez sanguinea. Assim, o complemento e equilibrio
desses dois sistemas, pré-coagulante e anticoagulante, sdo responsaveis pela disseminacdo da
ativacdo da coagulagdo sanguinea desordenada (FERREIRA et al., 2010).

A trombina age como agonista plaquetario amplificando a ativacdo e a agregagédo
plaquetaria através da conversdo de fibrinogénio a fibrina, como ilustrado na figura 2. Os
anticoagulantes enddgenos naturais intervém limitando o processo de coagulacdo somente no
sitio da lesdo, a fim de evitar a formacdo de um codgulo que seja a causa da obstrucao total ou

parcial do vaso sanguineo.

Figura 2 — Converséo da protrombina em trombina e da formagcao da rede de fibrina através
da conversdo do fibrinogénio

Protrobina

Ativador da o | Ca+*
protrombina

Trombina

Fibrinogénio === Rede de Fibrina

Fonte: Adaptado de http://www.cardiol.br.

Como ja citado anteriormente, dentre 0s mecanismos destes agentes anticoagulantes
enddgenos naturais tém-se a Antitrombina (AT) (Tabela 1), glicoproteina de importancia
particular, pois tem a capacidade de bloquear de forma progressiva e irreversivel,
principalmente a atividade da trombina, e em menor propor¢do, oS outros fatores de
coagulagdo. De forma geral, a interacdo entre a AT e a trombina ocorre atraves da formacao
de um complexo enzimatico, cuja ligagdo da-se pelo sitio ativo da trombina e o centro reativo
da AT (FERREIRA et al., 2010).
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Tabela 1 — Mecanismos dos agentes antitromboticos/anticoagulantes endégenos naturais.

Mecanismo de ac¢ao Agentes Anticoagulantes/Antitrombéticos
Fator residual via inibidor
Regulagao da cascata de coagulagao Antitrombina/AT

Proteina C/Proteina S

iy , Prostacicli
Modulagao da reatividade de vasos sanguineos e plaquetas rostacicina

Oxido nitrico
Inibigdo do recrutamento das plaquetas Ecto-ADpase (CD39)
Remogao do coagulo de fibrina Fibrindlise

Fonte: O Autor.

A producdo da AT é realizada no figado. No entanto, a secrecdo pelas células
hepaticas ndo acontece de forma rapida, enguanto que o processo de hemostasia, e
consequentemente a producdo do tampdo hemostatico, acontece em questdo de segundos,
contribuindo para um quadro clinico em que o excesso de fibrina (formacdo do trombo) nos
vasos sanguineos promove a oclusdo parcial ou total destas vias, sendo a causa principal de
doencas ja mencionadas nesta secdo. Entdo surge a necessidade de agentes que auxiliem este
processo natural de coagulacdo ou inibam os fatores responsaveis pela ativacdo da coagulacédo
(MEIS; LEVY, 2007).

3.1.2 Tratamento e atuais limitacdes

A SBACV e o IBOPE afirmam que o diagnostico precoce da doenca possibilita um
tratamento terapéutico apropriado, eficaz, e ainda contribui para um quadro clinico de alivio
da dor, diminuicdo dos problemas decorrentes da doenca e de estabilidade hemodinamica. Os
objetivos do tratamento da TVP seriam a completa remogdo dos trombos obstrutivos, a
profilaxia sem uma subsequente recidiva e a prevencdo de morte. Com este propdsito, a
associacdo medicamentosa adequada é uma estratégia fundamental para o sucesso da
terapéutica (OKUHARA et al., 2014). As principais classes utilizadas agem em diferentes
etapas do processo de coagulacdo, como ilustrado na figura 3.
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Figura 3 — Diferentes locais de a¢do dos farmacos utilizados no tratamento da TVP.

Adesao, Ativagao dos fatores
ativacéo e da coagulacgao, fator
agregagdo ——= tecidual, Xlla, Xa, lla,

| das etc.
\  plaquetas l
AFIBRINA /  AGENTES
AGENTES forma o /" ANTICOAGULANTES
ANTIPLAQUETARIOS arcabouco do Heparina, HBPMs,

TROMBO Hirudina, Varfarina

Trombo

Células Plasminogénio PLASMINA
Endoteliais
Vasculares

AGENTES
FIBRINOLITICOS
Anistreplase, Alteplase,
Reteplase, Estreptoquinase,
Uroquinase

Fonte: Adaptado de WADAJKAR et al., 2013.

De modo geral, os agentes antiplaquetarios e anticoagulantes séo utilizados tanto para
0 tratamento, quanto para a profilaxia da doenca. Basicamente, 0s agentes antiplaquetarios
agem inibindo a adesdo e agregacdo plaquetaria durante a etapa de acimulo destes elementos
para a entdo formacdo do trombo. J& os agentes anticoagulantes tém por objetivo inibir os
fatores de coagulacdo responsaveis pela conversdo da protrombina em trombina. Os agentes
fibrinoliticos ativam a conversdo do plasminogénio para plasmina, estas tém a capacidade de
dissolver as redes de fibrina (constituintes do trombo). Estes agentes sdo geralmente utilizados
em situacdes clinicas em que o trombo obstrutivo ja esta formado e instalado (BADIMON,;
VILAHUR, 2013). Na tabela 2, estdo demonstrados as principais classes e farmacos utilizados

para a profilaxia e tratamento da TVP.
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Tabela 2 — Farmacos utilizados no tratamento da trombose venosa profunda.

Classes Farmacos Mecanismos de Ag¢ao Yla. de x Efeitos Adversos
Administragao

Inibem enzima ciclo-
oxigenase/COX-1, e
consequentemente a
Acido acetilsalicilico sintese de tromboxano
Triflusal A2/TXA2.
Bloqueiam a agregacgéo
plaquetaria induzida pela

trombina.
Clopi [ . .
. ; .opld.ogrel Antagonistas de receptores Trombocitopenias
Antiplaquetarios Ticlopidina ADP (agonistas Oral severas
Cangrelor responsaveis pelo
Ticagrelor recrutamento das plaquetas
Prasulgrel e disseminagéo dos trombos
Elinogrel nas artérias).
Abciximab . Anta,gomstas das
P glicoproteinas GPIIb/llla que
Eptifibatida <
o s8o secretadas durante o
Tirofiban rocesso de ativagao das
Lamifiban P ¢
plaquetas.
. Inibem a trombina e o fator
Heparinas - Sangramentos
. de coagulagéo Xa. .
Anticoagulantes . . . Intravenosa Hemorragias
Heparinas de Baixo Inibem o fator de Sequranca na aravidez
Peso Molecular coagulagéo Xa. gurang g
Sangramentos
H|r.ud|r?as Antagomstas. diretos da Intravenosa Hemorragias
. Lepirudinas trombina. Interagdes severas com
Anticoagulantes .
e alimentos e
Cumarinicos dicamentos
Warfarina Antagonistas diretos da Oral mg )
vitamina K contralndlcado§ na
gravidez
Estreptoquinase E convertido em o &cido Hemorragias
Fibrinoliticos Ateplase pirazinoico (APZ) por Intravenoso Febre
Duteplase pirazinamidases. Reagdes anafilaticas

Fonte: HIRSH; RASCHKE, 2004; IBOPE, 2010; PALIWAL et al., 2012; BADIMON; VILAHUR, 2013.

Dentre as classes apresentadas para o tratamento da TVP, a abordagem terapéutica
mais indicada, frequente e de comprovada eficacia sdo os farmacos anticoagulantes porque
mantém o sangue num estado de hipocoabilidade, onde é possivel observar uma parada no
crescimento do trombo. Ainda séo classificados como farmacos mais seguros, pois 0S riscos
de hemorragia sdo menores em relagéo as outras classes também utilizadas para o tratamento
da doenca. Porém devido as contraindicagdes clinicas, interacbes medicamentosas
indesejaveis, a necessidade de monitoramento laboratorial e de um profissional de salude (para
administracdo intravenosa) é observada uma insatisfatoria adesdo do paciente aos esquemas

terapéuticos de tratamento. Assim as taxas de cura permanecem baixas contribuindo para que
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a doenca seja classificada como um problema de saude publica mundial (PEREIRA et al.,
2008; OKUHARA et al., 2014).

Apesar da diversidade de drogas utilizadas no tratamento da TVP e diante das
dificuldades previamente expostas, pesquisadores tém convergido esforcos na tentativa de
desenvolver novos medicamentos, novas formas de administracdo dos farmacos ja disponiveis
comercialmente, com o0 objetivo de promover primordialmente a melhora da eficacia
terapéutica (aceitacdo da terapia pelo paciente) e a biodisponibilidade destes medicamentos
(JIAO et al., 2002; JAVOT et al., 2009; SCALA-BERTOLA et al., 2009; PATEL; GUPTA;
AHSAN, 2012; BAGRE; JAIN; JAIN, 2013; JOGALA; RACHAMALLA; AUKUNURU,
2015).

3.2 Heparina e heparina de baixo peso molecular

Dentre os anticoagulantes utilizados para o tratamento da TVP, as heparinas sdo sem
sombra de duvidas, os farmacos mais estudados, indicados, seguros e utilizados desde 1936
(HIRSH; RASCHKE, 2004). Estas tém papel importante na coagulacdo sanguinea devido as
interacbes com proteinas sollveis do sangue e ainda com as células presentes na parede dos
vasos sanguineos. E um polissacarideo de cadeia linear, sulfatado, pertencente a familia dos
Glicosaminoglicanos. Sao provenientes dos mastdcitos presentes na mucosa intestinal suina
ou pulmonar bovina. Por se tratar de uma molécula biol6gica, o peso molecular e
consequentemente a estrutura quimica pode variar conforme o método de isolamento e
extracdo (VACCARI et al., 2003; JUNQUEIRA et al., 2011).

Em relacdo as suas caracteristicas fisico-quimicas, a heparina apresenta-se como uma
molécula bioldgica heterogénea, composta de uma unidade estrutural basica predominante,
um hexassacarideo octasulfatado e unidades repetidas dos dissacarideos, trissulfato e
dissulfato, onde ligacgdes glicosidicas ocorrem e formam polimeros de diferentes tamanhos. A
presenca dos grupamentos anidnicos, sulfato e carboxilato, caracterizam-na como estrutura de
densidade de carga negativa mais alta entre todas as moléculas bioldgicas conhecidas
(PATEL; GUPTA; AHSAN, 2012). Tais estruturas sulfatadas sdo responsaveis por sua
atividade bioldgica. Além disso, dependendo do tecido do qual é extraida e dos diferentes

processos de isolamento e obtencdo da heparina, o peso molecular pode variar de 3kDa a
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30kDa, como demonstrado na figura 4, o que influencia diretamente na atividade bioldgica do
farmaco. Sabe-se também que quando submetidas a condiges fisioldgicas ocorre a
desprotonacdo dos grupos éster e amida presentes na sua estrutura tornando-a mais
susceptivel a complexacdo idnica para grupamentos positivos, ocorrendo mais comumente
para os sais de sodio, célcio e a formacdo do sal de heparina (HAMERSCHLAK;
ROSENFELD, 1996; VACCARI et al., 2003).

Figura 4 — Distribuicao do peso molecular da Heparina e HBPM.
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Fonte: Adaptado de HIRSH; RASCHKE, 2004.

A heparina é conhecida mundialmente por sua atividade anticoagulante, no entanto ha
também relatado na literatura, a atividade antitumoral (PALIWAL et al., 2012) e
antiinflamatdria (LUO et al., 2011). Dentre tais atividades, sdo ainda descritas na literatura a
utilizacdo da molécula para a interacdo com fatores de crescimento vascular endotelial e de
fibroblastos, auxiliando na estabilizacdo e promovendo a restruturacdo do tecido injuriado por
causa da capacidade de produzir fortes interacOes eletroestaticas (CHUNG; TAE; YUK, 2006;
ZIA et al., 2016).

Em 1970, foram elucidados por Damus e colaboradores 0s possiveis mecanismos de
interacdo entre a heparina e a AT. Este estudo concluiu que a interacdo entre a heparina e AT
ocorre nos locais onde a lisina estava presente na molecula de AT produzindo uma alteragédo
conformacional que acelera a inibicdo da trombina. Em 2012, Paliwal e colaboradores,
elucidaram ilustrativamente, que enquanto o mecanismo de agéo da Heparina Nao Fracionada
(HNF) consiste principalmente na formagdo de um complexo com a molécula de AT
(potencializando a acéo deste enddgeno), que resulta em uma inibicdo indireta na producgéo de
trombina, 0 mecanismo de acdo da HBPM, no entanto, consiste na inibicdo do fator de

coagulagdo que € responsavel pela conversdo da protrombina em trombina (formagdo do
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trombo), ou seja, a HBPM tem acdo em uma etapa anterior a formagéo da trombina. Na figura
5 e possivel observar como se da a formacdo do complexo HNF e HBPM com a AT
(DAMUS; HICKS; ROSENBERG, 1973; PALIWAL et al., 2012).

Figura 5 — Mecanismo de acdo da HNF e HBPM

ATiH

X T -
Heparina ndo O 3 . \ Heparina de baixo

fracionada Q0. N b peso molecular

PN Mudanga de O

.\_ A " \ W -
O o X NAAN
N el ativagao e « »
) c 2 conformagao ‘
< ¢ ATII Y

C‘ C C C ‘

Complexo Ativo Complexo Ativo Complexo Ativo Complexo inativo

Fonte: Adaptado de Paliwal et al., 2012.

Dentre as atividades farmacoldgicas da heparina, a anticoagulante é sem dulvida a que
merece destaque. As primeiras avaliacBes sobre sua acdo anticoagulante datam do ano de
1930, e investigacGes nos ultimos anos tém ampliado o conhecimento das interaces desse
metabdlito bioldgico, para a promocéo do efeito anticoagulante. Entretanto, devido aos efeitos
secundarios, como a anticoagulacdo sistémica, juntamente com a trombocitopenia induzida
pela heparina, o tratamento tem sido contraindicado para pacientes que apresentem alto risco
de hemorragias. Além disso, em relacdo as HNF, as HBPM sdo seguras para 0 uso na
gravidez e apresentam-se como melhores opc¢des também com relacdo aos parametros
farmacocinéticos, pois devido a ligacdo as proteinas plasmaticas ser reduzida apresentam
melhor biodisponibilidade intravenosa, tempo de meia-vida e esquema terapéutico. Nesse
contexto tem sido relatada a utilizag&o de heparinas de baixo peso molecular (HBPM) para a
substituicdo no tratamento de doengas vasculares. A tabela 3 demonstra as principais
diferencas quanto as caracteristicas fisico-quimicas e biologicas das HBPM e HNF
(PALIWAL et al., 2012).
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Tabela 3 — Principais diferengas entre a HBPM e a HNF.

Fatores HNF HBMP
Peso Molecular 4 — 30kDa 4- 6kDa
Numero de unidades de dissacarideos 45 18
Biodisponibilidade intravenosa 30% 90-100%
Tempo de meia - vida 1h 3-4h
Posologia .V a cada 6h ou infusdo continua |V'ou via subcutanea u ma ou duas
vezes ao dia
Atividade ATIII +++ ++
Atividade Fator Xa +++ +H+4
Xa:lla 1:1 19-4,0:1
Risco de hemorragias +++ +-
Trombocitopenia induzida ++ +-
Gravidez + ++

Legenda: HNF (heparina nao fracionada); HBPM (heparina de baixo peso molecular)
Fonte: Adaptado de PALIWAL et al., 2012.

Vaérias técnicas utilizadas nos processos de obtencdo das heparinas de baixo peso
molecular, contudo os diferentes procedimentos empregados influenciam nas caracteristicas
bioldgicas e no tipo de HBPM produzida. Por este motivo podem ser encontrados diferentes
tipos de HBPM disponiveis comercialmente. No Brasil é possivel encontrar as seguintes:
Ardeparina sédica, Enoxaparina, Dalteparina sodica, Nadroparina célcica. No entanto, dentre
todas as alternativas comercializadas, a utilizacdo da enoxaparina ainda continua sendo a mais
indicada e segura, pois apresenta uma melhor atividade anticoagulante, sendo indicada com
seguranca para utilizacdo na gravidez e por ainda possuir a protamina, substancia capaz de
reverter os efeitos anticoagulantes da heparina (TOMA et al., 2013). A tabela 4 demonstra as
principais diferencas bioldgicas entre as HBPM comercializadas atualmente no Brasil.

Tabela 4 — HBPM comercializadas no Brasil.

Nome Peso Molecular

HBPM Comercial Fator Xa:lla Meia-vida (h) (kDa) Fabricado
Ardeparina Normiflo 2,0:1 1,2h - 3,3h 56-6,5 Wyeth — Ayerst
Lovenox Rhone-Poulenc Rorer
Enoxaparina Clexane 2,71 4,5h 4,5
Endocris Cristalia
Dalteparina Fragmin 2,0:1 2h—4h 4,0-6,0 Kabi Pharmacia
Nadroparina Fraxiparin 2,0:41 3,5h 4,0-6,0 Sanofi

Fonte: Adaptado de JUNQUEIRA et al., 2011.

Em virtude da importancia das HBPM para o tratamento da TVP, diversos estudos tém
apresentado o desenvolvimento de diferentes formulagcOes, seja para administragdo oral,
topica ou ainda pulmonar deste farmaco, com o intuito principal de facilitar a adesdo ao

tratamento, visando o bem-estar do paciente através da otimizacdo da via de administragéo,
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sem qualquer prejuizo dos beneficios da utilizacdo deste farmaco na terapéutica em questéo
(MOTLEKAR; YOUAN, 2006).

3.3 Alternativas promissoras de formulagfes contendo HBPM

A necessidade de novas ferramentas que auxiliem na luta contra a TVP tem forcado a
busca por novas estratégias que melhorem principalmente a biodisponibilidade terapéutica
dos agentes utilizados no tratamento. Até o momento, as terapias convencionais para o
tratamento da TVP tém sido exploradas por diversas rotas de administracao, oral, intravenosa,
subcutanea e dérmica. Com relacdo a utilizacdo das heparinas de baixo peso molecular, as
vias de administragdo continuam sendo exclusivamente pelas vias endovenosas, seja
subcutanea ou intravenosa. A busca por formulagbes que possam otimizar a dosagem
terapéutica facilitando a posologia medicamentosa, assim como por novas vias de
administracdo que venham a proporcionar ao paciente uma maior aceitabilidade do
tratamento, figuram dentre os objetivos principais de estudo de diversos grupos de pesquisa
(SCALA-BERTOLA et al.,, 2009; JUN-YONG et al., 2011; LOIRA-PASTORIZA et al.,
2012; BAGRE; JAIN; JAIN, 2013; GAMBOA; LEONG, 2013).

Diante deste contexto, é possivel ressaltar alguns trabalhos muito promissores
contendo HBPM como alternativas para o tratamento da TVP. Em 2002, Jiao e colaboradores
realizaram um trabalho no qual nanoestruturas contendo heparina ndo fracionada (HNF)
foram administradas oralmente em coelhos, sendo realizada uma avaliagdo tanto in vitro,
guanto in vivo dessas formulagbes. Uma maior sobrevida dos animais tratados com a
suspensdo administrada pela via oral, e ainda uma melhor biodisponibilidade oral da HNF
pode ser observada, comprovando desta forma que as nanoestruturas desenvolvidas no estudo
foram capazes de proteger o farmaco da degradacdo enzimatica ao qual sdo susceptiveis.
Também relataram que os animais tratados com o farmaco envolvido na malha polimérica de
nanoparticulas tiveram a atividade anticoagulante da HNF prolongada quando comparada
com a administracdo pela via intravenosa (JIAO et al., 2002).

Resultados semelhantes, porém utilizando HBPM foram observados em 2006 por
Hoffart e colaboradores, em que também confirmaram através de formulagcdes para
administracdo oral de heparina de baixo peso molecular (HBPM), que houve uma melhora na

biodisponibilidade do farmaco, uma vez que realizaram o encapsulamento da molécula em
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nanoestrutura que foi capaz de resistir e proteger o farmaco da ac¢do de enzimas proteoliticas
presentes no trato gastrointestinal (TGI), e ainda prolongar a atividade anticoagulante da
molécula a tempos semelhantes aos observados na administracdo pela via intravenosa. Ainda
comprovaram gue o peso molecular da heparina utilizada para o estudo influencia diretamente
na absor¢do molecular, e consequentemente na biodisponibilidade da estrutura, o que
confirma mais uma vez a escolha da HBPM para o desenvolvimento dos estudos relatados
posteriormente (HOFFART et al., 2006).

Em outro estudo, Scala-bertola e colaboradores (2009) também desenvolveram uma
alternativa de formulagdo para via oral contendo outro tipo de HBPM. Neste caso, 0s
pesquisadores mostraram que diferentes modificacdes na proporcdo dos polimeros catiénicos
utilizados nos granulos melhoraram a permeabilidade do farmaco, relatando entdo, um
prolongamento da atividade anticoagulante da molécula (SCALA-BERTOLA et al., 2009).
Em 2012, Loira-pastoriza e colaboradores, divulgaram resultados referentes ao
desenvolvimento de formulacdo em gel para aplicacdo topica contendo diferentes tipos de
heparinas de baixo peso molecular, cujos resultados permitiram concluir que esta classe de
agentes anticoagulantes poderia ser disponibilizada também para o tratamento local dos
hematomas provenientes das inje¢fes subcutaneas de HBPM (LOIRA-PASTORIZA et al.,
2012).

Diante do exposto, os trabalhos citados anteriormente, e outros que serdo citados
posteriormente, tiveram em comum o desenvolvimento de formulagGes com diferentes
propostas de administracdo de heparina ndo fracionada e heparina de baixo peso molecular. A
busca por novas alternativas de entrega destes agentes anticoagulantes é objeto de grande
interesse de estudo, visto que tais estruturas tém apresentado eficacia superior quando
comparados ao uso do farmaco livre em formulag6es intravenosas.

Apesar da importancia fundamental da HBPM para o tratamento da trombose e dos
inimeros estudos promissores, a analise qualitativa e quantitativa da macromolécula constitui
um desafio devido & complexidade da sua estrutura quimica. Muitos esforgos foram realizados
na busca por técnicas que sejam seguras e eficazes na quantificacdo dessas
biomacromoléculas, como discutiremos na secdo a seguir. Sob este aspecto, Vérias
metodologias, biologicas ou quimicas, sdo propostas a fim de determinar quantitativamente e
qualitativamente as heparinas em fluidos biol6gicos, como sangue, solugdes injetaveis e ainda
em outros tipos de formulacfes farmacéuticas (ROSITO et al., 2001; MOTLEKAR; YOUAN,
2006; INGLE; AGARWAL, 2014; WADAJKAR et al., 2013).
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3.4 Metodologia analitica para quantificacdo de hbpm: enfoque em metodologia

turbidimétrica

Em se tratando de um heteropolissacarideo sulfatado, a andlise qualitativa e
quantitativa da macromolécula constitui um desafio devido a complexidade da sua estrutura
quimica. Dentre as técnicas ja relatadas na literatura para a analise quantitativa de HNF e
HBPM em preparacGes farmacéuticas, observa-se que a utilizacdo de metodologias
convencionais, como a cromatografia liquida e espectrofotometria, sdo ineficazes para separa-
las e identifica-las, pois ndo possuem grupamentos cromoforos para serem absorvidos ou séo
técnicas que possuem caracteristicas muito especificas, laboriosas e de alto custo para o
desenvolvimento da pesquisa (THANAWIROON; LINHARDT, 2003; MOURIER; VISKQV,
2004; ABBALLE etal., 2008; VOLPI; BUZZEGA, 2012; WANG et al., 2014).

Além disso, ha uma busca constante por técnicas analiticas que utilizem cada vez
menos materiais toXicos, seja para 0 meio ambiente ou para o ser humano, e que ainda
representem menor custo econémico quanto ao processo analitico, como exemplo, ao
substituir ou encontrar alternativas que utilizem menores quantidades de solventes sem
interferir na qualidade da resposta analitica. Desta forma, o desenvolvimento de novas
metodologias, ou o aperfeicoamento de metodologias ja existentes sao estratégias promissoras
e importantes, com o intuito de estimular o setor da pesquisa cientifica na busca por novas
alternativas de administracao destes farmacos.

Sob este aspecto, a utilizacdo de metodologias analiticas em diferentes formulacGes
configura-se como passo importante e fundamental na conducdo a conclusdes seguras na
quantificacdo do analito. Contudo, ndo ha na literatura muitos detalhes desses estudos para
quantificacdo das HBPM nestas formulacGes propostas, embora para a maioria delas seja
utilizada a técnica turbidimétrica. Assim, a técnica turbidimétrica apresenta-se como uma
alternativa para a quantificacdo dessas biomacromoléculas e tem sido bastante explorada por
ser uma metodologia com uma série de beneficios, como ser de facil execucgéo, rapidez, baixo
custo, além de produzir menos residuos toxicos. Basicamente, a compreensdo da técnica
turbidimétrica consiste em uma relacdo linear entre a turbidez quantificada e a concentragédo
do composto na amostra. Segundo Morais e colaboradores (2006), esta técnica trata da
dispersdo da radiacdo que pode ser observada através de uma solucdo contendo material

disperso, onde a diminuicdo da intensidade de radiacdo incidente pode ser interpretada pelo



28

aumento de materiais dispersos em uma determinada solu¢io (MORAIS; TOTH; RANGEL,
2006).

Estudos relatam a utilizacdo com sucesso desta metodologia para a quantificacdo de
farmacos em diferentes formas farmacéuticas, como em Curbete et al., que relata a utilizacéo
da técnica para quantificacdo de acido fusidico em preparacfes dermatolégicas. Tem-se ainda
Silveira e Tarley (2008), que utilizaram a técnica para determinacdo de um farmaco
antidepressivo em comprimidos e Lima et al., (2012) utilizando a metodologia para
quantificacdo de taninos em preparac6es de cha. Ha inclusive para a quantificacdo de HBPM,
como no caso dos estudos de Lamprecht; Eidi e colaboradores (2007), que desenvolvem
formulagGes nanoestruturadas, respectivamente, contendo um tipo de HBPM e fazendo uso da
técnica turbidimétrica para quantificacdo do farmaco (LAMPRECHT; UBRICH;
MAINCENT, 2007; SILVEIRA; TARLEY ., 2008; EIDI et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011;
YANG et al., 2011; LIMA et al., 2012; BAGRE; JAIN; JAIN, 2013; JOGALA,
RACHAMALLA; AUKUNURU, 2015; CURBETE; SALGADO, 2016).

Basicamente, a metodologia turbidimétrica aplicada a HBPM trata-se de uma reacéo
de precipitacdo estequiomeétrica, sob condicdes de pH &cido, entre os grupamentos sulfatados,
carregados negativamente, presentes na molécula da HBPM, e os grupamentos de aménio
quaternério, carregados positivamente, contidos na estrutura quimica do reagente utilizado na
reacdo, o cloreto de cetilpiridinio, cuja reagdo produz um composto que apresenta
caracteristicas insollveis em &gua e precipita, tornando o meio reacional turvo, cuja
concentracdo de HBPM medida é diretamente proporcional a turbidez do meio (MORAIS;
TOTH; RANGEL, 2006; LOIRA - PASTORIZA et al., 2012; RAZA; ANSARI, 2015).

Entretanto, como ja relatado por Morais (2006), devido a elevada sensibilidade da
metodologia, fatores como o pH, a concentracdo dos reagentes, ordem de preparacdo da
amostra, tempo de reacdo anterior e posterior as leituras e temperatura, precisam ser
rigorosamente controlados a fim de que as respostas analiticas ndo sejam afetadas por
variacOes nestes pardmetros. Na tabela 5 € possivel observar alguns trabalhos que séo
encontrados na literatura utilizando a metodologia turbidimétrica e em alguns casos o método
nefelométrico para quantificacdo de HBPM em diferentes tipos de formulagcfes farmacéuticas.
Tal fato é ocasionado pela semelhanca existente entre as duas tecnicas. Pois tratam de
medidas que estdo relacionadas com a dispersdo da radiacdo incidente através de um material
com particulas suspensas no meio. A diminuicdo da radiagdo incidente € caracteristica da
metodologia turbidimétrica e é mais indicada para solu¢des em que h4 uma quantidade maior

de particulas suspensas no meio, ja a nefelometria trata da medicdo da radiacdo que se
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dispersa no meio. A partir destes trabalhos é possivel demonstrar a importancia da utilizagéo
deste método dada utilizacdo ao longo dos anos. Ainda sobre esta tabela é possivel notar que
todos os trabalhos utilizam a metodologia com as mesmas condicdes reacionais. Assim, por se
tratar de um método indireto sujeito a muitos interferentes a aplicacdo de uma ferramenta
analitica de planejamento de experimentos perfaz uma abordagem interessante para avaliagcdo
dos parametros reacionais do método (MORAIS; TOTH; RANGEL, 2006; OLIVEIRA,;
MARCHETTI, 2011).

Na literatura é possivel encontrar alguns estudos como o de Abballe e colaboradores
(2008) que ressaltam a necessidade da obtencdo de métodos que sejam passiveis de serem
utilizados para quantificagdo de HBPM em formulagdes farmacéuticas. Este estudo também
relata que foram utilizadas faixas de concentracfes de 2,3 a 273 pg/mL para quantificacdo de
HBPM em comprimidos utilizando cromatografia de troca idnica acompanhada de detec¢éo
por condutividade suprimida. Em outro estudo, Oliveira; Marcheti, 2011 também relatam a
utilizacdo de faixas de concentracdo de 5 a 200 pg/mL (ABBALLE et al., 2008; OLIVEIRA,;
MARCHETT]I, 2011). Desta forma, as faixas de concentracdes avaliadas por estes trabalhos
contemplam toda a gama de concentrac6es avaliada no desenvolvimento deste trabalho de 20
a 200 pg/mL, e com isso também torna util o desenvolvimento e estudo das anlises

turbidimétricas.
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Tabela 5 — Trabalhos utilizando a técnica turbidimétrica para quantificacdo de HBPM.

Referéncias HBPM Formulagao Aplicagao Tempo pH Temperatura A(nm) Quantificacdo
HOFFART ) . . 0 -
ET AL, 2002 Tinzaparina Nanoparticulas Oral 1 hora 50 3r°C 500 Nefelométrico
HOFFART ) . . . 0 -
ET AL, 2003 Tinzaparina Microparticulas Oral 1 hora 50 37°C 500 Nefelométrico
HOFFART ) . . 0 -
ET AL, 2006 Tinzaparina Nanoparticulas Oral 1 hora 50 37°C 500 Nefelométrico
EID;: 1T OAL’ Bemiparina X X 1 hora 5é2 37°C 500 Nefelométrico
OLIVEIRA et . . , 0 500 e
al,, 2011 Enoxaparina Microparticulas Oral 1 hora 44 37°C 200 Turbidimétrico
SCALA- Enoxaparina
BERTOLA Bemi parina Granulos Oral 1 hora 44 37°C 500 Turbidimétrico
ET AL, 2009 P
LAMPRECH
T; UBRICH; ) . . . 0 -
MAINCENT, Tinzaparina Microparticulas Oral 1 hora 44 37°C 500 Nefelométrico
2007
ora-
PASTORIZA Na droparina Nanoparticulas Tépico 1 hora 5,0 37°C 500 Turbidimétrico
ETAL 2012 o oPar
Tinzaparina
JAVOTET  Nadroparina . . 0 e
AL, 2009 Tinzaparina Microparticulas Oral 1 hora 5,0 37°C 500 Turbidimétrico
Referéncias HBPM Formulagao Aplicagdo Tempo pH Temperatura A(nm) Quantificagio
JOGALA;
RACHAMAL
LA; Enoxaparina ~ Nanoparticulas ~ Subcuténea 1 hora 5,0 37°C 500 Turbidimétrico
AUKUNURU
, 2015
P/L?_LIEZS‘):E;' Enoxaparina  Microparticulas Oral 1 hora 5,0 37°C 500 Turbidimétrico

Fonte: O Autor.

3.5 Planejamento de experimentos: enfoque em metodologia de superficie de resposta
(MSR)

A abordagem utilizando anélise fatorial permite o desenvolvimento de modelos
matematicos que proporcionam uma melhor compreensdo da relevancia e significancia
estatistica dos fatores estudados, bem como dos efeitos de interagdo entre tais fatores. Tal
avaliacdo permite ainda que, a partir desta compreensdo, se obtenha uma resposta final com
qualidade, uma vez que para aquelas condi¢6es ao qual foi submetido, o0 melhor resultado foi
encontrado. Pode-se afirmar que, primordialmente, o objetivo da ferramenta é obter o0 maximo
de informacgdo com o minimo de experimentos, configurando-se como alternativa promissora

e util no emprego de estudos de pré-formulagdo, assim como no desenvolvimento e



31

aperfeicoamento de metodologias analiticas de quantificagdo em diferentes formas
farmacéuticas, além de representar economia de tempo e custo de processo (FURLANETTO
et al., 2006; CHOPRA; PATIL; MOTWANI, 2007; CHRISTOPER et al., 2014; CABRAL et
al., 2016; NALAWADE; GAJJAR, 2016).

Sendo assim, na década de 1930 alguns principios béasicos foram definidos, como a
necessidade da execucdo aleatoria dos experimentos, para que os efeitos desconhecidos das
varidveis investigadas estejam diluidos no desenvolvimento desta avaliacdo, aumentando
assim a qualidade do estudo, bem como a replicacdo dos experimentos, pois assim € possivel
observar as variag0es entre as repeticdes de um mesmo experimento, e entdo 0 erro
experimental pode ser mensurado e minimizado de forma que néo interfira nos resultados
obtidos garantindo confiabilidade estatistica. Outro ponto relevante é a necessidade de
blocagem dos experimentos de forma a avaliar se as condi¢fes de interesse nos experimentos
em cada bloco se comportam de forma homogénea, e ainda se a falta de homogeneidade
interfere nos resultados (MONTGOMERY, 1991; RIBEIRO et al., 1999, FERREIRA et al.,
2007).

Os objetivos principais do planejamento de experimentos incluem, inicialmente, o
conhecimento prévio do objeto de estudo acerca do problema a ser solucionado. Em seguida,
a escolha das variaveis e a definicdo dos niveis de estudo, geralmente definidos como nivel
superior e inferior, e entdo a etapa de escolha do tipo de planejamento experimental a ser
desenvolvido. Apds essas etapas e execucdo dos experimentos, a analise de dados deve
garantir confiabilidade e validade das respostas obtidas com o planejamento de experimentos
(MONTGOMERY, 2009).

Neste trabalho o tipo de planejamento experimental escolhido foi o fatorial com ponto
central e o fatorial com composto central, pela possibilidade que estes modelos apresentam
em realizar uma triagem completa dos fatores, como também avaliar as interacdes que possam
existir entre estes fatores, e entdo mensurar quais sdo estatisticamente significativos e quais
podem ser removidos do estudo. Além disto, esta abordagem fatorial também permite
mensurar através da analise de variancia, a falta de ajuste do modelo estudado pela repeti¢éo
dos pontos centrais. No entanto, tal abordagem ndo permite identificar possiveis variacdes
intermediarias em outros niveis. Assim, de forma complementar a etapa citada anteriormente,
outra ferramenta experimental surge com o objetivo de permitir que outros niveis possam ser
investigados a partir dos resultados ja obtidos anteriormente, é a metodologia de superficie de

resposta (MSR). Através desta técnica é possivel expandir o modelo fatorial para avaliacdo de
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novos niveis além dos investigados anteriormente (FERREIRA et al., 2007; TARLEY et al.,
2009).

Otimizar refere-se a melhorar o desempenho de um sistema, um processo, ou um
produto, com o objetivo de obter o0 maximo da resposta esperada (BAS; BOYACI, 2007; HE;
ZHU; PARK, 2012). O aperfeicoamento de um planejamento experimental através da MSR é
uma abordagem adequada para avaliar a correspondéncia entre a resposta e as variaveis
independentes em niveis antes ndo explorados, a fim de obter uma otimizacdo simultanea
destes niveis e alcancar um melhor desempenho do sistema. Este aperfeicoamento baseia-se
no ajuste de uma equacgdo polinomial aos dados experimentais, de forma que este ajuste além
de descrever o comportamento do conjunto de dados, possibilite previsdes estatisticas do
modelo (BEZERRA et al., 2008; TARLEY et al., 2009).

Segundo Box e Wilson (1951); Montgomery (2009), basicamente, o desenvolvimento
de MSR corresponde a caminhar em duas etapas distintas, porém complementares, em que a
primeira diz respeito a modelagem do planejamento, de forma a ajustar os modelos simples
lineares as respostas obtidas nos planejamentos completos. A adequacdo deste modelo linear
pode ser realizada utilizando a andlise de variancia, a fim de observar a falta de ajuste do
modelo, que é descrito pela estimativa do erro e pela presenca de curvatura. Uma vez
identificada & presenca de curvatura no modelo, isto significa que o modelo linear ndo
descreve mais o estudo das variaveis. Entdo a segunda etapa corresponde ao deslocamento,
em que a trajetdria a ser tracada é sempre determinada pelo caminho de méxima inclinacdo do
modelo matematico, ou seja, 0 caminho é determinado onde a resposta analitica apresenta
maior variacdo. E assim, o modelo matematico, geralmente quadrético é obtido e a partir da
interpretacdo dos coeficientes as novas condicOes experimentais podem ser utilizadas (BOX;
WILSON, 1951; BARROS-NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001; MONTGOMERY, 2009).

Devido a versatilidade das técnicas citadas, € possivel encontrar na literatura diferentes
abordagens utilizando essas ferramentas estatisticas. Furlanetto e colaboradores (2006)
utilizaram, com sucesso, o planejamento fatorial para observar as possiveis respostas no perfil
de liberacdo produzidas a partir da variagdo de pardmetros como o tipo de diluente e a
proporcdo deste em formulagbes de comprimidos. Mais recentemente, Nalawade e
colaboradores (2016) também utilizaram a técnica no processo de desenvolvimento e
otimizagdo de microcapsulas contendo luteina, e ainda concluiram que a ferramenta produziu
um guia para otimizacdo da microencapsulacdo de moléculas bioativas para melhoria da
biodisponibilidade e solubilidade dos polimeros utilizados na formulagdo. Outros estudos

também relatam a utilizacdo da ferramenta na melhoria de processos de extracao e separagdo
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de farmacos de matrizes bioldgicas (FURLANETTO et al., 2006; CHOPRA; PATIL;
MOTWANI, 2007; CHRISTOPER et al., 2014; AKL et al., 2016; NALAWADE; GAJJAR,
2016).

Esta abordagem do planejamento fatorial associado a técnica turbidimétrica nunca foi
realizada, portanto, no contexto do que ja foi relatado, o objetivo deste trabalho foi selecionar
e investigar as influéncias dos parametros operacionais e reacionais utilizando planejamento
de experimentos e metodologia de superficie de resposta, como ferramenta para modelagem e
analise dos dados seguido do procedimento de validagdo analitica visando o aperfeicoamento

da técnica turbidimétrica.

3.6 Validacao de métodos analiticos: enfoque em construcdo da curva de calibracdo da

linearidade

Como definido por Ribani e colaboradores (2004), a validacdo configura-se como um
processo que se inicia no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo do
desenvolvimento do estudo. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
e demais compéndios internacionais de orientagcdo ao desenvolvimento destes estudos, como a
agéncia americana de regulamentacdo Food and Drug Administration (FDA), o objetivo
primordial de uma validacdo é demostrar que 0 método analitico possui confiabilidade para
realizar determinacfes qualitativas e quantitativas de farmacos, ou outras substancias em
produtos farmacéuticos (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004).

Diversos parametros (linearidade, precisdo, exatiddo, seletividade, limite de
quantificacdo, limite de deteccdo, robustez) devem ser considerados no processo de validagédo
de uma metodologia analitica. Dentre estes o estudo para construgdo da curva de calibracdo
ou estudo da linearidade do método pode ser considerado uma etapa fundamental para a
calibracdo analitica. Geralmente esta etapa estabelece algum tipo de relacdo entre a varivel
dependente (concentracdo) e a varidvel independente (resposta instrumental) através de uma
funcdo matematica. A compreensdo dos resultados obtidos nesta etapa € fundamental para
garantir que ndo exista intepretagdes equivocadas de parametros como, por exemplo, o
coeficiente de determinacdo (R?) e a negligéncia de heterocedasticidade dos dados
(PIMENTEL; NETO, 1996; NETO; PIMENTEL; ARAUJO, 2002; RAPOSO, 2016).
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O estudo a cerca do processo de construgdo da curva de calibracdo analitica de um
método pode ser considerado parte fundamental para garantir confiabilidade dos dados
provenientes da analise da regressdo. Assim dentre 0s muitos métodos de regressdo o méetodo
dos minimos quadrados é o mais comum de ser utilizado por apresentar a curva que melhor
minimiza a soma dos quadrados dos residuos. O modelo de regressdo de minimos quadrados
linear é mais comumente encontrado na literatura por ser simples e de facil utilizacdo. No
entanto, quando a variancia do sinal analitico ou resposta ndo é constante ao longo da faixa de
calibracdo, mas sim proporcional a intensidade do sinal analitico, entdo o método dos
minimos quadrados ordinérios ndo deve ser utilizado porque ndo terdo variancia minima e
podem acarretar em interpretagfes equivocadas de amostras desconhecidas. Assim, uma vez
identificado que as variancias ndo sdo constantes, ou seja 0 modelo for diagnosticado como
heterocedastico, o principio da ponderacdo pode ser aplicado com o intuito de tornar menos
evidentes as variancias dos pontos de maior varidncia em relacdo aos demais pontos
(PIMENTEL; NETO, 1996; NETO; PIMENTEL; ARAUJO, 2002; SOUZA; JUNQUEIRA,
2005).

Em virtude da importancia de uma validacdo analitica em que todas as suposic¢oes de
homocedasticidade dos residuos, bem como da auséncia de outliers sejam validas esta
abordagem com o método turbidimétrico para quantificacdo de HBPM ainda n&o foi relatada
na literatura. Assim, o objetivo deste trabalho foi também validar as condigBes reacionais
obtidas dos planejamentos para inicialmente em 500nm, pois nesta faixa de leitura ndo
existem outras substancias absorvendo pelo fenbmeno da espectrometria. E posteriormente
validar também para 290nm, com o objetivo de ampliar a curva de linearidade para atender
concentragdes que ndo apresentam precisdo e exatiddo em 500nm, mas em 290nm s&o

aprovadas nesses quesitos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Experimental

4.1.1 Equipamentos

Foram utilizados espectrofotdmetro UV equipado com células de quartzo de 10mm
para todas as medidas de absorcdo. Agitador de tubos (vortex) para homogeneizacdo da
solucdo de estudo (Marconi MA-162). Banho maria controlado termostaticamente (HAAKE
DC10).

4.1.2 Matéria prima e reagentes

A heparina de baixo peso molecular (HBPM)) utilizada foi a ENOXAPARINA
SODICA (Lote: 0488, CRISTALIA®). O cloreto de cetilpiridinio (C; Hss C I N « H,O Lote:
5348) e 4cido acético glacial (CHsCOOH) foram adquiridos da SIGMA ALDRICH®. As
substancias cloreto de sédio (NaCl) e Hidréxido de sédio (NaOH) da marca VETEC® . A
4gua ultrapura utilizada para os experimentos foi obtida do sistema MILLI-Q (Smart®, Ultra

pure water system, Heal force®).

4.2 Avaliagédo do método

Neste estudo, foram avaliados os parametros operacionais e reacionais do método
turbidimétrico. Com base nos artigos que utilizaram tal metodologia para quantificacdo de
HBPM, as analises eram realizadas adicionando a um tubo de ensaio, 0,5mL de uma solugdo
aquosa contendo determinada concentracdo de HBPM, 0,5mL de solugéo tampéo acetato 1

mol L-1 pH 4,4 e 2mL de solugdo aquosa de cloreto de cetilpiridinio 0,1% (m/v) e NaCl



36

0,94% (m/v) como demonstrado na tabela 6. Em seguida, a solucdo era levada para
homogeneizacdo no voértex e entdo ao aquecimento a 37°C durante 1 hora. A leitura é
realizada em espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda de 290nm e 500nm (OLIVEIRA,
MARCHETTI, 2011).

Tabela 6 — Condi¢es reacionais turbidimétricas atuais (sem aperfeicoamento).

Resposta analitica pH Temperatura (°C) Tempo (h)
500nm 44 37°C 1h
290nm 44 37°C 1h

Fonte: O Autor.

Segundo Morais e colaboradores (2006), a medida turbidimétrica consiste numa
diminuicdo da intensidade de radiacdo devido a presenca de mais particulas suspensas numa
determinada solucdo. Os autores ainda relatam que, devido o instrumento analitico utilizado
para realizar as medicOes ser o espectrofotdmetro, a escolha do comprimento de onda deve
levar em consideracdo uma regido que ndo ocorra o fendmeno da absorbancia de outras
substancias que ndo estejam complexadas. Neste sentido, as etapas posteriores de
planejamento envolveram a escolha primordialmente do comprimento de onda de 500nm, e
num segundo momento o de 290nm (MORAIS; TOTH; RANGEL, 2006; OLIVEIRA;
MARCHETT]I, 2011).

Com relacdo a metodologia previamente citada, observou-se que ndo existem estudos
prévios que avaliem a influéncia dos parametros fisicos (temperatura e tempo de reacdo) e
quimicos (pH) do método sobre a resposta analitica utilizando ferramenta de planejamento de
experimentos. Neste sentido, dada a importancia e a utilizacdo da metodologia para
guantificacdo de HBPM em diferentes formulacbes, é primordial avaliar as possiveis
interacdes entre os reagentes e os fatores fisicos do método, interacdes estas, que podem
comprometer a autenticidade das analises, de forma a maximizar ou minimizar as respostas
obtidas. A escolha dos comportamentos obtidos nos planejamentos experimentais acerca dos
pardmetros fisicos (tempo e temperatura de reacdo) da metodologia turbidimétrica, terd como

base de escolha a facilidade na operacionalizagdo do processo analitico.
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4.3 Planejamento de experimentos

4.3.1 Planejamento Fatorial e Metodologia de Superficie de Resposta para comprimento

de onda em 500nm

Para realizacdo da triagem das variaveis, com o objetivo de identificar variaveis
estatisticamente relevantes, foram avaliadas as influéncias dos parametros analiticos através
do planejamento fatorial com composto central (DDC) seguido de metodologia estatistica de
superficie de resposta (MSR). Inicialmente a matriz de planejamento foi desenvolvida
contendo dois niveis de avaliacdo, superior (+1) e inferior (-1), e 0s pontos centrais (0). A
matriz compreendeu a realizacdo de 22 experimentos. As condi¢fes para este primeiro
planejamento estdo dispostas na tabela 7, que ilustra os fatores e 0s niveis utilizados para cada

fator no planejamento.

Tabela 7 — Faixas de temperatura, pH e tempo de reacdo utilizadas no planejamento de
experimentos 2° com ponto central em 500nm.

Temperatura (°C) Ph Tempo Reagéo (min)
35°C (-1) 34 (-1) 15 min (-1)
40°C (0) 4,4 (0) 30 min (0)
45°C (+1) 54 (+1) 45 min (+1)

Fonte: O Autor.

A partir das respostas obtidas na etapa de modelagem do planejamento experimental,
foram definidos seis novos niveis diferentes para cada variavel, com o objetivo de expandir a
matriz anterior visando a construcdo da superficie de resposta através do planejamento ou
desenho composto central (DDC). As condigdes experimentais estdo dispostas na tabela 8 e
podem ser observadas visualmente na figura 6. A matriz do delineamento fatorial completo
contendo pontos axiais pode ser observada na tabela 9, onde 16 experimentos foram
realizados nos niveis +1 e -1, com 4 repeti¢cGes dos pontos centrais, a fim de estimar o erro
experimental, e mais 12 experimentos nos pontos axiais (niveis a), totalizando 32
experimentos.

Os pontos axiais sdo adicionados ao planejamento Ode forma a garantir que em

qualquer dire¢cdo maxima (+1) ou minima (-1), a partir do ponto central (0), seja possivel
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obter a méxima resposta analitica do método. Assim, o ponto axial foi definido através da
seguinte equacgéo:
a = (nf)1/4

Onde ny € o nimero de pontos utilizados no planejamento experimental 23, sendo assim o
valor de a foi de +1,68. A variavel dependente utilizada no estudo foi a resposta analitica
turbidimétrica em unidades de absorbancia (U.A.) para o comprimento de onda em 500nm. A
analise estatistica dos dados foi realizada por ANOVA e os dados foram usados para calcular
superficies de resposta com auxilio dos programas Microsoft Excel e STATISTICA 10.0
(StatSoft, EUA). Todas as analises foram realizadas de forma aleatdria, a fim de minimizar os

efeitos de variabilidade nas respostas ocasionados por erros sistematicos experimentais.

Tabela 8 — Faixas de temperatura, pH e tempo de reagdo utilizadas no planejamento de
experimentos contendo pontos axiais (niveis o) em 500nm.

Temperatura (°C) pH Tempo Reagéo (min)
32°C (a) 2,7 (a) 4,8 min (a)
35°C 34 15 min
40°C 4.4 30 min
45°C 5,4 45 min
48°C (a) 6,0 (a) 55 min (a)

Fonte: O Autor.

Figura 6 — Representacdo grafica do plano fatorial com a presenca do composto central e
pontos axiais (niveis o).

@ Pontos Fatoriais

, @ Axial points

@ Centerpoints

Fonte: Adaptado de MONTGOMERY, 1991.
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Tabela 9 — Matriz do planejamento experimental para a avaliacdo da resposta analitica em
500nm do método de doseamento de HBPM por turbidimetria.

Variaveis Codificadas

Variaveis Decodificadas

Experimento Temperatura pH Tempo Reagéo Temperatura pH Tempo Reagéo
01 -1 -1 -1 35°C 34 15 minutos
02 -1 -1 +1 35°C 34 45 minutos
03 -1 +1 -1 35°C 54 15 minutos
04 -1 +1 +1 35°C 54 45 minutos
05 +1 -1 -1 45°C 34 15 minutos
06 +1 -1 +1 45°C 34 45 minutos
07 +1 +1 -1 45°C 54 15 minutos
08 +1 +1 +1 45°C 54 45 minutos
09 -a 0 0 32°C 44 30 minutos
10 +a 0 0 48°C 44 30 minutos
1 0 -a 0 40°C 2,7 30 minutos
12 0 +a 0 40°C 6,0 30 minutos
13 0 0 -a 40°C 44 4,8 minutos
14 0 0 +a 40°C 44 4,8 minutos
15 0 0 0 40°C 44 30 minutos
16 0 0 0 40°C 44 30 minutos
17 -1 -1 -1 35°C 34 15 minutos
18 -1 -1 +1 35°C 34 45 minutos
19 -1 +1 -1 35°C 54 15 minutos
20 -1 +1 +1 35°C 54 45 minutos
21 +1 -1 -1 45°C 34 15 minutos
22 +1 -1 +1 45°C 34 45 minutos
23 +1 +1 -1 45°C 54 15 minutos
24 +1 +1 +1 45°C 54 45 minutos
25 -a 0 0 32°C 44 30 minutos
26 +a 0 0 48°C 44 30 minutos
27 0 -a 0 40°C 2,7 30 minutos
28 0 +q 0 40°C 6,0 30 minutos
28 0 0 -a 40°C 44 4,8 minutos
30 0 0 +a 40°C 44 4,8 minutos
31 0 0 0 40°C 44 30 minutos
32 0 0 0 40°C 44 30 minutos

Fonte: O Autor

4.3.2 Planejamento Fatorial para comprimento de onda em 290nm

Num segundo momento, assim como para 500nm,

um novo planejamento

experimental com pontos centrais foi desenvolvido contendo dois niveis de avaliagdo, sendo

(-1) e (+1) e o ponto central (0). As condig¢Oes para 0 desenvolvimento deste planejamento

estdo dispostas na tabela 10.
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Tabela 10 — Faixas de temperatura, pH e tempo reacionais utilizadas no planejamento de
experimentos 2° para respostas em 290nm.

Temperatura (°C) pH Tempo Reagéo (min)
35°C (-1) 34 (-1) 15 min (-1)
40°C (0) 4,4 (0) 30 min (0)
45°C (+1) 54 (+1) 45 min (+1)

Fonte: O Autor.

A partir dos resultados obtidos na triagem das varidveis para este comprimento de
onda, foi realizado um novo DCC, cujos niveis das variaveis estdo dispostos na tabela 11. A
matriz desenvolvida para este planejamento fatorial estd demonstrada na tabela 12, que
compreendeu a realizacdo de 14 experimentos. Os dados obtidos do planejamento foram
realizados por ANOVA e STATISTICA 10.0 (StatSoft, EUA).

Tabela 11 — Faixas de temperatura e tempo de reacdo utilizadas no planejamento de
experimentos 2? para respostas em 290nm.

Temperatura (°C) Tempo Reagéo (min)
25°C (-1) 5 min (-1)
37°C(0) 10 min (0)
40°C (+1) 20 min (+1)

Fonte: O Autor.

Tabela 12 — Matriz do planejamento experimental para a avaliacdo da resposta analitica em
290nm do método de doseamento de HBPM por turbidimetria.

Variaveis Codificadas Variaveis Decodificadas
Experimento Temperatura Tempo Reacéo Temperatura Tempo Reagéo
01 -1 -1 25°C 5 minutos
02 +1 -1 40°C 5 minutos
03 -1 +1 25°C 20 minutos
04 +1 +1 40°C 20 minutos
05 0 0 37°C 10 minutos
06 0 0 37°C 10 minutos
07 0 0 37°C 10 minutos
08 -1 -1 25°C 5 minutos
Variaveis Decodificadas Variaveis Codificadas
Experimento Temperatura Tempo Reagéo Experimento Temperatura
09 +1 -1 40°C 5 minutos
10 -1 +1 25°C 20 minutos
11 +1 +1 40°C 20 minutos
12 0 0 37°C 10 minutos
13 0 0 37°C 10 minutos
14 0 0 37°C 10 minutos

Fonte: O Autor.
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4.4 Preparacao das solugdes padrdo de HBPM no planejamento de experimentos

As solugdes padrdo foram preparadas a partir de diluicdes de uma solugéo aquosa
estoque da enoxaparina (1 mg/mL), e para obtencdo de novas concentragdes, esta mesma
solucdo estoque foi submetida a novas dilui¢cGes cujas concentracdes para 500 nm foram de

100 mcg/mL, e para as respostas em 290 nm de 20 mcg/mL.

4.5 Validacao de métodos analiticos

Ap6s a determinacdo dos novos parametros analiticos através do planejamento
experimental foi realizada a validacdo analitica do método de acordo com as orientacdes do
International Conference on Harmonization (ICH) e ANVISA para avaliacdo de varios
parametros que incluem linearidade, especificidade, limites de deteccdo e quantificacao,
precisdo, exatidao e robustez (ICH, 2005; ANVISA, 2016). Os resultados obtidos nesta etapa
de validacéo estardo dispostos em duas partes na secdo posterior, onde a primeira foi realizada
conforme os dados obtidos do planejamento experimental em 500nm, e a segunda parte 0s
dados de 290nm. Porém, os parametros de validacdo serdo os mesmos para ambos 0S

planejamentos.

45.1 Linearidade

A linearidade do método foi analisada através de trés curvas de solucdo contendo
enoxaparina em niveis de concentracdo de 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 75, 100, 125, 150, 175 e
200 pg/mL para as respostas em 500nm e em niveis de concentracdo de 1, 3,5, 7,5, 10, 12, 15
e 20 pg/mL para as respostas em 290nm. O estudo de linearidade compreendeu a analise da
regressdo linear pelo meétodo dos minimos quadrados para as leituras em 290nm e para as
leituras em 500nm foi utilizado o método dos minimos quadrados ponderados. Para ambas as
construcdes das curvas de calibragdo foram realizadas inspec¢Ges visuais dos dados

experimentais com o objetivo de verificar se os dados se distribuem linearmente ao longo da
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curva e também do diagrama de residuos. Foram realizados também testes de significancia
estatistica a cerca dos residuos produzidos pela regressdo, como o diagnostico de
homocedasticidade, com o intuito de avaliar se as variancias produzidas por cada
concentracdo foram semelhantes, ANOVA, testes para verificacdo da normalidade dos
residuos e diagnosticos da presenca de outliers. Além destas avaliacbes também foram
inclusos para o estudo da linearidade os pardmetros de precisdo, expresso através do DPR% e

exatiddo CV% de cada concentracdo para a construcao da curva de calibracgéo.

4.5.2 Especificidade

A especificidade do método foi avaliada a partir da obtencdo de uma solucdo
concentrada de enoxaparina com contaminag¢do por uma solugdo de polimero Eudragit PO,
cujas caracteristicas sdo catidnicas e como excipiente pode produzir alguma interferéncia na
deteccdo do farmaco em futuras preparacbes farmacéuticas. Assim, foram realizadas as
preparacdes das solucdes concentradas de enoxaparina com a presenca do contaminante e sem
a presenca deste. As concentracdes foram determinadas a partir do ponto médio do estudo de
linearidade, sendo realizadas a 10 pg/mL para as leituras em 290nm e 100ug/mL para as
leituras em 500nm. A especificidade foi avaliada quantitativamente através de tratamento
estatistico das amostras contaminadas e sem contaminacdo por analise de variancia, CV% e
DPR%.

4.5.3 Precisdo

A precisdo do método foi determinada intra-dia (repetitibilidade) e inter-dia (precisao
intermediaria). Foram utilizados trés diferentes niveis de concentracfes de enoxaparina para
as leituras em 290nm, sendo de 3, 10 e 20ug/mL. E para as leituras em 500nm concentragoes
de 20, 100 e 200ug/mL. A repetibilidade do método foi realizada em um mesmo dia, sob as
mesmas condigdes experimentais. A precisdo intermediaria foi realizada em dois dias
diferentes por dois analistas diferentes. Tanto os dados obtidos da analise da repetibilidade,

como da precisdo intermediaria foram expressos através de desvio padrao relativo (DPR%).
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As andlises estatisticas dos resultados foram realizadas através do ANOVA e teste F. As

analises foram todas realizadas em triplicatas.

4.5.4 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada pela recuperacdo de uma quantidade conhecida
de concentragdo de enoxaparina que pOde ser quantificada pelo método turbidimétrico. A
analise deste parametro foi realizada conforme descrito na se¢do 4.2 adicionada das novas
condicdes experimentais encontradas nos resultados dos planejamentos experimentais para
leituras em 290nm e 500nm. Assim como, para a precisdo, também foram utilizadas as
mesmas concentracdes de enoxaparina para a exatiddo em 290nm e 500nm. O desvio padrao
relativo foi empregado para avaliar a exatiddo do método pela equagdo abaixo. Todas as

analises foram realizadas em triplicatas.

o Concentracao média experimental
Exatidao = — — x 100
Concentracao teorica

4.5.5 Limites de detec¢do e quantificacéao

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados de forma a considerar a
concentragdo mais baixa que apresentasse precisdo ou DPR% inferior a 5% e exatiddo ou
CV% inferior a 15%, ou seja, dentro dos limites estabelecidos para aprovacdo da validacao

deste método. Os limites foram calculados segundo a equacéo abaixo:

o . L Desvio padrio experimental
Limites de detecdo e quantificacio = — — - x 100
Absorbancia média experimental
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4.5.6 Robustez

A robustez do método foi avaliada através de alteracGes nos parametros reacionais do
método obtidos com o desenvolvimento de planejamento fatorial com composto central para
respostas obtidas em 500nm e planejamento fatorial com ponto central para as respostas em
290nm. Os resultados foram avaliados quanto a variacdo do pH, temperatura e tempo

reacional.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Planejamento experimental para respostas em 500nm

A metodologia turbidimétrica € influenciada por uma série de fatores, como as
concentracdes dos reagentes, a ordem de mistura dessas solugdes, o tempo de reagédo, o pH, a
temperatura (MORAIS; TOTH; RANGEL, 2006).

Considerando o mecanismo reacional envolvido entre a HBPM e o cloreto de
cetilpiridinio, as condi¢cdes para que a reacdo ocorra foram avaliadas conforme tabela 8
previamente apresentada, e as amostras da matriz do planejamento fatorial completo 2° foram
analisadas para o comprimento de onda em 500nm. A escolha dos niveis das variaveis foi
realizada através de alguns testes realizados pelo mesmo grupo de pesquisa, e ainda com base
na metodologia turbidimétrica originalmente utilizada pela comunidade cientifica para
quantificacdo de heparinas de baixo peso molecular.

Como pode se observar visualmente no diagrama de Paretos representado na figura 7
embora a temperatura de reacdo, tanto avaliada individualmente, como também associada aos
demais fatores (pH, tempo), tenha apresentado um comportamento inversamente proporcional
a resposta do método, ou seja, quando esteve em niveis inferiores, a resposta seria maior, tal
parametro ndo atingiu niveis de significancia estatistica pois o valor encontrado foi menor que
5% (p<0,05). Um comportamento distinto foi observado em relagéo ao tempo de reagdo em
que a resposta do método é maior se este € mantido em niveis +1. No entanto, assim como a
temperatura, tal comportamento ndo é significante, sendo possivel inferir que houve uma
complexacdo completa de todo o farmaco disponivel no meio reacional com o cetilpiridinio.

Com relacdo ao pH do meio reacional foi possivel concluir com um nivel de
significancia estatistica de 95% (p>0,05), que quando em niveis superiores, esta variavel foi
capaz de modificar a resposta analitica do método. Assim, o método é favorecido quando o
pH esteve em 5,4, provavelmente devido a melhor ionizagdo do farmaco, que favoreceu a
complexacdo das cadeias de amonio do reagente com as cadeias sulfatadas do farmaco.
Embora esta variavel tenha sido relevante quando avaliada individualmente, a sua associacéo
com os demais fatores ndo demonstrou significancia. Para os diagramas de paretos

representados nas figuras 7 e 8, considera-se que o sinal negativo indica um efeito antagonista
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sobre o fator dependente avaliado, enquanto que o sinal positivo representa um efeito
sinérgico.

Embora na etapa de modelagem da MSR somente a avaliacdo do pH apresente
relevancia estatistica, uma observacdo mais fina pode ser realizada ao observarmos o ajuste
do modelo em questdo. Geralmente, durante a etapa de modelagem da MSR a relacéo entre os
fatores avaliados e a resposta do método pode ser descrita por um modelo de primeira ordem.
Nesta etapa, pouca ou nenhuma curvatura da superficie € identificada, pois ainda se esta
afastado da regido onde a maximizacdo da resposta é obtida (BOX; DRAPER, 1987;
MONTGOMERY, 2009). No entanto, ao analisarmos a presenca de curvatura nos resultados
obtidos na triagem das variaveis, observamos uma curvatura estatisticamente significante (p <
0,05) inferindo que uma aproximacdo da regido 6tima ja poderia ser considerada, e ainda que
ha indicios que a funcdo ndo é linear (BOX; DRAPER, 1987; MONTGOMERY, 2009). Neste
contexto, concluimos que o modelo de primeira ordem ndo satisfaz as condi¢es operacionais
das variaveis e um modelo de ordem superior foi construido a partir da expansao da matriz de
experimentos atraves da adicdo dos pontos axiais, a fim de aumentarmos a regido de

avaliacdo, cujas condicdes experimentais estdo dispostas na tabela 8 apresentada previamente.

Figura 7 — Diagrama de paretos da triagem dos fatores pH, temperatura e tempo de reagédo
para 500nm.

Diagrama de Pareto de Efeitos Padronizados; Variavel: 500nm
Planejamento 23°; MS Erro Puro=,0004239
VD: 500nm

Curvatr. 3.08607

(2)pH 2393014

(1)Temperatura -1.63575

(3)Tempo |1 272695

2by3 ‘.731564

1by3 -,423558
1by2 -.087526
p=.05

Estimativa de Efeito Padronizada (Valor Absoluto)

Fonte: O Autor.

Diante das novas condig¢des experimentais estabelecidas para o desenvolvimento desta

etapa de deslocamento na superficie de resposta, foi possivel observar que, assim como nos
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resultados obtidos na etapa de triagem das variaveis, a temperatura de reagdo permaneceu sem
produzir mudangas significativas na resposta do método, como demonstrado na figura 8.

Neste estudo, a temperatura foi avaliada desde o nivel mais baixo do planejamento, 32
°C, até o nivel mais alto, 48 °C, e neste sentido é possivel afirmar que oscilacdes na
temperatura reacional do meio ocasionadas ao acaso ou ndo, ndo interferem no rendimento do
método turbidimétrico. Sendo assim, diante da ndo relevancia do fator temperatura, esta
varidvel foi retirada das representacbes graficas de MSR que serdo apresentadas
posteriormente. Quanto ao tempo de reacdo, um comportamento distinto foi observado neste
novo planejamento. Ao adicionarmos novos niveis de avaliagdo, sendo o nivel inferior de 4,8
minutos e o nivel superior de 55 minutos, foi possivel observar que melhores absorbancias
sdo obtidas quando esta variavel esteve em niveis superiores. Com relacdo ao pH da reacéo,
um mesmo comportamento foi observado, onde niveis superiores demostram melhor
desempenho analitico do método.

Conforme a figura 8, observou-se que os termos linear e quadratico foram
significativos, tanto para a varidvel pH, quanto para o tempo de reacdo. Neste sentido,
observou-se que diferentemente da etapa de triagem das variaveis, a resposta analitica do
método € influenciada tanto linearmente (L) quanto em ordem quadrética (Q) pelo tempo
reacional do método, indicando que esta varidvel deve ser mantida nos niveis superiores de
avaliacdo para um melhor rendimento da resposta. Com relacdo ao pH reacional, assim como
0 tempo de reacdo, confirma-se a influéncia desta variavel em ambos comportamentos, linear

e quadratico, e observa-se que niveis superiores influenciam significativamente a resposta.

Figura 8 — Diagrama de paretos da expansdo do modelo com niveis axiais para 500nm.

Diagrama de Pareto de Efeitos Padronizados; Variavel: ABS
3 fatores, 1 Bloco, 32 Ensaios; MS Erro Puro=,0000706
VD:ABS

(3)Tempoil) 13,23088

Tempo(Q) -8,18758

(2)pH(L) 7.706787

pH(Q) -2,78605

(1)Temperatura(L) 1.414885

Temperatura(Q) -63781

p=.05
Estimativa de Efeito Padronizada (Valor Absoluto)

Fonte: O Autor.
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A analise de variancia destes resultados esta descrita na tabela 13 e 14. Ao analisarmos
0 ANOVA destes resultados observa-se que ao compararmos 0 percentual maximo de
variacdo explicavel, 95%, com a variacdo explicada pela regressao, 67%, esta discordancia de
28% ndo é muito expressiva porque a contribuicdo do erro puro é relativamente pequena,
0,000071. A partir disto, infere-se também que o modelo construido do planejamento
consegue ser explicavel em 95% a partir das variaveis independentes investigadas (pH, tempo
e temperatura) e ainda que 67% deste percentual é atribuido a relagdo entre a varidvel resposta
e independentes. Além disso, este comportamento se reflete na distribuicdo dos residuos
demonstrada na figura 9, onde estes dados estdo dispostos de forma aleatéria e ndo com um
padrdo curvo que indicaria a necessidade de ajuste do modelo matematico.

O modelo de regressdo tem como objetivo estabelecer uma relagdo que permita prever
a resposta correspondente a um valor qualquer da varidvel independente. Com o objetivo de
testar a significancia estatistica da regressdo observou-se que a distribuicdo F (19,02), com
intervalo de confianca de 95%, é maior que o valor de Ftabelado (2,95), o que descarta a
hipGtese nula de que ndo exista uma relacdo linear entre a variavel dependente e
independente. Apesar da aleatoriedade na realizagdo dos experimentos, o0s residuos entre o0s
dados foram minimos e a presenca da falta de ajuste do planejamento para um nivel de
significancia de 5% (p < 0,05) ndo foi considerada significativa, sendo de 0,048328. Este
comportamento é evidenciado também ao comparamos o valor do F observado pela falta de
ajuste (2,47) e 0 Fpelado (2,45), onde € possivel inferir que a aproximacdo destes valores ndo
indica uma evidéncia de falta de ajuste apesar do valor de p estar muito proximo de ser
significativo (p < 0,05). E provavel que esta falta de ajuste seja ocasionada pela ndo avaliagdo
completa da superficie de resposta, como pode ser observado posteriormente na figura 11
(para a construcdo do grafico de contornos). Sendo assim, a complementacdo dos resultados
obtidos na andlise da regressdo com a distribuicdo aleatoria dos residuos o modelo estatistico
construido foi considerado satisfatério para o prosseguimento dos estudos (PIMENTEL;
NETO, 1996).

Tabela 13 — Andlise de variancia do planejamento contendo niveis axiais para 500nm.

Fatores Soma Grau de Quadrado Fo Valo p
Quadrado liberdade médio

pH (A) linear 0,004192 1 0,004192 59,3946 0,000001

pH (B) Quadratico 0,000544 1 0,000544 7,7032 0,012957

Temperatura (A) Linear 0,012354 1 0,012354 175,0562 0,000000

Temperatura (B) Quadrética 0,005379 1 0,005379 76,2205 0,000000

Falta de ajuste 0,001745 10 0,000174 2,4725* 0,048328
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Erro Puro 0,001200 17 0,000071

Soma Quadratica 0,024872 31

*Ftabelado1o,17 : 2,45

Fonte: O Autor.

Tabela 14 — Analise de variancia do modelo de regressdo do planejamento contendo niveis
axiais para 500nm.

Fatores Soma Grau de Média Fo Valor p
Quadratica liberdade Quadratica

Regresséo 0,016687 3 0,005562 19,02777* 0,000001

Residuos 0,008185 28 0,000292

Total 0,024872 31

% variagao explicada/determinagdo/regressao: 67%
% méaxima de variagao explicavel/predito: 95%

*Ftabelados s : 2,95

Fonte: O Autor.

Figura 9 — Gréfico dos valores observados e preditos do planejamento com composto central
e niveis axiais em 500nm.

Valores Observados x Valores Preditos
2 Fatores, 1 Bloco, 32 Ensaios; MS Erro Puro=,000063
VD: ABS

Valores Preditos
o
N
©w
N

0.20 022 024 0.26 028 0.30 032 034 0.36

Valores Observados

Fonte: O Autor.

Estes comportamentos podem ser melhor visualizados e confirmados nas figuras 10 e
11 (superficies de resposta), que indicam as melhores condicdes de pH e tempo reacional. E
possivel afirmar, através das superficies de resposta e curvas de contorno, que para as duas
variaveis avaliadas, a faixa 6tima de trabalho encontra-se em torno dos pontos superiores de
avaliacdo, sendo pH 5,4 e o tempo de reacdo de 45 minutos. A figura 11 foi construida com
objetivo de demonstrar as novas condi¢cdes experimentais. Nestas condi¢des a variavel pH
qguando mantida nos niveis superiores (+1) e (+1,68), 5,4 e 6,0, respectivamente, apresentou
uma melhor resposta confirmando mais uma vez que os resultados obtidos anteriormente na
etapa de avaliagcdo dos efeitos, onde observamos uma tendéncia do método em apresentar

resultados ainda melhores com o aumento do pH. Esta tendéncia pode ser confirmada uma
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vez que o grau de ionizagdo da estrutura quimica do farmaco varia conforme o pH, como pode
ser visualizado na tabela 15. Sendo assim, considerando a faixa de pH avaliada por este
estudo, que ficou entre 3,4 e 6,0, a maior ionizacdo ocorre quando este foi 5,4 e 6,0, cerca de
99,67% e 99,54%, respectivamente. Além disso, este comportamento sugere que a falta de
ajuste verificada na analise da variancia (0,048) seja devido a esta tendéncia de melhor
ionizacdo se novos valores de pH fossem investigados. Em relacdo ao tempo reacional,
observa-se que a tendéncia de aumento apresentada pelo tempo é determinante para o
rendimento da resposta analitica. Ainda que o pH esteja em 3,4 e 4,4 quando avaliado aos 4,8
minutos e 15 minutos de reacdo, as respostas foram bem inferiores aos experimentos em que 0
tempo de reacdo foi 30, 45, e 55 minutos, 0 que comprova a dependéncia da medida

turbidimétrica pelo tempo de reacdo, independentemente do pH.



Tabela 15 — Grau de ionizacdo da estrutura quimica da enoxaparina.
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pPH (15 (14 (13) (120 (1) (10) (9 (8 (1) () (5 (4 (3
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 036 9631 322 0,1
0,2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 058 9732 205 0,04
0,4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 092 9775 13 0,02
0,6 0 0 0 0 0 0 0 0 001 146 97,7 082 0,01
08 0 0 0 0 0 0 0 0 003 231 9715 0,552 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0,06 3,61 96 0,32 0
1,2 0 0 0 0 0 0 0 0 0,16 56 9404 02 0
14 0 0 0 0 0 0 0 0 038 859 9091 012 0
1,6 0 0 0 0 0 0 0 0 091 1289 8612 0,07 0
1,8 0 0 0 0 0 0 0 0 211 18,76 79,09 0,04 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 463 26,06 6929 0,02 0
2,2 0 0 0 0 0 0 0 0 952 33,78 5668 0,01 0
2/4 0 0 0 0 0 0 0 0 17,83 39,91 4226 0,01 0
2,6 0 0 0 0 0 0 0 0 29,79 4209 28,11 0 0
2,8 0 0 0 0 0 0 0 0 4411 39,32 16,57 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 5841 3285 874 0 0
32 0 0 0 0 0 0 0 0 70,7 2509 421 0 0
3.4 0 0 0 0 0 0 0 0 80115 1795 19 0 0
3,6 0 0 0 0 0 0 0 0 869 1228 082 0 0
3,8 0 0 0 0 0 0 0 0 915 816 034 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0 9454 532 0,14 0 0
4,2 0 0 0 0 0 0 0 001 9651 342 0,06 0 0
4,4 0 0 0 0 0 0 0 001 97,78 219 0,02 0 0
4,6 0 0 0 0 0 0 0 002 985 139 0,01 0 0
4,8 0 0 0 0 0 0 0 0,03 99,09 088 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 004 994 056 0 0 0
5,2 0 0 0 0 0 0 0 006 99,58 0,35 0 0 0
5,4 0 0 0 0 0 0 0 0,10 99,67 0,22 0 0 0
5,6 0 0 0 0 0 0 0 0,16 99,70 0,14 0 0 0
58 0 0 0 0 0 0 0 026 99,66 0,09 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 040 99,54 0,06 0 0 0
6,2 0 0 0 0 0 0 0 064 9932 0,04 0 0 0
6,4 0 0 0 0 0 0 0 1,01 9897 0,02 0 0 0
6,6 0 0 0 0 0 0 0 1,59 9839 0,01 0 0 0
6,8 0 0 0 0 0 0 0 25 9749 0,01 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0 391 96,09 0,01 0 0 0
7.2 0 0 0 0 0 0 0 6,06 9394 0 0 0 0
74 0 0 0 0 0 0 0 927 90,73 0 0 0 0
7,6 0 0 0 0 0 0 0 13,93 86,06 0 0 0 0
78 0 0 0 0 0 0 001 2042 7957 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 001 2891 71,08 0 0 0 0
8,2 0 0 0 0 0 0 0,03 3918 60,79 0 0 0 0
8,4 0 0 0 0 0 0 006 505 4944 0 0 0 0
8,6 0 0 0 0 0 0 011 61,75 38,14 0 0 0 0
8,8 0 0 0 0 0 0 021 71,81 27,98 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0 036 79,97 19,66 0 0 0 0
9,2 0 0 0 0 0 0 062 8603 1335 0 0 0 0
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9,4 0 0 0 0 0 0 1,03 90,14 882 0 0 0 0
9,6 0 0 0 0 0 0,01 167 926 572 0 0 0 0
9,8 0 0 0 0 0 002 268 9364 3,65 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 006 424 9341 23 0 0 0 0
10,2 0 0 0 0 0 0,14 661 9183 142 0 0 0 0
10,4 0 0 0 0 0 034 1012 8868 0,87 0 0 0 0
10,6 0 0 0 0 0,01 08 1511 8357 0,52 0 0 0 0
10,8 0 0 0 0 004 182 21,79 7605 03 0 0 0 0
1 0 0 0 0 013 397 299 6584 0,16 0 0 0 0
11,2 0 0 0 001 043 805 3827 5317 0,08 0 0 0 0
11,4 0 0 0 003 126 1488 4465 3914 0,04 0 0 0 0
11,6 0 0 0 013 328 2451 464 2566 0,02 0 0 0 0
11,8 0 0 001 047 747 3525 4210 1469 0,01 0 0 0 0
12 0 0 005 148 1466 4367 329 725 0 0 0 0 0
12,2 0 0 019 392 2461 4624 2198 3,05 0 0 0 0 0
12,4 0 001 068 88 3515 4168 125 11 0 0 0 0 0
12,6 0 006 207 1706 425 318 603 033 0 0 0 0 0
12,8 0 024 533 2768 4361 2058 246 0,09 0 0 0 0 0
13 0,01 084 1156 3787 3764 1121 084 0,02 0 0 0 0 0
132 007 243 2112 4363 2736 514 024 0 0 0 0 0 0
134 026 593 3254 4243 1679 199 0,06 0 0 0 0 0 0
136 086 1227 4251 3497 873 065 0,01 0 0 0 0 0 0
138 239 2166 4733 245 387 0,18 0 0 0 0 0 0 0
14 574 32,77 4518 148 147 0,04 0 0 0 0 0 0 0

Fonte: O Autor.

Figura 10 — Gréfico de superficie de resposta apresentando parametros avaliados pH e tempo
de reacio no estudo fatorial 2° com niveis axiais para o comprimento de onda de 500 nm.
Superficie Ajustada; Variavel: ABS

VD: ABS

Fonte: O Autor.

2 Fatores, 1 bloco, 32 Ensaios; MS Erro Puro=,000063

=034
<034
<032
<03
<028
[1<0,26
<024
B < 0.22
B < 0,2
Bl <018
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Figura 11 — Gréafico de contornos do estudo fatorial 2° com niveis axiais para 0 comprimento
de onda de 500 nm.

Superficie Ajustada; Varidvel: ABS
2 Fatores, 1 bloco, 32 Ensaios; MS Erro Puro=,000063
VD: ABS

Tempo

[}

A I < 0,22
2,0 15 -1,0 05 0.0 05 1.0 15 20 gm <02
pH B <018

Fonte: O Autor.
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5.2 Validagdo analitica para respostas em 500nm

5.2.1 Estudo para construcéo da curva de calibragdo da Linearidade

Inicialmente como parte do desenvolvimento e definicdo de estratégia foi realizada
uma curva de calibracdo contendo as concentracdes de 10 e 15 pg/mL. Porém, tais niveis de
concentracdo para leituras em 500nm ndo foram incluidos para a construcdo da curva de
calibracdo, pois ndo estiveram dentro dos pardmetros estabelecidos de preciséo, valores de
DPR% inferior a 5% e exatiddo, valores de CV% inferior a 15% para aprovacdo do método.
Os valores encontrados para estas duas concentracdes foram aproximadamente de 7% de
DPR% e 20% de CV%. Assim, a construcdo da curva de calibracdo foi realizada com as
concentragdes de 20, 25, 30, 40, 50, 75, 100, 125, 150, 175 e 200 pg/mL.

Como j& mencionado anteriormente, quando a suposicdo de igualdade de variancias
dos dados € violada, entdo a analise da regressao obtida pelo método dos minimos quadrados
ordinarios ndo pode ser utilizada por ndo reproduzir respostas sem a associa¢do do erro. E
principalmente para as concentragdes mais elevadas da curva de calibragdo. Entéo, a anélise
da regressdo linear pelo método dos minimos quadrados ponderados foi aplicada, com o
objetivo de se obter um modelo em que o erro esteja uniformemente distribuido em toda a
curva de calibracdo. De forma que os grandes desvios presentes nas Gltimas concentracdes
sejam minimizados em relacdo as concentragées iniciais.

Na analise de variancia da regressdo demonstrada na tabela 16, observou-se que a
superioridade da soma dos quadrados da variavel dependente ou concentracdo cujo valor é de
5,074985, em relacdo a soma dos quadrados dos residuos, com valor de 0,005366, ja pode
considerar que as médias obtidas da curva de calibracdo ndo sdo iguais. Ao se observar
também a superioridade do valor da distribuicdo F, de 29317,07, em relacdo ao Fiapelado, d€
4,17, do teste é possivel também rejeitar a hipdtese nula de que ndo existe diferenca
significativa entre as médias avaliadas. Além disto devido a inferioridade do valor de p,
1,0509E-47, (p < 0,05) entdo é possivel inferir com 95% de confianca que 0 modelo proposto

¢ adequado para descrever o fendmeno da regressao.
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Tabela 16 — Analise de variancia do modelo de regressao da validacdo para 500nm.

Fatores Soma Grau de Média Fo Valo p
Quadratica liberdade Quadratica

Regresséo 5,074985 1 5,074985 29317,07* 1,0509E-47

Residuos 0,005366 31 0,000173

Total 5,080351 32

% variacdo explicada/determinag&o/regresséo: 0,99 ou 99%

*Ftabelado131 : 4,17

Fonte: O Autor.

Os testes de normalidade dos residuos s&o utilizados com o objetivo de se verificar se
a distribuicdo da probabilidade associada a um determinado conjunto de dados pode ser
aproximada pela distribuicdo normal. Neste sentido podemos observar na tabela 17 que
devido a superioridade do valor de p (p > 0,05) para os testes de normalidade é possivel
afirmar que os residuos provém de uma populagdo normal e apresentam evidéncia da hipétese

de normalidade dos resultados.

Tabela 17 — Testes de normalidade dos residuos para 500nm.

Testes estatisticos de normalidade Valor de p
Anderson — Darling 0,7013*
Shapiro — Wilk 0,8292*
Kolmogorov — Smirnov 0,6088*
Ryan — Joyner 0,5991*

Valor de P do teste estatistico: 0,05

Fonte: O Autor.

A homocedasticidade € o termo que utilizamos para designar a variancia constante dos
residuos para diferentes observacdes. Ao analisarmos o grafico de residuos versus valores
ajustados observamos graficamente o comportamento destes residuos. Os pontos devem estar
aleatoriamente distribuidos em torno de zero sem apresentar tendéncia para serem
classificados como homocedasticos. Assim, ao analisarmos os residuos observamos que as
leituras se distribuem ao longo do eixo zero, no entanto a medida que as concentracdes
aumentam as variancias vdo assumindo um comportamento diferente como demonstrado na

figura 12.
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Figura 12 — Grafico de residuos versus valores ajustados para residuos em 500nm.

Residuos x Valores Ajustados
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Fonte: O Autor

Além da andlise gréafica também existem testes estatisticos que tem a finalidade de
testar a hipotese nula de igualdade de variancias dos residuos. Embora a analise grafica dos
residuos tenha demostrado que os residuos das Gltimas concentracGes tendem a serem maiores
gue os das concentragdes iniciais da curva de calibracdo, a superioridade do valor de p (p >
0,05) dos testes estatisticos, como pode ser visto na tabela 18, confirma com 95% de
significancia que os residuos foram minimizados e possuem uma variagao constante dentro da

faixa de estudo selecionada através da utilizacdo dos minimos quadrados ponderados.

Tabela 18 — Testes de homocedasticidade dos residuos para 500nm.

Testes estatisticos de homocedasticidade Valor de p
Breusch Pagan 0,7948*
Cochran 0,2545*

Valor de P do teste estatistico: 0,05

Fonte: O Autor.

O diagndstico de outliers possibilita a identificagdo dos pontos que influenciam se
incluidos ou excluidos no ajuste da regressdo, ou seja, podemos avaliar a qualidade da
estimacdo da regresséo na presenca de outliers e pontos influentes (SOUZA; JUNQUEIRA,
2005; RAPOSO, 2016). Observamos que na figura 13 existe um comportamento diferente dos
demais pontos entre as observagdes 10 e 20 (circulo vermelho). Esta observacéo esta atrelada
a leitura obtida da concentracdo de 50pg/mL. Neste contexto, observamos que os residuos

entre as concentrages 40 e 50pg/mL estdo muito proximas apesar de serem concentraces
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distintas. No entanto, devido a inferioridade do valor apresentado pela concentragdo de
50ug/mL para o teste estatistico de alavancagem/Leverage (0,0272) em relagdo ao critério do
teste de 0,18 é possivel afirmar que, apesar deste comportamento diferenciado das demais
concentracdes, nao deve ser considerado um outlier para a concentracdo (X). Além disto,
através da superioridade do valor de p para o teste de Bonferroni (0,8950) também podemos

rejeitar a hipdtese de que esta observacao seja considerada um outlier.

Figura 13 — Grafico de outliers em X em 500nm.

Outliers em X
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Valor de p para o teste de Bonferroni: 0,8950
Valor do teste de Leverage: 0,0272
Valor do teste de Leverage critério 2 * (p + 1)/n: 0,18
Fonte: O Autor

Ao analisarmos a existéncia de outliers nas respostas (Y) observamos na figura 14, que
mais uma vez a concentracdo de 50ug/mL estd localizada abaixo do critério do teste de

residuos padronizados, +2, sendo considerado, portanto um outlier em Y.
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Figura 14 — Gréfico de outliers em Y em 500nm.
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Valor do teste de residuos padronizados para 50.3ug/mL: -2,17
Valor de critério do teste de residuos padronizados: £2
Fonte: O Autor

Uma vez identificada a presenca de outliers se faz necessaria a avaliacdo da influéncia
deste para o ajuste da regressdo. Sendo assim, observamos através dos testes estatisticos de
influéncia de DFITTS, que as concentracfes de 20 e 200ug/mL, respectivamente, 0,5959 e
0,5270, tiveram valores acima do critério do teste de 0,4923 (figura 15. a). Implicando inferir
que, tais concentracdes poderiam influenciar substancialmente no ajuste dos seus proprios
valores preditos. No entanto, na figura 15.b observamos graficamente através do teste de
DCOOK, que estes outliers ndo influenciam sobre o ajuste todos os valores da resposta, pois
todos os valores do teste estiveram abaixo do critério do teste de DCOOK (1,0).



Figura 15.a — Gréfico de influéncia de outliers em Y DFITTS em 500nm.
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Valor do teste de DFITTS para 20.3pg/mL: 0,5959
Valor do teste de DFITTS para 200.2ug/mL: 0,5270
Valor do critério do teste de DFITTS: 0,4923
Fonte: O Autor.

Figura 15.b — Gréfico de influéncia de outliers em Y DCOOK em 500nm.
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Valor do critério do teste de DCOOK: 1,0
Fonte: O Autor.
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Prosseguindo com a andlise de outliers ao observarmos a figura 16 temos no teste

estatistico de DFBETAS que nenhuma das concentragdes influenciam o coeficiente de

concentragdo X, pois os valores estiveram inferiores ao critério (0,3481).
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Figura 16 — Grafico de influéncia de outliers DFBETAS em 500nm.
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Valor do critério do teste de DFBETAS: 0,3481
Fonte: O Autor.

De forma geral, apds a anélise de outliers é possivel afirmar que a concentracdo de
50upg/mL é um outlier proveniente, provavelmente, de um pequeno desvio no momento da
construcdo da solucdo desta concentracdo. No entanto, devido a auséncia no grafico de
DFBETAS abaixo ndo deve ser considerado como ponto influente para o ajuste da curva de
regressdo a fim de causar alguma mudanca substancial no ajuste do modelo de regresséo.

Assim, diante deste resultado, apesar dos residuos serem maiores nas extremidades do
final da curva de calibragdo, que corresponde as concentracbes maiores avaliadas neste
modelo é possivel afirmar que nenhuma parte da estrutura sistematica dos dados ndo foi
devidamente explicada pelo modelo desenvolvido.

As avaliagcOes da precisdo e exatiddo de cada concentragdo para a construgdo da curva
de calibracdo estdo demonstradas na tabela 19. Ambos os pardmetros apresentaram valores
inferiores a 15% e 5%, respectivamente, estando assim abaixo dos limites e variacdes
determinadas para a validacdo do método. Sendo possivel afirmar que curva de calibragdo do
método é precisa e exata para cada concentracdo avaliada.
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Tabela 19 — Preciséo e exatidao das leituras para construgdo da curva de calibragdo 500nm.

Concentragdo teérica  Concentracdo calculada  Exatiddo Média Relativo Desvio Padréo Relativo
(ng/mL) Hg/mL) (EPR%) (DPR%)
20 20,91659 4,58293 1,02415
25 25,33383 1,33530 4,39792
30 29,56497 -1,45009 2,34766
40 38,71287 -3,21782 1,23603
50 48,07625 -3,84751 3,54730
75 74,45236 -0,73019 2,94335
100 100,75991 0,75991 1,56399
125 124,64827 -0,28139 1,29430
150 150,20166 0,13444 0,80721
175 176,43085 0,81763 1,89802
200 201,19090 0,59545 2,49669

Fonte: O Autor

5.2.2 Especificidade

Os resultados obtidos tanto para as solugdes de enoxaparina pura quanto para as
solugdes contaminadas mostraram, que devido a superioridade do valor de p (0,0842), ndo h&
diferenca estatistica entre as amostras contaminadas e ndo contaminadas. Conforme a tabela
20, os DPR% também estiveram inferiores a 5%. Assim, é possivel afirmar que o método

apresenta especificidade.

Tabela 20 — Avaliacdo da especificidade do método para leituras em 500nm.

Especificidade

Concentragao tedrica (ug/mL) Média das concentragoes (ug/mL)
Solugdes pura de enoxaparina 100 pg/mL 99,7222
Solugdes contaminadas de enoxaparina 100ug/mL e polimero 100 pg/mL 99,5416

Desvio padréo relativo(%) amostras pura: 0,1462
Desvio padréo relativo (%) amostras contaminadas: 0,1886

Fonte: O Autor.
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5.2.3 Precisao

- Preciséo intra-dia (Repetibilidade) e precisao inter-dia (Precisédo intermediaria)

Na tabela 21 € possivel observar que os valores das concentraces obtidas a partir de
trés diferentes niveis de concentracGes testadas (20, 100 e 200ug/mL) apresentaram DPR%
abaixo do limite admitido de 5%. Assim, o0 método foi considerado aceito na avaliagdo da

repetibilidade e precisdo intermediaria.

Tabela 17 - Avaliacdo da precisdo intra-dia (repetibilidade) e inter-dia (precisdo
intermediaria) do método para leituras em 500nm.

Precisao intra-dia (Repetibilidade)

Concentragao teérica (ug/mL) DPR%
20 0,7480
100 0,6385
200 1,0640
Preciséo inter-dia (Precisdo Intermediaria)
Concentragao tedrica (ug/mL) DPR%
20 5,5716
100 5,8116
200 2,3833

Valor de DPR% aceito: abaixo de 5%

Fonte: O Autor.

5.2.4 Limite de quantificacdo

Os resultados para a identificacdo do limite de quantificacdo do método estdo
dispostos na tabela 22. O limite de 20pg/mL foi estabelecido com preciséo e exatiddo, 1,0002
e 0,84, respectivamente, devido aos valores encontrados estarem abaixo do critério

estabelecido para aprovacao deste parametro.
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Tabela 22 — Precisdo e exatiddo do limite de quantificacdo do método para leituras em
500nm.

Concentragéo tedrica (Jg/mL) Concentragdo média (pg/mL)
20 19,7053
20 19,7053
20 19,9022
20 19,9866
20 19,8628
20 19,8272

DPR%: 1,0002
EPR%: 0,84

Fonte: O Autor.

5.2.5 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada através do percentual de recuperacdo de
quantidades conhecidas de solucdo diluida de enoxaparina pelo método turbidimétrico. O
método foi considerado exato de acordo com a inferioridade dos valores encontrados,

conforme a tabela 23, para o percentual de variagdo das concentragdes 20, 100 e 200 pg/mL.

Tabela 23 — Exatiddo intra-dia e inter-dia do método para leituras em 500nm.

Exatidao intra-dia

Concentragéo tedrica (Jg/mL) Concentragéo calculada (ag/mL) CV%
20 19,8923 0,54
100 102,8997 2,90
200 196,1277 1,94

Exatidao inter-dia

Concentragéo tedrica (ug/mL) Concentragdo calculada (ug/mL) CV%
20 19,0443 4,78
100 95,4636 4,54
200 189,9153 5,04

Fonte: O Autor.

Na tabela 24 é possivel observar as diferencas entre a metodologia turbidimétrica
comumente utilizada e relatada por Oliveira; Marcheti (2011) e as novas condigdes obtidas
com o desenvolvimento deste trabalho. Assim, além do conhecimento a cerca da influéncia
dos parametros reacionais relatados na se¢do 5.1.1 observou-se também que o tempo de
reacdo do metodo pode ser diminuido de 1 hora para 45 minutos, pois o grau de ionizacéo do
farmaco esteve maior no pH 5,4. Além disto, a faixa de linearidade do método pdde ser

diminuida de 50 pg/mL para 20 pg/mL neste comprimento de onda com precisdo, exatiddo e



64

com a seguranca de que o modelo gerado pela regressdo desta curva apresenta
homocedasticidade e auséncia de outliers que modifiquem substancialmente a regresséo

desenvolvida.

Tabela 24 — Comparacao entre metodologia turbidimétrica original e otimizada para 500nm.

OLIVEIRA; MARCHETI, 2011 Metodologia otimizada
37°C 37°C

1 hora de reagéo 45 minutos

pH 4,4 pH 5,4

50 a 200 pg/MI 20 a 200 pg/mL

Fonte: O Autor

5.3 Planejamento experimental para respostas em 290nm

Tem-se que para a metodologia turbidimétrica, o comprimento de onda influencia
significativamente na resposta analitica, de forma que o tamanho de particula deve se ajustar
ao comprimento de onda (MORAIS; TOTH; RANGEL, 2006). Como ja mencionado
anteriormente, a reacdo entre o farmaco e o reagente forma um complexo insoltvel, que
precipita, e torna o meio reacional turvo (HOFFART et al., 2006). Assim, a escolha
primordialmente de 500 nm foi realizada para concentragdes maiores de farmaco na solugédo
acima de 20 pg/mL, e ainda com o objetivo de eliminar a possibilidade de outras substancias
presentes no meio reacional estejam sendo absorvidas pelo fendmeno da espectrofotometria.
A partir disso, um planejamento experimental com ponto central foi desenvolvido para
abordar concentracdes de 20 pg/mL, cujas condi¢bes experimentais ja foram apresentadas
previamente na tabela 10 e para respostas obtidas em 290 nm na etapa de triagem das
variaveis demonstradas na figura 17, observou-se que a variavel pH ndo foi estatisticamente
significativa para produzir qualquer variagdo na resposta analitica do método. No entanto,
guando a temperatura foi mantida a um nivel inferior, por exemplo, a 35 °C, uma melhor
resposta foi verificada, indicando uma tendéncia do método analitico em demonstrar que
temperaturas ainda menores pudessem favorecer a resposta do método turbidimetrico. Assim
como a temperatura, quando realizada a avaliagdo do tempo de reacdo isoladamente,
verificou-se que um tempo menor (15 minutos) produziu variagdes estatisticamente
significativas na resposta, indicando que tempos menores de reagdo produzem uma maior

resposta do método. Apesar da significancia estatistica dos parametros tempo e temperatura, a
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auséncia significativa de curvatura nos resultados analisados indicou a necessidade de
realizacdo de um novo planejamento, modificando os pardmetros de avaliagédo de acordo com

os resultados obtidos nesta triagem.

Figura 17 — Diagrama de paretos da triagem dos fatores pH, temperatura e tempo de reagédo
para o planejamento 2 em 290nm.

Diagrama de Pareto de Efeitos Padronizados; Variavel: 290nm
Planejamento 2*2; MS Erro Puro=,0018608

VD:290nm
(3)Tempo -6,49407
{1)Temperatura -417377
Curvatr. ‘1\ 893739

1by2 -1,22969

(2)pH -,932002

1by3 -,565537

2by3 -,042596

17273 0055057
p=.05

Estimativa de Efeito Padronizada (Valor Absoluto)

Fonte: O Autor

As novas condicdes experimentais estdo dispostas na tabela 11 apresentada
previamente na se¢do 5.2. O pH reacional utilizado para o desenvolvimento desta etapa foi o
de 5,4, ou seja o nivel superior (+1) da etapa de triagem das variaveis do planejamento, com o
objetivo de padronizar as condic¢des reacionais de ambos 0os comprimentos de onda, 500 nm e
290 nm, uma vez que esta variavel durante a triagem ndo apresentou relevancia significativa.
Entdo, considerando o0s comportamentos semelhantes apresentados pelas variaveis,
temperatura e tempo de reacdo, esses fatores foram novamente investigados em niveis ainda
mais inferiores. Nesta nova abordagem, como demonstrado na figura 18, a temperatura de
reacdo ao ser avaliada em niveis ainda mais inferiores, 25 °C, ndo demonstrou significancia
estatistica, sendo possivel afirmar com seguranca que esta varidvel ndo exerce mudancgas na
resposta do método analitico. O tempo de reacdo quando avaliado nos niveis 5, 10 e 20
minutos apresentou comportamento significativo sendo possivel inferir que, para esta
condicdo reacional, o método turbidimétrico necessita de um tempo minimo para o

acontecimento da reacéo de todo o farmaco presente no meio reacional.
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Figura 18 — Diagrama de paretos da triagem dos fatores temperatura e tempo de reacdo para o
planejamento 2% em 290 nm.

Diagrama de Pareto de Efeitos Padronizados; Variavel: 290nm
Planejamento 229, MS Erro Puro=,0000395

VD: 290nm
(2)Tempo 14337899
Curvatr. 1.49419
(1)Temperatura 1,325938
1by2 669533
p=.05

Estimativa de Efeito Padronizada (Valor Absoluto)

Fonte: O Autor.

Assim como em 500 nm, foi realizada a analise da curvatura do modelo de superficie
onde foi possivel observar que este parametro ndo foi significativo para p < 5%. Diante das
novas condi¢cbes experimentais estabelecidas e a comprovacdo da ndo relevancia estatistica
deste parametro, o desenvolvimento de um novo estudo com o intuito de observar se o tempo
de reacdo de fato influenciaria na resposta do método mostrou que, quando este foi de 25 e 30
minutos ndo houve diferencas significativas entre as respostas se comparados ao tempo
utilizado para o desenvolvimento do planejamento em 20 minutos. Esta analise de variancia
pode ser visualizada na tabela 25, onde observamos que o valor estatistico atribuido para
Fealculado € Muito inferior que 0 Fapelado S€Nd0 possivel afirmar que as médias dos resultados
entre os tempos de 15, 20, 25 e 30 minutos sdo iguais, ou seja, ndo ha influencia dos tempos
analisados para com as respostas obtidas. Isto também se confirma pelo valor de p > 0,05
(0,41710512).

Tabela 25. Analise de variancia dos resultados em 15, 20, 25, 30 minutos para 290nm.

Fatores Soma Grau de Média Fo Valo p
Quadratica liberdade Quadratica
0,000027365 9,12E-06 1,198248495*  0,41710512
Entre grupos 3
Dentro dos grupos 3,045E-05 4 7,6125E-06
Total 5,7815E-05 7

*Ftabeladoz,11 : 6,59

Fonte: O Autor.
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A andlise de varidncia dos dados da regressdo do planejamento mostra que o
percentual de maxima variacdo explicavel pelo modelo de 72%, quando comparado com
méaxima variacdo explicada pela regressdo de 63%, deixa de explicar 9% desta variacao.
Assim como em 500nm, o erro puro associado a esta observacdo é muito pequeno, 0,000039.
Esta avaliacdo pode ser observada também na distribuicdo dos residuos na figura 19, onde
verificamos que alguns experimentos chegam a estar bem proximos da reta dos valores
preditos e também distribuidos de forma aleatoria, indicando que o modelo construido nédo
apresenta uma tendéncia. Ainda sobre o grafico de residuos cabe ressaltar que a matriz de
experimentos realizados foi menor e por este motivo os valores observados estdo em menor

quantidade no grafico.

Figura 19 — Grafico dos valores observados e preditos do planejamento com ponto central em 290nm.

Valores Observados x Valores Preditos
Planejamento 222; MS Erro Puro=,000095
VD: 290nm
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0,095 :
0,095 0.100 0.105 0.110 0.115 0.120 0.125 0.130 0.135
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Fonte: O Autor.

A significancia estatistica da regressdo estd demonstrada na tabela 26 e foi
comprovada quando o valor do Fcalculado (9,68) foi maior que o Ftabelado (3,98). A partir
desta verificagdo é possivel afirmar, com seguranga estatistica de 95%, que as modificacfes
observadas na resposta do método estdo relacionadas as variagbes nas varidveis
independentes. A partir da tabela 27 observa-se que apesar do valor de Fcaiculado da falta de
ajuste (2,25) estar abaixo do valor atribuido ao Fiapelado (5,12), 0 que indicaria uma falta de
ajuste do modelo construido ao analisamos o valor de p (0,169334), observamos que ndo ha
significancia estatistica desta diferenca (p > 0,05). Entdo sob estas consideracdes o modelo
construido foi considerado satisfatorio para a determinacdo das novas condicoes

experimentais para as analises de heparina de baixo peso molecular em 290nm.
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Fatores Soma Grau de Quadrado Fo Valo p
Quadrado liberdade médio

Temperatura 0,000069 1 0,000069 1,75811 0,217525

Tempo 0,000743 1 0,000743 18,8173 0,001883

Temperatura x Tempo 0,000018 1 0,000018 0,44827 0,519961

Falta de ajuste 0,000088 1 0,000088 2,23261* 0,169334

Erro Puro 0,000355 9 0,000039

Soma Quadratica 0,001274 13

*Ftabelado1, : 5,12

Tabela 27 — Andlise de variancia do modelo de regressao do planejamento fatorial com ponto central

para 290nm.

Soma Grau de Média
Fatores Quadratica liberdade Quadratica Fo Valop
Regressao 0,000812 2 0,000406 9,688065* 0,003747
Residuos 0,000461 11 0,000042
Total 0,001274 13

% variagao explicada/determinagédo/regressao: 63%
% maxima de variagao explicavel: 72%

*Ftabeladoz,11 : 3,98

Fonte: O Autor.

5.4 Validagdo analitica para respostas em 290nm

5.4.1 Estudo para construcéo da curva de calibracédo da linearidade

Uma vez que a linearidade do método para as leituras de 500nm com precisdao e

exatiddo s6 foi admitida da concentracdo 20 a 200 pg/mL. O comprimento de 290 nm

precisou ser analisado com o objetivo de ampliar e contemplar concentragdes ainda menores.

Assim, para a constru¢do da curva de calibragdo foram considerados como aprovados as

concentragdes 3, 5, 7,5, 10, 12, 15 e 20ug/mL para as respostas em 290nm. A concentracdo de

1ug/mL foi retirada do estudo, pois apresentou os valores de precisdo de aproximadamente

8% e exatiddo de 120% estando, portanto, acima dos limites estabelecidos para aprovacéo da

linearidade do método de 5% para precisdo e de 15% para exatiddo.

A tabela 28 mostra que o estudo para construcdo da curva de calibracdo foi realizado

também através da analise de variancia da regressdo gerada pelo método dos minimos
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quadrados, em que a superioridade do valor da soma quadratica da regressdo, 0,021269, em
relacdo a soma quadratica dos residuos, 0,000017, indica que a regressdo é significativa.
Assim, a inferioridade do valor de p, 9,45595E-31, em relacdo ao nivel de 0,05 também
confirma que as médias utilizadas para a constru¢cdo do modelo sdo diferentes, e entdo
rejeitamos a hipdtese nula de igualdade das médias. Ao analisarmos o valor do teste F temos
que a superioridade do valor de Feaculado, 22942,30, em relacdo ao Fiapelado (4,38) rejeitamos
mais uma vez a hipotese nula de que néo existe diferenca significativa entre as médias. Entdo
podemos inferir que 0 modelo analisado descreve a regressao existente entre a concentracao e

a resposta do método.

Tabela 28 — Andlise de variancia do modelo de regresséo da validacdo para 290nm.

Fatores Soma Grau de Média Fo Valo p
Quadratica liberdade Quadratica

Regresséao 0,021269 1 0,021269 22942,30* 9,45595E-31

Residuos 0,000017 19 0,0000009

Total 0,021287 20

% variagao explicada/determinagdo/regressao: 0,99 ou 99%

*Ftabelado1,19 : 4,38

Fonte: O Autor.

Prosseguindo com a anélise dos residuos obtidos da regressdo a normalidade dos
dados pode ser confirmada pelo valor de p dos testes estatisticos estarem acima do nivel de
significancia de 0,05, como observamos na tabela 29. Assim é possivel inferir que os residuos
provém de uma populacdo normal e entdo a suposicdo de normalidade dos residuos é

confirmada.

Tabela 29 — Testes de normalidade dos residuos para 290nm.

Testes estatisticos de normalidade Valor de D
Shapiro — Wilk 0,0641*
Kolmogorov — Smirnov 0,0705*
Ryan - Joyner 0,1133*

Valor de P do teste estatistico: 0,05

Fonte: O Autor.

Os testes de homocedasticidade dos residuos foram confirmados através do grafico de
residuos apresentado na figura 20. Neste grafico € possivel observar que, diferentemente dos
residuos apresentados na validacdo de 500nm, estes se encontram distribuidos aleatoriamente

em torno de zero sem apresentar qualquer tendéncia.
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Figura 20 — Gréfico de residuos e valores ajustados para a validagdo dos resultados em
290nm.
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Fonte: O Autor.

Além da disposicdo aleatoria dos residuos demonstrada visualmente na figura anterior,
a homocedasticidade dos residuos também foi confirmada pela superioridade do valor de p
dos testes estatisticos apresentados na tabela 30. Entdo, com 95% de confianca estatistica, 0s

residuos apresentados possuem variancia constante e sao considerados homocedasticos.

Tabela 30 — Testes de homocedasticidade dos residuos para 290nm.

Testes estatisticos de homocedasticidade Valor de p
Breusch Pagan 0,6768*
Cochran 0,2740*

Valor de P do teste estatistico: 0,05

Fonte: O Autor.

A presenca de outliers pode ser verificada através de uma andlise visual da figura 21.
Neste sentido, € possivel observar que ha um comportamento diferente entre as observacgdes
10 e 15 da figura (circulo vermelho), que corresponde as concentracdes de 10 e 12ug/mL. Os
residuos entre essas concentracOes estdo muito proximos e este comportamento seria um
indicativo de existéncia de outlier nos resultados. No entanto, devido a superioridade do valor
de p do teste estatistico de Bonferroni (1,00) e ainda pela distancia que os residuos (0,0519)
estdo em relacdo ao critério do teste (0,29) é possivel inferir que ndo existem outliers para a

concentragéo (X).
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Figura 21 — Gréfico de outliers em X em 290nm.
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Fonte: O Autor

De acordo com a figura 22 observamos que todos os residuos padronizados.

Encontram-se dentro do critério +2 o que indica a inexisténcia de outliers nos resultados (Y).

Figura 22 — Gréfico de outliers em Y em 290nm.
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Fonte: O Autor

Na figura 23 estdo representadas o grafico de DFITTS e distancia de DCOOK. No
grafico de DFITTS mostra que nenhuma das observagdes encontra-se acima do critério do

teste de (0,62) e ainda que todos os dados estiveram distantes do critério do teste de DCOOK
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(1,00). Confirmando, portanto que ndo existem outliers nos resultados obtidos da anlise de

regressdo para as leituras em 290nm.

Figura 23 — Grafico de DFFITS e DCOOK em 290nm.
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Assim como para 500nm, também foram testadas a precisdo e exatiddo para cada
concentracdo presente na curva de calibracdo. E neste sentido todas as leituras estiveram
dentro dos critérios estabelecidos para esses parametros de 15% para a exatiddo e 5% para a
precisdo como demostrado na tabela 31. A partir disto a curva construida para as leituras em

290nm foi considerada precisa e exata.

Tabela 31 — Preciséo e exatidao das leituras para construcdo curva de calibracdo para 290nm.

Concentragdo teérica  Concentragdo calculada  Exatidao Média Relativo Desvio Padréo Relativo

(Mg/mL) Mg/mL) (EPR%) (DPR%)
3 2,89100 3,633303 2,401557

5 4,82052 3,589405 2,561876
75 7,69672 2,623037 0,107882
10 10,07006 0,700673 0,236384

12 12,22816 1,901401 0,314461
15 14,91198 0,586769 0,618183
20 19,88152 0,592393 0,090136

Valor de DPR% aceito: abaixo de 5%

Valor de EPR% aceito: abaixo de 15%

Fonte: O Autor.
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5.4.2 Especificidade

Assim como para 500nm, devido a superioridade do valor de p (0,0624) em relagdo ao
nivel de significancia de 0,05, é possivel afirmar que ndo ha diferenca estatistica entre as
amostras contendo enoxaparina pura e contaminada com o polimero testado. Os percentuais
de DPR% também estiveram abaixo do limite de 5% como demonstrado na tabela 32. Neste

contexto, 0 método também apresentou especificidade para as leituras em 290nm.

Tabela 32 — Avaliagao da especificidade do método para leituras em 290nm.

Especificidade

Concentragao teorica (ug/mL) Média das concentragdes (Jug/mL)
Solugdes pura de enoxaparina 10 pg/mL 9,1573
Solugdes contaminadas de enoxaparina 10ug/mL e polimero 10 pg/mL 9,7940

Desvio padréo relativo (%) amostras pura: 2,7969
Desvio padréo relativo (%) amostras contaminadas: 0,6184

Fonte: O Autor.

5.4.3 Precisdo

- Precisdo intra-dia (Repetibilidade) e precisdo inter-dia (Precisao intermediaria)

Na tabela 33 estdo demonstrados os desvios padrdo relativo (DPR%) para as
concentragdes de 3, 10 e 20pug/mL. De acordo com a tabela todos os valores estiveram abaixo
do valor exigido de 5% e assim 0 método foi considerado preciso no quesito repetibilidade e

também alcancou o critério da precisdo intermediaria.

Tabela 33 - Avaliacdo da precisdo intra-dia (repetibilidade) e inter-dia (precisdo
intermediaria) do método para leituras em 290nm.

Precisao intra-dia (Repetibilidade)

Concentragao tedrica (ug/mL) DPR%
3 3,6515
10 0,5345
20 0,1075
Precisao inter-dia (Precisdo Intermediéaria)
Concentragao tedrica (ug/mL) DPR%
3 1,7677
10 0,5855
20 0,1963

Valor de DPR% aceito: abaixo de 5%

Fonte: O Autor
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5.4.4 Limite de quantificacéo

Os resultados para a identificacdo do limite de quantificacio do metodo estdo
dispostos na tabela 34. O limite de 3pug/mL foi estabelecido com preciséo e exatidao, 2,8568 e
3,6967, respectivamente, pois os valores encontrados estdo abaixo do critério estabelecido

para aprovacao deste parametro de 5% para a precisédo e de 15% para a exatid&o.

Tabela 34 — Precisdo e exatiddo do limite de quantificacdo do método para leituras em
290nm.

Concentragao teorica (ug/mL) Concentragdo média (ug/mL)

3 2,8605

2,9233

2,8890

2,9290

3
3
3 2,8319
3
3

2,9005

DPR%: 2,8568
EPR%: 3,6967

Fonte: O Autor

5.4.5 Exatidao

Mais uma vez a exatiddo do método foi determinada através do percentual de
recuperacdo de quantidades conhecidas de solucdo diluida de enoxaparina para as leituras em
290nm. Na tabela 35 estdo demonstrados 0s percentuais de variagdo para as amostras
avaliadas de 3, 10 e 20ug/mL, e estes estiveram abaixo do limite permitido de 15% e assim o

método foi considerado exato para este comprimento de onda.

Tabela 35 — Exatiddo intra-dia e inter-dia do método para leituras em 290nm.

Exatidao intra-dia

Concentragéo tedrica (ug/mL) Concentragdo calculada (ug/mL) CV%
3 3,0148 0,4936
10 10,0662 0,6625
20 19,9862 0,0685
Exatidao inter-dia

Concentragao tedrica (ug/mL) Concentragao calculada (ug/mL) CV%
3 2,9519 1,6015
10 9,8605 1,3945
20 20,1034 0,5171

Fonte: O Autor.
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Em comparagdo com a metodologia utilizada e relatada por Oliveira; Marcheti (2011)
a partir da tabela 36 é possivel observar que o conhecimento construido a partir dos resultados
obtidos da etapa de planejamento de experimentos permitiu observar que as concentracdes
mais baixas nao necessitam de um tempo reacional de 1 hora, pois com 20 minutos de reacéo
toda a HBPM presente no meio jé esta complexada com o reagente. Em relagdo a curva de
calibracdo de 3 a 20 pg/mL a regressdo apresentou dados homocedéasticos, ou seja as
possiveis variancias que possam ocorrer no método estdo previstas pelo modelo de regressao

desenvolvido e auséncia de outliers influentes.

Tabela 36 — Comparacao entre metodologia turbidimétrica original e otimizada para 290nm.

OLIVEIRA; MARCHETI, 2011 Metodologia otimizada
37°C 37°C
1 hora de reagéo 20 minutos
pH 4,4 pH 5,4
5a 50 pg/mL 3 a 20 pg/mL

Fonte: O Autor.
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6 CONCLUSOES

Todas as consideracdes realizadas neste trabalho validam os resultados de uma
metodologia analitica que antes era realizada aleatoriamente sem qualquer conhecimento das
influéncias e da contribuicdo de cada fator para aperfeicoar o desempenho do método
analitico, bem como da utilizacdo de dois comprimentos de onda levando em consideracao a
concentracdo de farmaco presente no meio reacional. Os resultados demonstraram que foram
obtidas condicOes reacionais da metodologia levando em consideracdo a influéncia dos
pardmetros fisicos (tempo e temperatura de reacdo) e quimico (pH).

Foi demonstrado no planejamento de experimentos que para ambos 0s comprimentos
de onda a temperatura de reacdo nao deve ser considerada como parametro capaz de
influenciar nos resultados. Também foi demonstrado que para o comprimento de onda de
500nm o tempo de reacdo e o pH sdo variaveis importantes para um eficiente desempenho do
método. Assim as novas condicdes foram pH de 5,4, temperatura de 37°C e tempo de reacdo
de 45 minutos para respostas em 500nm, cujas faixas de concentracdo do farmaco foram de
20 a 200 pg/mL.

Em virtude dos resultados apresentados em 290nm considerando que as concentragdes
de enoxaparina eram de 3 a 20 pug/mL, ou seja, mais baixas que as concentragcdes em 500nm,
0 tempo reacional de 20 minutos pbde ser elegivel como tempo maximo para o melhor
desempenho analitico e as novas condicdes para esta resposta foram pH 5,4, temperatura de
37°C e tempo de 20 minutos.

A validacdo do método para ambas condicdes reacionais foi alcancada para ambos
comprimentos de onda e torna possivel a utilizacdo deste método para anélises de rotina em

laboratdrio de pesquisa para quantificacdo de HBPM em preparacfes farmacéuticas.
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