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RESUMO

A Ranolazina é um farmaco utilizado na angina de peito estavel, quando ndo ha
resposta a restante terapéutica. E uma molécula que ndo consta na Farmacopeia
Portuguesa, pelo que ndo tem métodos de quantificacdo definidos e aprovados, e
também nao existem muitos trabalhos publicados visando a quantificacdo de Ranolazina
em comprimidos. Assim, o objetivo desta dissertacao seré realizar estudos exploratorios
visando o desenvolvimento de um método espectroscopico para a quantificacdo da
Ranolazina em comprimidos Ranexa (750 mg). Para além da analise UV-vis em
transmissdo, da Ranolazina em solu¢do metanodlica, também foram estudados métodos
de refleténcia difusa para a analise de amostras na forma de pd, na regido espectral do
UV-vis e no infravermelho. O desenvolvimento de metodos de andlise sem solventes
para a Ranolazina é muito importante, pois a sua solubilidade é reduzida na maioria dos
solventes e nos que € sollvel estes apresentam alguma toxicidade. Os resultados
obtidos, permitiram concluir que serd possivel obter facilmente um método de andlise
para a quantificacdo de Ranolazina em solucdo metandlica, por espectroscopia de
absorcdo UV-vis em transmissdo, partido do protocolo proposto. No que respeita aos
procedimentos experimentais por refletancia difusa utilizados para as amostras solidas,
tanto no UV-vis como no infravermelho, ndo foi possivel obter curvas de calibracdo
com significado analitico suficiente para uma avaliacdo completa dos métodos, contudo
percebeu-se que existe um futuro promissor. As principais conclusfes que se retiraram é
que as gamas de trabalho tem que ser ajustadas assim como a técnica da preparacao das
amostras, sendo possivel compreender as alteracdes necessarias num futuro trabalho. A
diferenga observada nos espectros refletancia difusa da Ranolazina, em amostras obtidas
por mistura mecanica e por adsorcdo, permitiu concluir que ap6s adsorcdo na matriz
solida existe estabelecimento de interacdes entre o analito e a celulose, um dos

componentes da matriz.

Termos Chave: Ranolazina, Quantificacdo, Espetroscopia, Refletancia difusa, UV-vis,

infravermelho
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ABSTRACT

Ranolazine is a drug used instable angina pectoris, when there is no response to
other therapy. Is a molecule that does not appear in the Portuguese Pharmacopoeia, so it
does not have official and approved quantification methods, and also there are only few
published studies related to Ranolazine quantification in tablets. Thus, the objective of
this work will be to carry out exploratory studies aiming the development of a
spectroscopic method for Ranolazine quantification in Ranexa tablets (750 mg). In
addition to the transmission UV-vis analysis of Ranolazine in methanol solution, diffuse
reflectance methods were also studied for the analysis of powder form samples, in the
UV-vis and infrared spectral regions. The development of solvent-free methods for
Ranolazine is very important, as its solubility is reduced in most solvents and it is
soluble in solvents with some toxicity. The work results allowed to conclude that it will
be possible to obtain an analysis method for Ranolazine quantification in methanol
solution, by transmission UV-vis absorption spectroscopy, based on the proposed
protocol. Regarding to the diffuse reflectance experimental procedures used for solid
samples, both in UV-vis and infrared, it was not possible to obtain calibration curves
with sufficient analytical meaning for a complete evaluation of the methods. The main
conclusions that can be drawn are that the working ranges need to be adjusted as well as
the technique of sample preparation. However, it was understood that it would be
possible to achieve the proposed goal with some experimental protocol corrections. The
difference observed in the diffuse reflectance spectra of Ranolazine in samples obtained
by mechanical mixing and by adsorption, allowed us to conclude that after adsorption in
the solid matrix, interactions between the analyte and cellulose, one of the components
of the matrix, are established.

Key Terms: Ranolazine, Quantification, Spectroscopy, Diffuse reflectance, UV-vis,

infrared
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padrdo interno, para a analise da area entre 3708,8 — 2606,7 cm™ para a gama de
concentragfes [109,1 - 196,5] ppm e (B) gréafico dos residuos resultantes do ajuste a

uma reta. 82
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Introducao

Atualmente mais de 80% dos farmacos estdo no estado sélido por diversos motivos,
pelo que o uso de técnicas e métodos de analises desenvolvidos para amostras no
estado solido é cada vez mais relevante na area de analise e controlo de qualidade de
farmacos.! Por outro lado, protocolos de analise que envolvam a utilizacdo de solventes,
quer estes sejam organicos ou inorganicos, podem levar a outro problema. Alguns
solventes podem ser tdxicos para 0s seres vivos, sendo por isso ambientalmente
perigosos se 0 seu descarte ou recuperacido nio for feita de modo adequado.? Contudo,
quer a sua recuperacdo quer a sua eliminacdo controlada requerem, na maioria dos
casos, consumo de energia, 0 que pode aumentar significativamente os custos
ambientais. Portanto, o desenvolvimento de métodos de analise sem solventes que

possam ser utilizados no controle de qualidade é cada vez mais premente.

A solubilidade dos compostos pode também ser um obstaculo a andlise, pelo que
explorar a possibilidade de efetuar a analise destes no estado sdlido e especialmente
importante. No caso da Ranolazina, que seré objeto de estudo neste trabalho, apresenta
solubilidade em poucos solventes, como o metanol e o diclorometano, e mesmo nestes
solventes é um composto de dificil dissolucdo. No entanto a literatura existente no que
diz respeito a quantificacdo de Ranolazina no estado sélido é reduzida e nesse sentido o
objetivo deste estudo sera explorar a possibilidade de desenvolver um método de analise

para a sua quantificacdo no estado solido.

O trabalho sera desenvolvido comparando a analise espectroscopica de amostras no
estado solido, obtidas por mistura mecénica ou adsorcao em matriz sélida, com a anélise
em solucdo, utilizando o metanol como solvente. Excluiu-se a possibilidade de utilizar o
diclorometano, solvente no qual a Ranolazina também apresenta uma boa solubilidade,
devido aos problemas de toxicidade que este solvente apresenta, no Anexo 1 estdo as

fichas de dados de seguranca de ambos os solventes.

A molécula de Ranolazina foi descrita pela primeira vez em 1996° e associada a
piperazina, como sendo um derivado desta. Devido a sua conformagéo estavel, esta foi
incorporada em alguns compostos que revelaram ter propriedades medicinais, em

particular para problemas cardiovasculares por apresentar atividade antianginosa.*
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O enquadramento do trabalho, que serd o objetivo desta sec¢do introdutéria, focara
ndo sO as propriedades fisico-quimicas e farmacoldgicas mais relevantes da molécula,
mas tendo em conta as propriedades acima descritas da Ranolazina, abordara também
alguns aspetos relacionados com as doencas cardiovasculares e a angina de peito de
modo a mostrar a importancia que este tipo de farmacos tém no contexto da saude

humana.

1.1. Doengas Cardiovasculares

Doencas cardiovasculares sdo disfungdes fisiologicas que afetam todo o sistema
circulatério, ou seja, coracao e vasos sanguineos. Um dos fatores que mais desencadeia
este tipo de patologia é aterosclerose, no entanto existem indmeros fatores de risco que

contribuem para o desenvolvimento das doencas cardiovasculares.®

As doencas cardiovasculares sdo um conjunto de complicac@es ao nivel do coragao
e vasos sanguineos que podem ser dividas em varios tipos. Aquelas que sdo causadas
por aterosclerose como € as cardiopatias isquémicas, doencas cerebrovasculares
(acidente vascular cerebral) e as doencas da aorta e artérias.® Paralelamente existe outras
doencas cardiovasculares, nomeadamente as doencas cardiacas congénitas e reumaticas,
cardiopatias e arritmias cardiacas, angina de peito, sindrome coronaria aguda,
aneurisma, insuficiéncia cardiaca, doenca arterial periférica, hipertensdo, valvulopatias,

trombose venosa e embolismo pulmorar.”®

De uma forma geral a taxa de mortalidade de cada uma das patologias ¢ semelhante
tanto nos homens como nas mulheres, sendo que as que provocam maior nimero de
Obitos sdo cardiopatias isquémicas e doencas cerebrovasculares tal como retratado na

Figurale 2.5

[ Cardiopatias Isquémicas
Doengas cereberovasculares

Doengas cardiacas

inflamatdrias
Outras doengas

cardiovasculares
Cardiopatias reumaticas

Hipertensao

Figura 1: Distribuicdo do numero de 6bitos provocados pelos diferentes tipos de doencgas cardiovascular. (género
masculino). Fonte de dados: Global Atlas on Cardiovascular Diseases Prevention and Control.®
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Figura 2: Distribuicdo do nimero de 6bitos provocados pelos diferentes tipos de doengas cardiovascular. (género
Feminino). Fonte de dados: Global Atlas on Cardiovascular Diseases Prevention and Control.®

A percentagem da populacdo que tem um diagndstico de doencas cardiovascular
¢ cada vez maior nos ultimos anos, no entanto, a percentagem de dbitos por essa causa
tem vindo a diminuir nas Ultimas décadas, ainda que continue a ser a principal causa de
mortalidade em Portugal. Esta evolugédo deve-se ao facto de os tratamentos serem cada
vez mais eficazes e haver novas alternativas. Neste sentido é importante que a
investigacdo e investimento em novas formas terapéuticas sejam cada vez mais e

maiores.’

Em 2004 a Organizacdo Mundial de Sadde (OMS) desenvolveu um estudo
global em que relaciona o nimero de 6bitos por patologia, géneros e regides. O estudo
mostra que, 17073 &bitos, por doencas cardiovasculares, representando 29,0% dos
Obitos totais, sendo que desses 8338 sdo Homens e 8735 Mulheres, retratando 26,8% e
31,5% de dbitos dessa populacdo, respetivamente. Na Figura 3 estdo representadas as

percentagens de 6bitos nesse ano pelas regides da OMS.

@ Africa
28% Mediterraneo Oriental
América do Norte e do Sul
Sul e Leste da Asia

o Pacifico Ocidental

2 Europa

Figura 3: Proporg¢éo de 6bitos por doencas cardiovasculares, no ano de 2004, nas diferentes regides da OMS. Fonte de
dados: OMS - The global burden of disease 2004. Updat. World Heal.*°
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De acordo com a Dire¢do-Geral da Saude (DGS), em 2010, 36,0% das mortes na
Europa sdo referentes a doencas cardiovasculares.® A OMS refere que em 2016, 17,9
milhGes € o numero de Obitos por doencas cardiovasculares em todo o mundo,

representando assim uma percentagem de 31,0% de todos os 6bitos no Mundo.*!

Na Figura 4, relativamente a Portugal, é apresentada a evolu¢do do nimero de
obitos devido a patologias do aparelho circulatorio, em relacéo ao total de obitos, entre
2012 e 2018, na populacéo geral e particularizando para o género feminino e masculino.
No ano de 2012, 30,4% da mortalidade da populacdo portuguesa era devida a doencas
cardiovasculares, sendo mais predominante no género feminino do que no sexo
masculino (respetivamente 34,7 e 26,3%), representado assim a maior causa de Obitos
em Portugal, nesse ano.*2 Em 2018 a percentagem de Obitos causados por patologias do
aparelho circulatorio era de 29,0%, embora se observe uma diminuicdo, esta continua a

ser a principal causa de morte em Portugal .3
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Figura 4: Gréfico da evolucdo do numero de dbitos devido a patologias do aparelho circulatério nos anos
compreendidos entre 2012 e 2018, na populagdo geral e apenas nos géneros feminino e masculino em relacéo ao total
de 6bitos. Fonte dos dados: Instituto Nacional de Estatistica — Causas de Morte (do ano referente).!4

Existem varios fatores de risco cardiovascular que podem ser divididos em dois
tipos: modificaveis e ndo modificaveis. Os fatores de risco cardiovasculares sdo
predisposi¢fes que cada individuo possui e que fazem com que o risco cardiovascular
seja menor ou maior. Alteracdo de habitos de vida pode levar a eliminagédo ou atenuagéo
de alguns fatores de risco, evitando que alguns eventos cardiovasculares ocorram, por

esta razdo a avaliagdo e controlo do risco cardiovascular torna-se relevante.®
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De acordo com a DGS, considera-se que os fatores de risco ndo modificaveis séo
a idade, género e genética e que os fatores modificaveis sdo: diabetes,
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, hipertensdo arterial, obesidade, habitos

tabagicos, alcoolismo, sedentarismo.®

Os fatores de risco modificaveis acabam por estar relacionados entre si, no caso
da obesidade existem comorbidades como diabetes e hipertrigliceridemia que estdo
frequentemente associadas a hipercolesterolemia. Esta carateriza-se pela acumulagéo de
colesterol nas paredes das artérias, resultando em aterosclerose que conduz ao
aparecimento de grande parte das doencas cardiovasculares. Os habitos tabagicos e de
alcoolismo provocam inUmeras agressfes ao organismo, que resultam em lesfes nos
Orgdos, entre as quais a alteracdo na elasticidade das paredes das artérias que perdem
elasticidade. A semelhanca do que acontece quando a pressio com que o sangue circula
nos vasos sanguineos é muito elevada, esta perda de elasticidade faz com que surjam

algumas doengas cardiovasculares.®

O risco cardiovascular ¢ uma medida da probabilidade de um individuo
desenvolver um evento cardiovascular num dado periodo de tempo. No seu calculo
utiliza os varios fatores de risco (modificaveis e ndo modificaveis) e relaciona-os de
forma a perceber qual a probabilidade de ocorrer esse acontecimento. Esta
probabilidade pode ser utilizada em medicina de diferentes modos e tem como principal
objetivo estimular a mudanca no estilo de vida da pessoa de forma a minimizar alguns
dos fatores de risco modificaveis, diminuindo assim a probabilidade de se desenvolver

uma doenca cardiovascular.®®

Foram desenvolvidos varios sistemas de avaliacdo, de forma a calcular o risco
cardiovascular, entre eles Framingham, SCORE, ASSIGN, Q-RISK, PROCAM,
WHO/ISH, Reynolds Risk Score, CUORE, Arriba e Globorisk.!%” Sendo o sistema
mais utilizado o SCORE que vai de encontro as guidelines europeias para a prevencao

clinica de doengas cardiovasculares.®

O método SCORE foi desenvolvido pela European Society of Cardiology em
2003 e utiliza uma base de dados de doze estudos prospetivos de onze paises diferentes
da europa, estes estudos foram realizados no espaco de tempo entre 1972 e 1991, com
uma amostra de 117098 homens e 88080 mulheres. Esta ferramenta permite calcular a

probabilidade de desenvolver um evento cardiovascular nos dez anos seguintes,
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relacionando varios fatores de riscos como genero, idade (sendo que apenas abrange
individuos que compreendam uma idade entre 40 e 65 anos), colesterol total ou o racio
colesterol total/HDL", habitos tabagicos e pressdo arterial sistolica.’® Contudo ha paises
que pelos seus habitos de vida tem uma maior propensdo para o desenvolvimento de
eventos cardiovasculares do que outros, sendo assim foi também feita essa divisdo em
tabelas de dupla entrada para paises que tenham um risco aumentado (Tabela A2 -1 do
Anexo 2) e um risco diminuido (Tabela A2 - 2 do Anexo 2) para o0 desenvolvimento
desses eventos. Existem quatro categorias em que o risco cardiovascular se divide, sdo
elas, baixo (SCORE <1%), moderado (SCORE >1% e <5%), alto (SCORE >5% e
<10%) e muito alto (SCORE >10%) e consoante a categoria em que Se encontra as
medidas a adotar variam. Se as pessoas tiverem certas patologias cronicas, o0 risco
cardiovascular aumenta pelo que também foram divididas de acordo com o grau de
gravidade pelas categorias anteriores (Tabela A2 - 3 do Anexo 2), e com base nestas
categorias sdo tomadas medidas adequadas a cada grau de severidade, ou seja,
permitindo-nos perceber qual a melhor abordagem a ser feita de forma a diminuir o
SCORE.!®

Em margo de 2020, foi declarada pela OMS uma pandemia causada pelo virus
SARS-CoV-2, este afetou milhGes de pessoas provocando milhares de mortes. No dia 8
de setembro de 2020, a nivel mundial no site da OMS eram registados mais de 27,5

milhdes de casos e mais de 890 mil ébitos devido ao virus.

Nos @bitos registados, verificou-se que muitas das pessoas apresentavam algum
tipo de doenca cardiovascular.'® Nos Estados Unidos, entre 12 e 18 de Fevereiro, um
estudo com uma amostra de 74439 pacientes, mostrou que cerca 647 pessoas (9%) com
infecdes pulmonares tinham simultaneamente algum tipo de doenca cardiovascular,
sendo que dessas 647 pessoas, 36,9% nao estavam hospitalizadas, 37,4% hospitalizadas
sem cuidados intensivos, 20,4% internadas nos cuidados intensivos e 5,3% nao se tinha
conhecimento acerca do estado hospitalar.22 Em Wuhan na China, local onde teve inicio
0 surto, foi também feito um estudo (até ao dia 24 de Marco de 2020) em 138 pacientes
internados diagnosticados com pneumonia grave causada pelo SARS-CoV-2, e
concluiu-se que a taxa de mortalidade a data era superior para alguns grupos de risco,

entre eles pacientes com doencas cardiovasculares, em que a taxa de mortalidade desses

* lipoproteina de alta densidade (em inglés: High Density Lipoprotein - HDL)
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pacientes foi estimada em 10,5%, superior & taxa de mortalidade em pacientes com uma
doenca respiratdria grave subjacente (6,3%).2! Na COVID-19, a existéncia de doenca
cardiovascular € um fator que pode conduzir ao agravamento da infecdo precocemente e
complicacdes a longo prazo, pelo que o acompanhamento e monitorizacdo destes

pacientes é muito importante.?2

1.2. Angina de Peito

A angina de peito caracteriza-se por dor forte ou sensacdo de pressdo no peito ou na
zona do esterno que dura alguns minutos e pode, em alguns casos, ndo ser considerada
como uma doenga mas como um sintoma de doenca.?® Existem varias formas de angina
e cada uma delas tem caracteristicas distintas: (1) angina de peito estavel, a mais
comum; (2) angina instavel, ocorre geralmente em repouso e por reducdo do fluxo
sanguineo devido ao facto das artérias serem mais estreitas; (3) angina
variante/Prinzmetal’s, pouco comum, ¢ uma variante da angina instavel e causada por
um espasmo nas artérias coronarias; e (4) angina microvascular, que geralmente é um

sintoma da doenca cardiovascular coronaria.?*

A angina de peito, mais frequentemente designada de Angina Pectoris, pode ocorrer
espontaneamente e os fatores que podem desencadear um episddio anginoso sao o
exercicio fisico, a emocao e o stress, podendo ainda ser um sintoma de outras doencas
cardiovasculares, como é o caso da doenca cardiaca coronaria.?® Este tipo de
manifestacdo ocorre quando o sangue que chega ao coracdo ndo é suficiente para
transportar o oxigénio necessario ao esforco deste, levando a hipdxia o que provoca
isquemia e consequentemente dor. Geralmente a dor é localizada no peito, na zona do
esterno, no entanto é facilmente difundida por outras zonas como os ombros, bracos,
pescoco, mandibulas ou costas.?® Neste tipo de angina de peito, € mais recorrente as

crises acontecerem no periodo da manha.?’

Uma vez que a angina de peito ndo é considerada uma patologia, mas sim um
sintoma ou um sindrome associado a outras patologias cardiovasculares, o seu
diagnostico é bastante subjetivo, sendo feito essencialmente com base nos relatos dos
episédios e por esta razdo o diagnostico torna-se dubio e muito dependente do
julgamento clinico. Deste modo, a epidemiologia associada torna-se complicada de
analisar sendo bastante variavel de estudo para estudo. Alguns estudos populacionais

revelam que a idade é um fator bastante preponderante. Em 2012 verificou-se que as
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mulheres entre os 45 e 64 anos apresentavam uma prevaléncia de 5 a 7% e de 4 a 7%
para a populagdo masculina, enquanto que entre 0s 65 e 84 anos a prevaléncia era de 10
a 12% para as mulheres, e de 12 a 14% para os homens.?® No entanto, existem formas
de diagnostico que ndo tém por base apenas a descricdo dos episodios que ocorreram.
Por exemplo, nas crises desencadeadas pelo esforco, podem ser realizadas provas de
esforco para tentar provocar um crise e monitoriza-la através de um eletrocardiograma
(ECG). Contudo nem todos os ataques sdo provocados pelo esforco fisico e por isso
nessas provas de esforco é possivel ndo se observar nenhuma crise.?® Assim, para
colmatar essa lacuna, em ocasibes que se justifiguem, pode ser realizado um
eletrocardiograma em ambulatério de forma a conseguir uma avaliacdo em contexto
mais proximo do quotidiano,?”*° mas mesmo nestas condicdes é possivel que durante o
periodo do exame ndo decorra nenhuma crise, sobretudo se as crises ndo acontecerem
de forma recorrente. E importante referir que nem sempre as alteragdes observadas num
eletrocardiograma estdo associadas a angina de peito, podendo estas ser devidas a outras

complicacdes cardiovasculares.®

A principal causa de angina de peito € a doenca arterial coronaria, onde ocorre a
formagdo de placas aterosclerGticas nos vasos sanguineos, fazendo com que estes se
tornem mais finos e dificultando o fluxo sanguineo, isto quando se encontra num estado
avancado da doenca, engquanto no inicio da formacao das placas ateroscleroticas, estas
podem causar também isquemia caso se soltem e entrem na corrente sanguinea. A
isquemia miocardica tem vérias causas, uma delas devida a espasmos das artérias
coronarias, 0s quais resultam numa diminuicdo do aporte de oxigénio ao miocardio,
outra contribuicdo pode vir dos microvasos que existem a superficie do miocardio que
na doenca arterial coronaria podem também ter alguma disfuncdo. Existem outras
causas em que o aporte de oxigénio ao musculo cardiaco se revela insuficiente, como é

o caso da cardiomiopatia hipertrofica, valvulopatias e estenose adrtica.*

1.1.1. Tratamento de angina de peito

No tratamento da angina de peito, podem-se utilizar duas abordagens, uma no
efeito preventivo e outra nos ataques agudos.?® Na prevencdo das crises de isquemia,
sdo usados antiagregantes plaquetarios, tais como acido acetilsalicilico numa dose de
75-100 mg/dia®® e inibidores dos recetores P2Y 123 de forma a diminuir a formagao de
trombos coronarios. No caso do sindrome coronario agudo é frequente fazer-se terapia

dupla de antiagregantes plaquetéarios, combina¢do mais comum é tienopiridina e acido
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acetilsalicilico.® A estratégia terapéutica adotada para os ataques agudos é ajustada
tendo em conta outras condicGes fisiologicas como as comorbidades pré-existentes e
interacdes medicamentosas. As classes de farmacos utilizadas séo, nitratos de curta e
longa duracio®®, betabloqueadores®’, bloqueadores dos canais de calcio®® e outros
farmacos  antianginosos como  Ivabradina®®, Nicorandilo*®, Trimetazidina*,
Ranolazina®?, Alopurinol®.

O tratamento é obviamente adaptado a cada caso, sendo ndo sé necessario
assegurar que os farmacos escolhidos atuem no alivio da angina, mas também que
atuem na minimizagdo dos eventos isquémicos, isto €, que atuem com o objetivo de
solucionar a origem do problema e ndo s6 a sintomatologia (como é o caso da
Ranolazina). Contudo, existem outros farmacos, por exemplo os vasodilatadores, que
tém como objetivo, corrigir a condicdo pré-existente, ou seja, melhorar o prognostico,
minimizando os episodios isquémicos que ocorrem. A estratégia terapéutica,
representada na Figura 5 revela que a associagdo entre nitratos de curta acdo com
betabloqueadores ou bloqueadores dos canais de calcio é a melhor op¢do no controlo
dos sinais e sintomas. No entanto, caso ndo se consiga controlar os sintomas é
necessario substituir por Diidropiridina, ou associar um betabloqueador com
Diidropiridina, sendo que a associa¢do de betabloqueadores com bloqueadores de canais
de célcio ndo € aconselhada. Se os objetivos terapéuticos ndao forem atingidos com as
opcdes acima descritas ou existam contraindica¢fes ou intolerancias das mesmas,
existem outros medicamentos antianginosos que podem ser utilizados em associagéo ou

substituig&o.

Nitratos de curta acéo

lvabradina
ar Nitratos de Longa
1) Betabloqueadores ou bloqueadores dos duracdo
© canais de calcio (que baixam a frequéncia © Nicorandilo
= cardiaca) = Ranolazina
i 5 Trimetazidina
- 2) Diidropiridina (em casos de intolerancia ~
ou, contraindicacgGes ou a frequéncia cardiaca seja,
baixa)
3) Betabloqueador + Diidropiridina (caso Se necessario,
seja uma angina de classe Il de acordo com a considerar intervencao
Canadian Cardiovascular Society) cirdrgica

Figura 5: Esquema terapéutico para uma crise aguda de uma angina. Fonte de dados: "Montalescot, G. e Sechtem,
U2
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A prevencéo das crises anginosas sdo bastante importante, e pode ser feita com

medidas farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas, como representado na Figura 6.2°

Medidas ndo - farmacolégicas Medidas farmacolégicas

Mudanca de estilos de vida ASp'F'“a
Controlo dos fatores de risco Estatinas
ARAs / IECAs

Figura 6: Esquema terapéutico de prevengdo de crises anginosas, medidas ndo-farmacoldgicas e farmacoldgicas.
ARAs - Antagonistas do recetor da angiotensina Il; IECAs - Inibidores da enzima de conversdo da angiotensina.
Fonte de dados: " Montalescot, G. e Sechtem, U.”25

Pacientes com cardiopatias isquémicas, que ndo respondem a terapéutica
farmacoldgica, podem ter necessidade de intervencdo cirdrgica. A cirurgia de
revascularizacdo do miocardio € um dos procedimentos utilizados, em que se realizam
um, dois ou trés enxertos.** O mais comum ¢é realizarem-se trés enxertos, com uma
artéria interna mamaria e dois com veias. A utilizacdo da artéria interna mamaria reduz
a frequéncia com que ocorre episodios de angina, assim como reduz a necessidade de
futuras intervencdes, 0 que torna este procedimento numa boa alternativa a longo
prazo.* Na Figura 7, do lado esquerdo esta representado um coragdo com obstrugao nos
vasos sanguineos, provocando isquemia antes da cirurgia de revascularizacdo do
miocardio, enquanto que do lado direito é apresentado o resultado desta, onde se vé dois
enxertos. Estima-se que cerca de 90 a 95% dos enxertos da artéria interna mamaria séo
bem sucedidos e nos dez anos seguintes a intervencdo estes ndo apresentam
complicacdes, enquanto que cerca de 75% dos enxertos feitos com veias, podem vir a

sofrer complicagdes entre as quais a obstrugdo destas.*®

Placa
aterosclerotica

Enxerto da
artéria interna
Zona com mamaria
baixo Enxerto (4
aporte de da veia
oxigénio
(hipoxia)

Figura 7: Aparéncia do miocardio antes e depois da cirurgia de revascularizagdo do miocardio. Adaptado de: Medical
Ilustration Copyright © 2019 Nucleus Medical Media
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1.3. Ranolazina
A Ranolazina, C24H33N304, com um peso molecular de 427,5 g/mol, é de acordo
com as regras de nomenclatura da IUPAC denominada de [(+)N-(2,6-dimethylphenyl)-
4(2-hydroxy-3-(2-methoxyphenoxy)-propyl)-1-piperazine acetamide dihydrochloride].

A sua estrutura esta representada na Figura 8.4’

Piperazina
o OH
@]

Figura 8: Estrutura 2D e 3D da Ranolazina, a orientagdo espacial dos diferentes grupos da molécula foi obtida por
minimizagdo de energia com o programa Avogadro*®

A molécula foi descrita pela primeira vez em 1996° e associada & piperazina,
como sendo um derivado desta. Devido a sua estavel conformacao, esta foi incorporada
em alguns compostos que revelaram ter propriedades medicinais, nomeadamente como

atividade antianginosa.*

E um composto sélido, cristalino de cor branca que apenas é soltvel em metanol
e diclorometano e muito pouco soltvel em &gua (0,11 mg/mL),*® com ponto de fusio de
120 — 124°C e ponto de ebulicdo de 624,1°C.*°

1.3.1. Indicacdo terapéutica e regime posologico

A Food and Drug Administration (FDA), entidade reguladora do medicamento
nos Estados Unidos da América, aprovou pela primeira vez a utilizacdo da Ranolazina
em 2006, em pacientes que apresentassem um diagnéstico de angina estavel cronica.
Inicialmente a sua utilizacdo apenas era considerada caso 0 esquema terapéutico de
primeira linha ndo obtivesse resultados suficientes para a melhoria continua dos
pacientes. No entanto passado dois anos, em 2008 a sua utilizacdo foi alargada, sendo

considerada tratamento de primeira linha na angina estavel cronica.>

11
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Em julho de 2008, a Agéncia Europeia do Medicamento (EMA) aprova a
introducdo no mercado de Ranolazina, de nome comercial Ranexa pela Menarini
International Operations Luxembourg, S.A.%? A sua utilizagdo na europa apenas esta
autorizada no tratamento de sintomatologia de doentes que nao respondam de forma
positiva aos farmacos de primeira linha ou que apresentem alguma contraindicacdo ou

ainda que desenvolvam reagGes adversas a estes.>!

Nos Estados Unidos existem disponiveis formulagdes de comprimidos de a¢do
prolongada em dose de 500 mg e de 1000 mg, enquanto que na europa Sa0
comercializados nas doses de 375, 500 e 750 mg.>* De acordo com o Centro de
Conferéncia de Faturas, o consumo de Ranolazina nas trés diferentes doses tem vindo a
aumentar desde o ano de 2015, uma vez que SO existe registo desta informacéo a partir
desse ano, como se pode observar na Tabela 1 onde se apresenta a informagéo
disponibilizada pelo Centro de Informacdo do Medicamento e Produtos de Salde do
INFARMED, I.P. Estes dados dizem respeito apenas as embalagens dispensadas nas
Farmacias comunitarias, ndo sendo contabilizadas aquelas que sdo utilizadas em ambito

Hospitalar.>

Dose Embalagens Embalagens Embalagens Embalagens Embalagens
2015 2016 2017 2018 2019
375 mg 4140 14883 24012 31944 39737
500 mg 2321 9751 15720 23912 31168
750 mg 137 1165 2776 4793 7157

Tabela 1: Resumo da incidéncia de utilizagdo de Ranexa, em nimero de embalagens vendidas, nos anos de 2015,
2016, 2017,2018 e 2019 para as trés dosagens disponiveis nas farmacias portuguesas.>?

O estudo CARISA,** demonstrou que tanto a dosagem de 1000 como a de 750
mg duas vezes por dia apresenta o efeito terapéutico equivalente aos farmacos de
primeira linha, e que por isso é aconselhavel o regime posolégico de 750 mg duas vezes
por dia. A dosagem maxima deve ser titulada gradualmente a uma dosagem mais baixa
de 375 mg duas vezes por dia, tal como no esquema representado na Figura 9. Caso
apresente alguma reacdo adversa a dosagem deve ser reduzida para a dose

imediatamente inferior e caso os sintomas permanecam, suspender a terapéutica. %2
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Inicio de —> Passado 2 a — > Re§ posta
positiva ao
Tratamento 4 semanas
tratamento
375 mg 500 mg 750 mg
2 vezes/ dia 2 vezes/ dia 2 vezes/ dia

Figura 9: Estratégia terapéutica de ajuste de dose para a utilizacdo de Ranolazina em adultos. Fonte de informacéo:
European Medicines Agency - European Union.5?

A Ranolazina é um composto quimico estranho ao organismo e como tal, o seu
comportamento dentro deste pode ser de alguma forma inesperado. Ao longo do periodo
em que foi sendo utilizado, foram observadas algumas reacdes indesejaveis causadas
pelo farmaco, os ensaios clinicos mostraram que o uso desta terapéutica ndo é
aconselhavel em alguns grupos populacionais bem como com alguns outros farmacos,

como mostra na Tabela 2.

ReacOes Adversas Interacoes Contraindicado
Farmacoldgicas

- compromisso renal severo com uma

Frequentes tonturas clearance da creatinina < 30 ml/min;
- compromisso hepética moderado ou
visdo enevoada SEVero;
a Farmacos indutores el . .
Pouco frequentes conf.usao~ ou inibidores da - utilizagdo simultanea de Ranolazina
aIucmagoes enzima CYP2A4 e fortes inibidores da enzima
dupla visdo CYP3A4

- utilizacdo coexistente de
3 antiarritmicos de Classe la ou de
coordenagéo Classe Il (excegdo da amiodarona

S5 Distlrbios de

Tabela 2: Reacdes adversas, interagBes farmacologicas e grupos populacionais em que o uso de Ranolazina esta
contraindicado. Fonte: European Medicines Agency - European Union®?

1.3.2. Propriedades farmacoldgicas e farmacodindmicas

A contracdo do miocardio € um mecanismo de cinco fases de despolarizacdo da
membrana seguida de contragdo dos midcitos cardiacos. O potencial de agdo, que é uma
diferenga de potencial que se estabelece na membrana dos midcitos cardiacos, é devido
a diferenca de concentracdes dos ibes e consequentemente dos gradientes das cargas
destes. A regulacdo dos gradientes é efetuada pelas respetivas bombas e canais ionicos.
A Figura 10 mostra as cinco fases em que se divide o processo: fase 0, onde ocorre um
influxo muito acentuado de i6es Na*, fase 1 em que se da a passagem dos ides K* e CI°

para o interior da célula, havendo assim um fendmeno de repolarizacdo da membrana,
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fase 2 em que uma concentracdo inferior a 10 mM de Na® é mantida no interior da
célula fase 3 em que a concentracéo intracelular de Ca?* é mantida entre 10 a 200 nM e
a fase 4 correspondente ao potencial de acdo na membrana quando esta se encontra em
repouso, através da correte i6nica de K' e pela bomba ionica Na'/Ca®*. As
caracteristicas associadas aos diferentes potenciais de acdo sdo definidas pelas correntes
ionicas ativas, cujo o equilibrio é mantido pela passagem de ifes do interior para o

exterior da célula e vice-versa, quer seja pelas bombas ou canais iénicos.>>%

mV
Fase 1: afluxo transiente de K
+30p=mmmpmmmmmm el
Fase 2: influxo de Ca?" e K
0 _____________________
Fase 3: afluxo de K>
influxo de Ca?" e Na
Fase 4: Bomba de
Fase 0: influxo K Na"/ K
QO F == T ———————
tempo

Figura 10: Potenciais de acdo nas diferentes fases de contracdo do miocérdio ao nivel ventricular. Adaptado de:
Robert M. Lester, Sabina Paglialunga, lan A. Johnson:56

No caso de haver alguma disfuncédo neste processo, como € no caso da angina de
peito, existe uma producdo deficiente de ATP, utilizado no transporte idnico
transmembranar, provocando um desequilibrio na concentracdo intracelular de Na*. A
consequéncia sera uma atuacio deficiente na bomba de Na*/Ca?*, de que resulta uma
concentracdo superior de Ca®* que impede o relaxamento do miocardio e conduz a

dor 57,58

A forma de atuagdo da Ranolazina esté intimamente relacionada com as bombas
iOnicas presentes nos midcitos cardiacos. Embora o seu mecanismo nao seja
completamente conhecido?, sabe-se que esta modifica a corrente idnica, provocando
efeito na despolarizacio da membrana.>® Mesmo que tenha demonstrado provocar
alteracdes na corrente elétrica de varios iGes como o Na" e o K*, a afinidade para o

canal de Na* é maior.%° A Ranolazina impede o influxo de Na* na célula, isto faz com
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que a concentracdo de Na® intracelular seja menor, e consequentemente impede a

saturacdo de Ca", resultando num relaxamento mais eficaz do miocardio.5!

1.3.3. Propriedades farmacocinéticas

Os farmacos no interior dos organismos seguem um determinado percurso desde
que sdo ingeridos até que sdo excretados, ao conjunto destes processos chama-se
farmacocinética. No caso da Ranolazina a sua farmacocinética é constituida por cinco
fases: libertagdo, absorcdo, distribuicdo, metabolismo e eliminacdo. E através destes
processos que o farmaco sofre alteracdes fisicas para que possa ser absorvido apos a sua
libertacdo, entrar na corrente sanguinea para ser distribuido pelo organismo e conduzido
até aos alvos terapéuticos, ao ser metabolizado por estes pode exercer o objetivo

terapéutico, e por fim, ser eliminado.5?

Muito autores, ndo consideram a libertacdo como uma fase farmacocinética, no
entanto dada a forma farmacéutica em que a Ranolazina é apresentada, comprimidos de
libertacdo prolongada, torna-se pertinente usar o conceito como uma fase de
farmacocinética, uma vez que a libertacdo, neste caso estd intimamente ligada a
concentracdo de farmaco no sangue ao longo tempo. Na estrutura fisica do comprimido
existe uma pelicula (espessa e com ~0,5 mm) que o reveste, com propriedades
especificas para que o farmaco seja libertado, de modo controlado, ao longo do tempo

por dissolucao.

Apobs o principio ativo ser libertado, este entra na corrente sanguinea, atingindo
uma concentracdo maxima (Cmax) de 2600 ng/mL, no periodo de tempo (tmax) de duas a
seis horas (para uma dosagem de 1000 mg em 2 vezes ao dia), ndo sendo
substancialmente influenciada pela alimentacd0.5® A concentracdo no estado

estacionario (Css) € atingido em trés dias.%

A acdo terapéutica necessita que o fArmaco atinja o alvo terapéutico e para isso
tera de se conjugar com alguma das proteinas transportadoras. No caso da Ranolazina
existe uma ligagdo preferencial a glicoproteina acida a-1 com uma extensdo entre 60,9 e
63,9 %, e uma ligagdo muito fraca a albumina. O seu volume de distribuigéo (V¢) varia
entre 85 e 180 L.*

A metabolizacdo da Ranolazina é preferencialmente feita no figado e intestino,
pela acdo das enzimas de fase Il do citocromo P450, da familia 3A, sendo



Analise por refletancia difusa de formulagdes farmacéuticas sélidas: aplicagdo na quantificacdo de Ranolazina

preferencialmente metabolizado pelo CYP3A4, pode ainda em menor extensao ser
metabolizado pelo CYP2D6. Os metabolitos resultantes sdo em elevado ndmero, no
entanto ndo se conhece a agdo que tém sobre o organismo.®*% Na eliminacdo da
Ranolazina, 5 a 10% do farmaco é eliminado de forma inalterada e uma pequena parte
sofre glucuronidacdo antes da excrecdo. Ou seja, a maior parte do farmaco € excretado
apos a sua metabolizacdo, da percentagem que é metabolizada 75% é excretada na urina

e 25% nas fezes. 283

Trés dos pardmetros farmacocinéticas mais importantes para descrever o
comportamento deste farmaco no organismo sdo a constante de absor¢do (Ka) com um
valor de 0,0631 h%, a Clearance (CL) de 22,4 L/h e o tempo de semivida (ti2) que varia
entre 1,4 e 1,9 horas.*? Na Tabela 3 é apresentado um resumo das caracteristicas

farmacocinéticas.

Propriedades farmacocinéticas

Crnax 2600 ng/mL
tmax 2-6h

Css 3 dias

Vi 85-180L
CL 22,4 L/h

Ka 0,0631 h'!
tur 14-19h

Ligacio as proteinas Proteina glicoproteina acida a-1,
transportadoras Extenséo de ligacao 60,9 - 63,9 %
Enzima metabolizadora CYP3A4 ~
CY2D6 (em menor extensdo)
Eliminagéo Cerca de 5% é eliminado inalterado

Tabela 3: Resumo das propriedades Farmacocinéticas da Ranolazina.*?63-65

1.4. Espectroscopia Aplicada a Amostras Solidas

O controlo de qualidade aplicado aos farmacos deve responder de modo eficaz ao
objetivo desse controlo, pois estes compostos sdo capazes de restaurar, corrigir ou
modificar fungbes fisiologicas dos organismos vivos® e por isso de importancia cada
vez maior na sociedade atual. Assim, caso ndo sejam devidamente verificados podem
provocar problemas de saude sérios ou tornarem-se ineficazes para quem os utiliza. Um

dos parametros mais importantes do controle de qualidade na industria farmacéutica ou
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afim, é a quantificacdo do principio ativo no farmaco e a identificacdo de possiveis
contaminantes que podem resultar tanto da sintese como da formulag&o final.

Existem inumeras técnicas e métodos aplicaveis a quantificacdo de farmacos e
varios desses métodos descritos na farmacopeia fazem uso de uma técnica

espectroscopica.®’

1.4.1. Radiacio eletromagnética e a andlise espectroscopica

A espectroscopia, pode ser definida como um ramo da ciéncia que tem como objeto
de estudo a interacdo entre a matéria e a radiacdo eletromagnética, as andlises

espectroscopicas tém por base tanto a radiacdo emitida como a absorvida pela amostra.

A radiacdo eletromagnética é uma forma de energia que € alvo de véarias descricdes.
Esta pode ser descrita como uma onda e tendo, portanto, propriedades como
comprimento de onda, frequéncia, velocidade e amplitude. No entanto, quando
associada a processos de absorcdo ou emisséo a radiagdo também pode ser caracterizada
como energia de particulas e descrita como fotdo. Apesar destas duas descri¢cdes serem
aparentemente diferentes as duas abordagens complementam-se naquilo que é a
descricdo da radiacdo eletromagnética.%® O espectro eletromagnético é composto por
varias regides espectrais, estas regides sao diferenciadas pela sua energia, ou seja, pelas
caracteristicas associadas as ondas correspondentes. As interacdes a nivel molecular da
radiacdo com a amostra, apresentadas na Figura 11, mostram que estas diferem de
acordo com as diferentes regides ao longo de todo o espectro eletromagnético.%® Embora
todas as regides possam eventualmente ser utilizadas para analises espectroscopicas
quantitativas e qualitativas, as regides do ultravioleta-visivel e do infravermelho
(proximo e médio) sdo as mais utilizadas para o controle de qualidade de produtos

farmacéuticos.®®
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Figura 11: Alteragdo a nivel molecular nas diferentes regides do espectro eletromagnético. Adaptado de: Douglas A.
Skoog, Donald M. West, F. James Holler, Stanley R. Crouch.58

Quando as moléculas estdo no estado fundamental, o seu estado de mais baixa
energia, e sdo submetidas a radiacdo podem ser promovidas transi¢fes energéticas para
as orbitais de niveis de energia superiores, isto ocorre quando ha absorcdo de fotdes.
Como os diferentes estados de energia numa molécula estdo quantificados, para que seja
possivel a passagem para um nivel de energia superior é necessario que a radiacdo tenha
a energia adequada, ou seja que a energia da radiacdo seja compativel com a diferenca

de energia entre os dois niveis da transicao.

Sendo o estado mais estavel das moléculas o estado de menor energia, apos
ocorrer a transicdo para niveis de energia superiores as moléculas tendem a regressar ao
estado fundamental por perda do excesso de energia. Esta transicdo, entre niveis de
energia mais elevados para mais baixos, em geral para o estado fundamental, pode
ocorrer com ou sem emissdo de fotdes. "%t Quando a perda do excesso de energia
ocorre sem emissdo de fotbes sdo denominadas por transicdes ndo radiativas, e por

emissdo quando existe libertacdo de energia na forma de fotdes.

A condicdo para absor¢do de radiacdo, como ja foi referido, € a de que a
diferenca de energia entre dois niveis de energia da molécula corresponda a energia da
radiacdo. Nas regides do ultravioleta-visivel (UV-Vis) e do infravermelho (IV), que véo
ser utilizadas neste trabalho, podem ser estimuladas, respetivamente, transicOes

eletronicas e as transicdes vibracionais.

A temperatura ambiente, todas as moléculas estdio no estado eletronico
fundamental pois a diferenca de energia entre os estados fundamental e excitado é
relativamente grande.”” Os eletrdes na camada externa de um atomo (orbital de

valéncia) podem estar nos seguintes tipos de orbitais moleculares: orbitais de ligacéo
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simples (ou sigma, 6) com a menor energia, orbitais de ligacdo duplas ou triplas (pi, ) e
orbitais ndo ligantes (n) com a maior energia. As transicdes eletronicas, sdo observadas
na regido do ultravioleta-visivel (180-900 nm), ou no caso da molécula ter metais
pesados no infravermelho proximo (900-1100 nm), pois é nestas regides que O
comprimento de onda da radiacdo possui energia suficiente para o eletrdo passar de um
nivel de energia mais baixo para um mais alto (designado por estado excitado).” A
transicdo que pode ocorrer, quando ha absorcdo de radiacdo, é para um nivel de energia
vazio, ou seja, para uma orbital molecular anti-ligante, 6* ou n*. Em geral, apenas
transicdes m-n*, n-n* e n-6* sdo observadas, com excecdo para os complexos de metais
de transicdo, que por apresentarem orbitais d parcialmente preenchidas, para os quais
podem ocorrer transi¢des d-d. >"® A transicdo n — m* ¢ a que requer menor energia,
enquanto ¢ — ¢* a que requer maior quantidade de energia para que a transi¢cdo possa
ocorrer. Pelo que se espera observar no espectro a menores comprimentos de onda a
transicdo 6 — o* e a maiores a transi¢ao n — w*. Em geral, pode dizer-se que a ordem
de energias das diferentes transi¢coes eletronicas é (n —» n*) < (1 > 1*) < (n —> ¢ *) <

(G s 0*).73

A radiacdo de infravermelho, ndo tem energia suficiente para excitar os eletroes,
mas tem a energia necessaria para estimular numa molécula a alteracdo da posicao
relativa dos atomos, provocando alteracbes de comprimento e/ou dos angulos das
ligacBes. Na espectroscopia de infravermelho, o objetivo é observar estas alteragdes que

se designam por vibragdes.%% 7

Numa molécula as ligacdes quimicas entre os atomos tém um comportamento
que pode ser descrito como o de molas elasticas, pelo que, dependendo do tipo de
atomos (da sua massa) e da forca das ligacdes (simples, dupla ou tripla), cada molécula
possui um conjunto caracteristico de frequéncias vibracionais, ou seja um espectro.’>7
Atomos com massas maiores fazem com que a vibracdo seja observada a uma
frequéncia menor (menor energia) e, atomos com uma massa inferior apresentam
vibracbGes a maiores frequéncias (maiores energias). O tipo de ligacdo é também um
aspeto importante, pois dependendo da sua multiplicidade a forca da ligag&o é diferente,
e, portanto, ligagbes simples aparecem a frequéncias mais baixas que vibragdes
envolvendo ligacbes duplas e as ligacOes triplas sdo aquelas que sdo observadas a
frequéncias mais elevadas.” Além disso, existem outros fatores que influenciam as

frequéncias vibracionais de uma molécula, como sejam a posi¢do e a geometria dos
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grupos funcionais. Unidades estruturais semelhantes tendem a absorver a radiagéo de
infravermelho a frequéncias e com intensidades semelhantes, pelo que as moléculas
com esses grupos apresentam bandas semelhantes nos espectros, estas sdo as chamadas

frequéncias de grupo.’®

Os espectros, quer de UV-vis quer de IV do mesmo composto podem apresentar
algumas diferencas quando sdo analisadas amostras em diferentes estados fisico-
quimicos. O espectro de absorcdo tem, de um modo geral, uma grande influéncia das
interacdes intramoleculares e intermoleculares que séo estabelecidas, uma vez que a
mudanca de estado fisico das amostras pode resultar num rearranjo da estrutura, este
rearranjo pode implicar a observacao de bandas diferentes no espectro ou de alteracao

da sua posicao relativa.”""

Em espectroscopia um aspeto importante é a interacdo entre a radiacdo e a
amostra, sendo que esta interacdo é dependente do estado fisico da amostra. Quando a
radiagdo incide na amostra podem ocorrer diferentes modos de interagdo, como
transmissao, dispersdo (ou difusdo) ou ainda reflexdo. Destes, em amostras solidas sdo

possiveis 0s modos de transmissdo difusa e o de dispersdo.”

A possibilidade de se observar a transmissdo difusa depende muito das
caracteristicas fisicas da amostra, embora ndo sendo vulgar, esta interacdo pode ocorrer
qguando a amostra é composta por particulas de diametro pequeno e em filmes finos
(espessura inferior a 1 mm). Neste caso a radiacdo que incide na superficie da amostra,
atravessa a matéria, mas o seu caminho nao é retilineo, como aconteceria em solucgéo (a
esquerda na Figura 12), pois a radiacdo ndo penetra o interior da particula mas difunde-

se no espaco entre estas (a direita na Figura 12).7

— Radiag&o incidente ~.

Amdstra

0

9
e
)

V‘/ Radiaga@o emergente \*

Transmiss&o Transmissao difusa
(difus@o frontal )

Figura 12: Representacdo esquematica da interacdo da radiacdo com a matéria no caso de ocorrer transmissao em
ambos os estados fisico das matéria, isto &, em solucdes (do lado esquerdo) e no estado sélido (do lado direito).
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Na analise de pds (amostras sélidas finamente moidas e compactas) a interacdo
da radiacdo com a amostra é por dispersao, ou seja, a radiagdo ndo atravessa a amostra,

mas ¢ “refletida”, esta dispersao pode ser especular ou difusa.

1.4.2. Analises espectroscopicas em refletancia difusa

A interacdo da radiacdo por dispersdo no caso de amostras no estado solido é
muito dependente da rugosidade da amostra. Se a superficie for completamente lisa,
sem qualquer rugosidade, a disperséo é feita com um angulo semelhante ao da radiagdo
incidente, tal como representado a esquerda na Figura 13 No caso da superficie ndo ser
regular, ou seja apresentar rugosidade, a radiacdo incidente apds a interacdo com a
amostra é dispersa em todas as diregdes com angulos diferentes dos da radiacdo
incidente de acordo com as irregularidades da superficie, como representado a direita na
Figura 13 O modo de dispersdo difusa, designado por refletancia difusa, € o mais
comum, uma vez que a maior parte das amostras, especialmente as que estdo na forma
de po, apresentam superficies irregulares. Através da diferenca entre a intensidade da
radiacdo que incide e a intensidade da radiacdo que é dispersa, é possivel determinar a

quantidade de radiacio que foi absorvida. 7%"°

/ Radiacéo incidente \

Radiagéo
emergente
—
Amostra Amostra
Dispersao especular Disperséo difusa

(Reflectancia difusa)

Figura 13: Representacdo esquematica dos angulos da radiacdo incidente e emergente na dispersdo especular (a
esquerda) e na dispersdo difusa (a direita).

A andlise espectroscopica destas amostras tem diferencas no equipamento, em
particular no porta-amostras, em relacdo a anélise feita a amostras liquidas, ou seja, é
necessario acoplar acessorios aos equipamentos que permitam as condi¢cdes necessarias
a sua analise. Esses acessorios possuem esferas de integracdo, ou esfera de Ulbricht,
como também muitas vezes é referida que tém como funcdo corrigir toda a radiacéo
dispersa. A esfera de integracdo é uma estrutura como se representa esquematicamente

na Figura 14(A). A radiagdo incidente entra por uma abertura especifica e dado as
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caracteristicas estruturais da esfera integradora a radiacdo que inicialmente se dispersa
pelo interior da esfera é encaminhada para incidir na amostra. Na amostra a radiagdo
que ndo é absorvida e se dispersa em todas as direcdes é colimada, acabando por sair
pela abertura destinada a esse efeito e encaminhada para o detetor. Muitos dos
acessorios, como no caso da andlise por refletancia difusa por infravermelho com
transformada de Fourier (DRIFT), representado na Figura 14(B), ndo existe uma esfera
completa mas uma calote esférica de espelhos que tém a mesma funcdo e atua do

mesmo modo.”®

A

Radiagéo B
Abertura de saida dispersa 7 Espelhos
radiagio I~ / Blogueador da
~ /

“

s ~
o~ 7 reflexdo especular
“

Radiacéo

e ~_ Radiacdo incidente

incidente
- ~
-~ ~

Abertura de entrada i
da radiagao \ d
-~ N

_ o
Esfera integradora S| «——— Portaamostra Copo porta-amostras Amostra

Figura 14: Representacdo esquematica (A) do funcionamento de uma esfera de integracdo e (B) do caminho
percorrido pela radiacdo numa analise por refletancia difusa em infravermelho.

A explicacdo tedrica da refletdncia difusa tem por base a descricdo da
propagacdo da radiacdo através de materiais heterogéneos.® O modelo mais utilizado
para dispersdo difusa da radiacdo, apesar de se tratar de uma descri¢do aproximada é o
proposto por Kubelka e Munk.8%8 No modelo Kubelka-Munk (K-M), no caso de
amostras com espessura infinita ndo homogéneas, as particularidades geométricas sdo
condensadas em dois parametros: o coeficiente de dispersdo também designado por
constante de difuséo (S) e o coeficiente de absor¢édo (K) que depende do comprimento
de onda da radiac0.838* A intensidade da radiacdo dispersa por refletancia difusa (Rx) é

dada pela Equacéo 1, apresentada abaixo.

k k Equagcédo 1
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A teoria de Kubelka-Munk estabelece ainda o que se designa por fungdo de
remissao, F(R«) onde é relacionada a intensidade da radiacdo dispersa com a absor¢éo

da radiacdo pela matéria, representado na Equacéo 2.%

F(Ry) = K Equacdo 2

S

A teoria, com base na Equacéo 1 e 2, culmina no desenvolvimento matematico
de uma relacdo entre a funcdo de remisséo e a intensidade da radiacdo dispersa por
refletancia difusa, expressa na Equacao 3, também designada por equacdo de Kubelka-

Munk.8

(1— Rep)?

FR.) = S0

Equacéo 3

Em que R. simboliza a refletincia méxima da superficie da amostra,
considerando que a espessura desta seja infinita, ou seja quando ndo ha possibilidade de
ocorrer transmissao da radiacdo. Quando ndo ha absorcdo da radiacdo pela amostra a
intensidade da radiacdo dispersa é igual ao total da intensidade da radiacéo incidente, ou
seja, é 1, sendo F(R-) igual a zero. Sendo que a medida qua a radiacéo dispersa diminui
(quando hé absorcao) o valor de F(R.) aumenta. Assim, (1-Rx) estd de algum modo
relacionado com a fracdo de radiacdo absorvida pela amostra. Esta teoria quando
aplicada, € numa correcdo do espectro de refletancia difusa, de que resulta um espectro
semelhante a um espectro de absorcao de solugdes diluidas.

O modelo de Kubelka-Munk, tem sido alvo de muito interesse desde a sua
proposta inicial e a equacdo tem sido adequada e corrigida para permitir a sua aplicacao
a varios tipos de analises e materiais especificos.®38 Contudo, devido & sua relativa
simplicidade, a equacdo de Kubelka-Munk (Equagéo 3) continua a ser o modelo mais

aplicado.

Quando se pretende fazer analise quantitativa por refletancia difusa, um aspeto
fundamental € a possibilidade de obtencdo de uma relacdo linear entre a fungdo de
remissdo de Kubelka-Munk e a concentracdo das especies absorventes a semelhanga do
que acontece na Lei de Lambert-Beer.®” A intensidade da radiacéo difusa que é dispersa
pode ser relacionada com a concentracdo, através da Equacdo 4, em que C representa a

concentragdo da amostra, K a constante de absorcéo e F(R.), a funcéo de remissdo.®
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F(R,,) = % Equacéo 4

Neste modelo, vérios detalhes experimentais devem ser cuidadosamente
abordados e controlados durante a preparagdo das amostra, como o0 tamanho das
particulas, a densidade e a homogeneidade da amostra. Outra questdo importante € o
design otico do acessorio de refletancia difusa, que pode comprometer a repetibilidade

dos dados espectrais.?%
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2. Desenvolvimento dos Métodos

2.1. Materiais

Foram utilizados, para além de material corrente de laboratério, baldes
volumeétricos de 25,00+0,04 mL, 50,00+0,06 mL, 100,0+0,1 mL, 250,00+0,15 mL e
1000,0+£0,4 mL. Utilizaram-se também placas de petri e copos de 250 mL e 500 mL

para purificar a Ranolazina.

Nos ensaios preliminares e amostras de mistura mecénica, foram utilizados tubos
de ensaio para preparacdo dos padrdes. De forma a preparar os padrdes por adsor¢ao
usaram-se frascos de poliestireno com a capacidade de 50 mL. Os padrbes e
amostras de mistura mecanica foram preparadas com auxilio a um almofariz e pildo

de quartzo.

Na preparacdo de solugdes foram utilizadas duas micropipetas: uma P1000 com
uma incerteza associada ao erro sistematico de £0,003 mL até 0,200 mL, 0,004 mL
até 0,500 mL, £0,008 mL até 1,000 mL e uma P5000 com uma incerteza associada
ao erro sistematico de £0,012 mL até 0,500 mL, 0,015 mL até 2,500 mL, +0,030

mL até 5,000 mL, ambas da marca Gilson®, modelo PIPETMAN® classic.

Em todos, os padrdes e amostras para a analise em solu¢do foram utilizadas
células de quartzo para a analise espectroscopica. Para a analise da refletancia difusa
dos padrbes e amostras por misturas mecanicas e adsorcao recorreu-se a um porta

amostras incluido no kit do equipamento, em ambas as analises.

2.2. Equipamento

Ao longo do trabalho experimental, realizaram-se pesagens em duas balancas
distintas, uma balanca da marca Precisa®, modelo 125 ASCS, com uma incerteza de
0,1 mg e uma balanga (modelo ADB 600-C3, da marca KERN), ambas balancas
analiticas. Na preparagédo dos padrdes por adsor¢édo foi também utilizado uma estufa

de vacuo.

A anédlise de todos os padrdes e amostras no UV-Vis foram realizadas no
espectrofotbmetro de absor¢do UV-Vis, modelo Evolution 300, da marca Thermo
Scientific®. No caso das analises de refletancia difusa foi utilizado um acessério do

espectrofotbmetro, designado Praying Mantis Accessory, representado na Figura 15.
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Para a realizacdo da analise dos padrGes e amostras no IV foi utilizado um
espectrofotobmetro FTIR (Fourier-transform infrared), modelo VERTEX 70,

representado na Figura 16, da marca Bruker Optik GmbH.

(A) (B)

Figura 15: (A) Espectrofotdmetro de absor¢do UV-vis e (B) acessério para a andlise em refletdncia difusa.

(A) (B)

Figura 16: (A) Espectrofotometro de infravermelho (FTIR) e (B) acessério para a analise em refletancia difusa.
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2.3. Reagentes

Com o objetivo de purificar a amostra foram utilizados dois solventes, sdo eles
Etanol (CH3CH20OH, massa molecular: 46,07 g/mol) da Sigma-Aldrich, com um
grau de pureza >99,9% e Metanol (CH3OH, massa molecular: 32,04 g/mol) da
Sigma-Aldrich, com um grau de pureza >99,9%. Na preparacdo de todos padrdes e
amostras foi utilizado Ranolazina purificada no laboratorio (C24H33N3Os, massa
molecular: 427,54 g/mol), no caso das amostras para a analise em solucdo foi
também utilizado Metanol (CH3OH, massa molecular: 32,04 g/mol) da Sigma-

Aldrich, com um grau de pureza igual a 70,0%.

Na preparacdo dos padrbes por adsor¢do para além do metanol foi também
utilizado como matriz PROSOLV® (celulose microcristalina, didxido de silicio
coloidal, &cido glicdlico de amido de sddio, fumarato de estearil sodico) da JRS
Pharma, com um tamanho médio de particula por difracéo a laser de 130 um e uma
densidade aparente entre 0,30 e 0,42 g/mL. No caso da preparacdo dos padrbes e
amostras por mistura mecanica foi utilizado também brometo de potassio FTIR
(KBr, massa molecular: 119,002 g/mol), da Sigma-Aldrich e com um grau de pureza
de >99,0%.

2.4. Amostras

As amostras utilizadas foram comprimidos revestidos de 750 mg de Ranolazina

(Denominacdo Comercial: Ranexa), do laboratério Menarini International O.L.S.A.

Estes comprimidos sdo compostos por cera de carnauba, hipromelose, estearato
de magnésio, copolimero de etilacrilato e &cido metacrilico (huma proporc¢do de um
para (1:1)), celulose microcristalina, hidroxido de sédio e diéxido de titanio. O
revestimento deste é constituido por triacetato de glicerol, lactose monohidratada,
azul n° 1/ laca de aluminio azul Brilhante FCF (E133) e amarelo n° 5/laca de
Aluminio tartrazina (E102).
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2.5. Procedimento Experimental

2.5.1. Purificacdo da Ranolazina

Inicialmente retirou-se todo o revestimento dos comprimidos de forma a
eliminar o maximo possivel de componentes que ndo a Ranolazina. De seguida
pulverizou-se os comprimidos necessarios e dissolveu-se nos solventes testados,
etanol e metanol. Deixou-se a repousar durante uma hora aproximadamente e de
seguida decantou-se a solucdo do residuo solido que se depositou. Deixou-se a
solucdo obtida cerca de duas a trés semanas em repouso, para que o solvente
evapore e 0 solido se deposite. Colocou-se na estufa durante uma hora e a uma
temperatura de 60 °C, com o objetivo de eliminar todo solvente existente. Por fim
transferiu-se o composto obtido para tubos de ensaio, de forma a armazené-lo.

2.5.2. Preparacdo dos padrdes e amostras para analise em solucdo

Preparou-se uma solucdo stock de Ranolazina, pesando uma massa de
Ranolazina pura, de acordo com a Tabela A2 — 1 do Anexo 3 e transferiu-se para um

baldo volumétrico de 250 mL., perfazendo-se este com metanol.

Preparou-se também uma solucdo stock de amostra, pesando uma massa de
comprimido revestido de Ranolazina, de acordo com a Tabela A3 — 3 do Anexo 3 e
transferiu-se para um baldo volumétrico de 1000 mL, perfazendo-se este com

metanol.

Na preparacao dos padrdes para a analise em solucédo, de acordo com as Tabelas
A3 — 4 e A3 - 5 do Anexo 3, pipetou-se um volume adequado as concentracoes
pretendidas, para uma baldo volumétrico de 25 mL e perfez-se o volume com
metanol e homogeneizou-se. No caso das amostras, pipetou-se um volume
equivalente, para um baldo volumétrico de 25 mL e perfez-se o volume com
metanol. Para os ensaios de recuperacéo, pipetou-se um volume equivalente tanto de
solucgéo-stock de Ranolazina como de amostra, para um baldo volumétrico de 25 mL

e perfez-se o volume com metanol.

2.5.3. Preparacdo dos padrdes e amostras de misturas mecanicas

No caso da analise feita por espectroscopia de infravermelho em modo de

refletdncia difusa de acordo com a Tabela A3 — 5 do Anexo 3, pesou-se
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sequencialmente em todos os tubos de ensaio para a preparacdo dos padrdes, uma
massa equivalente de brometo de potassio e massas adequadas as concentragdes de
Ranolazina pura, no caso das amostras pesou-se sequencialmente massas
equivalentes de brometo de potassio e comprimido revestido de Ranolazina e 0s
testes de recuperacdo pesou-se sequencialmente massas equivalentes de Ranolazina
pura, comprimido revestido de Ranolazina e brometo de potéssio. Apos a
preparacdo dos padrfes e amostras, homogeneizou-se estas com recurso ao
almofariz de quartzo e realizou-se a andlise. Para a preparacdo dos padrdes e
amostras para 0 método de padrdo interno, pulverizou-se o ferricianeto de potéssio
pesou-se sequencialmente uma massa deste e uma massa de brometo de potéssio, de

acordo com a Tabela A3 — 7 do Anexo 3, por fim homogeneizou-se.

No caso da analise feita por espectroscopia de UV-Vis em modo de refletancia
difusa, pesou-se sequencialmente em todos os tubos de ensaio e frascos de
poliestireno, de acordo com a Tabela A3 — 9 do Anexo 3, para a preparacdo dos
padrdes, uma massa equivalente de PROSOLV® e massas adequadas as
concentragcdes de Ranolazina pura, no caso das amostras pesou-se sequencialmente
massas equivalentes de PROSOLV® e comprimido revestido de Ranolazina e os
testes de recuperacdo pesou-se sequencialmente massas equivalentes de Ranolazina
pura, comprimido revestido de Ranolazina e PROSOLV®. Apés a preparacio dos
padrdes e amostras, homogeneizou-se estas com recurso ao almofariz de quartzo e

realizou-se a analise espectroscopica.

2.5.4. Preparacdo dos padrdes por adsorcdo em matriz

Preparou-se uma solucdo stock de Ranolazina, pesando a massa de Ranolazina
pura necessaria para a concentracdo pretendida, de acordo com a Tabela A3 — 2 do
Anexo 3, e transferindo-se para o baldo volumétrico de 100 mL, perfazendo-se este

com metanol.

As pesagens de PROSOLV® (utilizado como matriz) foram efetuadas
diretamente para tubos de ensaio ou frascos de poliestireno, tendo-se pipetado para
esses 0s volumes adequados de solugdo stock de Ranolazina para obter a
concentragéo pretendida, de acordo com a Tabelas A3 — 11 e A3 — 12 do Anexo 3.
Deixou-se evaporar o0 solvente durante duas semanas aproximadamente, de forma a

haver adsorcdo da solugdo. Durante este tempo as amostras foram homogeneizadas
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todos os dias. quando j& s6 apresentavam liquido residual, colocaram-se na estufa a
vacuo, a temperatura ambiente durante uma a duas semanas, com 0 objetivo de
retirar todo o solvente residual das amostras. Estando as amostras completamente

secas, procedeu-se a analise espectroscopica das mesmas.

2.5.5. Condic0es da andlise espectrofotémetrica

A anélise espectrofotometrica das solugdes por absor¢do UV-vis realizada em
modo de transmissdo teve as seguintes especificagdes: gama espectral 190-400 nm,
largura de fenda de 2,0 nm, a uma velocidade de leitura de 240 nm/mim e leituras

com um intervalo de 0,5 nm com um ciclo em cada amostra.

No caso das amostras solidas de mistura mecénica e por adsor¢do da matriz,
estas foram analisadas por Refletancia difusa no UV-vis huma gama espectral entre
200 e 400 nm com uma largura de fenda de 2,0 nm, a uma velocidade de leitura de
240 nm/mim, sendo que as leituras foram realizadas com um intervalo de 1 nm e

com um ciclo em cada leitura.

Na andlise das misturas mecanicas por DRIFT, os espectros foram o resultado
de 200 espectros de feixe unico acumulados para a amostra, divididos para 0 mesmo
namero de leituras de KBr puro, utilizado como linha de base, na gama espectral de
4000-500 cm™ e com resolucédo de 4 cm™. Os espectros foram transformados em
unidades Kubelka-Munk, a linha de base corrigida e feita a integracdo das areas das

bandas usando o software OPUS.
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3. Apresentacao e Discussao de Resultados

Neste trabalho estudaram-se varias possibilidade de analise para a quantificacdo de
Ranolazina nos comprimidos Ranexa 750 mg, com o0 objetivo de avaliar alguns métodos
menos abordados pela literatura.

Para se validar um método € necessario proceder a uma caracterizacao prévia de um
protocolo e s6 depois disso € possivel avaliar a possibilidade de se validar o método.
N&o havendo muita informagdo para a quantificacdo de Ranolazina por DRUV ou
DRIFT, o objetivo ndo sera validar um método com este estudo, mas sim utilizar alguns
parametros gque regularmente se usam para validacdo de métodos de forma a avaliar os

protocolos desenvolvidos.™

A caracterizacdo de um método, com recurso aos parametros que normalmente sdo
usados para a validacdo, implica um tratamento matematico e estatistico dos dados
experimentais obtidos. O método dos minimos quadrados € um modelo matemaético que
se pode dividir em duas partes, sdo elas, o0 modelo funcional e 0 modelo estocéstico. O
modelo funcional descreve a geometria do estudo, enquanto que o modelo estocastico
descreve as propriedades estatisticas de todos os componentes implicados no modelo
funcional®® Os resultados obtidos quando sujeitos a esse tratamento ddo origem a uma
equacdo de ajuste que minimiza a soma dos quadrados das diferencas entre o valor
estimado e os valores observados. As equaces matematicas utilizadas para calcular os
parametros de ajuste dos dados experimentais a uma regressdo linear estdo na Tabela
A4 — 1 do Anexo 4. Atraveés de interpolacBes na funcdo de ajuste é possivel quantificar

o analito em amostras das quais se desconhecem as concentragdes.®

A diferenca entre o valor esperado de y (sinal) e o valor observado de y pode ser
denominada de residuo, com base nesses valores é possivel tragar o grafico dos residuos
(residuos de y em funcdo de x) em que os valores tedricos de y sao os valores esperados
a partir da equago de reta de ajuste. E de considerar que os valores residuais devem ter
um valor baixo e ser aleatdrios, ou seja ndo exibindo nenhuma tendéncia significativa,
sendo deste modo possivel aferir sobre as hipdteses da funcdo de ajuste ndo ser a mais
adequada aos dados experimentais e ainda da existéncia de erros sistematicos. Tendo
esta teoria por base, qualquer ponto que se desvie significativamente do esperado, ou
seja que tenha um valor de residuo mais elevado, deve ser testado para a eventualidade

deste ponto ndo ser completamente representado pela funcéo ajuste (ser um outlier) .
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A confirmagdo de dado experimental como um outlier’, quando se ajustam esses
dados por uma equacao da reta, pode ser obtida através do Teste-t. Este € um método
possivel, de entre outros, que de um modo simples e aplicando a Equacdo 5 permite
calcular um intervalo com o grau de confianca definida no qual o valor do sinal deve
estar, IP(Px), para que esse valor experimental do padrédo Px ndo seja considerado um

outlier.

—Co)2
IP (Px) =b +my X Cpy £ t(95,N_2) X Sy X 14+ l+ (Cpx—Cp)

———Px =P Equacéo 5
N 3cp’-§(ECp)’

Em que b é a ordenada na origem da reta de ajuste obtida e m o declive
correspondente, Cpx é a concentragdo do padrdo, tesn-2) € 0 valor de t-student para os N
padr@es utilizados para construir a reta para um grau de confianca de 95 %, Sy é o valor
dos residuais do sinal e Cp sera o valor da concentragdo do padrdo obtido por

interpolacdo do sinal na reta.

O método de analise é ainda caracterizado por outros parametros como 0s seus
limites: de detecdo, de quantificacdo e de linearidade. O limite de dete¢do (LD) é um
valor de concentracdo definido como a concentragdo minima de analito que o0 método
consegue distinguir relativamente ao sinal do branco da anélise com grau de confianga
estatistica aceitavel.®>. O LD ¢é também associado a relago sinal / ruido, ou seja diz-se
que o limite de detecdo € atingido quando € possivel distinguir o sinal do ruido. O limite
de detecdo pode ser calculado através da Equacdo 6 para um grau de confianca de 95 %,
em que Sy simboliza o desvio padréo residual e m simboliza a sensibilidade do método,
ou seja o declive da reta de ajuste dos pontos experimentais.®%%

_ 3 XS, Equacio 6
m

O limite de quantificacdo (LQ) represente a minima concentracdo em que é
possivel com um certa precisdo e exatiddo quantificar o analito nas amostras. Neste
sentido o limite de quantificacdo deve ser o primeiro padréo da reta de calibragdo, uma

vez que esta concentracdo simboliza que o coeficiente de variacdo de sinal é razoavel e

" um outlier é um valor que ndo se enquadra na normalidade e que provavelmente ird causar anomalias
nos resultados obtidos por meio de algoritmos e sistemas de analise. Dependendo do caso, estes podem
ainda ser designados em portugués como dados discrepantes ou pontos fora da curva, entre outros, neste
trabalho optou-se pela designacdo em inglés por ser mais abrangente.



Analise por refletancia difusa de formulagdes farmacéuticas sélidas: aplicagdo na quantificacdo de Ranolazina

por isso a relacdo de ruido e sinal é de 1:10, ou seja 10%. Através da Equacdo 7, é
possivel calcular o LQ para um grau de confianca de 95 %, utilizando os mesmo dados

do ajuste que foram utilizados para calcular o LD.%>%

— 10 X Sy Equacédo 7

m

O limite de linearidade (LL) representa o limite méximo de concentracdo para o
qual é possivel quantificar o analito com a exatiddo e precisdo exigidas. Intervalo de
concentracdes compreendidas entre 0 LQ e o LL, representam o gama de trabalho, ou
seja, o intervalo de concentracfes para o0 qual é demonstrado um comportamento linear.
Aquando a anélise das amostras, é importante que a concentracdo destas, seja superior
ao LQ e inferior ao LL, para que seja possivel determinar a concentracdo das amostras
por interpolacdo na funcdo de ajuste. O LL é calculado com base na ultima
concentracdo que evidencie um comportamento linear, visualmente e confirmado com o
coeficiente de determinacdo e o Teste—t que confirma a existéncia de outliers, como

explicado anteriormente. %1%

Os ensaios de recuperacdo implicam a preparacdo de amostras fortificadas (com
massa mam) com aliquotas de analito de concentracdo bem conhecida (de padrdes, com
massa Msolstock), de forma a perceber com a analise qual a percentagem de analito
recuperada (% recuperacdo). Este parametro permite-nos perceber a interferéncia da
matriz ou a perda de analito na analise. A Equacdo 8 representa o calculo da
percentagem de recuperacdo, em que o valor da concentracéo total do analito na amostra
fortificada (mamr) é obtida por interpolacdo do sinal medido para a amostra fortificada
na reta obtida.

% recuperagio = —AmF_Am o 100 Equagéo 8

Msol. stock

O valor da percentagem de recuperacdo deve estar compreendido entre 80 —
120%, para que se considere ndo haver perda significativa ou interferéncia da matriz.%

A exatiddo representa a proximidade ao valor real, a precisdo avalia se existe
variagOes significativas nos resultados obtidas de medigOes repetidas da mesma
amostra. O valor da exatid3o é obtido pela diferenca entre o valor obtido e o valor real.%’

A repetibilidade de um método é representada pela precisdo de um trabalho
realizado nas mesmas condi¢cdes experimentais, ou seja, 0 mesmo laboratorio, mesmo

operador, com 0 mesmo equipamento, utilizando os mesmo reagente e em curtos
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intervalos de tempo. Ou seja quanto maior é a repetibilidade do método maior € a
homogeneidade entre as amostras. Enquanto que a reprodutibilidade avalia a precisao de
um trabalho realizado, em condicdes diferentes, trabalhos num periodo de tempo
alargado, por operadores diferentes e em diferentes laboratdrios. A repetibilidade, da
andlise ou dos dados experimentais obtidos, pode ser avaliada atraves do Coeficiente de
variacdo (CV), calculado através da Equacdo 9, em que s simboliza o desvio padrdo e y

a média das leituras para cada padréo.**

wn

CV(%) = = x 100 Equacéo 9

A teoria de Horwitz, avalia a reprodutibilidade de um método, mas pode ser
adaptada de forma a analisar a repetibilidade de um estudo.® Esta teoria resulta numa
relagdo entre a precisdo de um método analitico e a concentracdo do analito, em que
para um analito puro (100 % em concentracdo massica) é aceitdvel um CV de ~2 %,
sendo que o %CV admissivel aumenta com a diminui¢do da concentragcdo. Assim, no
caso de uma concentracdo com ordem de grandeza de 1 a 0,01 % m/m (10000-100 ppm)
que se insere na gama de concentracdes utilizadas neste trabalho, a %CV aceitavel, é de
4a8%.%

Neste trabalho ird também ser utilizado o teste de homogeneidade de variancias,
denominado de Teste-F, o qual pretende avaliar se existem alteracdes significativas em
leituras sucessiva do sinal da mesma amostra. Este teste permitird garantir a
aplicabilidade do método dos minimos quadrados no calculo da melhor reta que ajusta
um conjunto de pontos experimentais. O Test-F tem por base a comparacdo de dois

parametros Feritico € Fobs.

O Feritico representa o limite maximo que Fobs pode assumir, valor esse que é
calculado (tabelado) com base num determinado grau de confianga, tendo em
consideracdo N-1 (N é numero de replicados) graus de liberdade. Quando se verifica
que 0 Fops & inferior ao Feritico, €Ste revela que ndo existe evidéncia de erros aleatorios.®
O Fops € calculado através da Equacdo 10, onde S%; representa a variancia do sinal
obtido do ponto experimental em estudo e S%y.1 representa a variancia do sinal obtido
do ponto experimental, imediatamente antes do em estudo. A literatural® descreva que
0 teste deve ser feito analisando 10 leituras do padréo de concentragdo mais baixa e 10

leituras do padrdo de concentragdo mais alta, no entanto tendo em conta as
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circunstancias no decorrer do trabalho, foi necessério adaptar a realidade. Nesse sentido
o teste foi feito comparando todos os padrfes, com a media das trés leituras efetuadas
em cada padrdo, garantido assim que ndo ha alteracdo significativa de variancias entre
todos os padroes.

S%pi Equaco 10
Fops = 5z quacao
pi—-1

3.1. Resultados da Recristalizagdo da Ranolazina
Na impossibilidade de adquirir em tempo util a Ranolazina pura o trabalho foi

realizado como reagente o produto obtido por recristalizacdo tendo como material
inicial comprimidos Ranexa 750. Embora a Ranolazina tenha poucos solventes em que
é solGvel,* foi necessario ainda verificar a ndo solubilidade dos excipientes no solvente
escolhido, e de facto quase nenhum é soltvel em metanol, com excecao do hidroxido de

sadio, cuja solubilidade em metanol é de 1g/4,2mI*,

A caracterizacdo estrutural do pd resultante desta purificacdo foi feita por
espectroscopia de infravermelho em modo de refletancia difusa. O espectro DRIFT do
comprimido, sem qualquer purificacdo mas apds retirar todo o seu revestimento, uma
vez que é nesta zona do comprimido onde existe a maior parte do excipiente, esta na
Figura 17 em comparacdo com os p6s obtidos na primeira e na segunda recristalizacéo,

0s espectros obtidos, foram normalizados ao maximo da banda mais intensa.
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Figura 17: Espectros DRIFT da Ranolazina em comprimido Ranexa 750mg (linha azul), primeira recristalizacdo
(linha verde) e segunda recristalizagdo (linha amarela), na gama espectral de 4000 e 50 cm.
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Os espectros anteriores mostram um numero elevado de bandas bem definidas

como é caracteristico de moléculas complexas, sendo por isso importante fazer uma

atribuicdo aos respetivos modos vibracionais das bandas mais intensas. Com base na

literatura e na estrutura da molécula € possivel atribuir as bandas as ligacfes e grupos

existentes na Ranolazina. Na Tabela 4 sdo apresentados os numeros de ondas do

maximo das bandas e a respetiva atribuicdo dessas bandas aos respetivos modos

normais de vibracdo, mas apenas para o espetro do comprimido uma vez que as

alteracdes de posicdo dos maximos nos espetros obtidos apos recristalizacdo esta dentro

da resolucéo espetral, ndo sendo por isso significativa.

NUmero de
ondas (cm™)

Atribuicdo de bandas

NuUmero de
ondas (cm™)

Atribuicdo de bandas

3330 vNH 1434 dCHs; (Assimétrica, éter)
3278 vOH 1334 SCHs (Simétrica)
3003 v=CH 1255 vC-O-C (Simétrica)
2956 vCH3 (Asimétrica) 1161 vC-C-C
2936 vCH; (Asimétrica) 1126 vC-O (Alcool)/vC-N
2915 vCH, (Asimétrica) 1109 vC-O (Eter) / vC-C
2870 vCHj3 (Simétrica) 1022 vC-0O-C (Assimétrica)
2850 vCH, (Simétrica) 1001 vC—C—C (Anel)
2834 CH (sobreton da deformagao 901 vC-C-O (Alcool)
em ressonancia de Fermi)

1722 (om) vC=0 835 vC-C-O (Eter)
| e e e
1593 vC=C (Anel Aromético) 742 SC:O(S;‘;') g;or?;t;zﬁlg)o ra
1506 SNH 665 90H “ﬁé?iﬂ I‘;')ano 2
1496 vC=C (Anel Aromatico) 620 3C-C-C (Anel)
1464 dCHzs (Assimétrica)

Tabela 4: Posicdo das bandas mais intensas observados no espectro DRIFT da Ranolazina e atribuicdo aos

correspondentes modos vibracionais. %1%, v - elongagio; & - deformagdo no plano.
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Ao analisar os trés espectros, referentes ao comprimido e aos do analito purificado,
e comparando com os espectros da Ranolazina encontrados na literatura, percebemos
que as bandas sdo muito semelhantes, ndo havendo um evidencia clara do excipiente.
Esta primeira observacdo seria espectavel pois ao retirar-se a pelicula exterior, que é
responsavel pela libertacdo prolongada e onde se encontra a maioria dos componentes

do excipiente, o restante produto devera ser quase exclusivamente Ranolazina.

Embora os trés espetros anteriormente mostrados sejam quase sobreponiveis,
existem algumas diferencas, em particular na regido 3500 — 3000 cm™ ha uma
diminuicdo da intensidade relativa de uma banda com maximo a 3278 cm™ apos a
recristalizacdo, indicacdo de que a recristalizacdo permitiu remover outros componentes
da mistura. O modo associado a esta banda € a elongacdo OH, que origina sempre uma
banda bastante larga e se sobrepde com qualquer outra nesta regido. Considerando a
Ranolazina e o excipiente, verificamos que existe OH ndo s6 na molécula como no
NaOH um dos componentes do excipiente. Sendo este Gltimo também soluvel no
metanol é possivel que com o processo de purificacdo se tenha eliminado. Também a
banda na regido espectral abaixo de 1800 cm™ se verifica uma diminuicdo da
intensidade relativa de algumas bandas contudo essa variagao € pouco significativa, mas
pode indicar que 0 excipiente que possa existir ainda na mistura de comprimidos

utilizada e cujas bandas se sobrepdem as bandas da Ranolazina, foi eliminado.

A anélise por DRIFT do produto resultante da recristalizacdo do pé do comprimido
Ranexa permite concluir que a ndo ha quantidade significativa de excipiente e que nao
foram promovidas alteracbes da estrutura da Ranolazina durante o processo. A
purificacdo foi realizada com cinco comprimidos, com uma massa total de 5,1065 g e
apos a recristalizacdo obteve-se uma massa de Ranolazina de 2,1646 g, o que equivale a

um rendimento de 42,4%.

3.2. Quantificacdo de Ranolazina em Solugéo

3.2.1. Espectros de absorcdo UV-vis em transmissao

O primeiro passo de qualquer anélise por espectroscopia € determinar o perfil de
bandas do espectro do composto a analisar e a influéncia da concentracdo no seu
espectro. Assim, para a analise da Ranolazina em solugdo, foi feito um varrimento

espetral entre 190 e 400 nm com um conjunto de 7 amostras com concentragdes
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compreendidas entre 4,0 e 48,0 nm, utilizando como solvente o metanol (que sera o

branco desta anélise).

2
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Figura 18: Espectros de absorcdo UV-vis da Ranolazina em metanol (190 e 400 nm), para uma gama de
concentragdes entre 4,0 e 48,0 ppm.

Os espectros apresentados na Figura 18 para solucBes metandlicas de
Ranolazina, mostram que acima dos 290 nm ndo h& absorcdo de radiacdo. Assim,
conseguimos restringir o regido espetral de interesse para a andlise, aquela em que
existe absorcdo do analito, ao intervalo de comprimentos de onda compreendido entre
200 e 290 nm. Nesta regido espectral as transicdes eletrénicas esperadas sdo as que
envolvem as orbitais moleculares n e ©, uma vez que as envolvem as orbitais ¢, em
geral, apenas sdo observadas a comprimentos de onda abaixo de 200 nm.”® O efeito de
concentracdo no espectro UV-vis da Ranolazina é notado até 48,0 ppm apenas pelo
aumento sistematico da intensidade das bandas enquanto que o perfil das bandas nédo é

alterado.

A evolucdo dos espectros com a concentracdo, contudo ndo se mantém sem
alteracdo da estrutura de bandas para concentracGes mais elevadas, na Figura 19 séo
apresentados os espectros relativos as concentracdes de 16,0, 40,0 e 120,0 ppm de

Ranolazina em metanol.
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Figura 19: Pormenor do espectro de absorcio UV-vis da Ranolazina em metanol, para as concentracdes de 16,0 ppm
(linha verde); 40,0 ppm (linha azul) e 120,0 ppm (linha amarela).

A estrutura do espetro reflete a complexidade da molécula de Ranolazina,
apresentando duas bandas muito largas com maximos a 204,5 nm e a 272,5 nm, a
concentracdes mais baixas, sendo que ambas apresentam pontos de inflexdo (ombros)
que podem ser devidos a existéncia de grupos cromdéforos idénticos, mas com diferentes
grupos vizinhos. Estas bandas correspondem respetivamente a um maximo absoluto e
um méaximo relativo do espectro. Quando a concentracdo aumenta € possivel observar
também que ao comprimento de onda de 228,0 nm, muito visivel no espectro relativo a
120 ppm, o ombro transforma-se no maximo de absorcdo da primeira banda. Esta
variacdo pode ter duas explicacfes uma de caracter instrumental, em que a resposta do
equipamento deixar de ser representativa da evolucdo com a concentracdo, por a
radiacdo que chega ao detetor a ~200 nm ser demasiado baixa para se observar qualquer
variacdo (de notar que os valores de absorvéncia ja estdo muito perto do limite
instrumental). Outra hipGtese é a transicdo envolvida = — =n* ser resultante de
cromoforos distintos e 0 aumento de concentracdo nao afetar ambos de igual modo. Este
efeito diferenciado pode ser uma consequéncia do estabelecimento de diferentes
interacOes intermoleculares com o solvente que se intensificam com o aumento de

concentracéo e que se refletem mais para o cromdéforo que se observa a 228,0 nm.

A estrutura da banda a 272,5 nm ndo tém alterag&o significativa com o aumento
da concentracdo como se observa na Figura 20 onde se apresentam 0s espectros de 10
solucBes de Ranolazina em metanol, com concentragfes diferentes (16,0 a 480,0 ppm)

na regido espectral de 250,0 e 300 nm.
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Figura 20: Espectro de absor¢do UV-vis da Ranolazina em metanol, para as concentragdes de 16,0 - 480,0 ppm, na
gama espectral de 250 a 300 nm.

Deste modo foi possivel detetar qual a regido espetral mais conveniente para a
realizacdo da anéalise da solucéo abrangendo todos as zonas de absorcéo do analito. Pela
andlise da evolucdo da banda com maximo de absorcdo a 272,5 nm é possivel avaliar o
comportamento da absorvéncia em funcdo da concentracdo, verificando-se assim que
existe uma evolucgdo sistematica da absorvéncia com a concentracdo e que desta forma
hd possibilidade de se aplicar com algum sucesso a Lei de Lambert-Beer e
consequentemente realizar uma analise quantitativa da Ranolazina a este comprimento
de onda. Relativamente aos comprimentos de onda de 204,5 e 228,0 nm, embora néo
mostrando ser tdo promissores, pelo menos para as concentragdes mais elevadas, vao ser

também utilizados na analise seguinte.

3.2.2. Curvas de calibracéo

A linearidade do método foi estudada atraves do calculo da reta que ajusta 0s
pontos experimentais pelo método dos minimos quadrados, a evolucdo do residuos da
regressdo linear e o coeficiente de correlagdo da reta obtida. Foi feito o estudo a trés
comprimentos de ondas diferentes, como referido anteriormente a 204,5, 228,0 e 272,5
nm. As Figuras 21, 22, 23, sdo figuras compostas em que (A) representa a curva de
calibracdo para a gama de concentracdes em estudo [0,00 — 520,21] ppm, (B) representa
a regressdo linear e (C) a evolucdo do residuos, para cada comprimento de onda,

respetivamente. O critério para a escolha dos pontos a utilizar no ajuste teve por base o
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critério de obtencdo do melhor coeficiente de determinacéo (R? ~ 1) com aleatoriedade

dos residuos.

Na Figura 21 séo representados graficamente os dados espectrais obtidos para o
comprimento de onda de 204,5 nm correspondente ao maximo de absorcdo para quase

todos os padroes.
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Figura 21: Curva de calibracdo para a Ranolazina em metanol a 204,5 nm, para a gama de concentragdes: (A-1) [0,00
—520,21] ppm; (A-2) [0,00 — 48,02] ppm. (B) reta de calibracdo e(C) gréafico dos residuos .

Na andlise a 204,5 nm, foi necessario ajustar a representacdo dos dados
espectroscopicos a dois intervalos de concentracdo, para que fosse possivel identificar o
ponto de inflexdo da curva, ou seja a zona de linearidade. Assim, sdo representados na
Figura 21(A-1) todos os pontos experimentais e em (A-2) uma gama de concentracdes
menor. A andlise desta Ultima figura mostra que a reta de calibragdo podera ter no
maximo trés padrdes e 0 branco (quatro pontos). Embora este comprimento de onda seja
0 maximo absoluto, a relagdo entre a absorvéncia e a concentracdo apresenta linearidade
para um conjunto de padrdes muito reduzido, com um coeficiente de determinacéo (R?)
de 0,9985. Por outro lado, o grafico dos residuos aparenta ter uma pequena tendéncia
nos primeiros pontos, o que pode ter algum significado negativo devido ao numero

reduzido de padrdes considerados para a construcdo da reta de calibragdo. A primeira
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concluséo que se pode retirar deste comprimento de onda é a de que a ser utilizado teria

que se considerar uma gama de concentra¢des muito baixa, até cerca de 16 ppm.

Na Figura 22 s&o representados os dados espectrais obtidos para o comprimento
de onda de 228,0 nm.
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Figura 22: (A) Curva de calibragdo da Ranolazina em metanol a 228,0 nm na gama de concentrag@es [0,00 — 520,21]
ppm, (B) reta de calibragdo e(C) gréfico dos residuos.

A anélise realizada a 228,0 nm para a totalidade dos pontos experimentais na
Figura 22(A) mostra que se observa uma relacdo linear até ao padrdo de concentracao
80,03 ppm. Assim, foi construida a da reta de calibracdo (Figura 22(B)), que ao
contrario da analise ao comprimento de onda anterior, mostra uma boa relacdo entre a
absorvéncia e a concentracdo apresentando linearidade para um conjunto maior de
padrdes (no total 9 pontos incluindo o branco), com um coeficiente de determinacéo
(R?) de 0,9996 o que indica uma boa relagdo linear entre a concentragio dos padrdes e a
absorvéncia a este comprimento de onda. Ainda de notar que no grafico dos residuos,

Figura 22(C) ha completa aleatoriedade entre os pontos residuo.
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A representacdo gréafica dos dados espectrais obtidos para o comprimento de

onda de 272,5 nm esta na Figura 23.
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Figura 23: (A) Curva de calibragdo para a Ranolazina em metanol a 272,5 nm na gama de concentra¢fes [0,00 —
520,21] ppm, (B) reta de calibracdo e (C) gréfico dos residuos.

A Figura 23(A), mostra que a 272,5 nm, de uma forma geral, o intervalo de
concentracdes escolhido para este comprimentos de onda tem aparentemente um
comportamento de evolucdo linear. O ajuste aos pontos experimentais, Figura 23(B),
permite comprovar que ha linearidade até 400,16 ppm, ou seja para um conjunto de 12
padrdes e o branco (13 pontos no total), com um coeficiente de determinacio (R?) de
0,9994. Na Figura 23(C) os residuos ndo mostram qualquer tendéncia de evolucdo, ou
seja sdo aleatdrios, sendo uma prova adicional de que no ajuste dos pontos

experimentais € possivel utilizar esta reta.

Na Tabela 5 é apresentado o resumo dos resultados dos ajustes dos dados
experimentais, da absorvéncia (Saps) medida em fungdo da concentragdo de Ranolazina
(Cran): equagdes das retas e os coeficientes de determinacgdo (R?) aos trés comprimentos
de onda escolhidos. As equagdes matematicas utilizadas no céalculo do declive e
ordenada na origem, assim como as respetivas incertezas, encontram-se na Tabela A4 —

1 no Anexo 4.
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comprimentos de onda de analise (nm) Equacdo da reta R?
204,5 Sabs = (0,070+£ 0,008)Cran + (0,03 £ 0,08) 0,9985
228,0 Sabs = (0,0213 + 0,0004) Cran + (0,01 £ 0,02) 0,9996
272,5 Saps = (0,0050£0,0002) Cran + (0,01 + 0,02) 0,9994

Tabela 5: Equagdes das retas (para um grau de confianca de 95% ) obtidas aos diferentes comprimentos de onda de
analise da Ranolazina em solucéo utilizando como solvente o metanol.

O critério para a obtencdo das retas apresentadas na tabela anterior foi utilizar os

pontos experimentais com os quais se obtenha o melhor coeficiente de determinacao.

Nas Tabelas 6,7 e 8 estdo os resultado do teste de outliers (T- test), efetuado aos
dados experimentais aos comprimentos de onda que foram utilizados na construcdo das
retas de calibracdo. Este € um dos métodos que podem ser utilizados para provar que a

reta escolhida € a mais adequada no que diz respeito aos pontos retirados (outliers).

Concentracao (ppm) | Absorvéncia| Valor minimo | Valor maximo
Padréo 0 0,00 0,010 -0,093 0,151
Padro 1 4,00 0,323 0,197 0,418
Padrao 2 8,00 0,602 0,478 0,694
Padro 3 16,01 1,132 1,014 1,274
Padréo 4 24,01 1,463 1,526 1,876
Padr&o 5 32,01 1,627 2,028 2,488
Padr&o 6 40,02 1,696 2,526 3,105
Padro 7 48,02 1,723 3,022 3,723
Padr&o 8 80,03 1,820 4,998 6,205
Padr&o 9 160,06 1,943 9,925 12,424
Padr&o 10 240,10 2,011 14,849 18,646
Padrao 11 320,13 2,08 19,772 24,868
Padréo 12 400,16 2,11 24,694 31,092
Padr&o 13 480,19 2,14 29,617 37,315
Padrdo 14 520,21 2,15 32,078 40,426

Tabela 6: Intervalo de validacdo de outliers (Teste-t) de cada padrdo a para a andlise 204,5 nm da Ranolazina em
solucdo de metanol.
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Concentracdo (ppm) | Absorvéncia| Valor minimo Valor maximo
Padr&o 0 0,00 -0,001 -0,022 0,036
Padréo 1 4,00 0,100 0,064 0,121
Padréo 2 8,00 0,174 0,149 0,205
Padro 3 16,01 0,344 0,320 0,375
Padréo 4 24,01 0,513 0,491 0,545
Padrdo 5 32,01 0,694 0,661 0,715
Padrao 6 40,02 0,880 0,831 0,886
Padréo 7 48,02 1,017 1,001 1,057
Padréo 8 80,03 1,71 1677 1,743
Padr&o 9 160,06 3,03 3,359 3,467
Padr&o 10 240,10 3,30 5,036 5,196
Padrdo 11 320,13 3,39 6,712 6,926
Padr&o 12 400,16 3,46 8,387 8,657
Padr&o 13 480,19 3,51 10,062 10,388
Padrdo 14 520,21 3,51 10,899 11,254

Tabela 7: Intervalo de validacéo de outliers (Teste-t) de cada padréo a para a andlise 228,0 nm da Ranolazina
em solugdo de metanol.

Concentracdo (ppm) | Absorvéncia | Valor minimo | Valor maximo

Padr&o 0 0,00 -0,0003 -0,035 0,046

Padréo 1 4,00 0,029 -0,015 0,09257
Padréo 2 8,00 0,045 0,005 0,15180
Padro 3 16,01 0,084 0,046 0,28241
Padréo 4 24,01 0,124 0,087 0,41649
Padr&o 5 32,01 0,167 0,128 0,55484
Padr&o 6 40,02 0,211 0,168 0,69669
Padréo 7 48,02 0,243 0,209 0,81042
Padréo 8 80,03 0,41 0,372 1,34947
Padr&o 9 160,06 0,83 0,778 2,71344
Padr&o 10 240,10 1,22 1,184 4,03078
Padrdo 11 320,13 1,67 1,590 5,95753
Padr&o 12 400,16 2,00 1,995 6,89127
Padrao 13 480,19 2,34 2,399 8,36213
Padr&o 14 520,21 2,48 2,601 9,05974

Tabela 8: Intervalo de validacédo de outliers (Teste-t) de cada padrao a para a andlise 272,5 nm da Ranolazina
em solucdo de metanol.
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A andlise das tabelas anteriores permite verificar que ao comprimento de onda de
204,5 nm apenas o0s trés primeiros padrdes se encontram, dentro do intervalo de
absorvéncias estimado, o que indica que os restantes pontos, que foram retirados para a
construcdo da reta de calibracdo, estdo efetivamente fora da linearidade. Os valores de
absorvéncia a 228,0 nm dos padrdes [160,06 — 520,21] ppm encontram-se fora do
intervalo estabelecido pelo Teste-t, justificando assim a retirada desses pontos pois sao
de facto outliers. Embora a reta de calibracdo a 272,5 nm com os padrdes
compreendidos entre [4,00 — 320,13] ppm, apresente um coeficiente de determinacgéo de
0,9997, melhor do que o obtido com a reta incluindo o padrdo com concentracdo de
400,16 ppm, (com R?=0,9994), o teste de outliers mostra que este ndo pode ser
considerado um outlier, uma vez que o valor da absorvéncia se encontra dentro do
intervalo estimado. Contudo, a diferenca de valores do coeficiente de determinacdo é
muito pequena e mostra em ambos 0S casos gque 0S pontos experimentais podem

igualmente ser bem descritos através da equacdo de uma reta.

Na tabela seguinte (Tabela 9), apresentam-se os resultados do teste de
homogeneidade de variancias (Teste-F), para que se possa garantir a aplicabilidade do
método dos minimos quadrados no calculo da melhor reta que representa 0s pontos
experimentais, quando se tratam dos dados espectrais obtidos aos comprimentos de

onda escolhidos para a anélise.

204,5 nm 228,0 nm 272,5 nm

Padréo Con(cpegrt;;al 40 | Absorvéncia Fobs | Absorvéncia Fobs | Absorvéncia| Fobs
Padréo 0 0,000 0,010 -0,001 0,000
Padréo 1 4,002 0,323 0,265 0,100 37,000 0,029 28,000
Padréo 2 8,003 0,602 4,846 0,174 0,189 0,045 0,143
Padréo 3 16,006 1,132 1,000 0,344 2,286 0,084 0,000
Padréo 4 24,010 0,513 0,188 0,124 0,000
Padréo 5 32,013 0,694 7,000 0,167 0,143
Padréo 6 40,016 0,880 3,000 0,211 13,000
Padr&o 7 48,019 1,017 0,302 0,243 2,154
Padrédo 8 80,032 1,706 4,421 0,408 0,321
Padrédo 9 160,064 0,830 4,333
Padréo 10 240,096 1,220 2,077
Padréo 11 320,128 1,672 17,568
Padrao 12 400,160 2,002 0,093

Tabela 9: Valores do teste de homogeneidade de varidncia para a andlise da Ranolazina em metanol aos
comprimentos de onda de 204,5; 228,0 e 272,5 nm
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O parédmetro Fops calculado sera comparado com 0 Feritico, Para 0 nimero de
graus de liberdade de 2 (tanto para o humerador como para o denominador). Para 5% de
significancia o Feritico retirado da tabela de distribuicdo de Fisher é de 19,000.1° Na
tabela anterior pode ser observado que para todos os pontos experimentais utilizados
para calcular a melhor reta de ajuste 0 Fops € inferior ao Feritico @ €xcec¢do do padrdo 1
tanto para o comprimento de onda de 228,0 e 272,5 nm e por isso garantimos que ha
homogeneidade de variancia entre os pontos experimentais, logo o método dos minimos

quadrados pode ser utilizados no calculo da retas.

3.2.3. Pardmetros principais do método de analise

A caracterizacdo de um método de analise implica o estudo de alguns dos seus
parametros tais como os limites (detecdo quantificacéo e linearidade), a sensibilidade, a
gama de trabalho e a gama dindmica. Os resultados desta analise estdo na Tabela 10
para os trés comprimentos de onda escolhidos, tendo sido aplicadas as equacOes

matematicas ja referidas no inicio desta seccéo.

204,5 nm 228,0 nm 272,5 nm
sensibilidade (ppm™) | 0,070 £ 0,008 | 0,021 + 0,0004 | 0,0051 + 0,0002
LL (ppm) 15,8 79,8 393,3
LD (ppm) 0,9 1,53 10,2
LQ (ppm) 3,2 5,1 33,9
Gama de trabalho (ppm) | [3,2 - 15,8] [5,1-79,8] [33,9 - 393,3]
GD 4,9 15,7 11,6

Tabela 10: Parametros do método aos diferentes comprimentos de onda para a analise da Ranolazina em solugdo de
metanol.

O ndmero de padr@es utilizado para a obtencdo de regresséo linear variam nos
trés comprimentos de onda de analise, uma vez que as bandas de absor¢do ndo tém um
comportamento semelhante com o aumento da concentracdo, sendo que a anélise a
204,5 nm apenas apresenta linearidade até a uma concentracdo de 15,8 ppm, enquanto
que para 228,0 e 272,5 nm tém um limite de linearidade de 79,8 ppm e 272,5 nm,
respetivamente. No que diz respeito ao limite de quantificacdo, naturalmente este
também varia e, a semelhanca do que acontece com o limite de linearidade é possivel
observar que a medida que o comprimento de onda aumenta a gama de trabalho
apresenta um maior intervalo, ou seja, a 204,5 nm apenas se podera fazer a analise com

um nimero muito reduzido de padrdes, cujo as concentra¢fes sdo muito proximas umas
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das outras, sendo que foi para este comprimento de onda que se obteve o maior valor de
sensibilidade. Analisando a gama dindmica percebemos que a analise a 228,0 nm é
aquela gque apresenta uma maior gama dindmica, ou seja, tem uma maior gama de
concentracdes onde o comportamento do sinal instrumental é linear, ao contrario do
verificado para a analise a 204,5 nm.

A repetibilidade espectrofotométrica, pode ser obtida pelo coeficiente de
variacdo relativo (CV) das leituras de cada padrdo sendo uma indicacdo da qualidade
dos resultados obtidos pois afere a variacdo entre leituras realizadas pelo mesmo
analista, num curto intervalo de tempo, utilizando o0 mesmo equipamento. Na Tabela A4
— 1 do Anexo 4 estdo representadas todas as leituras efetuadas, trés para cada padrao,
para todos os padrdes aos diferentes comprimentos de onda, assim como a média dessas
leituras e o desvio padrdo entre elas. Na Tabela 11, apresenta-se o coeficiente de

variagcdo em percentagem para este conjunto de padroes.

Padréio Concentragéo CV (%)
(ppm) 204,5 nm 228,0 nm 272,5nm

Padrédo 0 0,000 = S =

Padrao 1 4,002 0,644 3,500 10,657
Padrao 2 8,003 0,761 0,876 2,547
Padréao 3 16,006 0,405 0,671 0,000
Padrao 4 24,010 0,142 0,195 1,229
Padréao 5 32,013 0,128 0,381 0,346
Padréo 6 40,016 0,223 0,521 0,988
Padrao 7 48,019 0,089 0,247 1,259
Padréo 8 80,032 0,127 0,310 0,425
Padrao 9 160,064 0,154 0,125 0,434
Padrao 10 240,096 0,057 0,229 0,426
Padréao 11 320,128 0,268 0,221 1,302
Padrao 12 400,160 0,072 0,435 0,333
Padrao 13 480,190 0,221 0,171 0,348
Padrao 14 520,210 0,635 0,525 0,230

Tabela 11: Coeficiente de variagdo do sinal dos padrdes, em unidades de absorvéncia, para a analise da Ranolazina
em solucéo de metanol.

Os valores do coeficiente de variagdo das leituras efetuadas a cada padrédo aos
comprimentos de onda de analise, de acordo com a tabela anterior, encontram-se entre 0
e 3,5 % para a quase totalidade das leituras efetuadas. Verificou-se uma Unica excecao
para a solugdo com concentracdo de 4,002 ppm (Padrdo 1) em que se obteve o valor
bastante mais elevado de 10,66 % na analise 272,5 nm. Este padrédo € também o que

apresenta 0 maior valor de %CV a 228,0 nm. Assim, 0s resultados mostram que existe
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uma boa repetibilidade espectrofotdmetrica aos trés comprimentos de onda para o

conjunto de padrdes analisados. A média de %CV a cada comprimento de onda, embora

seja apenas indicativo, aponta para uma melhor repetibilidade espectrofotometrica das

leituras efetuadas a 204,5 nm e pior a 272,5 nm.

3.2.4. Quantificacdo da Ranolazina em comprimidos Ranexa 750

Com base no sinal das amostras e a equacdo da reta obtida através da relagdo

entre o sinal e a concentracdo dos padrbes, € possivel calcular a concentracdo das

amostras por interpolacéo da reta.

Padroes

Absorvéncia

Concentracéo (ppm)

204,50 nm 228,00 nm 272,50 nm 204,50 nm 228,00 nm 272,50 nm
Amil_1 1,638 0,721 0,179 *) 33,6 £0,5 *)
Aml_2 1,628 0,700 0,170 *) 32,6 £0,5 *)
Aml_3 1,626 0,693 0,166 @) 32,2 £+0,5 @)
Am2_1 1,618 0,691 0,166 *) 32,1 +0,5 *)
Am2_2 1,613 0,679 0,159 @) 31,6 £0,5 @)
Am2_3 1,611 0,685 0,161 *) 31,9+0,5 *
Am3_1 1,588 0,639 0,151 @) 29,7 £0,5 @)
Am3_2 1,597 0,644 0,153 @) 29,9+0,5 @)
Am3_3 1,590 0,643 0,151 *) 29,9+0,5 *)
Am4 1 1,614 0,683 0,160 @) 31,8+0,5 @)
Am4 2 1,610 0,673 0,156 *) 31,3+05 *)
Am4 3 1,616 0,680 0,160 @) 31,6 £0,5 *)
Am5_1 1,608 0,675 0,159 *) 31,4+0,5 *)
Am5_2 1,616 0,680 0,163 *) 31,6+0,5 *)
Am5_3 1,613 0,674 0,159 @) 31,3+0,5 *)
Am6_1 2,051 3,389 1,580 *) *) 310+ 2
Am6_2 2,078 3,372 1,591 *) *) 312+2
Am6_3 2,061 3,384 1,592 *) *) 313+2
Am7_1 2,070 3,387 1,621 @) ™ 318+2
Am7_2 2,079 3,395 1,638 @) ™ 322+2
Am7_3 2,076 3,394 1,642 *) *) 322+2
Ams8_1 2,043 3,340 1,396 @) ™ 274 £2
Am8_2 2,071 3,385 1,639 *) *) 322+2
Am8_3 2,056 3,385 1,637 *) * 321+2
Am9_1 2,081 3,370 1,647 *) *) 323+2
Am9_2 2,079 3,380 1,648 *) *) 324+2
Am9_3 2,075 3,391 1,650 *) * 324 £2
Am10_1 2,062 3,381 1,630 *) *) 320+2
Am10 2 2,084 3,390 1,640 *) * 322+2
Am10_3 2,068 3,391 1,639 *) *) 322+2

Tabela 12: Concentragdo de Ranolazina nas solugdes de trabalho, para um grau de confianga de 95%, utilizando
como solvente metanol e obtidas por dissolugcdo de comprimidos Ranexa 750. (*) Valores de concentragdo sem
significado analitico por estarem fora da gama de trabalho.
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A Tabela 12, onde se encontram os resultados da analise aos trés comprimentos
de onda (concentragGes para um grau de confianca de 95%), mostra que para a analise a
204,5 nm, nenhuma das amostras se encontra dentro da gama de trabalho (3,2-15,8
ppm) e por essa razdo o resultado obtido ndo tem significado analitico. No caso da
analise a 228,0 nm, das 10 amostras preparadas apenas as amostras 1 a 5 se encontram
dentro da gama de trabalho (5,1 — 79,8 ppm), enquanto que a 272,5 nm, somente as
amostras 6 a 10 apresenta ter uma concentracdo dentro da gama de trabalho (33,9 —
393,3 ppm).

A totalidade das leituras feitas individualmente a cada uma das solucdes de
concentracdo conhecida preparadas e respetivas médias desses trés replicados
encontram-se na Tabela A4 — 2 no Anexo 4. Foram realizadas duas séries de amostras
com concentracfes distintas, uma vez que as gamas de concentracdes sdo diferentes
para cada comprimento onda, desta forma é possivel analisar amostras aos diferentes
comprimentos de onda (228,0 e 272,5 nm), pelo que existem duas referéncias para
média, uma para a gama de concentraces mais baixas e a outra para a gama de
concentracdes mais elevadas. Nesta mesma tabela é também apresentado os valor tanto
do desvio padrdo como da %CV, obtido através das equacBes anteriormente
apresentadas. Para o conjunto de amostras com concentragdes mais baixas verifica-se
uma %CV entre 0,030 e 0,183%, enquanto que para 0 conjunto de amostras mais
concentradas observa-se a %CV entre 0,79 e 68,7%. Posto isto, os resultados para as
concentragdes mais baixas mostram que existe boa repetibilidade espectrofotometrica
para o comprimento de onda de 228,0, ao contrario do que se verifica para as amostras
de concentragfes mais elevadas analisadas a 272,5 nm, que apresentam valores muito
elevados, mostrando que a repetibilidade espectrofotometrica ndo é boa. Nessa mesma
tabela é apresentada a massa de Ranolazina equivalente a cada amostra dos triplicados
(de leituras), a média dessas massas de Ranolazina estdo apresentadas na Tabela 13,
assim como a massa de Ranolazina em cada comprimido, calculado através da Equagéo

11, e os respetivos coeficientes de variacdo e erro absoluto associado.

(mamostra XMy cp)

Myanolazina exprimental (1 Cp-) = Equa(;ao 11
Mytilizada do cp
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el i B
Am_1 920,1+05 1,71 170,15
Am_2 £ 894,2+05 0,72 144,21
Am_3 2 837,5+05 0,34 87,49
Am_4 N 885,9+0,5 0,62 135,85
Am_5 882,8+05 0,39 132,77
Am_6 875+ 2 0,34 124,99
Am_7 £ 900+ 2 0,56 150,42
Am_8 . 858 + 2 7,35 108,22
Am 9 & 909 + 2 0,08 158,53
Am_10 902 + 2 0,28 151,90

Média global 886,45 1,24 136,45

Tabela 13: Massa média de Ranolazina por comprimido, coeficiente de variacdo (em %) da massa obtida e respetivo
erro absoluto associado.

A maioria dos valores de %CV obtidos para a massa média de Ranolazina por
comprimido na tabela anterior, apresentam valores inferiores a 2, 0 que nos indica existe
uma boa repetibilidade entre as amostras, pois consideram-se aceitaveis, de acordo com
a teoria de Horwitz, valores até 8 %. Apenas a Am_8 apresenta uma %CV de 7,35,
sendo a Unica que se encontra perto do limite méximo, mas ainda aceitavel tendo em
conta os critérios definidos. Contudo a exatiddo do metodo ndo é boa, tendo em conta
que o erro absoluto é da ordem da centena de mg, o que corresponde a um erro relativo

superior a 11% para todas as amostras.

A Tabela 14 apresenta todas as amostras fortificadas preparadas para os trés
comprimentos de onda e a respetiva concentracdo, aquelas que é possivel calcular, tendo
em conta 0s parametros obtido para o método, através da extrapolacdo da reta. A
percentagem de recuperacao para cada amostra fortificada aos comprimentos de onda a
que a analise foi efetuada, obtida através da Equacdo 8, encontra-se na Tabela 15.
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Padidies Absorvéncia Concentragéo (ppm)
204,5 nm 228,0 nm 272,5nm 204,5 nm 228,0 nm 272,5nm

Amfl_1 0,594 0,174 0,044 *) 7.8 *)
Amfl_2 0,575 0,162 0,040 * 7.3 *
Amfl_3 0,572 0,172 0,049 *) 78 *)
Amf2_1 0,774 0,242 0,070 * 11,0 *
Amf2_2 0,737 0,219 0,059 *) 10,0 *)
Amf2_3 0,717 0,208 0,052 *) 9,4 *)
Amf3_1 0,673 0,194 0,049 * 8,8 *
Amf3_2 0,692 0,201 0,053 * 91 *)
Amf3_3 0,690 0,204 0,055 * 9,3 *
Amf4_1 0,705 0,209 0,057 *) 9,5 *)
Amf4 2 0,698 0,198 0,052 * 9,0 *)
Amf4 3 0,689 0,203 0,059 * 9,2 *
Amf5_1 0,709 0,219 0,063 * 10,0 *)
Amf5_2 0,673 0,196 0,052 * 8,9 *
Amf5_3 0,684 0,195 0,051 * 8,8 *)
Amf6_1 1,998 3,243 1,104 *) *) 216
Amf6_2 1,986 3,250 1,100 *) *) 216
Amf6_3 1,994 3,241 1,102 * * 216
Amf7_1 1,982 3,235 1,079 * * 212
Amf7_2 1,990 3,226 1,092 * * 214
Amf7_3 1,995 3,229 1,089 * * 214
Amfs_1 1,976 3,242 1,093 * * 214
Amf8 2 1,976 3,226 1,090 * * 214
Amf8 3 1,977 3,242 1,092 * * 214
Amf9 1 1,989 3,229 1,081 * * 212
Amf9 2 1,970 3,234 1,090 * * 214
Amf9_3 1,973 3,217 1,091 *) *) 214
Amf10 1 1,996 3,248 1,087 * * 213
Amf10_2 1,987 3,234 1,091 *) *) 214
Amf10_3 1,992 3,241 1,089 *) *) 214

Tabela 14: Dados espectroscopicos das amostras fortificadas e respetivas concentragdes, da analise da Ranolazina em
comprimidos Ranexa 750 utilizando como solvente metanol (*) Valores de concentragdo sem significado analitico
por estarem fora da gama de trabalho.
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Amostra fortificada Con(c::r;r? ce % Recuperacéo % Rirc]lég;e;agéo % CV
Amfl_1 7.8 129,3%
Amfl_2 7.3 115,2% Lt 2L
Amfl_3 7.8 126,9%
Amf2_1 11,0 209,1%
AMF2_2 10,0 182,1% L £
Amf2_3 9,4 169,2%
Amf3_1 E 8,8 152,8% e it
Amf3_2 S 9,1 161,0% ’ ’
Amf3_3 N 9,3 164,5%
Amfa_1 9,5 170,4%
AMf4_2 9,0 157,5% At £2
Amf4_3 9,2 163,3%
Amf5_1 10,0 182,1%
Amf5_2 8,9 155,1% 163,7% 8,0
Amf5_3 8,8 153,9%
Amf6_1 216 85,16%
Amf6_2 216 84,67% 84,9% 0,2
Amf6_3 216 84,91%
Amf7_1 212 82,08%
Amf7_2 214 83,68% 83,0% 0,8
Amf7_3 214 83,31%
Amf8_1 E 214 83,80%
Amf8_2 10 214 83,43% 83,6% 0,2
Amf8_3 N 214 83,68%
Amfo_1 212 82,33%
Amf9_2 214 83,43% 83,1% 0,7
Amf9_3 214 83,56%
Amf10_1 213 83,07%
Amf10_2 214 83,56% 83,3% 0,2
Amf10_3 214 83,31%

Tabela 15: Percentagens de recuperacdo obtidas de cada amostra fortificada e média dos valores, %CV associada a
cada padrdo.

Os resultados mostram que para todas as amostras, a 228,0 nm e 272,5 nm, o
teor obtido é superior ao de referéncia (750 mg). Os ensaios de recuperacdo para as
amostras 1 — 5 e analise a 228,0 nm tém uma percentagem de recuperacao superior a
120%, enquanto que nas amostras 6 — 10 e analise a 272,5 nm, as percentagens de
recuperacdo rondam os 80%. Sendo que os valores de referéncia se encontram entre 80

e 120 %.1% Assim, tendo em conta estes resultados o método de analise para a

53
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quantificacdo de Ranolazina em solucdo de metanol por espectroscopia de absorgédo
UV-vis é possivel concluir que ha uma clara influéncia do excipiente quando aplicado a
amostras de comprimidos Ranexa na analise aos comprimentos de onda com
recuperacdes superiores a 120 % (228 nm). Esta interferéncia podera estar relacionada
com a sobreposicdo do espectro UV-vis da Ranolazina com o do excipiente. A andlise a
272,5 nm, com recuperagdes entre 81,1 e 84,9 %, embora o0s valores estejam na gama

aceitavel, parece indicar uma possivel perda de analito.

3.2.5. Comparacio do método desenvolvido com outros trabalhos publicados

Na farmacopeia, como ja foi referido até ao momento, a Ranolazina nao se encontra
descrita, pelo que ndo é possivel a comparacdo destes resultados com métodos
aprovados para a quantificacgdo da molécula em comprimidos de acordo com a

Farmacopeia Portuguesa.

Contudo, na pesquisa bibliografica realizada foi possivel encontrar varios trabalhos
relacionados com a quantificacdo de Ranolazina em solucdo utilizando técnicas
espectroscopias, pelo que a sua comparacdo com os resultados obtidos neste trabalho é
pertinente.’®1%° Existem ainda publicados outros trabalhos para a quantificacdo de
Ranolazina em que sdo utilizadas outras técnicas de analise como a cromatografia
liquida a alta pressdo (High-Pressure Liquid Chromatography, HPLC), com diferentes
fases mdveis, nomeadamente metanol com trietilamina a 0,5% com pH de 6 e acido
fosforico, com uma proporc¢do de 75:25, com deteccdo espectrofotométrica e a andlise
realizada a 271 nm*°, por outro lado também foi feita uma anélise por HPLC mas
usando acetonitrilo e acido formico a 0,1% numa proporcéo de (90:10).1! Outro estudo
desenvolvido em cromatografia liquida a alta pressdo de fase reversa (Reverse Phase
High-Pressure Liquid Chromatography, RT-HPLC) a 224 nm e utilizando como fase
movel solugdo tampdo e acetonitrilo com uma proporcdo de 60:40.1*2 Foram ainda
desenvolvidos outros métodos de analise utilizando a técnica de cromatografia liquida
(Liquid Chromatography, LC), utilizando varios solventes, no entanto o que se verifica
é que o metanol é um dos mais recorrentes puro ou associado a outros.'® Para além
destas tecnicas também existe informagéo acerca da determinagdo de Ranolazina em

quantidades residuais por cromatografia gasosa (Gas Chromatography, GC).105113

Nos estudos utilizando espectroscopia como técnica de analise, as condi¢Ges

experimentais variam de forma significativa, em particular o comprimento de onda de
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analise, desde os 200 até aos 273 nm%® que poderd ter um grande impacto nos
resultados obtidos. Tendo em conta que o excipiente € uma mistura mais ou menos
complexa de varios componentes, a sobreposicdo de bandas na andlise nesta regido
espetral é determinante para a adequacéo da analise ao objetivo proposto, ou seja para a
qualidade dos resultados. Para todos os trabalhos que se referem de seguida o solvente
utilizado foi 0 metanol, a semelhanga do que acontece neste trabalho.

Do estudo feito por Jayprakash B. Ugale e Sugandha V. Mulgund!®’, em que da
realizacdo da quantificacdo de amostras a 271 nm, resultou uma regressao linear com 6
padrdes com concentragdes compreendidas entre 75 — 200 ppm, obtendo-se como limite
de quantificacdo 32,63 ppm e percentagens de recuperacdo que rondam os 99,0% com
uma sensibilidade de 0,7054 ppm™. Enquanto Ashish Sharma!®®, realizou um estudo a
272 nm, com 10 padrdes e concentracOes entre 10 e 100 ppm, apresentando resultados
para o limite de quantificacdo de 0,82 ppm, as percentagens de recuperacdo também
perto dos 99,0% e com uma sensibilidade de 0,0061 ppm™. Outro trabalho publicado
por Ramesh J et al'®®, a anlise foi efetuada a 282 nm e 6 padrdes num intervalo de
concentragOes entre 10 e 35 ppm, tendo obtido um limite de quantificagdo de 0,021 ppm
e percentagens de recuperagdo que rondam uma vez mais 0s 99,0%, e a sensibilidade de
0,0153 ppm™.

Da andlise bibliografica podemos concluir que os protocolos seguidos diferem entre
eles no que diz respeito as gamas de trabalho e ao nimero de padrdes utilizados. A
escolha do comprimento de onda de analise também foi diferente, tendo sido efetuada a

analise a 271 ou 272 nm (préximos do utilizado neste trabalho) mas também a 282 nm.

Comparando as condicdes experimentais e o0s resultados obtidos no presente
trabalho para a gama de trabalho e limite de quantificacdo (LQ= 33,9 ppm, e LL=393,3
ppm), para a analise a 272,5 ppm, 0 mais proximo é descrito por Jayprakash B. Ugale e
Sugandha V. Mulgund®’. No que diz respeito & sensibilidade do método, o trabalho que
apresenta o parametro mais proximo do obtido com o trabalho realizado (0,0050 ppm™)
é 0 descrito por Ashish Sharma'®, que utilizando o mesmo comprimento de onda

obteve uma sensibilidade de 0,0061.

Nas publicages discutidas o Unico pardmetro do método que aparenta ser constante
€ a percentagem de recuperacdo, de 99 %, mostrando que ndo h& interferéncia

significativa do excipiente ou perda de analito durante a analise, pelo menos para
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amostras de comprimidos de Ranexa 500 mg. Se compararmos este valor com o0s
resultados dos ensaios de recuperagdo obtidos neste trabalho, em que se utilizou como
amostra comprimidos de Ranexa 750 mg, é notorio que o método proposto tera que ter
alteracdes, pois a percentagem de recuperacdo ou esta fora da gama de aceitabilidade ou

nos seus limites.

Deste modo podemos concluir que o método desenvolvido ndo cumpre
completamente os objectivos e necessita de adaptacfes para a analise de comprimidos
Ranexa 750 mg. Algumas causas que podem justificar os resultados, sdo a grande
influéncia do excipiente na analise, mas também o facto da solubilidade da Ranolazina
ser reduzida em muitos dos solventes mais comuns, e mesmo nos poucos solventes em
que a solubilidade € razoavel, esta ndo solubiliza da melhor forma, podendo conduzir
assim a erros na concentracdo dos padrdes e amostras preparadas que se refletird nos
resultados de recuperagdo como perdas de analito (percentagem de recuperagdo muito
inferior a 100 %). Tendo em conta isso, a analise do composto em solucdo representa

um obstaculo relacionado com a escolha do solvente e a solubilizagcdo do analito.

3.3. Quantificacdo de Ranolazina em Amostras Soélidas por UV-Vis em
Refletancia Difusa (DRUV)

3.3.1. Espectros de refletancia difusa no UV-Vis

A Ranolazina, como ja foi referido, é solivel em poucos solventes e naqueles em
que é soluvel é de dificil dissolucdo, por esse motivo estudou-se a hipotese de fazer a
sua quantificacdo em comprimidos de Ranexa no estado solido e a eliminagdo de
solventes na analise. Foram preparadas amostras sélidas por mistura mecanica (mistura
do pé de Ranolazina com uma matriz também em pd), ndo sendo utilizado qualquer
solvente, e também por adsorcdo em matriz sélida (adicdo de uma quantidade de
solucdo metandlica de Ranolazina a uma matriz sélida). A matiz testada foi o
PROSOLV® , mistura utilizada como excipiente na indUstria farmacéutica, de forma a

mimetizar o excipiente dos comprimidos da amostra (Ranexa).

Realizou-se o estudo espetral para a Ranolazina por refletancia difusa no UV-
Vis na regido espetral compreendida entre 200 e 400 nm. A semelhanca do que ja se
tinha concluido para o estudo em solucdo, os espectros ndo apresentam bandas de

absorcdo acima dos 300 nm. No estudo do efeito de concentragdo foram preparados
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padrdes de Ranolazina com concentragfes compreendidas entre 50,63 e 166,64 ppm,
para tracar os espectros por refletancia difusa no UV-Vis.

Na Figura 24 apresentam-se os espectros de trés padrdes com concentragdes
entre 50,63 e 108,73 ppm. Em cima na figura é mostrada a evolugdo da intensidade da
radiacdo dispersa por refletancia difusa [%(R«)] com a concentracdo, enquanto que em
baixo esta essa mesma evolucao para a funcdo de remissao [F(R=)], ou seja apés aplicar
aos espectros iniciais a fungdo de Kubelka-Munk (Equacéo 3), esta transformacao torna

0s espectros equivalentes aos obtidos em solucdo (em absorvéncia).

240 277 283
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Figura 24: Espectros DRUV da Ranolazina em mistura mecanica com PROSOLV®, para as concentrages de 0,0
ppm (linha cinzenta), 50,63 ppm (linha laranja), 63,21 ppm (linha amarela) e 108,73 ppm (linha azul), na gama
espectral de 200 a 300 nm.

Nos espectros é possivel observar uma banda bem definida com méaximo 240 nm
e uma segunda banda que resulta da sobreposicdo de duas ou mais bandas e que
presenta um maximo de absorcdo a 277 nm e um maximo relativo a 283 nm, menos
clara nos espectros com sinal de %R.. mas que se torna bastante mais evidente apds
aplicar a funcdo de Kubelka-Munk a esses espectros para obter o sinal em unidades de
F(Rx). De facto, consegue-se perceber que a influéncia da concentragdo com o aumento
desta € mais visivel quando se utiliza a funcdo de remissdo uma vez que 0S espectros
tém maior variagdo de intensidade, nomeadamente para os padrdes de 63,21 e 108,73
ppm, apresentam-se bastante sobrepostos em alguns pontos na figura de %R.. De
acordo com o0s espetros apresentados na figura anterior os comprimentos de onda

escolhidos para a analise foram 240, 277 e 283 nm.
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Em paralelo ao estudo anterior, foram preparados padrfes por adsor¢do em
matriz de PROSOLV® e obtidos utilizando uma solugdo metandlica de Ranolazina.
Sabendo que o analito é dificil de solubilizar, mesmo nos solventes em que é soluvel,
estes estudos tiveram como objetivo ver o efeito da fraca solubilidade na analise, mas
também estudar as interacGes que eventualmente se podem estabelecer entre a matriz e

0 analito aquando do processo de preparacdo do comprimido envolvendo via himida.

Na Figura 25 sdo apresentados 0s espectros correspondentes aos ensaios dos
padrdes obtidos por adsorgdo de Ranolazina em PROSOLV®, que apresentam coeréncia
de evolugédo com a concentragdo entre 1998,6 e 8000,8 ppm. A figura mostra a evolugédo

entre %(Rx) (acima) e F(Rx) (abaixo) com a concentragdo dos padroes .
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Figura 25: Espectros DRUV da Ranolazina adsorvida em matriz de PROSOLV, para as concentragdes de 0,0 ppm
(linha cinzenta), 1399,2 ppm (linha laranja), 1801,8 ppm (linha azul), 1999,6 ppm (linha verde) e 2401,4 ppm (linha
amarela) na gama espectral de 200 a 300 nm

Na figura anterior ndo é clara a evolucdo de F(R.) para comprimentos de onda
superiores a 260 nm, assim a zona do espectro entre 250 e 300 nm, foi ampliada e esta
representada na Figura 26. Nesta figura conseguimos perceber que efetivamente existe
uma banda de absorcdo com maximo a 275 nm e ombro a 281 nm. Assim, 0S

comprimentos de onda escolhidos para a analise das amostras foram 225, 275 e 281 nm.
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Figura 26: Espectro DRUV (gama de 250 a 290 nm) da Ranolazina adsorvida em matriz de PROSOLYV, para as
concentragdes de 0,0 ppm (linha cinzenta), 1399,2 ppm (linha laranja), 1801,8 ppm (linha azul), 1999,6 ppm (linha
verde) e 2401,4 ppm (linha amarela) na gama espectral de 255 a 290 nm.

Embora a preparacdo das amostras tenham sido feita de forma distinta era de
esperar que 0s espectros apresentados fossem semelhantes, nomeadamente no que diz
respeito a posicdo dos maximos das bandas de absor¢do do composto. No entanto isso
sO aconteceria se ndo houvesse estabelecimento de interacdes entre o analito e a matriz,
promovidas pelo processo de adsorcdo. Comparando as Figuras 24 e 25 as diferencas
mais evidentes estdo na banda a menores comprimentos de onda: 0 maximo que esté a
240 nm na mistura mecénica é observada a 225 nm no caso da Ranolazina adsorvida, é
ainda possivel observar que a intensidade relativa das duas bandas também se altera,
pois é semelhante nas misturas mecéanicas enquanto que no caso da adsorcdo a banda a
225 nm é cerca de 15 vezes mais intensa que a banda a 275 nm. Estas diferencas sdo
independentes da concentracdo e por isso apontam para a possibilidade de
estabelecimento de interacdes entre a Ranolazina e a matriz, possivelmente com a

celulose que é um dos seus componentes.

A grande diferenca entre os dois estudos reside nas gamas de trabalho utilizadas,
sendo que para as misturas mecénicas apresentam-se concentracfes significativamente
mais baixas do que as amostras por adsor¢do da matriz. Uma possivel explicacdo pode
ser uma causa experimental, por perda de analito nas paredes do frasco onde foram
preparadas durante o processo de adsor¢do, mas também pelas interacbes que se
estabelecem entre a Ranolazina e a matriz originarem um “complexo” com uma
constante de absortividade menor e por isso espectros mais fracos para a mesma

concentracéo.
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3.3.2. Curvas de calibracéo

Os espectros apresentados para as misturas mecanicas pertencem a um conjunto
maior de padrdes, infelizmente das vérias tentativas possiveis no tempo limitado para a
realizacéo do trabalho nem todos as séries se podem considerar coerentes. Assim, apesar
dos resultados ndo terem significado analitico que ¢é desejavel pelo reduzido nimero de
padrGes que foi possivel utilizar, a anélise seguinte vai permitir discutir e avaliar o
protocolo experimental e serd uma indica¢do para o possivel desenvolvimento de um
método para a quantificacdo de Ranolazina em comprimidos por refletancia difusa. A

totalidade do estudo é apresentado nas Figuras A5 -1 do Anexo 5.

Seguindo o mesmo critério do adotado para amostras obtidas por misturas
mecanicas, no caso da adsorcdo também foram preparadas varias séries de padrdes, no
entanto também nesta abordagem nao sera possivel utilizar todos os ensaios e a analise
de resultados ndo podera ser completa. A totalidade dos padrbes e dos espectros
referentes a analise de Ranolazina adsorvida em PROSOLV sdo apresentados nas
Figuras A5 — 2, A5 — 3 e A5 — 4 do Anexo 5. De referir ainda que no caso da adsorcao
foram efetuados dois estudos, com duas gamas de concentracdo diferentes, um conjunto
de amostras com concentragbes mais baixas (800,8-24001,4 ppm) e outra com
concentragdes mais elevadas (1998,6 e 8000,8 ppm), a totalidade do trabalho

desenvolvido encontra-se nas Figuras A5 -5, A5 -6 e A5 — 7 do Anexo 5.

Para cada padrdo preparado foram realizados triplicados das suas leituras, no
entanto para esta andlise ser considerada valida € necessario perceber se existe alguma
coeréncia nas diferentes leituras feitas para cada amostra. Assim, foi calculado o desvio
padrdo e o respetivo coeficiente de variacdo de F(R«) para cada padrdo, através da
Equacdo 9. Nas Tabelas 16 (para as misturas mecénicas), 17 e 18 (para as amostras por
adsorcéo), estdo os valores do desvio padrdo como da percentagem de coeficiente de

variacgao obtidos para os triplicados de leitura.
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Concentragio F(Rx) Desvio padréo %CV
240 277 283 240 277 283 240 277 283
(pprm) om) | (om) | @m) | om) | (om) | @m) | (om) | (m) | (om)
0.000 0,001 | 0,000 | 0,000
! 0,018 | 0,003 | 0,002 | 0,010 | 0,002 | 0,001 - - -
0,001 | 0,002 | 0,002
50.6 0,088 | 0,092 | 0,089
! 0,046 | 0,050 | 0,045 | 0,064 | 0,041 | 0,041 62,514 44 478 47,525
0,172 0,131 0,128
0,130 | 0,145 | 0,128
63,2 0.144 | 0142 | 0.129 0,048 | 0,081 | 0,019 43,726 83,289 16,079
0,055 | 0,004 | 0,096
108.7 0,001 | 0,000 | 0,000
! 0,018 | 0,003 | 0,002 | 0,042 | 0,040 | 0,037 18,598 18,914 19,311
0,001 | 0,002 | 0,002

Tabela 16: Desvio padréo e coeficiente de variacdo de F(R«), dos padrdes para a analise da Ranolazina em misturas
mecanicas.

Concentracio F(Rx) Desvio padrao %CV
(bpm) ¢ 225 275 281 225 275 281 225 275 281
PP (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm)

0,000 | 0,000 | 0,000
0,0 0,000 | 0,000 | 0,000
0,000 | 0,000 | 0,000

0,000 | 0,000 | 0,000 - - -

0,001 | 0,000 | 0,000
400,4 0,000 | 0,000 | 0,000
0,000 | 0,000 | 0,000

0,000 | 0,000 | 0,000 | 89,137 86,212 87,008

0,003 | 0,000 | 0,000
599,6 0,001 | 0,000 | 0,000
0,001 | 0,004 | 0,000

0,001 | 0,002 | 0,000 | 77,226 | 123,765 | 13,091

0,004 | 0,002 | 0,001
800,8 0,003 | 0,002 | 0,000
0,003 | 0,001 | 0,000

0,000 | 0,000 | 0,000 5,710 6,281 10,010

0,010 | 0,004 | 0,001
1000,6 0,009 | 0,003 | 0,001
0,009 | 0,003 | 0,001

0,000 | 0,000 | 0,000 3,975 5,022 5,603

0,033 | 0,003 | 0,001
1202,6 0,033 | 0,003 | 0,001
0,034 | 0,003 | 0,001

0,000 | 0,000 | 0,000 0,472 2,909 11,180

0,004 | 0,001 | 0,000
1399,2 0,004 | 0,001 | 0,000
0,005 | 0,001 | 0,000

0,000 | 0,000 | 0,000 7,159 6,238 12,585

0,358 | 0,248 | 0,215
0,007 | 0,003 | 0,001
0,007 | 0,003 | 0,001

1602,9 0,203 | 0,142 | 0,124 | 163,914 | 167,179 | 171,411

0,005 | 0,007 | 0,002
0,005 | 0,007 | 0,002
0,005 | 0,007 | 0,002

1801,8 0,000 | 0,000 | 0,000 1,218 0,439 4,298

0,005 | 0,007 | 0,002
0,005 | 0,007 | 0,002
0,005 | 0,007 | 0,002

1999,6 0,000 | 0,000 | 0,000 1,218 0,439 4,298

0,005 | 0,007 | 0,002
0,005 | 0,007 | 0,002 | 0,000 | 0,000 | 0,000 1,218 0,439 4,298
0,005 | 0,007 | 0,002

24014

Tabela 17: Desvio padréo e coeficiente de variagdo de F(Rx), dos padrdes de concentragdo mais baixas para a analise
da Ranolazina adsorvida em matriz de PROSOLV
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F(Rx) Desvio padrao %CV

Concentracéo

225 275 281 225 275 281 225 | 275 | 281
(ppm)

(nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm)

0,000 | 0,000 | 0,000
0.0 0019 | 0,006 | 0,004 | 2010 | 0003 | 0002 | - - -

0,009 | 0,005 | 0,004

0,054 | 0,010 | 0,005
1998,6 0,014 | 0,008 | 0,004
0,011 | 0,003 | 0,001

0,024 | 0,003 | 0,002 |91,278 | 50,360 | 55,121

0,126 | 0,126 | 0,126
2404,1 0,145 | 0,145 | 0,145
0,396 | 0,396 | 0,396

0,151 | 0,151 | 0,151 | 67,764 | 67,764 | 67,764

0,154 | 0,154 | 0,154
2799,2 0,162 | 0,162 | 0,162
0,249 | 0,249 | 0,249

0,053 | 0,053 | 0,053 | 28,026 | 28,026 | 28,026

1,056 | 1,056 | 1,056

3600,4 0611 | 0611 | 0611 0,275 | 0,275 | 0,275 | 37,106 | 37,106 | 37,106
0,555 | 0,555 | 0,555
0,339 | 0,339 | 0,339

4000,4 0.783 | 0.783 | 0.783 0,394 | 0,394 | 0,394 |52,595 52,595 | 52,595
1,126 | 1,126 | 1,126
1,818 | 1,818 | 1,818

6007,8 1,097 | 1,097 1,097 1,744 | 1,744 | 1,744 | 71,399 | 71,399 | 71,399
4,413 | 4,413 | 4,413

8000,8 2,701 | 2,701 | 2,701

0932 | 0932 | 0932 | 1,192 | 1,192 | 1,192 |52,338 | 52,338 | 52,338
3,200 | 3,200 | 3,200

Tabela 18: Desvio padrdo e coeficiente de variacdo de F(R-), dos padrbes de concentracdo mais altas para a andlise
da Ranolazina adsorvida em matriz de PROSOLV

As variag0Oes resultantes das leituras dos padrdes déo origem a valores de %CV
de F(R«x) elevados que podem ter varias causas, nomeadamente nos passos que Sao
necessarios efetuar para a obtencdo dos dados espectrofotométricos. Para que um
procedimento de andlise por refletdncia difusa seja correto é necessario assegurar que
todas as leituras sdo feitas nas mesma condi¢des experimentais, particularmente no que
diz respeito granulometria do pd, compactacdo e espessura do pé colocado no porta-
amostras. Todo o processo de obtencdo do espectro (ou de leitura de sinal) envolve
varios passos criticos, que sdo feitos pelo operador (sem qualquer automatizacdo) e por
isso muito dependente da experiéncia de quem efetua as analises, pelo que ndo é
possivel garantir por completo a repetibilidade. Assim, embora se tenha atencéo e tente
manter constante o tempo e forga aplicada na moagem, a compressdo para que 0 pé
fique corretamente compacto no porta amostras, a uniformidade da superficie e ainda a
altura do pé no porta-amostras (espessura da amostra), € impossivel repetir
completamente o processo em cada medida sem que hajam variacbes mais ou menos

significativas. O passo mais critico é a compactagéo, que vai determinar a profundidade
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com que a radiacdo penetra na amostra, ou seja o percurso 6tico. Em geral, por ser um
processo manual é quase impossivel garantir que a presséo aplicada é a mesma em todas
as medidas no passo de prensagem. Deste modo, as amostras podem ter diferentes
compactac@es, e por isso maior aleatoriedade nas leituras de sinal. Todos estes fatores
influenciam a variabilidade dos resultados espectrofotométricos, alterando assim 0s
valores obtidos das leituras e consequentemente o desvio padrédo e o coeficiente de

variacéo entre estas.

Tendo em conta os valores obtidos de %CV associada ao F(R.), tanto para a
mistura mecanica como para a adsorcao, que como ja foi referido sdo todos bastante
elevados, pode ser concluido que a repetibilidade do método estara comprometida.
Deste modo, foram apenas consideradas duas leituras para cada padrdo, de forma a
minimizar esta variagdo entre as leituras, para a construcdo das retas de calibracdo aos

diferentes comprimentos de onda.

Na Figura 27 estd a curva de calibracdo obtida por DRUV e 0s respetivos
residuos para a analise a 240 nm para o conjunto de padrdes considerado adequado para

as misturas mecanicas.

0,300 0,100
0,250 0,050
0,200 0000
8 3 -0,050
o 0,150 o
T -0,100
0,100 -0,150
0,050 -0,200
0,000 -0,250
0,000 50,000 100,000 150,000 0,000 50,000 100,000 150,000
A Concentragdo (ppm) B Concentracdo (ppm)

Figura 27: (A) Curva de calibragdo da Ranolazina em misturas mecanicas, para a andlise a 240 nm para a gama de
concentracdes [50,63 e 108,73] ppm e (B) grafico dos residuos resultantes do ajuste a uma reta.

Na Figura 27(A) embora o niumero de pontos seja reduzido e se observe uma
grande dispersdo de pontos é possivel associar uma tendéncia linear de evolucdo de
F(Rx) com a concentracdo. No entanto quando se ajustam os dados a uma reta, 0
coeficiente de determinacdo de 0,9513 é bastante baixo, refletindo o nimero reduzido
de pontos e a dispersdo de valores, mas mais importante, no grafico de residuos na

Figura 27(B), existe uma tendéncia muito semelhante a tendéncia observada na
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disperséo de pontos e por isso ndo havendo assim aleatoriedade entre 0s mesmos, 0 que
significa que a linearidade é apenas aparente.

Na Figura 28(A) os dados relativos da analise das misturas mecanicas a 277 nm,
onde a semelhanca do que acontece a 240 nm na relagdo entre a concentracdo e F(Rx) é
possivel perceber que se pode associar uma relacdo linear mas o coeficiente de
determinacdo de 0,9579 confirma mais uma vez que a possivel regressdo linear tem
elevada dispersdo de pontos. O grafico dos residuos, na Figura 28(B), onde se verifica
aleatoriedade entre os pontos, permite neste caso confirmar uma linearidade dos dados

experimentais ainda que com poucos pontos e muito dispersos.

0,250 0,100
0,200 0,050
0,150 3 0,000
3 S
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o
0,050 -0,100
0,000 -0,150
0 0500,000 50,000 100,000 150,000 0,000 50,000 100,000 150,000
A ' Concentragdo (ppm) B concentragdo (ppm)

Figura 28: (A) Curva de calibragdo da Ranolazina em misturas mecanicas, para a analise a 274 nm para a gama de
concentragdes [50,63 e 108,73] ppm e (B) grafico dos residuos resultantes do ajuste a uma reta.

A analise das misturas mecanicas a 283 nm, na Figura 29, mostra um conjunto
de dados com comportamento semelhante ao que se obteve a 277 nm. Embora se possa
verifica uma relacdo linear Figura 29(A) com coeficiente de determinacdo de 0,9639 a
dispersdo de pontos é grande. Na Figura 29(B) o grafico de residuos apresenta

aleatoriedade entre os pontos, como desejavel para qualquer ajuste.
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Figura 29: (A) Curva de calibracdo da Ranolazina em misturas mecanicas, para a analise a 283 nm para a gama de
concentragdes [50,63 e 108,73] ppm e (B) gréfico dos residuos resultantes do ajuste a uma reta.

Na Tabela 19 apresentam-se para as misturas mecanicas os resultados obtidos do
ajuste dos pontos experimentais a uma reta para um grau de confianca de 95 %, cujos
parametros foram obtidos pelo método dos minimos quadrados.

Comprimentos de onda de anélise Equacso de ajuste R2
(nm)
240 Sabs = (0,002+0,002)Cran - (0,0£0,2) 0,9513
277 Sabs = (0,002+0,002) Cran - (0,0120,09) 0,9579
283 Sabs = (0,002+0,002) Cran - (0,010,08) 0,9639

Tabela 19: Equaces das retas (para um grau de confianca de 95% ) obtidas aos diferentes comprimentos de onda de
analise da Ranolazina em misturas mecanicas utilizando o PROSOLV® como matriz.

Na Tabela 19, aos trés comprimentos de onda, os valores dos coeficientes de
determinacdo evidenciam que 0s pontos experimentais sdo pontos dispersos, 0 que se
reflete também nos erros associados aos parametros das retas obtidas, cujo erro

associado ao declive € igual ao seu valor.

Para completar a avaliacdo dos resultados de ajuste a uma regressédo linear dos
pontos experimentais nas tabelas seguintes (Tabela 20, 21 e 22) estdo os resultados do

Teste-t para as misturas mecéanicas.

Concentracéo (ppm) F(Rx) Valor minimo | Valor maximo
Padréo 0 0,00 0,001 -0,108 0,096
Padrédo 1 50,63 0,070 -0,015 0,210
Padréo 2 63,21 0,141 0,012 0,234
Padréo 3 108,73 0,219 0,127 0,305

Tabela 20: Intervalo de validacdo de outliers (Teste-t) de cada padrdo para a andlise a 240 nm da Ranolazina em
misturas mecanicas.
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Concentracéo (ppm) F(R«) Valor minimo | Valor maximo
Padréo 0 0,00 0,001 -0,453 0,289
Padréo 1 50,63 0,067 -0,320 0,576
Padréo 2 63,21 0,137 -0,267 0,628
Padréo 3 108,73 0,248 -0,009 0,747

Tabela 21: Intervalo de validagdo de outliers (Teste-t) de cada padrdo para a andlise a 277 nm da Ranolazina em
misturas mecanicas.

Concentracéo (ppm) F(R«) Valor minimo | Valor maximo
Padréo 0 0,00 0,001 -0,084 0,074
Padréo 1 50,63 0,067 -0,006 0,186
Padréo 2 63,21 0,128 0,018 0,209
Padréo 3 108,73 0,201 0,118 0,280

Tabela 22: Intervalo de validacdo de outliers (Teste-t) de cada padrdo para a analise a 283 nm da Ranolazina em
misturas mecanicas.

Através da andlise das anteriores, é possivel perceber que nenhum dos pontos
considerados aos diferentes comprimentos de onda s&o outliers das retas propostas de
acordo com a premissa do Teste-t, no entanto dado o nimero reduzido de padrdes
considerados, esta analise apenas nos diz que as retas escolhidos sao efetivamente os

pontos mais coerentes de todos os padrdes inicialmente feitos.

Em resumo, para as misturas mecanicas de Ranolazina, relativamente a tentativa
de obtencdo de uma curva de calibragdo pode concluir-se que para o conjunto de
padrdes utilizados a andlise ndo tem significado analitico e por esse motivo nao é
possivel utilizar estas calibracbes para quantificar a Ranolazina nos comprimidos ou
para avaliar os ensaios de recuperacdo. Também ndo se procedera a avaliacdo do
método proposto através dos seus parametros mais importantes, como os limites ou a

gama de trabalho, porque com estas calibracfes se obtiveram valores incoerentes.

Nas Figuras 30, 31 e 32 estdo os dados espectroscopicos dos padrdes obtidos por
adsor¢do, ao comprimento de onda de 225, 275 e 281 nm para o intervalo de

concentragOes de 400,4 —2401,4 ppm.
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Figura 30: (A) Curva de calibragdo da Ranolazina adsorvida em matriz de PROSOLYV, para a analise a 225 nm para a
gama de concentracdes [400,4 e 1801,8] ppm e (B) gréfico dos residuos resultantes do ajuste a uma reta.
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Figura 31: (A) Curva de calibragdo da Ranolazina adsorvida em matriz de PROSOLYV, para a andlise a 275 nm para a
gama de concentragdes [1000,6 e 2401,4] ppm e (B) gréafico dos residuos resultantes do ajuste a uma reta.
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Figura 32: (A) Curva de calibragdo da Ranolazina adsorvida em matriz de PROSOLYV, para a andlise a 281 nm para a
gama de concentracdes [400,4 e 2401,4] ppm e (B) gréafico dos residuos resultantes do ajuste a uma reta.

Nas Figuras 33, 34 e 35 estdo 0s dados espectroscopicos dos padrdes obtidos por

adsorcdo de Ranolazina em matriz de PROSOLYV, aos comprimento de onda de 225,

275 e 281 nm para o intervalo de concentragdes de 1998,6 — 8000,8 ppm.
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Figura 33: (A) Curva de calibragdo da Ranolazina adsorvida em matriz de PROSOLYV, para a analise a 225 nm para a
gama de concentracdes [1998,6 e 8000,8] ppm e (B) gréfico dos residuos resultantes do ajuste a uma reta.
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Figura 34: (A) Curva de calibragdo da Ranolazina adsorvida em matriz de PROSOLYV, para a analise a 275 nm para a
gama de concentracdes [1998,6 e 8000,8] ppm e (B) gréafico dos residuos resultantes do ajuste a uma reta.
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Figura 35: (A) Curva de calibragdo da Ranolazina adsorvida em matriz de PROSOLYV, para a analise a 281 nm para a
gama de concentracdes [1998,6 e 8000,8] ppm e (B) gréafico dos residuos resultantes do ajuste a uma reta.

A andlise dos dados experimentais resultantes dos padrées de Ranolazina
adsorvida em matriz de PROSOLV mostra que, tal como acontecia nas mistura
mecanicas, embora os resultados aparentemente revelem alguma tendéncia de evolucao
linear, os coeficiente de determinagdo (na Tabela 23) apontam para uma elevada

dispersdo de pontos, contudo para a gama de menores concentragoes esses valores séo
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mais elevados do que os obtidos para a analise das misturas mecénicas. Os residuos
resultantes do ajuste dos pontos experimentais apresentam aleatoriedade, pelo que se
pode assumir a possibilidade de ajuste dos pontos experimentais por uma reta. Existe
uma excecdo, a analise a 225 nm para a gama de concentragdes mais baixa, que mostra

uma tendéncia da evolugdo dos residuos com a concentragéo.

Na Tabela 23 sdo apresentados os resultados de ajustes dos pontos
experimentais por regressdo linear pelo método dos minimos quadrados para a
Ranolazina adsorvida em matriz de PROSOLYV, os intervalos de confianga a 95 %.

comprimentos Gama de Equagso de ajuste R2
de onda (nm) concentracdo (ppm)
- 400,400 — 2401,439 | F(Rx) = (0,000013+0,000004) Can - (0,001£0,004) 0,9714
1998,602 — 8000,800 | F(Rx) = (0,000004+0,000001)Can- (0,000£0,002) 0,9702
o7 400,400 - 2401,439 | F(Rx) =(0,000003+0,000002) Cyan - (0,001+0,001) 0,9499
1998,602 — 8000,800 F(R-) = (0,0002+0,0001) Cran - (0,3£0,4) 0,8893
281 400,400 — 2401,439 F(R-) = (0,00003+0,00002) Can - (0,03£0,06) 0,9227
1998,602 — 8000,800 F(R-) = (0,00002+0,00002) Can - (0,03£0,05) 0,9152

Tabela 23: Equacdes de ajuste (para um grau de confianca de 95% ) obtidas aos diferentes comprimentos de onda de
analise e diferentes gamas de concentracdo da Ranolazina adsorvida em matriz de PROSOLV.

Nas Tabelas 24 e 25 esta a analise de outliers efetuada para os ajustes dos pontos
experimentais de que resultaram as equacgdes de ajuste apresentadas na tabela anterior
da andlise de Ranolazina adsorvida em PROSOLV. O Teste-t prova que todos 0s ajustes
resultam de um conjunto de pontos em que ndo se identifica qualquer outlier, uma vez

que estes estdo incluidos no intervalo e valores previstos.

225 nm 275 nm 281 nm

Conc F(R.) \{a!or \{al_or F(R.) \{a!or \{al_or F(R.) \{a!or \{al_or

(ppm) minimo | maximo minimo | maximo minimo | maximo

0,000 0,0000 -0,006 0,003 0,0000 -0,002 0,002 0,0000 -0,002 0,001
400,400 0,0016 -0,001 0,009 0,0001 -0,001 0,002
599,641 0,0061 0,002 0,012 0,0002 -0,001 0,003
800,800 0,0103 0,004 0,014 0,0011 0,000 0,003
1000,600 0,0041 0,002 0,006 0,0023 0,001 0,004
1202,643 0,0037 0,003 0,007
1399,161 | 0,0187 0,012 0,022
1801,800 | 0,0217 0,018 0,027 0,0079 0,005 0,010 0,0051 0,003 0,006
1999,600 0,0091 0,006 0,011 0,0057 0,004 0,007
2401,439 0,0102 0,008 0,012 0,0059 0,005 0,008

Tabela 24: Intervalo de validacdo de outliers (Teste-t) de cada padrdo para a andlise a 225, 275 e 281 nm da
Ranolazina adsorvida em matriz de PROSOLYV, para a gama de concentracdes mais baixas.
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225 nm 275 nm 281 nm

Conc F(R.) \{al_or \{al_or F(R.) \{a!or \{al_or F(R.) \{a!or \{al_or

(ppm) minimo | maximo minimo | maximo minimo | maximo

0,000 0,0130 -0,853 0,215 0,0042 -0,101 0,035 0,0034 -0,077 0,026
1998,602 | 0,0566 -0,449 0,701 0,0088 -0,041 0,103 0,0053 -0,035 0,076
2404,085 | 0,1397 -0,363 0,796 0,0266 -0,029 0,117 0,0169 -0,026 0,085
2799,161 | 0,1328 -0,277 0,886
3600,360 | 0,4212 -0,099 1,065 0,0678 0,008 0,156 0,0437 0,001 0,114
4000,400 | 0,4101 -0,008 1,152 0,0786 0,021 0,169 0,0535 0,011 0,123
6007,806 0,1898 0,088 0,230 0,1345 0,059 0,167
8000,800 | 1,6729 0,989 1,938 0,2248 0,157 0,288 0,1634 0,109 0,209

Tabela 25: Intervalo de validagdo de outliers (Teste-t) de cada padrdo para a andlise a 225, 275 e 281 nm da
Ranolazina adsorvida em matriz de PROSOLYV, para a gama de concentra¢des mais altas.

Resumindo, o estudo desenvolvido para a quantificagdo da Ranolazina adsorvida
em matriz sélida, mostrou que esta é dependente dos intervalos de concentracdo
escolhidos e que poderd eventualmente ser possivel obter uma curva de calibracédo
adequada. O ideal sera conseguir uma relacdo linear entre a concentragdo e a fungéo de
remissdo e os resultados obtidos mostraram que para as concentragdes mais baixas a
hipbtese de conseguir obter uma boa calibracdo € aparentemente melhor. Deste modo,
era importante repetir o estudo, mas com uma gama de trabalho inferior a realizada.

Na pesquisa bibliogréafica realizada ndo se encontraram publicacdes relativas a
quantificacdo de Ranolazina utilizando a espectroscopia de absor¢do em modo de
refletdncia difusa no UV-Vis. Portanto, embora ndo sendo possivel excluir a existéncia
de trabalhos neste campo de investigacdo, ndo sera possivel comparar os resultados

obtidos neste trabalho com o de outros autores.

3.4.Quantificacgdo de Ranolazina em Amostras Solidas por

Infravermelho em Refletancia Difusa (DRIFT)

Ja foram desenvolvidos alguns estudos com a Ranolazina no infravermelho, embora
pouco trabalho tenha sido encontrado na literatura no que diz respeito a quantificacao da
Ranolazina no infravermelho por refletancia difusa. Dos trabalhos publicados um dos
estudos esta ligado & incorporagdo do farmaco em microparticulas, contudo néo
abordam a quantificacdo e por essa razao estes trabalhos apenas tem interesse no que diz
respeito a caracterizagio espectral da molécula.!'* O objetivo desta parte do trabalho é
perceber se € possivel desenvolver um método de quantificacdo da Ranolazina por

DRIFT e na literatura apenas foi encontrado um estudo semelhante em que a analise foi
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feita tendo em conta uma &rea de integracdo correspondente ao carbonilo, com méximo
da banda a 1689 cm™, para uma gama de trabalho de 1.0-3.0 % m/m. As principais
conclusdes do estudo acima referido, sdo que a analise de Ranolazina no estado solido
tem um grande potencial para a industria farmacéutica, quer seja na analise quantitativa
como qualitativa, apresentando como vantagem as amostras estarem no estado solido e
por isso ndo ser necessaria a utilizacdo de solventes, tornando os métodos mais

ecologicos e mais econdmicos.1%2

Neste trabalho, foram feitos padrées de Ranolazina e com base nos espectros
DRIFT iniciais relativos a purificagdo da Ranolazina, foi avaliada a possibilidade de se
fazer a analise utilizando quatro areas de integracdo. Os estudos preliminares
permitiram concluir que a gama de trabalho a ser testada teria que ser diferentes da do
estudo referido, pois os valores de sinal obtidos com essas concentracbes se
encontravam fora da gama dinamica do equipamento. Deste modo, as diferencas de
metodologia adotadas no trabalho publicado e no presente trabalho ndo permite uma

comparacao direta dos resultados.

3.4.1. Espectros de refletincia difusa no infravermelho

Os espetros por refletancia difusa no infravermelho para os padrdes utilizados na
andlise por padrdo externo estdo na Figura 36, onde se evidencia as areas de integracao
que sao utilizadas para a analise. Os espetros na figura sdo apenas 0S que se
consideraram mais representativos, de forma a avaliar melhor as areas de integracéo e a
evolugdo com a concentracdo, a totalidade dos espetros encontra-se nas Figuras A5 — 8
no Anexo 5.

As areas que sdo utilizadas como dados espetrais foram obtidas por integracdo
da totalidade das bandas em cada uma das regides, como detalhado nas figuras
seguintes, porque se espera que exista uma relacdo entre a concentracdo e area dessa
regido. A area integrada € o equivalente a leitura de intensidade do sinal, neste caso ao
F(Rx).
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Figura 36 - Espectros DRIFT da Ranolazina para o método analitico do padrdo externo, para as concentracdes de
64,1 ppm (linha azul), 120,7 ppm (linha laranja), 146,4 ppm (linha cinzenta) e 169,4 ppm (linha amarela), na gama
espectral de 4000 e 500 cm™,

No delineamento de um protocolo para um método de padrdo interno um dos
aspectos fundamentais é a escolha da molécula que ira ser utilizada como padrdo
interno. O padrdo interno deve ser um composto quimicamente diferente da molécula
em estudo mas que tenha um estrutura que sofra as mesma variagcdes aleatérias, e €
adicionado em quantidade constante em todos os padrdes, incluindo o branco e as
amostras. Com a adicdo deste componente pretende-se retificar, as variacdes aleatérias
nas medicGes uma vez que a concentracao de padréo interno deve ter uma concentracao
bem definida, de preferéncia constante, em todas as misturas em analise. Neste trabalho
ira ser utilizado como padrdo interno o Ks[Fe(CN)s] que por ser uma molécula
quimicamente distinta da Ranolazina terd um espetro de infravermelho com as bandas
de absorcdo diferentes, e que se espera que ndo interfira no sinal obtido para a
Ranolazina. Na Figura 37 estdo os epsctros DRIFT do Ks[Fe(CN)e] e de um padréo para

comparacéo.
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Figura 37 - Espectros DRIFT da Ranolazina para o método analitico do padréo interno, para as concentra¢des de 0,0
ppm (linha cinzenta) e 132,2 ppm (linha amarela), na gama espectral de 4000 e 500 cm™.

O espetro do padrdo interno apresenta apenas uma banda com um maximo a
2117 cm™, correspondente ao modo de elongacdo do grupo CN. Analisando as figuras
anteriores conseguimos perceber que a zona do espetro onde se observa a banda do
padrdo interno ndo sdo observadas bandas da Ranolazina, isto é, ndo h& sobreposicdo
entre o espectro do analito e do padrdo interno na regido espectral do infravermelho
médio. Assim, pode concluir-se que em termos espectrais 0 Ks[Fe(CN)g] € um molécula
ideal para ser utilizada como padréo interno na quantificacdo da Ranolazina. Os
espectros obtidos relativos aos padrbes preparados para a analise por DRIFT da
Ranolazina por DRIFT pelo método analitico do padrdo interno estdo na Tabela A5 — 9

no Anexo 5.

Na hipotese de desenvolver um método de quantificagdo da Ranolazina por
refletdncia difusa no infravermelho (DRIFT), explorou-se uma gama de concentracdes
entre 64,06 e 288,36 ppm para a andlise de padrdo externo, e uma gama de

concentracgdes entre 58,56 e 268,47 ppm para a anélise de padréo interno.
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3.4.2. Curvas de calibracdo do método analitico do padrdo externo

2500,000

2000,000

1500,000

Sinal

1000,000
500,000

0,000
0,000 50,000 100,000 150,000 200,000 250,000 300,000 350,000

Concentracao (ppm)

Figura 38: Curvas de calibracdo da Ranolazina por DRIFT, pelo método analitico do padréo externo usando a area
integrada 806,1 — 721,8 cm™* (linha amarelo), 1559,0 — 1408,4 cm™ (linha cinzenta), 1766,7 — 1625,9 cm™ (linha
laranja) e — cm? (linha azul) na gama espectral de 4000 e 500 cm™™.

A Figura 38 mostra que os dados experimentais nao tém uma evoluc¢do do sinal
com a concentracdo coerente. Deste modo, & necessario reduzir a andlise as

concentragfes mais baixas de modo a obter uma resposta o mais linear possivel.

Nas Figuras 39, 40, 41 e 42, encontram-se representadas as curvas de calibracdo
com a respetiva linha de ajuste para resultados obtidos por DRIFT dos padrdes
preparados para 0 metodo do padréo externo, num intervalo de concentracdes de 64,03 -

146,36 ppm e os respetivos graficos de residuos, sendo o sinal a area integrada do
espetro em diferentes gamas espectrais.

499,97 30

399,97 20
— 299,97 = 10
£ c 0
v 199,97 " 10

99,97 -20

-0,03 -30

0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 0,00 50,00 100,00 150,00 200,00

A Concentragdo (ppm) B Concentragao (ppm)

Figura 39: (A) Curva de calibracdo da Ranolazina por DRIFT, pelo método analitico do padrao externo usando a area

integrada entre 3708,8 — 2606,7 cm™ para a gama de concentragdes [64,03 e 146,36] ppm e (B) grafico dos residuos
resultantes do ajuste.
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Figura 40: (A) Curva de calibracdo da Ranolazina por DRIFT, pelo método analitico do padrdo externo usando a &rea

integrada entre 1766,7 — 1625,9 cm™ para a gama de concentragdes [64,03 e 146,36] ppm e (B) gréafico dos residuos
resultantes do ajuste.
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Figura 41: (A) Curva de calibracdo da Ranolazina por DRIFT, pelo método analitico do padréo externo usando a area

integrada entre 1559,0 — 1408,4 cm™ para a gama de concentragGes [64,03 e 146,36] ppm e (B) grafico dos residuos
resultantes do ajuste.
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Figura 42: (A) Curva de calibracdo da Ranolazina por DRIFT, pelo método analitico do padrao externo usando a area

integrada entre 806,1 — 721,8 cm™ para a gama de concentracdes [64,03 e 146,36] ppm e (B) gréfico dos residuos
resultantes do ajuste.
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O resultado de DRIFT obtidos pelo método do padrdo externo para todas as
areas integradas de analise apresentam uma tendéncia que se pode aproximar de uma
reta para as concentracdes mais baixas, ou seja de 64,03 a 146,36 ppm. Contudo, 0
numero de padrdes utlizados para efetuar o ajuste dos dados experimentais € reduzido, o
que pode condicionar a fiabilidade do estudo. De facto, os coeficientes de determinagéo
apresentados na Tabela 26 apontam para que os resultados obtidos tenham uma elevada
dispersdo. Os gréaficos de residuos, na sua maioria mostram que existe aleatoriedade
entre 0s pontos, o que indica que embora as equacdes de ajuste ndo resultem num ajuste
satisfatorio pelos valores de coeficiente de determinacgdo, esta € uma hipétese a ser
explorada. No entanto, ha uma excecdo para a area integrada 3708,8 — 2606,7 cm™,
apesar desta apresentar o coeficiente de determinacdo mais elevado, o grafico de

residuos exibe comportamento nao aleatorio ou seja uma tendéncia.

Regido de integracdo (cm™) Equacéo de ajuste R?
3708,8 — 2606,7 Sinal = (3+2)Cran - (8+101) 0,9877
1766,7 — 1625,9 Sinal = (0,3+0,2)Cran- (0+13) 0,9863
1559,0 — 1408,4 Sinal = (0,3%0,2)Cran + (2£19) 0,9680

806,1 — 721,8 Sinal = (0,1020,08)Cran + (118) 0,9441

Tabela 26: Equacdes de ajuste (para um grau de confianca de 95% ) obtidas as diferentes areas integrdas na anélise da
Ranolazina por DRIFT pelo método analitico do padréo externo.

Os parametros da regressao linear obtida para explicar os dados experimentais,
na tabela anterior, ndo s&o os que se esperam de um bom ajuste com o erros associados
ao declive da mesma ordem de grandeza do valor do declive. De facto, os erros relativos
do declive sdo de cerca de 66 % para 0s as trés primeiras areas de integracdo e de 80 %

para a ultima.

As Tabelas 27, 28, 29 e 30 apresentam os resultados obtidos do Teste-t, para
determinar se 0s pontos experimentais escolhidos anteriormente, embora néo

apresentem os parametros de ajuste satisfatorios, sao 0s mais corretos.
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Padréo 0
Padréo 1
Padréo 2
Padréo 3
Padrao 4
Padrao 5
Padrao 6
Padréo 7

Tabela 27: Intervalo de validagdo de outliers (Teste-t) para a analise da area integrada 3708,8 — 2606,7 cm™ da
Ranolazina por DRIFT pelo método analitico do padrao externo.

Padréo 0
Padréo 1
Padrao 2
Padrao 3
Padréo 4
Padréo 5
Padréo 6
Padréo 7

Tabela 28: Intervalo de validagdo de outliers (Teste-t) para a analise da area integrada 1766,7 — 1625,9 cm™ da
Ranolazina por DRIFT pelo método analitico do padrdo externo.

Padréo 0
Padréo 1
Padréo 2
Padréo 3
Padréo 4
Padréo 5
Padréo 6
Padréo 7

Tabela 29: Intervalo de validagdo de outliers (Teste-t) para a analise da area integrada 1559,0 — 1408,4 cm™ da
Ranolazina por DRIFT pelo método analitico do padréo externo.

Padréo 0
Padrao 1
Padrao 2
Padréo 3
Padrao 4
Padrdo 5
Padrao 6
Padrao 7

Tabela 30: Intervalo de validagdo de outliers (Teste-t) para a andlise da area integrada 806,1 — 721,8 cm™ da
Ranolazina por DRIFT pelo método analitico do padrdo externo.

Concentracéo (ppm) Sinal Valor minimo | Valor maximo

0,00 -0,03 -130,71 114,47
64,06 174,65 56,05 305,78
120,71 322,00 222,19 473,98
146,36 448,00 297,68 549,81
169,44 667,55 365,79 617,90
211,60 559,86 490,62 741,94
255,76 2056,88 621,87 871,29
288,36 2100,68 719,11 966,41

Concentracao (ppm) Sinal Valor minimo | Valor maximo

0,00 0,00 -14,95 14,93
64,06 22,89 6,58 37,01
120,71 37,47 25,73 56,41
146,36 52,29 34,44 65,16
169,44 89,22 42,29 73,01
211,60 80,54 56,69 87,32
255,76 185,90 71,84 102,23
288,36 201,58 83,06 113,19

Concentracéao (ppm) Sinal Valor minimo | Valor maximo
0,00 0,01 -21,36 24,94
64,06 28,30 0,11 47,27
120,71 38,45 19,29 66,84
146,36 53,63 28,03 75,64
169,44 124,36 35,92 83,53
211,60 110,61 50,41 97,87
255,76 159,71 65,69 112,79
288,36 211,47 77,04 123,74

Concentracédo (ppm) Sinal Valor minimo | Valor maximo

0,00 0,00 1,77 9,72
64,06 9,27 -1,75 16,06
120,71 11,38 3,64 21,60
146,36 15,20 6,10 24,09
169,44 41,06 8,33 26,32
211,60 39,40 12,43 30,36
255,76 78,42 16,76 34,55
288,36 111,48 19,98 37,62
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Nos resultados anteriormente apresentados para o Teste-t, € possivel verificar
que nenhum dos resultados obtidos pelas integracdes, ou seja o valor das areas
integradas selecionadas para a construcdo da reta de ajuste se encontra fora do limite
definido pelo valor minimo e maximo, ou seja nenhuma das retas de ajuste possui
outliers, sendo entdo aquelas equacdes as reais. Ndo obstante, € importante avaliar a
repetibilidade das medidas, e para isso calculou-se o desvio padrdo e o coeficiente de
variacdo, cujos valores se apresentam na Tabela 31. Os valores obtidos para quase a
totalidade dos padr@es sdo inferiores a 4 % (ou mesmo 8 %), limite ja referido como
aceitavel de acordo com a teoria de Horwitz, sendo as exceg¢fes o padrdo com
concentracdo de 211,6 ppm para a area integrada de 3108,8 — 2606,7 cm™, o padréo
com concentracdo 255,8 ppm para a area integrada de 1559,0 — 1408,4 cm™ e o padrdo
com concentracdo 288,4 ppm para a area integrada de 1766,7 — 1625,9 cm™, no entanto
este valores ndo representam um problema para as retas de ajuste em estudo, porque as

mesmas nédo consideram os padrdes com estas concentragoes.

Conc Sinal Desvio padrdo %CV

enét;a 3708,8—- | 1766,7 - | 1559,0- | 806,1 - | 3708,8 - | 1766,7 - | 1559,0- | 806,1 - | 3708,8 - | 1766,7 — | 1559,0 - | 806,1 —

(9 o | 26067 | 16259 | 14084 | 7218 | 26067 | 16259 | 14084 | 7218 | 26067 | 16259 | 14084 | 7218

pl)) cm?t cm? cm? cm? cm? cm? cm? cm? cm? cm? cm? cm?
0,019 | 0,003 | 0,004 | 0,000

00 [ -0,030 | 0,005 | 0006 | 0,000 | 0,008 | 0,002 | 0,002 | 0,000| - - - -
-0,034 | 0,006 | 0,007 | 0,000
174,786 | 22,947 | 28,625 | 9,228

64,1 | 175,805 | 22,920 | 28,324 | 9,290 | 1,222 | 0,078 | 0,330 | 0,039 | 0,700 | 0,339 | 1,167 | 0,424
173372 | 22,801 | 27,965 | 9,301

10 | 321171 ] 37,683 | 39,013 | 11,360

' |322441 | 37413 | 38354 | 11,389 0,715 | 0,144 | 0,528 | 0,015 | 0,222 | 0,384 | 1,373 | 0,133
322,376 | 37,362 | 37,969 | 11,382

146 | 448451 | 52547 | 54878 | 15.168

4 447,397 | 52,236 | 53,591 | 15,196 | 0,545 | 0,233 | 1,236 | 0,032 | 0,122 | 0,446 | 2,306 | 0,208
448,162 | 52,001 | 52,406 | 15,231

160, | 670209 | 89,568 | 125,621 | 41,057

4 668,687 | 89,262 | 124,523 | 41,081 | 3,373 | 0,368 | 1,349 | 0,018 | 0,505 | 0,412 | 1,085 | 0,045
663,757 | 88,836 | 122,037 | 41,045

o1y | 537,944 | 80,765 | 111,640 | 39,412

5 571,953 | 80512 | 110,465 | 39,442 | 19,015 | 0,211 | 0,961 | 0,041 | 3,396 | 0,263 | 0,868 | 0,105
569,688 | 80,345 | 109,736 | 39,360
207;99 187,685 | 163,809 | 77,322

255, [ 2046,71

8 5 185,194 | 160,368 | 78,258 | 18,291 | 1,552 | 4,547 | 1,184 | 0,889 | 0,835 | 2,847 | 1,509
204;"93 184,835 | 154,876 | 79,673
208?'60 211,256 | 215,486 1112'23

288, | 213380 | 900,062 | 210965 | 113%° | 26,988 | 14,897 | 3,790 | 1,670 | 1,285 | 7,390 | 1,792 | 1,498
20861,84 184,427 | 207,956 1093*94

Tabela 31: Desvio padrdo e coeficiente de variacdo de Sinal para as areas integradas indicadas, na analise da
Ranolazina por DRIFT pelo método analitico do padrdo externo.
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Tendo em conta os resultados obtidos pode concluir-se que este conjunto de
padrdes nédo seria 0 mais adequado, no entanto dado o tempo limitado para a realizacdo
do trabalho ndo foi possivel refazer com uma gama de trabalho ajustada as necessidades

do método.

Na Tabela 32 sdo apresentados 0s parametros principais para a quantificacao de

Ranolazina por DRFT retirados do ajuste dos pontos experimentais a uma regressao

linear.
Areaintegrada | Area integrada
3708 — 2606 cm™ | 1766 — 1625 cm'*
sensibilidade (ppm™) 3+2 0,3+0,2

LL (ppm) 154,58 153,68

LD (ppm) 26,65 28,15

LQ (ppm) 88,82 93,84
Gama de trabalho (ppm) | [88,82 — 154,58] | [93,84 — 153,68]

GD 1,7 1,6

Tabela 32: Parametros do método para a anélise da Ranolazina por DRIFT pelo método analitico do padréo externo.

Ao analisar as retas de calibracdo obtidas para cada area de integracdo € claro
que apenas as duas primeiras (3708 — 2606 cm™ e 1766 — 1625 cm™) apresentam uma
relacdo préxima da linear, embora o coeficiente de determinacdo, indique dispersdo de
pontos. No que diz respeito aos resultados dos limites, os resultados sdo semelhantes
para ambas as areas de integracdo, obtendo-se uma gama de trabalho de [~90,00 -
~150] ppm. No entanto no que diz respeito a sensibilidade do método verifica-se uma
diferenca significativa, sendo que para a area integrada de 3708 — 2606 cm™ é cerca de
98 vezes mais elevada que para a area integrada de 1766 — 1625 cm™. Os parametros do
método ndo sdo 0s que se esperariam de um bom ajuste, contudo tratando-se de ensaios
exploratorios e sendo possivel a analise de algumas amostras utilizando estas duas areas
de integracdo, sera feita a quantificacdo de Ranolazina nas amostras cuja concentracéo

se encontrar na gama de trabalho obtida.

3.4.3. Curvas de calibracdo do método analitico do padrdo interno

No método analitico do padrdo interno quando se fazem as leituras de sinal
obtém-se dois sinais distintos, o do padrdo em estudo e o do padrdo interno. O valor do

sinal que ird ser utilizado como dado experimental, para estudar o efeito deste em
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funcdo da concentracdo, é a relacdo entre os sinais dos padrdes e o sinal do padrdo
interno do padrdo correspondente. Assim, na andlise do padréo interno, é necessario
dividir a area integrada da regido com a area integrada do padrdo interno. Tendo em
conta que as amostras e padrdes sdo preparados por pesagem, manter a concentracao do
padrdo interno constante é muito dificil, pelo que h& ainda a necessidade de corrigir a
variacdo de concentracdo do padrdo interno, o que implica multiplicar a razdo de areas
pela concentracao do padrdo interno, pelo que a analise sera feita ajustando

Equacéo 12
os resultados experimentais a Equacéo 12.

Ap

A XCpiszCp+b

pi

Em que Ap ¢ a area integrada das bandas da Ranolazina numa dada regido, Api a
area do padrdo interno nesse padrdo (ambas retiradas do espectro do padrdo), Cpi a
concentracdo de padréo interno no padréo, Cp a concentragdo de Ranolazina no padréo,

e m e b os pardmetros de ajuste, respetivamente declive e ordenada na origem.

A andlise dos dados experimentais foi efetuada utilizando a areas integradas das
mesma regides espetrais de que resultaram os graficos que se apresentam a seguir na

Figura 43, para as areas 1766,7 — 1625,9 cm, 1559,0 — 1408,4 cm™ e 806,1 — 721,8 cm"
1

3000,000
2500,000
2000,000

1500,000

Sinal

1000,000
500,000

0,000
0,000 50,000 100,000 150,000 200,000 250,000 300,000

Concentracao (ppm)

Figura 43: Curvas de calibragdo da Ranolazina por DRIFT, pelo método analitico do padrdo interno usando a area
integrada 806,1 — 721,8 cm (linha amarelo), 1559,0 — 1408,4 cm™ (linha cinzenta), 1766,7 — 1625,9 cm™ (linha
laranja) e — cm (linha azul) na gama espectral de 4000 e 500 cm™.
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A figura anterior mostra que a evolugéo do sinal com a concentragdo embora
seja mais clara do que no caso do padrdo externo, as areas de integracdo a menores
concentracdes ndo tem pontos suficientes para construir uma reta. Assim, é claro que

ndo é possivel continuar o tratamento de dados para estas areas de integracéo.

A andélise utilizando a regido espectral 3708,8 — 2606,7 cm™, mostrou ter
resultados mais coerentes pelo que para avaliar a repetibilidade do método, foi
calculado o desvio padrdo e o coeficiente de variacdo, representado na Tabela 33, onde
se verifica que os valores deste séo bastante elevados, justificados pelo facto desta
técnica exigir bastante experiéncia por parte do analista, como j& foi referido. Assim a
opcao foi prosseguir o tratamento dos dados experimentais apenas com os resultados de

dois replicados, de forma a minimizar a sua disperséo.

Concentracao

Sinal Desvio padréo %CV
(ppm)

1,127
0,000 4,615
1,868

1,838 -

189,289
58,561 115,845
100,633

47,408 35,051

156,491
109,081 174,027
187,928

15,753 9,116

135,398
132,215 219,664
176,462

42,138 23,783

279,232
155,529 183,615
163,432

61,860 29,632

238,942
196,456 242,225
311,232

40,822 15,455

266,239
233,730 239,908
321,152

41,451 15,031

1323,993
268,474 238,390 612,239 99,118
290,671

Tabela 33: Desvio padrdo e coeficiente de variagdo de Sinal, dos padrdes para a andlise da Ranolazina por DRIFT
pelo método analitico do padrdo interno.

A Figura 44 representa a relagdo entre a concentracdo e o sinal corrigido, bem

como a evolucgédo dos residuos destes mesmos padrdes.
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Figura 44: (A) Curva de calibracéo da Ranolazina por DRIFT pelo método analitico do padréo interno, para a analise
da area entre 3708,8 — 2606,7 cm™ para a gama de concentragdes [109,1 - 196,5] ppm e (B) grafico dos residuos
resultantes do ajuste a uma reta.

Analisando os resultados obtidos da evolugdo do sinal com a concentracao,
conseguimos observar que nao é claro um comportamento linear, 0 que se comprova ao
analisar gréfico dos residuos e o coeficiente de determinacdo que se encontra na Tabela
34. O grafico de residuos mostra que existe uma tendéncia de evolucdo dos residuos e
por isso sabemos que este ndo serd o ajuste mais correto. Assim, embora o coeficiente
de determinacdo esteja perto dos obtidos pelo método padrdo externo, estes dados de

facto ndo podem ser completamente explicados por uma regressao linear.

Area integrada (cm™) Equacéo de ajuste R?

3708,8 — 2606,7 Sinal = (1245)Cran + (146+587) 0,0656

Tabela 34: Equagdo de ajuste (para um grau de confianca de 95% ) obtida da analise da Ranolazina por DRIFT pelo
método analitico do padrdo interno.

Embora, analisando o gréfico dos residuos, ndo seja possivel aferir que o ajuste
realizado seja 0 mais correto, o0 Teste-t representado na Tabela 35, indica que o0s pontos
selecionados se encontram todos dentro do limite compreendido entre o valor minimo e

o0 valor maximo e por isso nenhum deles pode ser considerado como um outlier.

Concentracao (ppm) Sinal Valor minimo | Valor maximo

0,0 10,81 -526,72 818,93
109,1 1743,36 186,20 1565,56
132,2 1878,73 808,26 2202,63
155,5 2092,37 1095,21 2492,25
196,5 2398,57 1385,72 2782,81
233,7 2602,35 1898,92 3289,65
168,5 2521,67 2369,93 3747,65
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Tabela 35: Intervalo de validagdo de outliers (Teste-t) de cada padrdo para a analise a 3708,8 — 2606,7 cm™ da
Ranolazina em misturas mecanicas, usando como matriz KBr+ Ks[Fe(CN)s].

Embora o coeficiente de variagdo, mostre a heterogeneidade entre as leituras
efetuadas para cada padrdo e o grafico de residuos, mostrar que existe tendéncia
residual, foi calculado os parametros que caracterizam o método, que estdo expressos na
Tabela 36.

3708,8 — 2606,7 cm™
sensibilidade (ppm™?) 12+5
LL (ppm) 180,75
LD (ppm) 48,25
LQ (ppm) 160,83
Gama de trabalho (ppm) [160,83 — 180,75]
GD 1,1

Tabela 36: Pardmetros do método para a anélise da Ranolazina por DRIFT pelo método analitico do padréo interno.

Tendo em conta os valores dos limites apresentados na tabela anterior, nao é
possivel, com recurso a este método com estas condi¢es experimentais, calcular a
concentracdo de Ranolazina nos comprimidos Ranexa por as amostras preparadas se

encontrarem fora da gama de trabalho.

3.4.4 Quantificacdo da Ranolazina em comprimidos Ranexa 750

A quantificacdo da Ranolazina nos comprimidos por DRIFT e seguindo o
protocolo proposto neste trabalho s sera possivel pelo método analitico do padrao
externo, uma vez que o proposto para a analise pelo método do padrdo interno nao se
mostrou adequado. Na Tabela 37, estdo representados os valores das concentragfes das
amostras, para a analise por DRIFT pelo método analitico do padrdo externo e obtidas
através do sinal destas por interpolacdo da reta obtida para as &reas de integracdo

indicadas.
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Sinal Concentracdo (ppm)
3708 — 2606 cm™ | 1766 — 1625 cm™ 3708 — 2606 cm* 1766 — 1625 cm™
400,60 45,30 138,51 133,14
394,17 47,97 136,33 140,99
370,34 43,16 128,26 126,84
270,41 30,67 94,39 90,16
208,35 22,08 73,36 64,91
473,13 57,24 163,09 168,22
356,79 40,88 123,66 120,16
418,39 46,00 144,54 135,19
365,47 39,29 126,61 115,47
340,41 38,32 118,12 112,62
384,07 42,57 132,91 125,10
371,90 41,56 128,79 122,16

Tabela 37: Concentracdo de Ranolazina nas misturas de trabalho dos comprimidos Ranexa 750, obtidas por
DRIFT e pelo método analitico do padrdo externo.

Podemos observar na tabela anterior que em média todas as leituras tem uma
concentracdo de Ranolazina entre 100 — 120 ppm, néo se verificando grandes diferencas

entre os resultados para a mesma amostra nas duas areas de integracéao.

Com base nos resultados acima descritos, calculou-se a massa média de Ranolazina
em cada comprimido para todas as amostras preparadas, assim como o coeficiente de
variacdo e o erro absoluto associado a estas, todos estes valores encontram-se na Tabela
38.

Massa média _de_RanoIazma %CV Erro absoluto
por comprimido (mg)

3708 — 2606 cm™ 1766 — 1625 cm™ | 3708 — 2606 cm™ | 1766 —1625cm™ | 3708 — 2606 cm™ | 1766 — 1625 cm™
1004,49 999,17 3,28 4,33 254,49 249,17
795,27 777,12 34,75 40,81 45,27 27,12
952,74 894,84 7,01 6,81 202,74 144,84
958,06 907,76 4,92 4,44 208,06 157,76
927,64 894,72 12,49 14,10 177,64 144,72

Tabela 38: Massa média de Ranolazina por comprimido Ranexa 750, coeficiente de variacdo (em %) da massa
obtida e respetivo erro absoluto associado, obtidos por DRIFT e pelo método analitico do padrao externo.

Os resultados obtidos para a massa de Ranolazina em cada comprimido, é superior
em todos os casos do teor indicado pela farmacéutica, 750 mg, apenas uma das amostras
apresenta teores obtidos é proximos desse valor. No que diz respeito ao coeficiente de

variacdo, alguns valores encontram-se na gama de valores que podem ser considerados
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aceitaveis de acordo com a teoria de Horwitz (inferiores a 8 %), mas outros estdo
francamente acima deste valor. Assim, parece claro que nestas condigdes experimentais
ndo é possivel obter a concentracdo na Ranolazina nos comprimido com o grau de
confianca pretendido. Esta conclusdo pode ser confirmada pelo elevado valor do erro

absoluto.

De forma a perceber que erros sistematicos possam existir, no que diz respeito as
perdas de analito no processo ou ainda influéncia do excipiente, foram preparadas
amostras fortificadas. Os valores do sinal obtido para a analise por DRIFT pelo método
do padrdo externo destas amostras, assim como a concentragdo obtida por interpolagéo

da reta, encontram-se na Tabela 39.

. Sinal Concentracdo (ppm)
Padrdes
3708 — 2606 cm™* 1766 — 1625 cm 3708 - 2606 cm* 1766 — 1625 cm

Amfl_1 190,204 20,195 (*) *)
Amfl_2 397,881 47,289 137,59 138,98
Amfl_3 790,943 100,087 *) *)
Amf2_1 461,300 57,797 *) *)
Amf2_2 365,304 43,367 126,55 127,46
Amf2_3 501,905 62,051 *) *)
Amf3_1 458,927 55,038 *) *)
Amf3_2 523,464 62,367 *) *)
Amf3_3 200,771 22,012 *) *)
Amf4_1 311,228 32,663 108,22 96,00
Amf4_2 483,827 58,746 *) *)
Amf4_3 372,428 43,238 128,96 127,08
Amf5_1 292,048 36,198 101,72 106,39
Amf5_2 186,132 19,967 *) *)
Amf5_3 243,825 27,701 *) *)

Tabela 39: Concentragdo de Ranolazina nas amostras fortificadas de comprimidos Ranexa 750, obtidas por DRIFT e
pelo método analitico do padrdo externo. (*) Valores de concentragdo sem significado analitico por estarem fora da
gama de trabalho.

A tabela anterior mostra que das amostras fortificadas preparadas apenas 5 se
encontram dentro da gama de trabalho, para ambas as areas de integracdo em estudo, e
por isso apenas para essas € possivel calcular a concentracdo por interpolacdo da reta e
consequentemente percentagem de recuperacdo que se encontra na Tabela 40. Com isto,
podemos aferir que a preparagdo das amostras, nomeadamente no que diz respeito a sua

analise espetroscopica, tem uma influéncia bastante significativa nos resultados obtidos.
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O facto de os replicados da mesma amostra apresentarem valores tdo discrepantes

evidencia isso mesmo e assim como uma possivel heterogeneidade das amostras.

3708 — 2606 cm™* 1766 — 1625 cm!

Sinal da Sinal da

Amostra Concentragao % Recuperacdo Amostra Concentracdo % Recuperacdo
fortificada fortificada

397,881 137,59 86,65 47,289 138,98 87,95
365,304 126,55 80,13 43,367 127,46 80,96
311,228 108,22 57,79 32,663 96,00 46,49
372,428 128,96 76,99 43,238 127,08 75,24
292,048 101,72 55,88 36,198 106,39 60,18

Tabela 40: Concentracéo de Ranolazina nas amostras fortificadas e percentagem de recuperagéo para 0s comprimidos
Ranexa 750, obtidas por DRIFT e pelo método analitico do padrdo externo.

A percentagem de recuperacéo obtida pela Equacdo 8, varia entre 46 e 88 %, sendo
que o ideal seria manter-se entre 0s 80 -120 %. Embora algumas amostras, se encontrem
dentro do limite esperado, é importante perceber que apenas, estamos a considerar na
maioria dos casos um replicado por cada padrdo. Logo, € importante realcar que 0s
resultados apresentados ndo tém grande significado analitico, sendo importante repetir-

se estes estudos, assegurando entdo uma melhor coeréncia nas medidas efetuadas.

Em concluséo, o protocolo seguido para a anélise de Ranolazina por DRIFT, quer
pelo o0 método analitico do padrdo externo como pelo do padrédo interno, ndo tem a gama
de concentra¢cdes mais adequada. No entanto dado o tempo limitado para a realizacéo do
trabalho ndo foi possivel refazer o protocolo com uma gama de trabalho ajustada as
necessidades do método. Outro aspeto € a escolha das areas de integracdo poderia ser
modificada, pois dada complexidade do espectro de DRIFT da Ranolazina muitas outras

hipdteses podem ainda ser testadas.
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4. Trabalho Futuro

Neste trabalho, a Ranolazina utilizada para a preparacdo dos padrées foi obtida por
purificacdo dos comprimidos a utilizar como amostra, futuramente é importante
considerar a utilizacdo de Ranolazina pura como matéria prima. Deste modo podera ser

evitada alguma interferéncia devida a excipiente residual.

No que diz respeito ao protocolo desenvolvido para a analise em solucdo, existem
trabalhos publicados, com algumas diferencas no que diz respeito aos protocolos
seguidos e aos resultados obtidos, embora o solvente em todos tenha sido o metanol.
Sendo a Ranolazina uma molécula bastante dificil de dissolu¢do, o que pode
condicionar a preparacdo das solugdes, € importante que se facam estudos utilizando
outro tipo de solventes. Contudo o diclorometano, outro solvente em que a solubilidade
da Ranolazina é boa, é ambientalmente perigoso e por isso deve ser evitado. Assim
outros tipo de solventes como os liquidos i6nicos poderiam eventualmente ser
estudados. Tendo em consideracdo os resultados obtidos nos ensaios de recuperacéo,
também € de considerar a utilizacdo do método da adicdo de padréo, huma tentativa de

eliminar as possiveis interferéncias de matriz.

Em relacdo aos outros protocolos, onde sdo utilizadas amostras no estado solido é
importante aperfeicoar a técnica de preparacdo dos padrdes e da andlise espetroscopica
dos pos de forma a haver uma manipulacdo mais correta. Uma das possibilidades seria
utilizar ferramentas que eliminem a variabilidade dos processos de moagem e
prensagem dos po6s de forma a garantir a repetibilidade da preparacdo das amostras e
posteriormente na leitura destas. Contudo, ndo existem equipamentos disponiveis para
este efeito especifico pelo que a dependéncia da competéncia do analista nunca podera

ser eliminada.

Os resultados obtidos para as misturas mecanicas de Ranolazina na anéalise por
DRUV, mostram que é necessario avaliar melhor a gama de trabalho utilizada. Desta
forma, € importante repetir-se o estudo utilizando gamas de trabalho diferentes,
utilizando concentragdes mais baixas e fazer um maior numero de replicados de leituras
de cada um dos padrbes e das amostras tentando assim aumentar repetibilidade dos
resultados. De referir, que ndo foram encontrados para este estudo qualquer trabalho
publicado, sendo necessario desenvolver ainda muito trabalho na area, nomeadamente a

pesquisa de um composto que possa ser utilizado como padrdo interno, fazendo a
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anélise pelo método do padrdo interno, tentado eliminar os efeitos de variacdo de
compactacao dos pos a analisar.

A andlise de Ranolazina em amostras por adsor¢do em matriz sélida por DRUV,
mostrou que também seré decisivo encontrar a gama de trabalho ideal que sera de certo
com concentragcdes mais baixas do que as utilizadas no desenvolvimento deste trabalho,
devendo-se entdo repetir todo o estudo. E importante explorar este método de
caracterizagdo na industria farmacéutica para a Ranolazina, e que podera eventualmente
ser aplicada a outros farmacos, uma vez que a producao de comprimidos pode ser feito
por via hiumida. Um estudo importante seria a caraterizagdo estrutural da Ranolazina
adsorvida, por exemplo por espetroscopia de infravermelho, de modo a confirmar a

hipdtese da interacdo por pontes de hidrogénio entre o analito e a matriz.

Relativamente aos resultados obtidos para a quantificacdo de Ranolazina por
DRIFT, apontam tal como para o caso da analise por DRUV, para um trabalho futuro de
adequacdo da preparacdo de padrdes e amostras a outra gama de concentragdes. Tal
como acontece na andlise por DRUV, estas também sdo misturas mecanicas e por isso é
importante assegurar a correta manipulacdo das amostras, minimizando a
heterogeneidade inerente a preparacdo destas. Importante sera também explorar outras
areas de integracdo no espetro para se obterem evolucgdes de sinal mais coerentes com o

aumento da concentragao.

Sintetizando, tendo em consideracdo que a maioria dos farmacos estdo em formas
farmacéuticas solidas, é importante desenvolver métodos de quantificagdo com amostras
de misturas solidas, mimetizando o mais fielmente o produto em anélise e tendo em
conta a insuficiente literatura publicada, & importante que se continue com os estudos
exploratérios de forma a atingir-se um método de quantificacdo fundamentado. Com
base no que ja foi feito, € oportuno adaptar melhor os intervalos de concentracdes que
sdo escolhidos para o estudo, otimizar a preparacdo das amostras, assegurando a sua
homogeneidade e procurar encontrar métodos que ajudem a minimizar erros que

possam ocorrer no decorrer do estudo.

E importante referir que a Ranolazina é um farmaco que ndo vem descrito na
Farmacopeia Portuguesa e consequentemente ndo existem parametros exigidos para a

matéria prima, nomeadamente métodos de quantificacdo aprovados como oficiais, por
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isso a investigacdo e trabalho futuro no que concerne aos métodos de quantificacdo
desta tornam-se bastante pertinentes.
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5. Conclusoes

O trabalho desenvolvido teve como objetivo investigar a possibilidade de
desenvolver métodos espetroscopicos de quantificacdo da Ranolazina, usando amostras
em diferentes estados fisicos, liquido e em p6. Nesse sentido foram desenvolvidos
varios protocolos de anélise exploratdrios, que permitiram compreender melhor quais 0s
aspetos necessarios para 0 desenvolvimento de métodos de quantificacdo para a

Ranolazina em comprimidos.

Foram estudadas duas técnicas espetroscépicas diferentes para a quantificacdo da
Ranolazina, absor¢cdo no UV-Vis e infravermelho, utilizando amostras no estado
liquido, no estado solido e também um hibrido entre eles, ou seja adsorcdo de solucao
padrdo de concentracdo conhecida numa matriz que tem como finalidade mimetizar o

efeito no analito do fabrico de comprimidos por via himida.

A Ranolazina foi analisada em solucdo de metanol, por espetroscopia de absor¢édo
UV-Vis em transmissdo, aos comprimentos de onda de 204,5, 228,0 e 272,5 nm, onde
se obteve, respetivamente, uma sensibilidade para o método de 0,070+0,008,
0,0213+0,0004 e 0,0050+0,0002 ppm?, para uma gama de trabalho correspondente de
[3,2 — 15,8 ppm], [5,1 — 79,8 ppm] e [33,9 — 393,3 ppm]. Ao fazer-se os estudos em
solucdo, o objetivo foi mostrar que apesar da dificil solubilidade do farmaco, que pode
conduzir a uma fraca homogeneidade das solucbes preparadas e conduzir a erros
significativos, este podera ser utilizado em condi¢fes otimizadas. Embora seja 0 método
de andlise que mais esta descrito na literatura, e que revelou ter os melhores resultados
com os parametros do método de analise muito semelhantes aos publicados, no que diz
respeito aos ensaios de recuperagédo este demonstrou ter bastante efeitos de interferéncia

do excipiente e de perdas de analito.

Percebendo a clara influéncia da dificil solubilizagdo da Ranolazina, foram
preparados padrdes por adsor¢io da matriz, utilizando PROSOLV®, sendo que a
solucdo a ser adsorvida é uma solucdo metandlica de Ranolazina. Estes estudos tiveram
como finalidade perceber o efeito da fraca solubilidade e também mimetizar o processo
da preparacdo dos comprimidos utilizando a via humida, com o objetivo de aferir a
possibilidade do estabelecimento de interagcdes entre a matriz e o analito e qual seu

efeito sobre a analise. Tendo em vista as premissas acima mencionadas, preparam-se
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também padrdes por mistura mecénica, eliminando assim o problema da dissolucéo do

analito, e o efeito de solvente.

A anélise por refletancia difusa no UV-Vis para misturas mecéanicas de Ranolazina e
PROSOLV?®, foi efetuada aos comprimentos de onda de 240, 277 e 283 nm, tendo sido
obtida como sensibilidade 0,002+0,002 ppm™ para os trés comprimentos de onda, para a
gama de concentracdes de [50,63 e 108,73] ppm. No caso da analise por DRUV da
Ranolazina adsorvida na matriz de PROSOLV®, os dados espetroscopicos foram
obtidos a 225, 275, e 281 nm, utilizando duas gamas de concentracGes diferente, séo
elas [400,400 — 2401,439] e [1998,602 — 8000,800] ppm, em que o valor de
sensibilidade varia entre 0,000003+0,000002 e 0,0002+0,0001 ppm™.

Uma vez que a literatura ndo descreve estudos de quantificacdo da Ranolazina por
DRUV ndo é possivel comparar os parametros obtidos neste estudo com outros
trabalhos. Ao contrario das amostras em solucdo, na analise por DRUV o ajuste linear
feito mostra-nos que o comportamento deste conjunto de amostras ndo tem significado
analitico. Assim, para além de serem necessarios mais ensaios para perceber o
verdadeiro comportamento da Ranolazina em amostras solidas, é ainda importante
determinar se estas diferencas tdo notdrias entre os métodos dependem apenas da

preparacdo das amostras ou se ha outros fatores envolvidos.

Os comprimentos de onda escolhidos para a analise na gama espetral do UV-Vis
tiveram por base os maximo das bandas de absor¢do da Ranolazina e como se pode
verificar estes ndo sdo 0s mesmo nos trés protocolos utilizados. Enquanto que para as
misturas em solugdo metandlica o espetros apresentam maximos de absorcdo a 204,5 e
228,0 nm dependendo da concentracdo e outro 272,5 nm, nas misturas mecanicas 0s
méaximos de absorcdo sdo a 240, 277 nm e um ombro a 283 nm e nas amostras por
adsorcédo sdo a 225, 275 nm e o ombro a 281 nm. Esta diferencga observada na posicéo e
forma das bandas pode ser atribuida por um lado ao estado fisico da Ranolazina e as
interacOes que se estabelecem com o solvente quando comparamos a analise em solucéao
e em forma solida. A comparacdo entre 0s espetros das misturas mecanicas e os de
adsorcdo em particular da banda a menores comprimentos de onda leva a concluir que é
provavel que exista estabelecimento de interacOes fortes da Ranolazina com a matriz,

possivelmente formando novas ligacOes atraves de pontes de hidrogénio e alterando
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assim a estrutura de bandas do espetros de absor¢do. Em comum nos espetros existe um

méaximo de absor¢éo por volta dos 270-275 nm.

Ainda acerca dos espetros € importante referir que as concentracdes de
Ranolazina ndo sdo semelhantes em todos os métodos e esta alteragdo, embora seja
normal uma vez que a resposta as amostras em solucdo e as amostras por misturas

mecanicas € diferente, pode ter também influéncia na posicdo e forma das bandas.

A andlise por refletancia difusa no infravermelho foi efetuada utilizando dois
métodos analiticos diferentes, o padrdo externo e o padrdo interno. A andlise para 0
método de padrdo externo foi feita por integracdo de quatro areas espetrais distintas:
[3708,8 — 2606,7], [1766,7 — 1625,9], [1559,0 — 1408,4] e [806,1 — 7218,8] cm™; tendo-
-se obtido respetivamente a sensibilidade de 3+2; 0,3+0,2; 0,3+0,2 e 0,10+0,08 ppm™.
Neste estudo verificou-se que 0 Ks[Fe(CN)s] era um composto passivel de ser utlizado
como padrdo interno. Contudo, no método de padréo interno apenas foi possivel ter
alguma linearidade por integracdo da éarea espetral [3708,8 — 2606,7] cm™, obtendo-se
uma sensibilidade de 12+5 ppm™, para a gama de trabalho de [84,98 — 189,35] ppm. Na
analise do padrdo interno a %CV para os triplicados apresentaram valor superiores ao
que se considera aceitavel de acordo com a teoria de Horwitz, e por esse motivo, foi

necessario ajustar a analise a apenas duas leituras.

A anélise da Ranolazina por DRIFT, mostrou que a semelhanca do que acontecia
na andlise por DRUV, que existe uma grande variabilidade entre as amostras preparadas
e por isso 0s resultados obtidos ndo sdo os mais corretos. No entanto na analise pelo
método do padrdo externo o coeficiente de variagdo calculado, medida utilizada ao
longo do trabalho para avaliar a repetibilidade das medidas, tem um valor aceitavel e
por essa razdo aponta para a possibilidade de realizar a analise por DRIFT nas quatro
areas de integracdo estabelecidas. No global, os resultados da anélise da Ranolazina por
DRIFT nédo confirmam a aplicabilidade da técnica mas mostram que 0 méetodo proposto
é promissor tanto na analise por padrdo externo, como para a analise por padrdo interno,
sendo necessario repetir o estudo, utilizando condicbes experimentais mais
convenientes, assumindo uma gama de trabalho mais adequada e talvez a utilizacdo de

outras areas integracdo de outras bandas e/ou regides espetrais.

Os resultados obtidos nos estudos exploratdrios realizados neste trabalho, levam a

concluir que todos os protocolos propostos apresentam falhas e que tem que ser
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melhorados de forma a torné-los em bons métodos de quantificagdo para a Ranolazina,
mas permitem retirar algumas informagdes importantes para o trabalho futuro. Por
exemplo, ficou claro que as gamas de trabalho escolhidas ndo foram as mais adequadas,
no entanto a partir destes resultados, torna-se mais acessivel explorar qual a gama de

concentra¢do mais indicada para cada método.

A preparacdo dos padrbes e das amostras para analise por refletancia difusa
requer bastante rigor, rigor esse que é conseguido com a experiéncia da prepara¢do, uma
vez que para que haja uma boa repetibilidade é necessario que 0s passos necessarios a
preparacdo dos padrdes e amostra e ainda da analise espetroscopica ndo sejam sujeitos a
grandes variagcdes. Existem varios passos durante aplicacdo do protocolo sujeitos a erros
significativos e 0s mais importantes sdo a pesagem, a moagem e a compactacdo do pé
no porta-amostras. As pesagens realizadas sdo em sucessdo e de massas talvez
demasiado pequenas para as balancas disponiveis, que é um fator que pode condicionar
a precisdo das pesagens e desencadear erros sucessivos por parte do operador. Na
preparacdo para a obtencdo dos espectros, nomeadamente no que diz respeito a
pulverizagdo, homogeneizacdo, altura e quantidade de p6 colocado no porta amostras e
também a compactacdo desta. Posto isto, existem bastantes fatores que condicionam a
igualdade das condicdes de obtencdo dos dados espetroscopicos entre as amostras. Para
gue sejam garantidas essas condi¢des com a maior precisao possivel é necessario que 0
operador tenha muita experiéncia com a técnica de forma a conseguir reproduzir em

todas as amostras as mesmas condicoes.

A analise espetroscopica de Ranolazina em solucdo ja ndo apresenta tantas
condicionantes para que a preparacdo seja feita de forma semelhante entre todos os
padrBes e amostras. Na obtencdo dos dados espetroscopicos corretos uma condicionante
é o volume de amostra colocada na célula de quartzo, sendo necessario garantir que o
mesmo ocupa toda a area da célula atravessada pelo feixe de radiacdo, e também é
necessario garantir que na solucdo dentro da célula ndo existem bolhas gasosas ou
particulas em suspensdo. A homogeneidade das solugdes entre os ensaios é facil de
assegurar por simples agitacdo suave da solu¢do. Em relagdo a preparagdo dos padrdes,
ndo sendo tdo complexa como nas amostras solidas, existem alguns passos criticos em
que ha a possibilidade de ocorrer erros que irdo influenciar toda a analise,
nomeadamente no que diz respeito a preparacdo da solucdo stock. Sendo a dissolucao

da Ranolazina dificil h4 possibilidade de ndo ser completa e a solucéo stock n&o ficar
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homogénea, como esta solugdo posteriormente da origem as solucdes dos padrdes, no
caso de haver dissolugdo incompleta as concentracOes reais dos padrdes seriam

inferiores ao previsto.

Em resumo, ndo havendo qualquer método oficial e os trabalhos publicados
serem quase exclusivamente em solucdo, o objetivo deste trabalho seria apenas explorar
a possibilidade de desenvolver métodos de quantificacdo para a Ranolazina, nédo
utilizando solventes e mimetizando a preparagdo da analise em contexto real. No
entanto, relativamente a todos os protocolos propostos para a quantificacdo de
Ranolazina em comprimidos Ranexa 750 mg, para nenhum € possivel confirmar a sua
completa aplicabilidade no mundo farmacéutico. A concluséo final é de que existe ainda
muito trabalho a ser desenvolvido, mas que a maioria dos protocolos testados sdo
bastante promissores e indicam claramente quais as alteracOes a efetuar nos estudos
seguintes de forma a ajustar as condigfes experimentais para prosseguir com a

validacao destes métodos de andlise.
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Anexo 1: Fichas de seguranca dos solventes

Safety Data Sheet
according to 29CFR1910/1200 and GHS Rev. 3

Safety Data Sheet
according to 29CFR1910/1200 and GHS Rev. 3

Safety Data Sheet
according to 29CFR1910/1200 and GHS Rev. 3

Effective date : 01.08.2015 Page 1of 8 Effective date : 01.08.2015 Page 20f 8 Effective date : 01.08.2015 Page 3of 8
| hanol, Lab Grade, 4L Methanol, Lab Grade, 4L | Methanol, Lab Grade, 4L |
Ism 1 : Identification of the and of the Wear protective gloves/protective clothing/eye protection/face protection Percentages are by weight |
Product . M ol, Lab G aL Wash skin thoroughly after handling

et no . Do not eat, drink or smoke when using this product
Manufacturer/Supplier Trade name: Avoid ing dust i pours/spray SECTION 4 : First aid measures |
Manufacturer/Supplier Article number: S25426A Keep away from heat/sparksjopen flames/hot surfaces. No smoking Description of first aid measures

Do not breathe dust/fume/gas/mist/vapours/spray . . X L X

Recommended uses of the product and uses restrictions on use: Specific treatment (see supplemental first aid instructions on this label) After Move exposed individual to fresh air. Loosen clothing as necessary and position individual in

Manufacturer Details:

AguaPhoenix Scientific
9 Bamnhart Drive, Hanover, PA 17331

Supplier Details:
Fisher Science Education
15 Jet View Drive, Rochester, NY 14624

Emergency telephone number:
Fisher Science Education Emergency Telephone No.: 800-535-5053

SECTION 2 : identification

Cl of the or

Flammable
Flammable liquids, category 2

Toxic
Acute toxicity (oral, dermal, inhalation), category 3

Health hazard
Specific target organ toxicity following single exposure, category 1

AcTox Dermal. 3
Flammable liq. 2
AcTox Oral. 3
AcTox Inhaln, 3
Stot SE. 1

Signal word :Danger

Hazard statements:

Highly flammable liquid and vapour

Toxic if swallowed

Toxic in contact with skin

Toxic if inhaled

Causes damage to organs

Precautionary statements:

If medical advice is needed, have product container or label at hand
Keep out of reach of children

Read label before use

Created by Global Safety Management, Inc. -Tel: 1-813-435-5161 - www.gsmsds.com

IF ON SKIN: Wash with soap and water

Call a POISON CENTER or doctor/physician if you feel unwell

Specific measures (see supplemental first aid instructions on this label)
Take off contaminated clothing and wash before reuse

Wash contaminated clothing before reuse

IF SWALLOWED: Immediately call a POISON CENTER or doctor/physician
IF exposed: Call a POISON CENTER or doctor/physician

IF INHALED: Remove victim to fresh air and keep at rest in a position comfortable for breathing
Store locked up

Store in a well ventilated place. Keep cool

Dispose of contents and container as instructed in Section 13

Other Non-GHS Classification:
WHMIS

B2 D1B @

D28

NFPA/HMIS

Health [ 2]

Flammability B

o D Physical Hazard m
0

NFPA SCALE (0-4)

HMIS RATINGS (0-4)

SECTION 3 : Composition/information on ingredients

a comfortable position.Get medical assistance.If breathing is difficult, give oxygen

After skin contact: Wash affected area with soap and water. Rinse/flush exposed skin gently using water for

15-20 minutes. Seek medical attention if irritation persists or if concerned.

After eye contact: Protect unexposed eye. Rinse or flush eye gently with water for at least 15-20 minutes,

lifting upper and lower lids.Seek medical attention if irritation persists or if concerned

After swallowing: Rinse mouth thoroughly. Do not induce vomiting. Have exposed individual drink sips of

water. Dilute mouth with water or milk after rinsing.Get medical assistance.

Most important symptoms and effects, both acute and delayed:
Poison. Toxic by ingestion, absorption through skin and inhalation, potentially causing irreversible effects.

Indication of any

Irritating to eyes, skin, and respiratory tract. Irritation- all routes of exposure Shortness of

breath.Nausea.Headache.May be fatal or cause blindness if swallowed. Cannot be made non-poisonous. May
cause gastrointestinal irritation, vomiting, and diarrhea. Central nervous system disorders. Skin disorders,

preexisting eye di + g

tract;Toxic: danger of very serious irreversible effects by inhalation,

ingestion or absorption through skin. Experiments have shown reproductive toxicity effects on laboratory

animals. May cause adverse kidney and liver effects
medical and special treatment needed:

If seeking medical attention, provide SDS document to physician.Physician should treat symptomatically.

SECTION 5 : Firefighting measures

Extinguishing media

containers cool.
For safety 9 0

‘Water may be ineffective.

Special hazards arising from the substance or mixture:
Risk of ignition. Vapors may form explosive mixtures with air. Vapors may travel to source of ignition and flash

back. Containers may explode when heated

Advice for firefighters:

Protective equipment: Wear protective eyeware, gloves, and clothing. Refer to Section B.

Dry chemical, foam, dry sand, or Carbon Dioxide. Water spray can keep

Additional information (precautions): Remove all sources of ignition. Avoid contact with skin, eyes, and

clothing.Ensure adequate ventilation. Take precautions against static discharge.

prec protective equip and gency procedures:

Use spark-proof tools and explosion-proof equipment.Provide exhaust ventilation or other engineering controls
to keep the airborne concentrations of vapor and mists below the applicable workplace exposure limits

Created by Global Safety Management, Inc. -Tel: 1-813-435-5161 - www.gsmsds.com

Ingredients: ) {:" P " l‘ Exposure Limits-OELs) indicated above.Ensure adequate ventilation,
prec
— ]Memmw l DA% Prevent from reaching drains, sewer or waterway. Should not be released into environment.
and for and c g up:

If necessary use trained response staff or contractor. Remove all sources of ignition. Contain spillage and then

Created by Global Safety Managemant, Inc. -Tel: 1-813-435-5161 - www.gsmsds.com
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Safety Data Sheet

Safety Data Sheet Safety Data Sheet
according to 29CFR1910/1200 and GHS Rev. 3

according to 29CFR1910/1200 and GHS Rev. 3 according to 29CFR1910/1200 and GHS Rev. 3

Effective date : 01.08.2015 Page 4of 8  Effective date : 01.08.2015 Page 5of g  Effective date : 01.08.2015 Page 6 of 8
Methanol, Lab Grade, 4L | | Methanol, Lab Grade, 4L | | Methanol, Lab Grade, 4L
collect. Do not flush to sewer.Absorb with a noncombustible absorbent material such as sand or earth and Boiling point/Boiling Partition coefficient (n- . Developmental Effects
containerize for disposal. Ventilate area of leak or spill.Use spark-proof tools and explosion-proof range: B4.T°C@T60mmH | o tanoljwater): Not Available Reproductive Toxicity: (Immediate/Delayed) have occurred in
equipment.Follow proper disposal methods. Refer to Section 13. experimental animals
N Flash point (closed " Auto/Self-ignition -
Reference to other sections: cup): 12°C tem ture: 455°C
SECTION 12 : Ecological
SECTION 7 : Handling and storage | |evaporation rate: 5.2 :.:“mﬁ,“ Not Available
Precautions for safe handling: - - - o4
Use in a chemical fume hood. Wash hands before breaks and immediately after handling the product. Avoid [F::::“'h’"::’“r Flammable Viscosity: ;' D, :;: vty Fr Fish: 96 Hr LCS0 Pimephales promelas: 28200 mg/L
contact with skin, eyes, and clothing.Take precautions against static discharge. g _ i _ Fr Fish: 96 Hr LC50 Oncorhynchus mykiss: 19500 - 20700 mg/L
Conditions for safe storage, including any incompatibilities: Density: Not Available Freshwater Fish: 96 Hr LC50 Pimephales promelas: >100 mg/L
Store in a cool location. Provide ventilation for containers. Avoid storage near extreme heat, ignition sources or Fr Fish: 96 Hr LC50 Oncorhynchus mykiss: 18 - 20 mUL
open flame. Keep container tightly sealed.Store with like hazards. Protect from freezing and physical damage. |SECI10|I 10 : Stability and y | F Fish: 96 Hr LC50 Lepomis macrochirus: 13500 - 17600 mg/L
Per and d dability: Not
SECTION 8 : Exp cti | R y:Vapours may form | mixture with air. Bi p Not Bioacc! ive.
Chemical stability:Stable under normal conditions. Mobility in soil: Aqueous solution has high mobility in soil.
Possible hazardous reactions:None under normal processing. Other adverse effects:

Conditions to avoid:Excess heat, Incompatible Materials, flames, or sparks.

Incompatible materials: Oxidizing agents, reducing agents, alkali metals, acids, sodium, potassium, metals as
powders, acid chlorides, acid anhydrides, powdered magnesium, and aluminum.

|SECTION 13 : Disposal considerations

@ 0 o

67-56-1, Methanol, ACGIH: 250 ppm STEL; 200 ppm TWA

Hazardous decompaosition products:carbon monoxide, formaldehyde. Waste dis, | recommendations:

Control Parameters: Methanol RCRA waste code U154. Do not allow product to reach sewage system or open water.|t is the

K : : SECTION 11 : | inf K : > &
g;zgi :me(:;z:' x:g:: ggg gg: ?&Et 23:3 ::}:33 ?JVEAL | bility of the waste generator to properly characterize all waste materials according to applicable
a PP S ¥ A L i b latory entities (US 40CFR262.11). Absorb with a noncombustible absorbent material such as sand or earth
ppropriate Engineering controls: Emergency eye wash fountains and safety showers should be available in Acute Toxicity: and containerize for disposal. Provide ventilation. Have fire extinguishing agent available in case of fire.
the immediate vicinity of use or handling. Ensure that dust: gy AR g f equi R
systems (exhaust ducls, dust colleclurs, vessels, and processing Dermal: (rabbit) LD-50 15800 mg/kg Eliminate all sources of '.gmuon'use spar‘bproov tools a.nd gxplonqq-proo equipment.Chemical was‘.e
equipment) are designed to prevent the escape of dust into the work generators must determine whether a discarded chemical is classified as a hazardous waste. Chemical waste
area. Oral: (rat) LD-50 5628 mg/kg generators must also consult local, regional, and national hazardous waste regulations. Ensure complete and
Respiratory protection: Use in a chemical fume hood. If exposure limit is exceeded, a full-face Inhalation: (rat) LC-50 130,7 mgi! accurate classification.
respirator with organic cartridge may be worn.
Protection of skin: Select glove material impermeable and resistant to the substance. Select Chronic Toxicity: No additional information. SECTION 14 : Transport information
glove material based on rates of diffusion and degradation, \rritation:
Eye protection: Safety glasses with side shields or goggles. Corrosion - . UN. b
General hygienic measures: Wash hands before breaks and at the end of work. Avoid contact with the Ocular: Irritating to eyes UN1230
eyes and skin.Dispose of contaminated gloves after use in accordance —
with applicable laws and good laboratory practices.Perform routine Dermal: Irritating to skin UN proper shipping name
hosexmepug: Sensitization: No additional information. Methanol
Transport hazard class(es)
[ucnon 9 : Physical and chemical properties Classified as causing damage to
organs:Eyes, skin, optic nerve, Class:
Single Target Organ (STOT): gastrointestinal tract, central nervous 3 Flammable liquids
Appearance (physical Clear colorless i Explosion limit lower: 6 system, respiratory system, liver, spleen,
: quid kidney, blood i, Class:
state,color): Explosion limit upper: 31 Y. " 6.1 Toxic substances
Odor: Alcohol Vapor pressure: 128 hPa @ 20°C Numerical Measures: No additional information, Packing group:
Odor threshold: Not Available Vapor density: 111 . Teratogenicity : has occurred in Environmental hazard:
-Arinegenitity experimental animals. Transport in bulk:
pH-value: Not Availabl Relati y: 0.79 ial p i for user:
Mutagenetic effects have occurred in
Melting/Freezing point. |-90°C Solubilities: Miscible at 20 °C Mutagenicity: expergimental animals.
T I - e SECTION 15 : Regulatory
Created by Global Safety Management, Inc. -Tel: 1-813-435-5161 - www.qsmsds.com

Created by Global Safety Management, Inc. -Tel: 1-813-435-5161 - www.gsmsds.com

Created by Global Safety Management, Inc. -Tel: 1-813-435-5161 - www.gsmsds.com
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Safety Data Sheet
according to 29CFR1910/1200 and GHS Rev. 3
Effective date : 01.08.2015 Page 7 of 8

| Methanol, Lab Grade, 4L

United States (USA)

SARA Section 311/312 (Specific toxic chemical listings):
Acute, Chronic, Fire

SARA Section 313 (Specific toxic chemical listings):
67-56-1 Methanol

RCRA (hazardous waste code):
67-56-1 Methanol RCRA waste code U154

TSCA (Toxic Substances Control Act):
All ingredients are listed.

CERCLA (Comp: i | Resp Comp and Liability Act):
67-56-1 Methanol 5000 Ibs

Proposition 65 (California):

Chemicals known to cause cancer:
None of the ingredients is listed
Chemicals known to cause reproducti y for fi
None of the ingredients is listed
Chemicals known to cause reproductive toxicity for males:
None of the ingredients is listed
Chemicals known to cause developmental toxicity:
67-56-1 Methanol

Canada
Canadian D i List (DSL):
All ingredients are listed.
G NPRI Ing list (limit 0.1%):

None of the ingredients is listed
Canadian NPRI Ingredient Disclosure list (limit 1%):
67-56-1 Methanol

SECTION 16 : Other inf: ti

This product has been classified in accordance with hazard criteria of the Controlled Products Regulations and the
SDS contains all the information required by the C Products R ions.Note:. The ibility to
provide a safe workplace remains with the user.The user should consider the health hazards and safety information
contained herein as a guide and should take those precautions required in an individual operation to instruct
employees and develop work practice procedures for a safe work envi The [ herein is,
to the best of our knowledge and belief, accurate However, since the conditions of handling and use are beyond
our control, we make no guarantee of results, and assume no liability for damages incurred by the use of this
material.It is the responsibility of the user to comply with all applicable laws and regulations applicable to this
material,

GHS Full Text Phrases:
and y
IMDG: | Maritime Code for D: Goods

PNEC: Predicted No-Effect Concentration (REACH)

Created by Global Safety Management, Inc. -Tel: 1-813-435-5161 - www.gsmsds.com

Safety Data Sheet

according to 29CFR1910/1200 and GHS Rev. 3

Effective date : 01.08.2015

Page B of 8

Methanol, Lab Grade, 4L

CFR: Code of Federal Regulations (USA)

SARA: Superfund Amendments and Reauthorization Act (USA)

RCRA: Resource Conservation and Recovery Act (USA)

TSCA: Toxic Substances Control Act (USA)

MPRI: National Pollutant Release Inventory (Canada)

DOT: US Department of Transpartation

|IATA: International Air Transport Association

GHS: Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals
ACGIH: American Conference of Industrial Hygienists

CAS: Chemical Abstracts Service (division of the American Chemical Society)
NFPA: National Fire Protection Association (USA)

HMIS: Hazardous Materials Identification System (USA)

WHMIS: Workplace F Materials ion System (Canada)

DMNEL: Derived No-Effect Level (REACH)

Effective date : 01.08.2015
Last updated : 03.27.2015

Created by Global Safety Management, Inc. -Tel: 1-813-435-5161 - www.gsmsds.com
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Methylene chloride

Revision Date 28-Nov-2019 Methylene chloride

: aplicagdo na quantificacéo de Ranolazina

Revision Date 28-Nov-2019

SCIENTIFIC 1 |
Label Elements Eye Contact Rinse immediately with plenty of water, also under the eyelids, for at least 15 minutes. Get
SAFETY DATA SHEET o Wors s strfion
Croalion Dite: 272010 son Dale 2 2019 Rovisiin Mubsr 7 Danger Skin Contact 2&]&:;: immediately with plenty of water for at least 15 minutes. If skin imitation persists,
Hazard Statements
Causes skin irmitation Inhalation Remove to fresh air. If not breathing, give artificial respiration. Get medical attention if
Causes serious eye iritation sympltoms oceur.
May cause or dizziness
| 1. | May cause cancer Ingestion Clean mouth with water and drink afterwards plenty of water.
May cause damage 1o throl ol of aled exposure
Product Name Methylene chloride 4 age to organs thicugh prolonged of repe: . Most and . of high vaper may cause like dizziness,
effects liredness, nausea and vomiting: Causes ceniral nervous system depression: Continued or
Cat No. : D37-1; D37-4; D37-20; D37-200; D37-200LC; D37-500; D37FB-19; high by wi\l cause mz This may result in a loss of
D37FB-50; D37FB-115; D37FB-200; D37POP-19; D37POPB-50; consciousness and could prove fatal: Causes formation of carbon monoxide in the blood.
D37POPB-200; D37RB-19; D37RB-50; D37RB-115; D37RB-200; Carbon monoxide may cause adverse effects on the cardiovascular system and the central
D37RS-19; D37RS-28; D37RS-50; D37RS-115; D37RS-200; D37SK4; o5 10 Phyicia Treat symptomatca
D37SK-4LC; D375S-28; D37SS-50; D37SS-115; D37SS-200; Notes 1o Physician i
D378S-1350; D37RS1000ASME; NC1485726; D37RE200ASME; I 5. w measures
NC1568702; NC1641358; XXMECLDOW2000; XXMECLDOW200LI! :uunﬂt:oﬂﬂ)‘ Statements
revention
B o RO e e v o o and I Sultable Extinguishing Media  Waler spray, carbon diaxide (CO2), dry chemical, alcohol-resistant foam
! Use personal protective equipment as required
Recommended Use Laboratory chemicals. Wash face, hands and any exposed skin thoroughly after handing Unsultable Extinguishing Media  No Information aualiable
Uses advised against . This chemicaliproduct is not and cannot be distributed in commerce (as defined in TSCA ~ Wear eye/face protection Flash Point Mo Information available
section 3(5)) or processed (as defined in TSCA section 3(13)) for consumer paint or coating Do not breathe dustTume/gas/mistivapors/spray Method - No information available
removal. Use only outdoors or in a well-ventilated area
Response peratur o o
Details of the supplier of the safety data sheet IF exposed or concerned: Get medical atiention/advice Autolgnition Tom ) woremaE
Inhalation Explosion Limits
Company IF INHALED: Remove victim to fresh air and keep at rest in a position comfortable for breathing Upper 23 val %
Fisher Scientific Skin Lower 13 vol %
One Reagent Lane IF ON SKIN: Wash with plenty of soap and water o Impact No available
Fair Lawn, NJ 07410 If skin irritation occurs: Get medical advice/attention to Static DI Mo available

Tel: (201) 796-7100

Emergency Telephone Number
CHEMTREC®, Inside the USA:
800-424-9300

CHEMTREC®, Outside the USA:
001-703-527-3887

[ 2. Hazard(s) identification |

Classification
This chemical is considered hazardous by the 2012 OSHA Hazard Communication Standard (29 CFR 1910.1200)

Take off contaminated clothing and wash before reuse

yos
IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several minutes. Remove contact lenses, if present and easy to do. Continue rinsing
If eye irfitation persists: Get medical advice/attention

Specific Hazards Arising from the Chemical
Thermal decomposition can lead to releass of iritaling gases and vapors. Keep product and empty container away from heat and
sources of ignition.

iSkin Corroslon/rritation Category 2
Serious Eye Damage/Eye Irritation Category 2
Carcinogenicity Category 18
[Specific target organ toxicity (single exposure) Category 3
[Target Organs - Central nervous system (CNS).
Specific target organ toxicity - (repeated exposure) Category 2
[Target Organs - Liver, Kidney, Blood.

Page 1/8

Storage
Store locked up Hazardous Combustion Products
gl:';o:‘; well-ventilated place. Keep container tightly closed Carbon monaxide (CO) Carbon diaxide (COz) Hydrogen chioride gas Phosgena
Protective a for
Dispose of contents/container to an approved waste disposal plant As in any fire, wear self. breathing v e ind, MSHA/NIOSH (approved or equivalent) and full
Hazards not otherwise classified (HNOC) protective gear.
WARNING. Cancer - hitps//www.p6Swarnings.ca.gow/.
Health Flammability Instability Physical hazards
2 1 0 NA
| 3. Composition/Iinformation on Ingredients J
| e nt [ CAS-N I Woight % \ I SRR O Tismat ve (o v s o,
-omponent o ol Use personal protective equipment as required. Ensure ate ventilation,
[ Nethylene chioride | 75.09-2 | >09.5 ] Should not b.pruusga |n§"oum environment. e
I 4. First-aild measures | Metheds for Contalnment and Clean Scak up with inert absorbent material, Keep in suitable, closed containers for disposal,
up

General Advico If symptoms persist, call a physician.

Page 2/8

Page 3/8
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Methylene chloride Revision Date 28-Nov-2019 Methylene chloride Revision Date 28-Nov-2019 Methylene chloride Revision Date 28-Nov-2019
Ad - Not Classifiable as a Human Carcinogen
7. Handling and | Specific Gravity 1.33 AS - Not Suspected as a Human Carcinogen
Handling Wear personal protective equipmentace protection. Do not et In eyes, on skin, or on Solubility No information available Mutagenic Effects ffects have occured in
clothing. Avoid n and inhalation. Vapors are heavier than air and may spread along Partition coefficient; n-octanol/water No data available
floors. Handle product only in closed system or provide exhaust 556 °C / 1032.8 °F Reproductive Effects No information available.
Reacts with aluminum and its alloys. Decomposition Temperature No information available
Viscosity 042 mPas @ 25°C Developmental Effects No information available.
Stora Keep containers tightly closed in a dry, cool and well-ventilated place. Do not store in ud'c““' Formula CH2cC2
% aluminum cmtamirsw i ? Molecular Weight 84.93 Teratogenicity No information available.
7 STOT - single exposure Central nervous system (CNS)
[ 8. Exposure controls | personal protection | [ 10. Stability and reactivity ) aror- Conkstpervovs o
E u idelh Reactive Hazard None known, based on information available Aspiration hazard No information available
[ ACGIH TLV OSHA PEL NIOSH IDLH Mexico OEL
Wethylena chiorige TWA: 50 ppm TVacated) TWA: 500 ppm TOLA: 2300 ppm TWA: 50 ppm Stability Stable under normal conditions. Decomposes on exposure to light. Symptoms / effects,both acute and Inhalation of high vapor may cause like dizziness,
(Vacated) STEL: 2000 ppm
|(Vacated) Cailing: 1000 pprm Conditions to Avoid Excess heat. Protect from direct sunlight. dalayed Mg:"'“ "‘”“:y‘"“ '“""""‘:nc‘“‘“ isuiiestpr et o M”""““’ E Comeger
TWA: 25 pom 1 ids A consciousness and could prove fatal: Causes formation of carbon monoxide in the blood.
STEL: 125 gpm 8 g, » Strong soide, Carbon monoxide may cause adverse effects on the cardiovascular system and the central
Carbon (CO), Carbon dioxide (COz), Hydrogen chloride gas, Phosgene PIVOUS SYSIM
No available
ACGIH - American Conferance of Govemmental industrial Hygienists does not occur.
% oczupational Safely ard Hoekh Adminisietion Dangerous 1o Lis or Heaith Hazardous Roeactions Forms a detonable mixture with nitric acid. Other Adverse Effects Tumorigenic effects have been reported in experimental animals.
I 11. Toxicological information | | 12. Ecological information l
Engineering Measures Use only under a chemical fume hood. Ensure that eyewash stations and safety showers Ecotoxicity
are elase to the workstation location. Acute Toxiclty. :
P I P Equi Product Information
& nt information uo;w chicd EC50.>660 mg«.w } P-:zm- Fh:- ! Ecsomn ™24 h { ECH0: 140 mg/Ljagn
ne & [ promelas: :
Eye/face Protection 'Wear appropriate prolective eyeglasses or chemical safety goggles as described by M':M“ chionde 3000 ,‘o"('ml) ,%m” ] 55(:"94‘?.( M)Gh LC50:193 mgL/9%6h EC50:2.88 15 min
OSHA's eye and face protection regulations in 28 CFR 1910.133 or European Standard I 6000 mgim? )yah and ility is uniikely based on information avallable.
ENto0. No available
No avallable.
Skin and body p Wear gloves and elothing to prevent skin exposure.
Rss, so Follow the OSHA tor regulations found in 20 CFR 1910134 or E s J Mobility Will likely be mobile in the environment due to its volatility.
rats Protection ol respirator r lations in . or European Standar
pirstory EN 149. Use a NIOSHIMSHA or European Standard EN 149 approved respirator iristion iasing o qyesand Sk [ Component T Tog Pow 1
exposure limits are exceeded o if irritation or other symploms are experienced. Sensitization No Information available [ Methylene chionde. 1 125 ]
Hygilene Measures Handle In accordance with good industrial hyglens and safety praciice. Carcinogenicity The table below indicates whether each agency has listed any ingredient as a carcinogen. 13. ‘considerations ]
Waste Disposal Methods Chemical waste generators must determine whether a discarded chemical is classified as a
I 8. m and m m | chionde 1 &M& ENL &uﬂu { m,f‘ hazardous waste. Chemical waste generators must also consult local, regional, and
Physical State I I I I national hazardous waste regulations to ensure complete and accurate classification
g::f“"""' c°'°"°“ TARC: (infernational Agency for Research on Cancer) “ (:mommnmwcy Tor Research on Cancer [ — I =T — r S
sweel CﬂmM Humans &E! - U Serles - P Series
Odor Threshold No information available Group 24 to Humans Mathyiene chionde - 75-00-2 | U080 | —i
pH No Information available 28 - Auwry Carcinogenic to Humans
Melting Poin/Range 87 °C | 1428 °F NTP: (National Toxicity Program) NTP: (National Toxicity Program) [ 14, I
Bolling PoinuRange 39 °C 1 1022 °F Known - Known Carcinogen 4. Transport information
Flash Point No information available 3 o098 umen poT. o
Evaporation Rate No information available . Corhogs UN-No
Flammability (solld,gas) Not appiicable prisesisian o Wt A4: Toown s w‘%",:,,,. Propor Shipping Name DICHLOROMETHANE
Flammability or explosive limits A3 - Animal Hazard Class 6.1
Upper 23 vo! % ACGIH: (American Industrial Hygi Packing Group n
Lower Mexico - Occupational Exposure Limits - Carcinogens Mexico - Occupational Exposure Limits - Carcinogens
Vapor Pressure 350 mbw @ 20Cc :; - g“m»dm Carcinogen UN-N UN1593
Vapor Density 93 (Air = 1.0) it spected A”“"""C‘C""W'" Proper Shipping Name DICHLOROMETHANE
Page 4/8 Page 5/8 Page 6/8
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Methylene chloride

Revision Date 28-Nov-2019

Hazard Class 61
Packing Group n
IATA
UN-No UN1593
Proper Shipping Name Dichloromethane
Hazard Class 61
Packing Group n
IMDGAMO
UN-No UN1593
Proper Shipping Name Dichloromethane
Hazard Class 6.1
Packing Grou 11}
15. Regulatory information |
ni i Inw
Component CAS-No | TSCA TSCA Inventory notification - | TSCA - EPA Regulatory l
Active/inactive Flags
[ Methylene chioride | 75082 [ X ACTIVE | R |
Legend:

TSCA - Toxic Substances Control Act, (40 CFR Part 710)

X - Listed
*' - Not Listed

R - Indicates a substance that is the subject of a Saction 6 risk management rule under TSCA.

Section 6(a) of the Toxic
Substances Control Act (TSCA)

TSCA 12(b) - Notices of Export

This chemical/product is not and cannot be distributed in commerce (as defined in TSCA
section 3(5)) or processed (as defined in TSCA section 3(13)) for consumer paint or coating
removal

Not applicable

International inventories
Canada (DSL/NDSL), Europe (EINECS/ELINCS/NLP), Philippines (FICCS), Japan (ENCS), Australia (AICS), China (IECSC), Korea (ECL),

Component [ cAstio DSL_| WosL | ENEcs | mices | Ewcs | mies | Ecsc | wecL |
L Methylene chioride | 75-09-2 X - 200-838-9 X X X X KE-23893
.S, Federal Regulations
SARA 313
Component | CAS-No Weight % | SARA 313 - Threshold ]
Values %
Methylene chioride | 75-08-2 | >G0.5 | 0.1 |

SARA 311/312 Hazard Categories  See section 2 for more information

CWA (Clean Water Act]

Methylene chloride Revision Date 28-Nov-2019
Component Highly
Methylene chioride 125 ppm STEL -
12.5 ppm Action Level
25 ppm TWA
CERCLA This material, as supplied, contains one or more substances regulated as a hazardous
the C sponse Ci and Liability
Act (CERCLA) (40 CFR 302)
[ Component I RQs | CERCLA EHS RQs ]
Meth chioride I 1000 b 110 T =
California Proposition 65 This product contains the following proposition 65 chemicals
[ Component CAS-No | _Caiifornia Prop. 65| Prop 65NSRL | Category |
Methylene chioride 75-09-2 I Carcinogen I 200 pg/day I Carcinogen I
50 pg/day
U.S. State Right-to-Know
ons
Co ent | | NewJersey | | Ilinois. | Rhodeisiand |
Methylene chioride | X T X I b3 T X | X |
U.S. Department of Transportation
Quantity (RQ):
DOT Marine Pollutant N
DOT Severe Marine Pollutant N
U.S. Department of Homeland This product does not contain any DHS chemicals.
Security
Other International Regulations.
Mexico - Grade No Iinformation available
[ 16. Other information |
Prepared By Regulatory Affairs
Thermo Fisher Scientific
Email: EMSDS.RA@thermofisher.com
Creation Date 27-Jan-2010
Revision Date 28-Nov-2019
Print Date 28-Nov-2019
Revision Summary This document has been updated to comply with the US OSHA HazCom 2012 Standard
replacing the current legislation under 29 CFR 1910.1200 to align with the Globally
Harmonized System of Classification and Labeling of Chemicals (GHS).
Disclaimer

The Information provided In this Safety Data Sheet Is correct to the best of our knowledge, information and belief at the
The for

Component

l CWA - Hazardous

Methylene chioride i

Il cwz;m:m !mdubc?dmm !ﬁmmm]

- X E3 |

dato of its given is only as a safo use, storage,
transportation, disposal and release and Is not to be considered a warranty or quality specification. The information
relatos only to the specific material designated and may not be valid for such material used in combination with any other

Clean Air Act

or In any process, unless specified In the text

I HAPS Daia [ Ciass 1 Gzons Depietors | Ciass 2 Ozona Depletors ] End of SDS
ne chioride i X | -
OSHA - Occupational Safety and
Heallh Administration
Page 7/8 Page 8/8
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Anexo 2: SCORE

SCORE - European High Risk Chart

10 year risk of fatal CVD in high risk regions of Europe by gender, age, systolic blood pressure, total cholesterol and smoking status

SCHRE
[
ol i
Women 2 |2 Men
% Ll
Non-smoker Smoker Age Non-smoker Smoker
180 13 15 17 19 22 14 16 19 22 26 @26 30 35 41 47
160 10 12 13 16 1n 131516 18 21 25 29 34
140 1l 65 1 13n 20 24
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10 1 13 11315 18
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Figura A2-1 - paises com alto de risco de desenvolvimento de eventos cardiovasculares. Fonte: European Society of

SCORE - European Low Risk Chart

10 year risk of fatal CVD in low risk regions of Europe by gender, age, systolic blood pressure, total cholesterol and smoking status

SCORE
e
s ryear sk ol
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By
X [
Non-smoker Smoker Age Non-smoker Smoker
180 12 15 17 20 23 26
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2
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Figura A2-1 - paises com baixo de risco de desenvolvimento de eventos cardiovasculares. Fonte: European Society
of Cardiology
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VG2 T-L T S Subjects with any of the following:

* Documented CVD, clinical or unequivocal on
imaging. Documented clinical CVD includes
previous AMI,ACS, coronary revascularization
and other arterial revascularization procedures,
stroke and TIA, aortic aneurysm and PAD.
Unequivocally documented CVD on imaging
includes significant plaque on coronary
angiography or carotid ultrasound. It does NOT
include some increase in continuous imaging
parameters such as intima-media thickness of
the carotid artery.

* DM with target organ damage such as
proteinuria or with a major risk factor such
as smoking or marked hypercholesterolaemia
or marked hypertension.

+ Severe CKD (GFR <30 mL/min/1.73 m2).

* A calculated SCORE 210%.

High-risk Subjects with:

* Markedly elevated single risk factors, in
particular cholesterol >8 mmol/L (>310 mg/dL)
(e.g.in familial hypercholesterolaemia) or
BP =180/1 10 mmHg.

* Most other people with DM (with the
exception of young people with type | DM
and without major risk factors that may be
at low or moderate risk).

* Moderate CKD (GFR 30-59 mU/min/1.73 m?).

* A calculated SCORE 25% and <10%.

| SCORE is 21% and <5% at 10 years. Many middle-
aged subjects belong to this category.

Low-risk SCORE <1%.

Figura A2-3 — Categorias de risco cardiovascular. Fonte: 016 European Guidelines on cardiovascular disease
prevention in clinical practice.
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Anexo 3 — Plano de preparacdo dos padrdes e das amostras para a analise
de Ranolazina

Solucéo — mée Ranolazina
Massa de Ranolazina (mg) Vol. final (L) Concentragdo (ppm)
500,2 0,250 2001

Tabela A3 - 1: Preparacdo da solugdo - mde de Ranolazina para a analise das amostras em solugdo metandlica.

Solucéo stock Ranolazina
Vol. pipetado Sol. Méae (L) Vol. final (L) Concentragédo (ppm)
0,0025 0,050 100

Tabela A3 - 2: Preparacdo da solugdo stock de Ranolazina para a analise das amostras em solugcdo metanélica

Concentracdo stock amostra
Massa comprimido (mg) Massa de Ranolazina (mg) Vol. final (L) Concentracdo (ppm)
922,7 668,0 1,0000 668
Tabela A3 - 3: Preparacdo da solucdo stock da amostra para a analise das amostras em solu¢do metandlica

Vol. Sol. Stock de

Vol. baldo (mL) . Concentragdo (ppm)
Ranolazina (mL)
Padrdo 0 25 0 0
Padrdo_1 25 1 4
Padrdo_2 25 2
Padrdo_3 25 4 16
Padrdo_4 25 6 24
Padrdo_5 25 8 32
Padrdo_6 25 10 40
Padrédo_7 25 12 48
Vol. baldo (mL) Vol Sol. Stock de Amostra Concentragéo (ppm)
(mL)
Am_1 25 1 26,7
Am_2 25 1 26,7
Am_3 25 1 26,7
Am_4 25 1 26,7
Am_5 25 1 26,7

; Vol. Sol. Stock de Vol. Sol. Stock de Amostra
Vol. baldo (mL)

Ranolazina (mL) (mL)
Rec 1 25 1 0,1
Rec_2 25 1 0,1
Rec_3 25 1 0,1
Rec 4 25 1 0,1
Rec_5 25 1 0,1

Tabela A3 - 4: Preparacdo dos padrGes, amostras e ensaios de recuperacdo em solucdo para um gama de
concentracbes mais baixas.
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Vol. Sol. Stock de

Vol. baldo (mL) . Concentragéo (ppm)
Ranolazina (mL)
Padréo_0 25,0 0,0 0,0
Padrao_1 25,0 1,0 80,0
Padrdo_2 25,0 2,0 160,1
Padréo_3 25,0 3,0 240,1
Padrdo_4 25,0 4,0 320,1
Padrdo_5 25,0 5,0 400,2
Padréo_6 25,0 6,0 480,2
Padrao_7 25,0 6,5 520,2
Vol. baldo (mL) Vol Sol. Stock de Amostra Concentracéo (ppm)
(mL)
Am_1 25,0 10,0 267,2
Am_2 25,0 10,0 267,2
Am_3 25,0 10,0 267,2
Am_4 25,0 10,0 267,2
Am_5 25,0 10,0 267,2
Vol. Sol. Stock de Vol. Sol. Stock de Amostra
Vol. baldo (mL) .
Ranolazina (mL) (mL)
Rec_1 50,0 4,0 6,0
Rec_2 50,0 4,0 6,0
Rec_3 50,0 4,0 6,0
Rec 4 50,0 4.0 6,0
Rec_5 50,0 4,0 6,0

Tabela A3 - 541: Preparacdo dos padrfes, amostras e ensaios de recuperacdo em solucdo para um gama de
concentrages mais altas.
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Concentracdo
mKBr (mg) mRan (mg)
(mg/Kg)
Padréo_0 299,7 0 0,0
Padrao_1 299,5 20,5 64,1
Padréo_2 300,1 41,2 120,7
Padrao_3 299,8 51,4 146,4
Padrdo_4 300 61,2 169,4
Padrdo_5 300,3 80,6 211,6
Padrdo_6 300,3 103,2 255,8
Padréo_7 300,1 121,6 288,4
Concentracdo
mKBr(mg) mComp (mg)
(mg/Kg)
Am_1 300,3 50,5 103,0
Am_2 299,8 52,4 106,7
Am_3 299,7 50,7 106,5
Am_4 300 50 102,5
Concentragdo
mKBr (mg) mComp (mg) mRan (mg)
(mg/Kg)
Rec_1 300,1 19,7 39,6 155,3
Rec_2 300,3 20,8 40,5 151,9
Rec_3 300 19,7 40,3 153,2
Rec_4 300,1 20,1 40,5 158,0
Rec_5 300,3 21,7 40,5 154,2

Tabela A3 - 542: Preparacdo dos padrdes, amostras e ensaios de recuperacdo de misturas mecénicas para 0 método de
padrdo externo para a analise por DRIFT.
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mMatriz (mg)

Padrdo_0 300,1
Padrdo_1 300,5
Padrdo_2 300,1
Padrdo_3 300,1
Padrdo_4 300,5
Padrdo_5 300,2
Padrdo_6 300,1
Padrdo_7 300,1

mMatriz (mg)

Am_1 2998
Am_2 300,1
Am 3 300,4
Am_4 300,4

mMatriz (mg)

Rec_1 300

Rec_2 300,1
Rec_3 300,2
Rec_4 299,9
Rec 5 299,7

Tabela A3 - 7: Preparacdo dos padrdes, amostras e ensaios de recuperagdo de misturas mecanicas para o0 método de

padrao interno para a analise por DRIFT.

mKBr (mg)
Matriz 5000

Tabela A3 - 8: Preparacdo da Matriz do método de padrdo interno para a analise por DRIFT de misturas mecéanicas.

Concentragdo
mRan (mg) (ma/Ka)
0 0,0
20,4 63,6
40,1 1179
49,9 1426
60,4 1674
80,1 210,6
99,9 249,8
120,2 286,0
Concentracéo
mComp (mg) (ma/Kg)
49,5 100,3
51,5 104,0
51,4 103,6
49,2 99,1
Concentragdo
mComp (mg) mRan (mg) (ma/Kg)
23 40,2 151,9
19,6 40,4 148,3
20,6 40,6 150,3
234 40,2 1538
21 40,5 149,7

mPI (mg) m Total (mg)

502,7 5502,7
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mBase (mg)
Padrdo_0 600,1
Padréo_1 600
Padrdo_2 600,2
Padrdo_3 600,2
Padrdo_4 599,9
Padréo_5 600
Padrdo_6 600,1
Padrdo_7 600,2
Padrdo_8 600,1
mBase (mg)
Am_1 600,2
Am_2 600
Am_3 599,9
Am_4 599,9
mBase (mg)
Rec_1 599,9
Rec_2 600,1
Rec_3 599,9
Rec_4 600,1
Rec_5 600

massa de Ranolazina (mg)
200,1

mComp (mg)

104,9

109,7
123,3
108,8

mComp (mg)

445

47,1
30,5
30,1
31,3

Concentragdo Stock Ranolazina
Vol. final (L)
0,1

Concentragdo
mRan (mg) (ma/Ka)
0 0,0
32 50,6
40,5 63,2
50,4 77,5
60,5 91,6
73,2 108,7
92,3 133,3
102,8 146,2
120 166,6
Concentragdo
(mg/Kg)
108,7
112,9
124,6
112,2
Concentracédo
mRan (mg)
(mg/Kg)
60,9 132,4
62,1 136,1
61,4 121,0
62,2 121,6
59,8 119,6

Tabela A3 - 943: Preparacdo dos padrdes, amostras e ensaios de recuperacdo de misturas mecanicas para o0 método de
padrdo externo para a analise por DRUV.

Concentracdo (ppm)
2001,0

Tabela A3 - 10: Preparacdo da solugdo stock de Ranolazina para a analise dos padrdes por adsorcao.
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Vol. adicionado Stock

. mBase (g) Concentragéo (ppm)
(microL)
Padrdo_0 0,0 0,2503 0,0000
Padrdo_1 250,0 0,2503 1998,6
Padrdo_2 300,0 0,2497 2404,1
Padrdo_3 350,0 0,2502 2799,2
Padrdo_4 400,0 0,2501 3200,3
Padrdo_5 450,0 0,2501 3600,4
Padrdo_6 500,0 0,2501 4000,4
Padrédo_7 750,0 0,2498 6007,8
Padréo_8 1000,0 0,2501 8000,8
Padrdo_9 1250,0 0,2499 10009,0
Padrdo_10 1500,0 0,2502 11996,4
Padrdo_11 2000,0 0,2499 16014,4
Padrdo_12 2500,0 0,2499 20018,0
Padrdo_13 3000,0 0,2497 24040,8

Tabela A3 - 1144: Preparacédo dos padrdes por adsorcéo para o método de padrédo externo para a analise por DRUV.

Vol. adicionado

mBase (g) V metanol Concentragao (w/w)
Stock (mL)
Padréo 0 0,2506 0,2503 5,0000 0,0000
Padréo 1 0,2504 0,2504 4,0000 3,9976
Padréo 2 0,2501 0,2503 3,0000 8,0048
Padréo 3 0,2502 0,2503 2,0000 12,0024
Padréo 4 0,2500 0,2503 1,0000 16,0160
Padréo 5 0,2500 0,2503 0,0000 20,0200

Tabela A3 - 12: Preparagdo dos padrdes de Ranolazina por adsorcéo para a anélise por DRUV

Massa do composto a

Vol. Final (L) Concentragdo (mg/L)
testar (mg)
Eritrosina 100,8 0,1 1008,0
Tartrazina 100,8 0,1 1008,0
Ranolazina 100,1 0,1 1008,0

Tabela A3 - 1345: Preparacdo das Solugdes Stock para a preparacdo dos padrdes por adsorcdo para a analise por
DRUV.
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Anexo 4: Repetibilidade do método

. . Absorvéncia CV (%)
Padrdes | Concentragdo
204,5nm 228,0nm 272,5nm 204,50nm 228,00nm 272,50nm

PO_1 0,006 0,001 0,000

PO_2 0,000 0,009 0,002 0,001 - - -
PO_3 0,014 0,001 0,000

P11 0,324 0,097 0,026

P12 4,000 0,321 0,100 0,028 0,644 3,500 10,657
P13 0,325 0,104 0,032

P2_1 0,603 0,176 0,046

p2_2 8,000 0,597 0,173 0,044 0,761 0,876 2,547
P2_3 0,606 0,174 0,046

P31 1,137 0,347 0,084

P3 2 16,010 1,131 0,343 0,084 0,405 0,671 0,000
P3 3 1,128 0,343 0,084

P4 1 1,464 0,512 0,123

P4 2 24,010 1,465 0,513 0,126 0,142 0,195 1,229
P4 3 1,461 0,514 0,124

P51 1,625 0,691 0,166

P5 2 32,010 1,629 0,695 0,167 0,128 0,381 0,346
P53 1,626 0,696 0,167

P6 1 1,692 0,876 0,209

P6 2 40,020 1,699 0,885 0,213 0,223 0,521 0,988
P6_3 1,698 0,879 0,210

P7_1 1,724 1,020 0,246

P7_2 18,030 1,723 1,017 0,242 0,089 0,247 1,259
P7 3 1,721 1,015 0,240

P8 1 1,823 1,710 0,409

P8 2 90,030 1,819 1,708 0,409 0,127 0,310 0,425
P8 3 1,819 1,700 0,406

P9 1 1,940 3,036 0,834

P9 2 160,060 1,943 3,037 0,829 0,154 0,125 0,434
P9 3 1,946 3,030 0,827
P10_1 2,010 3,293 1,217
P10_2 240,100 2,012 3,308 1,217 0,057 0,229 0,426
P10 3 2,012 3,302 1,226
P11 1 2,074 3,386 1,648
P11 2 320,130 2,081 3,386 1,679 0,268 0,221 1,302
P11 3 2,085 3,399 1,690
P12 1 2,111 3,452 2,005
P12 2 400,160 2,108 3,477 1,994 0,072 0,435 0,333
P12 3 2,110 3,450 2,006
P13 1 2,131 3,513 2,335
P13 2 480,190 2,138 3,501 2,337 0,221 0,171 0,348
P13 3 2,140 3,507 2,350
P14 1 2,147 3,528 2,475
P14 2 520,210 2,164 3,492 2,472 0,635 0,525 0,230
P14 3 2,137 3,517 2,483

Tabela A4 - 146: Repetibilidade do sinal medido dos padrdes para a analise da Ranolazina em metanol.
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Amostras Concentracéo Média Desvio padréo %CV Massa de Ranolazina por comprimido (mg)
228,00 nm 272,50 nm 228,00 nm 272,50 nm 228,00 nm | 228,00 nm | 228,00 nm | 272,50 nm 228,00 nm 272,50 nm
Aml_1 33,6 9417
Aml_2 32,6 32,8 0,559 0,183 914,0
Aml_3 32,2 904,8
Am2_1 32,1 902,1
Am2_2 31,6 31,9 0,230 0,073 886,3
Am2_3 31,9 894,2
Am3_1 29,7 833,55
Am3_2 29,9 29,8 0,102 0,030 840,1
Am3_3 29,9 838,8
Am4_1 31,8 891,6
Am4_2 31,3 31,6 0,197 0,062 878,4
Am4_3 31,6 887,6
Am5_1 31,4 881,0
Am5_2 31,6 315 0,123 0,039 887,6
Am5_3 31,3 879,7
Média global 31,5 0,242 0,078
Am6_1 310 871
Am6_2 312 3117 1,071 3,339 877
Am6_3 313 877
Am7_1 318 893
Am7_2 322 320,8 1,793 5,754 903
Am7_3 322 905
Am8_1 274 769
Am8_2 322 305,8 22,473 68,718 903
Am8_3 321 902
Am9_1 323 908
Am9_2 324 323,7 0,246 0,795 908
Am9_3 324 909
Am10_1 320 898
Am10_2 322 321,3 0,886 2,847 904
Am10_3 322 903
Média global 316,7 5,294 16,290

Tabela A4 - 2: Parametros do método correspondentes a repetibilidade do sinal medido das amostras.
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Analise por refletancia difusa de formulacGes farmacéuticas sélidas: aplica¢do na quantificacdo de Ranolazina

Anexo 4: Equag0es utilizadas no método dos minimos quadrados

Pardmetros Equacdo

(X cran)?
Sxx Sxx - 2 Cran® — T

(X sabs)?
Syy Syy = 2 Sasz - T

C Sab
Sxy Sxy = ZSabs X Cran — (2 Cran) x (3, Sabs)
N
S, s - Syy — (m? X S,y)
Y N -2

Sm (com um grau de confianga de 95%)

Sb (com um grau de confianca de 95%)

1
W X t(n-2;0,95)
~ Y Cran?

2
R2 Sxy )
/Sxx X Syy
Sxy
m m=—-—
Sxx
b

b = Cran — (m X Sabs)

Tabela A4 — 1: Quadro resumo das equagdes para o calculo dos parametros do método dos minimos quadrados.




Anélise por refletancia difusa de formulagdes farmacéuticas sélidas: aplicacdo na quantificagdo de Ranolazina

Anexo 5: Espetros de Ranolazina

2,5

1,5 aumento da

concentragcao

F(R..)

200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

Comprimento de onda (nm)

120

100 7 = — ]

80

aumento da

40 concentracao

20

0
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Compirmneot de onda (nm)

Figura A5 — 1: Totalidade dos espectros DRUV da Ranolazina em mistura mecanica com PROSOLV®, na gama
espectral de 200 a 300 nm.
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120
100
—0,000
- 400,400
80
599,641
60 800,800
——1000,600
40 —1202,643
—1399,161
20 —1801,800
—1999,600
0
200 220 240 260 280 300 320 —2401,439
0,1000
0,0900
0,0800 —0,000
0,0700 400,400
0.0600 —599,641
0,0500 800,800
= 1000,600
0,0400
—1202,643
0,0300
—1399,161
0,0200
—1801,800
0,0100
= 1999,600
0,0000
200 220 240 260 280 300 320 2401,439

Figura A5 - 1: Espectros DRUV da 1? serie de leituras de Ranolazina adsorvida em matriz de PROSOLYV, para a gama
de concentragBes mais baixas (especificadas no grafico em ppm) na gama espectral de 200 a 300 nm
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120
———0,000
—— 400,400
100 e o
——599,641
80 800,800
———1000,600
60 —1202,643
—1399,161
40
——1602,882
——1801,800
20
——1999,600
——2401,439
0
200 220 240 260 280 300 320
0,1000
———0,000
0,0900
——— 400,400
0,0800
599,641
0,0700
800,800
0,0600
——1000,600
0,0500 ——1202,643
0,0400 ——1399,161
0,0300 ——1602,882
0,0200 ——1801,800
0,0000 2401,439

200 220 240 260 280 300 320

Figura A5 - 2: Espectros DRUV da 22 Serie de leituras de Ranolazina adsorvida em matriz de PROSOLV, para a gama
de concentragBes mais baixas (especificadas no grafico em ppm) na gama espectral de 200 a 300 nm
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100

80

60

40

20

200 220 240 260 280 300 320

0,1000

0,0900

0,0800

0,0700

0,0600

0,0500

0,0400

0,0300

0,0200

0,0100

0,0000
200 220 240 260 280 300 320

—0,000
—400,400
——599,641
800,800
——1000,600
—1202,643
—1399,161
—1602,882
—1801,800
—1999,600

—0,000
—400,400
——599,641
800,800
—1000,600
—1202,643
—1399,161
—1602,882
—1801,800
—1999,600

Figura A5 - 3: Espectros DRUV da 32 Serie de leituras de Ranolazina adsorvida em matriz de PROSOLYV, para a gama

de concentragBes mais baixas (especificadas no grafico em ppm) na gama espectral de 200 a 300 nm
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110
90
——0,000
70 .
— ——1998,602
0 ———2404,085
2799,161
30
——3200,320
A /
. ——3600,360
10
——4000,400
-10
——6007,806
30 ——8000,800
——10009,004
50
200 220 240 260 280 300 320 —11996,403
9,0000
8,0000
——0,000
7,0000
——1998,602
6,0000
———2404,085
5,0000 2799,161
41,0000 ——3200,320
——3600,360
3,0000
——4000,400
2,0000 ——6007,806
1,0000 ——8000,800
——10009,004
0,0000
200 220 240 260 280 300 320 ——11996,403

Figura A5 - 4: Espectros DRUV da 12 Serie de leituras de Ranolazina adsorvida em matriz de PROSOLYV, para a gama
de concentrages mais altas (especificadas no grafico em ppm) na gama espectral de 200 a 300 nm
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110
90
—0,000
0~ ——1998,602
/ =
50 = 2404,085
2799,161
30
—3200,320
10 ——3600,360
—4000,400
-10
—6007,806
-30 —8000,800
——10009,004
-50
200 220 240 260 280 300 320 ——20018,007
3,5000
3,0000
—0,000
2,5000
———1998,602
——2404,085
2,0000
2799,161
1,5000 —3200,320
——3600,360
1,0000
—4000,400
0,5000 —6007,806
e~ | . ——8000,800
200 220 240 260 280 300 320 —/——10009,004

Figura A5 - 5: Espectros DRUV da 22 Serie de leituras de Ranolazina adsorvida em matriz de PROSOLYV, para a gama
de concentrages mais altas (especificadas no grafico em ppm) na gama espectral de 200 a 300 nm
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100
80 —0,000
——1998,602
60
/ ———2404,085
40
2799,161
20 /‘/ ——3200,320
0 ——3600,360
— 4000,400
-20
——6007,806
-40
200 220 240 260 280 300 320—38000,800
16,0000
14,0000
ﬂ ——0,000
12,0000
—1998,602
10,0000
———2404,085
8,0000 2799,161
6,0000 = 3200,320
——3600,360
4,0000
— 4000,400
2,0000
——6007,806
0,0000
200 220 240 260 280 300 320 =—8000,800

Figura A5 - 6: Espectros DRUV da 32 Serie de leituras de Ranolazina adsorvida em matriz de PROSOLYV, para a gama
de concentrages mais altas (especificadas no grafico em ppm) na gama espectral de 200 a 300 nm
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Anélise por refletancia difusa de formulagdes farmacéuticas solidas: aplicagdo na quantificacdo de Ranolazina

6,0

5,0

F(R..)

1500

2000

2500

4000 3500 3000
Ndmero de onda (cm™)
(0,0 0,0 0,0 64,1 64,1 64,1 120,7 120,7 120,7 146,4 146,4 146,4
211,6 211,6 211,6 255,8 255,8 255,8 288,4 288,4 288,4

169,4 169,4 169,4
Figura A5 — 7:Totalidade dos espectros de DRIFT da Ranolazina para o método analitico do padréo externo, para as concentragdes expressas no grafico em ppm, na gama espectral de

4000 e 500 cm™.

[ 131

500



F(R..)

Anélise por refletancia difusa de formulagdes farmacéuticas solidas: aplicagdo na quantificacdo de Ranolazina

3,5
3,0
2,5 s
2,0
1,5
1,0
Vﬂ
0,5 wi
ki A @
N v '9 . RV
ik VT AYTY
0,0 AWV -~ - A 7,14_
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Ndmero de onda (cm?)
0,0 0,0 0,0 58,6 58,6 58,6 109,1 109,1 109,1 132,2 132,2 132,2
155,5 155,5 155,5 196,5 196,5 196,5 233,7 233,7 233,7 268,5 268,5 268,5

Figura A5 — 7:Totalidade dos espectros de DRIFT da Ranolazina para o método analitico do padrdo interno, para as concentragdes expressas no grafico em ppm, na gama espectral de

4000 e 500 cm™.
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