UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS
AREA DE CONCENTRACAO: FARMACOS E MEDICAMENTOS

Patricia Fernanda Monteiro

Solubilidade em equilibrio pelo método da agitacao
orbital em frascos: padronizacao e definicao dos

farmacos controle

Ouro Preto
2014



UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS
AREA DE CONCENTRACAO: FARMACOS E MEDICAMENTOS

Solubilidade em equilibrio pelo método da agitacao
orbital em frascos: padronizacéo e definicao dos

farmacos controle

Patricia Fernanda Monteiro

Orientadora: Prof Dra. Jacqueline de Souza

Co-Orientadora: Prof2 Dra. Neila Marcia Silva Barcellos

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Poés-Graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal de
Ouro Preto, como parte dos requisitos para
obtencdo do Titulo de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas.

Ouro Preto
2014



M775s

Monteiro. Patricia Fernanda.

Solubilidade em equilibrio pelo método da agitagao orbital em frascos
[manuscrito]: padronizacao e defini¢cao dos farmacos controle / Patricia Fernanda
Monteiro. — 2014.

158f.: il. color., grafs.: tabs.

Orientadora: Profa. Dra. Jacqueline de Souza e Neila Marcia Silva-Barcellos.
Dissertacao (Mestrado) - Universidade Federal de Ouro Preto. Escola de
Farmacia.
Area de concentracao: Farmacologia de Produtos Naturais.
1. Farmacologia - Teses. 2. Farmacos - Teses. 3. Biofarmacia - Teses.
I.  Souza. Jacqueline de. II. Silva-Barcellos, Neila Marcia. III. Universidade
Federal de Ouro Preto. IV. Titulo.

CDU: 615.015.1

Catalogagao: sisbin@sisbin.ufop.br




J

MINISTERIO DA EDUCACAO
Universidade Federal de Ouro Preto - UFOP

Escola de Farmacia

LISTA DE PRESENCA

Sessao de defesa da 88 dissertagio do Programa de Pos-Graduagio em Ciéncias
Farmacéuticas da Escola de Farmécia da Universidade Federal de Ouro Preto, que
conferiu o grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas a Patricia Fernanda
Monteiro com a defesa da dissertagdo intitulada: “Solubilidade em equilibrio pelo
método da agitagdo orbital em frascos: Padronizagio ¢ definigio dos farmacos

controle™, avaliada pela banca examinadora abaixo:

Ouro Preto, 23 de julho de 2014.

Gt Al S

Profa. Dra. Cristina Helena dos Reis Serra
USP

Kolua b Yonqua Maumhe”
Profa. Dra. Flavia’Dias NJarques Marinho
UFOP

Cr

Profa. Drcaﬁacqlﬁinc de Souza
UFOP

Rua Costa Sena. 171 - Centro - 35400-000 - QOuro Preto - MG - Brasil




AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por me abengoar todos os dias.

As orientadoras Prof. Dra. Jacqueline de Souza e Prof. Dra. Neila Marcia da
Silva Barcellos pela confianca depositada em mim para conducéo desse trabalho, pela
oportunidade de atuar em um projeto de grande relevancia na saude publica e por
contribuirem para o meu engrandecimento como pessoa.

A minha familia: meus pais, Maria e Benedito, pelo apoio e, por sempre me
estimularem na busca de novos conhecimentos, em especial a minha mée por toda
ajuda e disponibilidade sempre. As minhas irmés: & Cintia agradeco por toda ajuda em
todos os momentos, amizade, companheirismo de toda uma vida. Mesmo estando
longe vocé fez a diferenca nesse periodo final. A Luciana, agradeco pelo
companheirismo, amizade e apoio. Aos meus lindos sobrinhos Vinicius e Beatriz,
alegria e luz da minha vida.

Ao meu namorado Rory, pelo companheirismo, amizade, amor, e por me tornar
uma pessoa melhor a cada dia. Ndo tenho palavras para agradecer a infinita
contribuicdo e apoio, em muitos sentidos, nesse e em todos 0s momentos da minha
vida.

A Patricia Capellari que se tornou uma grande amiga. Agradeco pela amizade,
apoio, ajuda em muitos momentos deste trabalho, e por ser uma excelente
profissional. A Mirela Pena Fagundes, agradeco pela ajuda, apoio e amizade.

A Adriana Cotta pela amizade, contribuicdo, competéncia, cumplicidade, e por
tornar os momentos no laboratério mais alegres. Obrigada pelo apoio de sempre, e por
ter se tornando uma grande amiga.

Ao professor Dr. Ricardo Tavares (UFOP) agradeco muito pelas contribui¢cdes
nas andlises estatisticas. Agradeco a prestatividade, competéncia e atencao.

A Débora Lopes e Ménica Auxiliadora de Paula, agradeco a amizade, a alegria e
a disponibilidade em sempre ajudar.

Ao Délio, Gleiciely, Levi, Liliam Teixeira, Ana Paula, Cristiane, Walyson e Isabel
pela amizade e apoio.

As amigas do LCQ: Agradeco pela amizade, risadas, companheirismo e
contribuigbes: Amanda, Marina, Janine, Lorena, e todas as demais alunas de iniciagédo
cientifica do laboratdrio.

A CAPES pela concesséo da bolsa de mestrado.

Agradeco a todos que de alguma forma contribuiram para realizacdo deste
trabalho.

RESUMO



A solubilidade de um farmaco nos liquidos bioldgicos € fator primordial para sua
absorcao e atividade terapéutica. O método da agitacdo orbital em frasco (shake-flask)
para avaliacdo da solubilidade de farmacos é o mais aceito e recomendado pelas
entidades reguladoras. O Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) propde o
agrupamento dos farmacos em quatro classes de acordo com sua solubilidade em
condi¢cbes fisiolégicas e permeabilidade nas membranas biologicas. Para correta
classificacdo dos farmacos, de acordo com o SCB, é importante a disponibilidade de
dados confiaveis de solubilidade e permeabilidade. Os dados de solubilidade e as
informacBes advindas do SCB podem ser empregados para decisdo quanto a
bioisencdo de novos produtos. E importante ressaltar que ainda ndo existem, na
literatura cientifica, protocolos padronizados do método da agitacdo orbital em frascos
empregando farmacos de alta e baixa solubilidade. Por consequéncia, muitos dados
disponiveis apresentam grande discrepancia, devido as diferentes condicdes
experimentais empregadas nos testes. Neste estudo foi selecionado como farmaco
controle de baixa solubilidade a nimesulida e, como controle de alta solubilidade, o
propranolol. Foi desenvolvido e validado um método analitico por cromatografia a
liquido de alta eficiéncia (CLAE) com deteccdo por ultravioleta, para quantificacdo de
nimesulida, e um método por CLAE para quantificacdo de propranolol com deteccao
por fluorescéncia, em cada um dos meios tamponados que mimetizam as condi¢cdes
fisiolégicas do TGI (fluido géastrico simulado sem enzimas (FGSSE pH 1,2), tampéo
acetato (TA pH 4,5) e suco entérico simulado sem enzimas (SESSE pH 6,8)). Os
métodos foram validados e mostraram serem seletivos, lineares, precisos, exatos e
robustos. Posteriormente, foram avaliadas as solubilidades da nimesulida e
propranolol utilizando o método da agitacdo orbital em frascos, com as condi¢des do
teste ajustadas. Em seguida, foram selecionadas e analisadas condicdes
experimentais do método (quantidade do excesso de matéria prima, temperatura,
velocidade de agitacdo e volume da aliquota retirada) que poderiam afetar as
avaliagcdes das solubilidades dos farmacos. A andlise da influéncia de cada condigédo
experimental foi realizada variando-se um parametro experimental por vez, mantendo-
se 0s outros constantes. Foram comparadas as médias das solubilidades em equilibrio
das avaliagbes de solubilidade pela estatistica t de Student, (a = 0,05). Como
principais resultados foram obtidos, para ambos os farmacos, que a temperatura
empregada durante o teste deve ser rigorosamente controlada, pois esse parametro
afetou os resultados de solubilidade. A velocidade de agitagdo de 150 rpm promoveu
rapida obtenc&o do equilibrio entre as fases. Para o farmaco de baixa solubilidade, a
quantidade do excesso de matéria prima, demonstrou ser um parametro critico, dessa
forma recomenda-se a utilizacdo de pequeno excesso. A partir dos resultados desse
estudo, foram obtidas as principais recomendacdes para avaliagdo da solubilidade de
farmacos pelo método da agitacao orbital em frascos.

Palavras-chave: Método da agitacdo orbital em frasco; Nimesulida; Propranolol
Sistema de Classificag&do Biofarmacéutica (SCB); Bioisengéo.



ABSTRACT

Drug solubility in biological fluids is critical for its absorption and therapeutic activity.
The shake-flask method used to evaluate drugs solubility is the most accepted and
recommended by regulatory agencies. The Biopharmaceutical Classification System
(BCS) proposes grouping of drugs into four classes according to their solubility under
physiological conditions and permeability of biological membranes. The solubility data
and information coming from SCB can be used to decide about biowaiver. Importantly,
in the scientific literature, there are not standardized protocols of shake-flask method
using drugs with high and low solubilities. Consequently, many available data present
large discrepancy due to the different experimental conditions employed in the tests. In
this study was selected as model compound: nimesulide (low solubility) and
propranolol (high solubility). It was developed and validated an analytical method using
liquid chromatography (HPLC). For nimesulide was used ultraviolet detection and for
propranolol fluorescence detection. Each drug was quantified using buffered media
simulating physiological conditions: simulated gastric fluid without enzymes, pH 1,2,
acetate buffer, pH 4,5 and simulated intestinal fluid without enzymes, pH 6,8. The
methods have been validated and shown to be selective, linear, precise, accurate and
robust. Subsequently, the solubility of nimesulide and propranolol using the shake-flask
method with the adjusted test conditions were assessed. Experimental conditions of
the method were selected and analyzed (amount of raw material, temperature, stirring
speed and volume withdrawal rate) that could affect the evaluations of solubility. The
analysis of the effect of each experimental condition was carried out by varying
experimental parameter at a time, keeping the others constant. The mean solubilities
were compared by the Student’s t test (a = 0.05). The main results were obtained for
both drugs, the temperature employed during the test must be strictly controlled,
because this parameter affect the results of solubility. The stirring speed of 150 rpm
promoted rapid achievement of equilibrium between phases. To the low solubility drug,
the amount of raw material proves to be a critical parameter, so that the use of small
excess is recommended. From the results of this study, the main recommendations for
evaluation of drugs solubility by shake-flask method were obtained.

Key-words: Shake-flask method; Nimesulide; Propranolol; Biopharmaceutics

Classification System; Biowaiver
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1  INTRODUCAO

A atividade farmacolégica do farmaco é fator fundamental para a acao
terapéutica de um medicamento, porém ndo € o unico, sendo o desenvolvimento
farmacotécnico igualmente essencial. A Biofarmacia € a ciéncia que estuda a
influéncia das caracteristicas fisico-quimicas de farmacos e formas farmacéuticas
sobre os efeitos dos medicamentos. Estudos biofarmacéuticos revelam que a
gualidade de um medicamento esta relacionada, ndo somente com caracteristicas
fundamentais como teor, pureza, poténcia e identidade, mas também com o perfil de
liberacdo do farmaco a partir da forma farmacéutica, considerando fatores como

dissolucao e biodisponibilidade (STORPIRTIS; GAI, 2009)

Estudos de bioequivaléncia e biodisponibilidade séo realizados para registro de
medicamentos genéricos e similares no Brasil e se constituem de ensaios
comparativos, realizados com seres humanos, onde sdo avaliados pardmetros como
pico da concentragdo plasmatica maxima (Cnma) € area sobre a curva (ASC) (ARAUJO
et al., 2010). Estes estudos tém grande importancia, pois correspondem ao padrao
aceito para assegurar o desempenho terapéutico de medicamentos (TAKAGI et al.,
2006). Apesar disso, estes estudos podem apresentar limitagdes técnicas, econémicas
e éticas. Dessa forma, h4 uma demanda por métodos in vitro que possam substituir
métodos em in vivo, promovendo diminuicdo da exposicao de voluntarios sadios e
reducdo dos custos com os estudos de bioequivaléncia. Isso contribui
economicamente para as politicas publicas de salude, com impacto visivel
principalmente para paises em desenvolvimento, como o Brasil, ocasionando, muitas
vezes, a reducdo de gastos e de repasse ao consumidor de custos referentes aos

ensaios de bioequivaléncia (BENET et al., 2008).

No contexto exposto, em 1995, foi proposto por AMIDON et al. (1995), o Sistema
de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) que classifica os farmacos em quatro classes
diferentes, com base na solubilidade do préprio farmaco e na sua permeabilidade
intestinal. O SCB tem sido util para avaliar como e quando os testes de dissolugéo
podem contribuir no desenvolvimento de novas formas farmacéuticas e na avaliagdo
das mesmas, além de ter uma importante aplicacdo na prética regulatéria, norteando a
possibilidade de bioisengc&o no processo de obtencdo de registro para medicamentos

genéricos e similares (TAKAGI et al., 2006).



Assim, bioisencdo pode ser definida como a isencdo ou substituicdo de testes in
vivo de bioequivaléncia por avaliacdes in vitro que, uma vez associadas aos testes de
equivaléncia farmacéutica possibilitam a comprovacdo da equivaléncia terapéutica.
De forma geral, os farmacos presentes na formulacdo devem apresentar alta
solubilidade e permeabilidade e o medicamento deve apresentar rapida dissolucao,
caracterizada por solubilizacdo de 85% do farmaco em 30 minutos em condi¢cfes pré-
definidas (BRASIL, 2011).

Na pratica regulatéria, o SCB como critério de bioisencdo vem sendo utilizado
pelas Agéncias Americana (Food and Drug Administration - FDA) (FDA - Guidance for
Industry, 2000), Europeia (European Medicines Agency - EMA) (EMEA Guideline,
2008) e pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) (WHO Technical Report Series,
2006). O Brasil passou a ter a mesma conduta ao definir o SCB como critério para
bioisencdo de medicamentos por meio da publicacdo da RDC 37/2011 (BRASIL,
2011). Esta resolucdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), além de
inserir na legislacdo o SCB como possivel critério para bioisencdo de medicamentos
pertencentes a Classe | do SCB, criou uma lista dindmica que possui atualmente 14
farmacos que sao passiveis de bioisencao (BRASIL, 2013a).

Os estudos de dissolucdo, para formas farmacéuticas solidas orais de liberagéo
imediata (FFSOLI), estdo bem sedimentados e padronizados mundialmente (SOUZA
et al.,, 2007). No entanto os estudos de solubilidade em equilibrio, de farmacos

aplicados a possibilidade de bioisengdo, sédo ainda incipientes e necessitam de

padronizagdo das condi¢Bes dos testes relacionados.

Desta forma é de suma importdncia a padronizagdo de metodologias que
possibilitem mimetizar as condi¢gbes fisiologicas e determinar a solubilidade dos
farmacos, nestas condi¢Bes. A padronizagdo do teste de solubilidade em equilibrio
para farmacos, utilizando o método da agitacdo orbital em frasco, podera contribuir
para a obtencdo de resultados confiaveis, acerca da solubilidade de farmacos e
consequentemente possibilitard uma importante reducdo dos riscos inerentes a
decisdo sobre bioisencdo. Com o objetivo de padronizar o teste da solubilidade em
equilibrio, pelo método da agitacdo orbital em frascos, foi definido como farmaco

controle de baixa solubilidade a nimesulida e, como de alta solubilidade, o propranolol.

Neste contexto e diante da importancia do tema, a Anvisa vem subsidiando
acoes dos membros do Comité Técnico Temético (CTT) de Equivaléncia
Farmacéutica, Dissolucdo, Biodisponibilidade e Bioequivaléncia da Farmacopeia
Brasileira, visando elaborar um capitulo para sua 6° edicdo, delineando os

procedimentos necessarios a execucdo do estudo de solubilidade em equilibrio pelo
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método da agitacdo orbital em frasco. Este investimento da Anvisa gerou um projeto
de colaboracao desta agéncia com a UFOP (Universidade Federal de Ouro Preto) do
qual fazem parte os membros do CTT e pesquisadores da UFOP, delineando assim o

objetivo geral desta dissertacao.



2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biofarmécia e o sistema de classificacdo biofarmacéutica

A Biofarmécia é a ciéncia que estuda a influéncia das caracteristicas fisico-
quimicas de farmacos e formas farmacéuticas sobre os efeitos dos medicamentos.
Esta tem evoluido ao longo dos anos na busca de garantia de seguranca, eficicia e

gqualidade de farmacos e formas farmacéuticas (BONAMICI, 2009).

Estudos biofarmacéuticos revelam que a qualidade de um medicamento esta
relacionada, ndo somente com caracteristicas fundamentais como teor, pureza,
poténcia e identidade, mas também com o perfil de liberagdo do farmaco a partir da
forma farmacéutica, considerando fatores como dissolugdo e biodisponibilidade
(STORPIRTIS; GAIl, 2009). Dentro deste contexto foi desenvolvido o Sistema de

Classificagédo Biofarmacéutica (SCB).

O SCB foi proposto por AMIDON et al. (1995). Este sistema permitiu a
classificagdo dos farmacos com base nos parédmetros de solubilidade e
permeabilidade, em quatro classes, como mostrado no Quadro 1.

Quadro 1 — O sistema de classificacdo biofarmacéutica (adaptado de AMIDON et

al. (1995))
Classe Solubilidade Permeabilidade
| Alta Alta
Il Baixa Alta
1] Alta Baixa
v Baixa Baixa

A partir das informacgfes inerentes aos farmacos contidos em cada classe,
AMIDON et al. (1995) delinearam as seguintes observagfes que podem advir de

dados experimentais e/ ou tedricos:

Classe I: os farmacos pertencentes a essa classe sao bem absorvidos e o fator
limitante para a absor¢do € a dissolugdo ou O esvaziamento gastrico, caso a

dissolucdo seja muito rapida. A velocidade de absor¢do de formas farmacéuticas
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sblidas de liberacdo imediata que se dissolvem muito rapido é controlada pelo
esvaziamento gastrico, e ndo € esperada nenhuma correlacdo com a velocidade de
dissolucéo.

s

Classe llI: para estes farmacos a dissolucdo in vivo é a etapa limitante no
processo de absorcdo. O perfil de dissolucdo ird determinar a concentracdo do
farmaco em cada porcdo especifica do TGl. Para estes farmacos a permanéncia
nestas por¢des ocorrerd por um periodo bem maior sendo a absorcéo possivel em um
tempo mais longo, quando comparado com o farmaco da classe |. Espera-se, assim,
que os farmacos desta classe tenham absorcdo varidvel devido aos fatores
associados a formulacdo e condigfes in vivo que possam afetar a dissolucao.

Classe lll: neste caso, a permeabilidade é o fator que controla a absor¢do. O
perfil de dissolugdo serd bem definido e a simplificacdo das especificacbes de
dissolugdo, assim como para fa&rmacos da classe |, sera aplicavel para formas
farmacéuticas solidas orais de liberagdo imediata, onde a passagem do farmaco para
o intestino é controlada pela velocidade de esvaziamento gastrico. Tanto a velocidade
quanto a extensdo da absorcdo podem ser altamente variaveis para esta classe de

farmacos.

Classe IV: estes farmacos apresentam problemas significativos para a
administracdo oral e possuem alta variabilidade na velocidade e extensédo de
absor¢cdo. Em decorréncia de diferenciados limites para definicAo de alta
permeabilidade indicados por agéncias reguladoras, a quantidade de farmacos

classificados nesta categoria poderd variar.

De acordo com LINDENBERG et al. (2004), desde que o SCB foi introduzido, o
sistema tem tido um crescente impacto na pratica regulatéria. Possibilitou um novo

paradigma para os estudos de bioequivaléncia baseado em principios cientificos.

O principal objetivo do SCB ¢é o de estimar o desempenho farmacocinético in
vivo de uma forma farmacéutica, tomando-se como base os dados de permeabilidade
e solubilidade. Com isso, é proporcionada uma grande contribuicdo no momento da
tomada de decisbes quanto a possibilidade de isen¢éo dos estudos de bioequivaléncia
(KARALIS et al., 2008).

2.1.1 Bioisencgéao

A bioisencao é definida como a isencdo ou substituicdo de testes in vivo de

bioequivaléncia por avaliagfes in vitro. Essas avaliagbes, associadas aos testes de



equivaléncia farmacéutica, possibilitam a comprovacdo da equivaléncia terapéutica.
Para tanto os farmacos presentes na formulacdo devem apresentar alta solubilidade e

permeabilidade, e 0 medicamento deve ter rapida dissolucdo (BRASIL, 2011).

Para AMIDON et al. (2011), os estudos de bioequivaléncia ainda séo
considerados testes padrBes tanto para os medicamentos inovadores quanto
genéricos. Entretanto, a questdo de quais evidéncias cientificas sdo necessarias para
a garantia da bioequivaléncia est4 sendo muito discutida. Os testes convencionais de

bioequivaléncia possuem diversos limites em sua aplicabilidade, como por exemplo:
a) Alto custo financeiro

O custo dos medicamentos, para alguns pacientes, muitas vezes € um grande
empecilho para que 0sS mesmos continuem o tratamento medicamentoso
adequadamente. H4 uma estimativa de que até 32% de idosos, nos Estados Unidos,
interrompem o tratamento devido aos custos (SOUMERAI et al., 2006). Os estudos in
vivo elevam o valor final do medicamento. Assim, os estudos in vitro com base no
SCB, tem potencial de promover redugdes dos custos financeiros dos medicamentos,

quando a bioequivaléncia é evidente. Isso deve ser considerado, sobretudo para
paises em desenvolvimento econdmico (POLLI, 2008).

b) Estudos in vitro podem avaliar mais diretamente os farmacos e o

desempenho das formas farmacéuticas do que os in vivo

O processo de absor¢céo dos farmacos é composto pela liberagdo do farmaco a
partir da forma farmacéutica, e permeacdo nas membranas biologicas. Considera-se
gue os estudos in vitro avaliam mais diretamente a absor¢éo dos farmacos, do que os
estudos in vivo. Os métodos de avaliacdo da dissolucdo dos medicamentos e
permeacdo dos farmacos in vitro sdo amplamente estudados e estabelecidos. Esses
métodos permitem uma importante avaliacdo de farmacos e formas farmacéuticas
(WU; BENET, 2005).

c) Estudos in vitro oferecem beneficios quanto a questdo ética, em

comparacgao aos estudos in vivo.

A realizagcdo dos estudos de bioequivaléncia convencionais, em individuos
saudaveis, € inviavel do ponto de vista ético, e se torna ainda mais critico, quando os
testes sdo realizados apenas devido a pequenas modificagdes na forma farmacéutica,
como a mudanca do corante utilizado, ou quando o farmaco possui efeitos adversos

graves, como os antineoplasicos e os imunoterapicos (POLLI, 2008).



Em 1996, o FDA publicou um guia, contendo orientacdes sobre a realizagdo de
testes de bioequivaléncia para a clozapina. A agéncia recomendava que individuos
saudaveis ndo participassem dos testes com o medicamento uma vez que, havia
relatos de experiéncias anteriores, demonstrando que um grande ndamero de
voluntarios submetidos ao estudo, apresentaram diversos efeitos adversos graves
decorrentes do uso do medicamento. Dentre os efeitos indesejaveis, foram citados:

hipotenséo, bradicardia, sincope e assistolia (FDA, 2005).

Assim, a bioisencdo baseada no SCB, tem grande importancia no cenario da
regulamentacdo de medicamentos, e € indicada em algumas situa¢des, em que 0s
testes in vivo podem ser substituidos por testes in vitro para determinar a
bioequivaléncia de formas farmacéuticas solidas orais de liberacéo imediata (FFSOLI)
(COOK et al., 2010).

Agéncias reguladoras, em todo o mundo, possuem guias sobre bioisencdo
baseados no SCB. O guia precursor foi publicado pelo FDA em agosto de 2000. Este
guia ainda encontra-se em vigor, e preconiza a isencdo de estudos de
biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia para farmacos altamente sollveis e
permeaveis (classe I) contidos em FFSOLI, desde que a forma farmacéutica apresente
rapida dissolugéo, ou seja, ndo menos que 85% em 30 minutos. Deve ser comprovada
a alta solubilidade, permeabilidade e rapida dissolu¢do, de acordo com a metodologia
descrita no guia (FDA, 2000).

Em 2001, a Agéncia Europeia de Medicamentos' (EMA), também elaborou um
guia sobre bioisencdo (EMEA, 2001), sendo que este foi atualizado em 2008 (EMEA,
2008). Neste guia, a bioisengcdo com base no SCB é aplicavel, para farmacos que
possuam alta solubilidade e absor¢cdo completa (classe 1), que apresentem
caracteristicas de dissolucdo in vitro no minimo, rapida e que 0s excipientes ndo
ocasionem impacto sobre a biodisponibilidade. A EMA considera também a bioisencéo
baseada no SCB para farmacos classe lll, ou seja, altamente sollveis e com absorcao
limitada. Porém, os medicamentos devem ter comprovada dissolugdo in vitro muito
rapida (85% em 15 minutos) (EMEA, 2008).

Além dos guias mencionados, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) também
publicou um anexo sobre o assunto, em 2006, (‘Proposal to waive in vivo

bioequivalence requirements for WHO Model List of Essential Medicines immediate-

YA partir de dezembro de 2009, a Agéncia Europeia de Medicamentos, que outrora era denominada

EMEA, passou a ser denominada pela sigla EMA.



release, solid oral dosage forms, Annex 8" dentro do documento ‘WHO Technical
Report Series n°937’. Este recomenda critérios de bioisencéo, baseados no SCB,
considerados inovadores por serem menos rigorosos que os estabelecidos pelos guias
citados anteriormente. Estas recomendacdes da OMS sdo aplicadas para farmacos
que fazem parte da Lista de Medicamentos Essenciais publicada pela agéncia. A OMS
propbés a revisdo de alguns critérios de classificacdo dos farmacos e aplicacdo a
bioisencéo, por considerar os requisitos adotados pelo guia da FDA (FDA, 2000) muito
estritos e conservadores. Uma notavel reformulacdo realizada pela OMS foi a de
considerar, como requisito para classificacdo de um farmaco, como de alta
permeabilidade, a extensdo de absorgdo de 85% ou mais, contestando os 90% de
extensdo de absorcdo preconizada pelo guia da FDA. Com essa proposta, alguns
farmacos que antes eram classificados como classe Ill, passaram a ser considerados
de classe |, como o paracetamol, &cido acetilsalicilico, lamivudina e alopurinol (WHO,
2006).

No Brasil foi publicado em 2011, pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa), o0 guia que trata sobre bioisencdo (BRASIL, 2011). Este guia preconiza a
isencdo de estudos de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia nos casos de
farmacos altamente sollveis e altamente permeaveis (classe I) em FFSOLI, desde que
a forma farmacéutica apresente rapida dissolucdo. A comprovagdo da solubilidade,
permeabilidade e dissolu¢éo deve ser realizada de acordo com o guia. Em sequencia,
a Anvisa também publicou uma lista com 12 farmacos passiveis de serem bioisentos.

Em 2013, a agéncia atualizou a lista, incluindo mais 2 farmacos (BRASIL, 2013a).

No Quadro 2 estdo mostrados os critérios de elegibilidade a bioisencédo das

agéncias citadas anteriormente.



Quadro 2 — Principais critérios para elegibilidade quanto a bioisencdo preconizado pelas agéncias

regulatérias ANVISA, EMA, FDA e pela OMS (adaptado de BELLAVINHA (2012))

Critérios para

eligibilidade quanto a ANVISA EMA FDA OMS
bioisencéo
Classificacao de acordo *Classe | Classes It e 112 Classe | Classes I°, II* e II°
com o SCB
Maior dose sollivel Maior dose solivel Maior dose soliivel Maior dose sollvel
Solubilidade em volume < 250 em volume < 250 em volume < 250 em volume < 250
mL, pH 1,2-6,8, mL, pH 1-7,5, mL, pH 1-7,5, mL, pH 1-7,5,
37°C. 37°C. 37°C. 37°C.

Permeabilidade

Absorgao = 85% Absorgao = 85%

Absorgao = 90%

Absorgao = 85%

Dissolucao

Dissolucao rapidat
/ Dissolug&o muito
rapidaz

Dissolucéo rapida

Dissolucao rapida

Dissolucao rapida®
Dissolucao rapida
em pH 6,8"
Dissolucdo muito
rapida’

*Os farmacos devem estar citados na Instru¢cdo Normativa n°® 2 de 14 de marco de 2013 que dispBe sobre a lista de
farmacos candidatos a bioisencdo baseada no sistema de classificagdo biofarmacéutica.

A solubilidade dos farmacos deve ser comprovada experimentalmente por meio
do método da agitagdo orbital em frascos (shake-flask). Este € o método de escolha
para avaliar a solubilidade de farmacos (FDA, 2000; WHO, 2006; BRASIL, 2011).

Ainda assim, os procedimentos experimentais do método ndo estdo adequadamente

BN

estabelecidos e, devido a importancia de sua aplicabilidade, é extremamente

importante proceder a padronizagao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Padronizar o teste de solubilidade em equilibrio pelo método da agitacédo orbital
em frascos (shake-flask) utilizando um farmaco como controle de alta solubilidade, e

um como controle de baixa solubilidade.

3.2 Objetivos especificos

o Selecionar farmacos com potencialidade para emprego como controle de alta e

baixa solubilidade;

o Desenvolver e validar o método de quantificacdo do farmaco de baixa
solubilidade nos meios fluido gastrico simulado sem enzimas (FGSSE, pH 1,2),
tampao acetato (TA, pH 4,5) e suco entérico simulado sem enzimas (SESSE, pH 6,8).

o Desenvolver e validar o método de quantificacdo do farmaco de alta
solubilidade nos meios fluido gastrico simulado sem enzimas (FGSSE, pH 1,2),

tampdo acetato (TA, pH 4,5) e suco entérico simulado sem enzimas (SESSE, pH 6,8).

o Realizar estudos de solubilidade em equilibrio dos farmacos controle
selecionados empregando o método da agitagdo orbital em frasco (shake-flask) a
temperatura de 37°C, em meios simulando diferentes por¢des do TGI (pH 1,2; 4,5 e
6,8);

o Testar e selecionar as melhores condicbes experimentais para avaliagdo da
solubilidade em equilibrio empregando os farmacos controle de alta e baixa

solubilidade.
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4 ESCOLHA DOS FARMACOS CONTROLE PARA
PADRONIZACAO DAS CONDICOES EXPERIMENTAIS DO
METODO DA AGITACAO ORBITAL EM FRASCO

Foram pré-selecionados farmacos para serem utilizados como controles de alta:

atenolol, metoprolol, propranolol e baixa solubilidade: furosemida e nimesulida.

Para selecdo do farmaco controle de alta solubilidade, o metoprolol foi pré-
selecionado por ser considerado padrao de escolha (padréo ouro) para os estudos de
permeabilidade (FDA, 2000). Devido a auséncia da SQR do mesmo na Farmacopeia
Brasileira, foram pré-selecionados dois outros farmacos (atenolol e propranolol) com

funcdes terapéuticas e estruturas préximas ao do metoprolol.

Em relacéo ao farmaco controle de baixa solubilidade, apds revisdo na literatura
sobre esse tipo de farmaco, foi preconizada a selecdo das substancias em que a
solubilidade e permeabilidade ja estavam completamente elucidadas (LINDENBERG
et al.,, 2004). Além disso, também foi observada a disponibilidade da SQR na

Farmacopeia Brasileira. Assim, foram pré-selecionados a furosemida e a nimesulida.

Os critérios estabelecidos para selecdo dos farmacos passiveis a serem
utilizados como controles na padroniza¢cédo das condi¢cfes experimentais do método da

agitacao orbital em frascos foram:

Estabilidade dos farmacos nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE
(pH 6,8)

A necessidade de se realizar os estudos de solubilidade nos meios FGSSE (pH
1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) configura a importancia dos farmacos controle
escolhidos terem uma boa estabilidade nos mesmos. O desejavel para as
caracteristicas de estabilidade dos farmacos controle seria auséncia de produtos de
degradacdo quando mantidos a 37 °C, por aproximadamente dois dias (tempo médio
para realizacdo do estudo de solubilidade). O tempo de dois dias possibilita a
obtenc&do de um maior volume de dados dos experimentos de solubilidade, e obtencdo
de resultados confidveis (BRASIL, 2011).
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Substancia quimica de referéncia com custo acessivel

A utilizacdo de farmacos em que estejam disponiveis sob a forma de SQR e
tenham custo acessivel foi preconizada neste estudo, para que a aplicabilidade da

padronizacdo ndo seja prejudicada por essa questao financeira.

Disponibilidade da substancia quimica de referéncia na Farmacopeia
Brasileira

A utilizacdo de farmacos controle cuja SQR esteja disponivel na Farmacopeia

Brasileira foi altamente considerada para este estudo.

A importancia é grande frente a percepcéo de que as SQRs nao disponiveis na
Farmacopeia Brasileira devem ser adquiridas no mercado internacional com alto custo

e muitas vezes com a grande demora no processo de importagao.

A utilizacdo das SQRs da Farmacopeia Brasileira ja esta respaldada oficialmente
em publicagbes da Anvisa, sendo obrigatdrias em ensaios de controle de qualidade de
medicamentos (BRASIL, 2012).

Toxicidade dos farmacos controle

A utilizagdo de SQR com baixa toxicidade também foi um dos critérios
preconizados para a escolha dos farmacos controle. Esta condi¢cdo € importante a fim
de evitar uma situagdo de risco a saude dos analistas que tiveram e terdo contato

diariamente com as substancias selecionadas.

Rapidez e facilidade do método de quantificacéo

A rapidez e facilidade dos métodos de quantificacdo dos farmacos controle
foram condigdes consideradas neste estudo. E importante que as andlises sejam
rapidas, confiaveis, seguras, e para os métodos cromatograficos, é importante que a
composicao da fase moével tenha solventes simples, de facil obtencéo, de forma que
os métodos de quantificacdo sejam facilmente reprodutiveis e ocasionem menor

geracao de residuos.
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Quadro 3 - Critérios de escolha dos farmacos controle usados no estudo

Estabilidade . o
SQR com ] o ) Rapidez e facilidade do
) dos Disponibilidade Baixa )
Farmaco i custo o meétodo de
farmacos i da SQR na FB | toxicidade .
] acessivel guantificacéo
nos meios
Nimesulida X X X X X
Furosemida X X X X
Propranolol X X X X X
Atenolol X X X X
Metoprolol X X X

De acordo com o Quadro 3, a nimesulida, escolhida como farmaco controle de
baixa solubilidade, possui classificacao de acordo com o SCB elucidada. Como sera
mostrado, o farmaco possui boa estabilidade nos meios tamponados usados neste
trabalho, além estar disponivel como SQR na Farmacopeia Brasileira. Possui baixa
toxicidade quando manipulado, e como ser& descrito nas etapas subsequentes deste
trabalho, o método para quantificacao da nimesulida desenvolvido, foi rapido, simples,
e possibilitou andlises confidveis e reprodutiveis (LINDENBERG et al., 2004,
TZANAVARAS; THEMELIS, 2007; BRASIL, 2012).

O propranolol, farmaco controle de alta solubilidade selecionado, também possui
classificacdo de acordo com o SCB definida. Como serd mostrado, possui boa
estabilidade nos meios tamponados, esta disponivel como SQR na Farmacopeia
Brasileira. O método para quantificagdo do propranolol desenvolvido neste trabalho
possui as mesmas caracteristicas citadas para o método da nimesulida, e finalmente,
possui baixa toxicidade quando manipulado (LINDENBERG et al., 2004; BRASIL,
2012; MUSKO; SZNITOWSKA, 2013).

Os outros farmacos avaliados ndo possuem 0s pré-requisitos preconizados

neste trabalho, como mostrado no Quadro 4.
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CAPITULO Il - DESENVOLVIMENTO E
VALIDACAO DE METODO ANALITICO POR
CLAE-UV PARA QUANTIFICACAO DE
NIMESULIDA NOS MEIOS FGSSE (pH 1,2), TA
(pH 4,5) e SESSE (pH 6,8)



1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Nimesulida

A nimesulida é um efetivo anti-inflamatério ndo esteroidal (AINE), pertencente a
classe da sulfonanilidas. Possui propriedades analgésicas, antitérmicas e anti-
inflamatérias. O farmaco age inibindo preferencialmente a cicloxigenase-2 (COX-2), e
dessa forma apresenta maior tolerabilidade géastrica. Geralmente é utilizada em
tratamentos de curto prazo. No Brasil, a nimesulida apresentada sob a forma de
comprimidos na dose de 100 mg (DELLIS et al., 2007).

A nimesulida foi comercializada pela primeira vez na Itdlia em 1995, e desde
entdo foi langada em cerca de 50 paises (TAN et al., 2007). No Brasil, sua utilizacao
se iniciou na década de 90 (KULKARNI, 2002).

Apoés sua entrada no mercado, houve diversos relatos de toxicidade hepética e
insuficiéncia hepética, com alguns casos fatais, relacionados ao uso de medicamentos
contendo a nimesulida. Isso fez com que diversos paises reavaliassem o perfil de
seguranca do farmaco, o que levou a retirada (temporaria ou ndo) dos medicamentos
contendo nimesulida, em paises, como Israel e Espanha. Devido a preocupac¢fes com
seu perfil de seguranga, o farmaco nunca foi aprovado para uso em paises como
Estados Unidos, Reino Unido, Canada, Australia e Nova Zelandia. Em outros paises, 0
farmaco é liberado para ser utilizado com restricbes e, recomenda-se proceder a
avaliacdes das funcdes hepaticas (MERLANI et al., 2001; TAN et al., 2007).

1.1.1 Propriedades fisico-quimicas
Como mostrado na Figura 1, a nimesulida (N-(4-nitro-2-

fenoxifenil)metanosulfonamida) é um derivado da sulfonanilida, tem peso molecular de
308,31 g/mol, e sua formula estrutural € C13H1,N,O5S (BRASIL, 2010).
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Figura 1 - Férmula estrutural da

nimesulida

- R

- SO2CHs
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NO,
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O valor do pKa do farmaco é de 6,4. E praticamente insolivel em agua. Tanto a
solubilidade quanto a lipossolubilidade do farmaco é pH-dependente, devido a
presenca do grupo sulfonanilida, em sua estrutura (DELLIS et al., 2007).

1.1.2 Propriedades farmacocinéticas, farmacodindmicas e mecanismo

de acao

O farmaco é rapida e extensivamente absorvido em sua forma oral
(comprimidos, granulos e suspenséo), e tem um tempo de meia vida de eliminagéo
relativamente curto, em seres humanos. A concentragdo plasmatica maxima é de 3 a 4
pg/mL (KIM et al., 2012).

A nimesulida liga-se a proteinas plasmaticas, sobretudo a albumina, em
aproximadamente 95 % (DAVIS; BROGDEN, 1994).

O farmaco exibe sua atividade farmacoldgica por meio de diversos mecanismos,
sendo o principal a inibicdo seletiva da COX-2 (KIM et al., 2012). A cicloxigenase-1
(COX-1) controla a protecdo gastrica e hemostasia vascular e, é expressada em varios
tecidos. Dessa forma, a inibicdo da enzima COX-1, resulta em efeitos adversos
gastrointestinais e renais. Por inibir prioritariamente a COX-2, a nimesulida esta
associada a reducdo da producdo de prostaglandinas pré-inflamatérias, e produz
efeitos terapéuticos de diminuicdo da inflamacdo, alivio da dor, com toxicidade

gastrointestinal reduzida (KIM et al., 2012).

A nimesulida é eliminada principalmente por transformac¢@o metabdlica, através

da superfamilia de enzimas componentes do citocromo P-450. O principal metabdlito &
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a 4-hidroxinimesulida, e este parece contribuir no efeito terapéutico da substancia. Os
metabdlitos do farmaco sédo excretados na urina (70%) e nas fezes (20%), nas formas

livres e conjugadas (TAN et al., 2007).

1.1.3 Classificacdo biofarmacéutica da nimesulida

Baseado no SCB, a nimesulida é considerada como farmaco de classe Il, uma
vez que esta possui baixa solubilidade nos meios do trato-gastrointestinal e alta
permeabilidade nas membranas biolégicas. Assim, a dissolu¢gédo do farmaco nos meios
biol6gicos, € o passo limitante para sua absor¢cdo (AMIDON et al., 1995; MUDIE et al.,
2012).

O farmaco apresenta alta permeabilidade intestinal devido ao seu favoravel
balanco hidro-lipofilico e também a seu baixo peso molecular (380,311 g/mol). Os
coeficientes de particdo octanol/agua, expresso por Log P, em diferentes meios estao
apresentados na Tabela 1. O pH das solu¢gBes aquosas influencia o valor do Log P
pois, como esperado e tendo como referéncia o valor do pKa do farmaco, o Log P
diminui com o aumento do pH (DAVIS; BROGDEN, 1994).

Tabela 1 - Coeficientes de particdo octanol/agua (1:10 v/v) da

nimesulida em diversos solventes - adaptado de RAINSFORD

(2005)
Solvente Log P, 25°C
Agua 2,5
Salina (0,9% NacCl) 2,5
Meio tampéo pH 1 2,6
Meio tampéo pH 6,8 2,2
Meio tampéo pH 7,4 1,8

Como foi citado anteriormente, a solubilidade da nimesulida nas solucdes
aquosas € baixa e depende do pH do meio, como mostrado na Tabela 2. Em meios

com pH neutro ou pouco basico, a solubilidade da nimesulida é bem maior que em
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meios acidos (SORA et al., 2007). Além disso, a solubilidade aumenta com a elevacéo

da temperatura.

Tabela 2 - Solubilidade aquosa da nimesulida em varios solventes e em relagdo a temperatura -
adaptado de RAINSFORD (2005)

Solvente Temperatura (°C) Solubilidade (mg/mL)
i 25 55
Agua
37 11,4
25 55
Salina (0,9% NacCl)
37 12,2
25 4,5
Meio tampéo pH 1
37 7.8
25 12,0
Meio tampéo pH 6,8
37 27,6
25 33,6
Meio tampéo pH 7,4
37 82,9

A nimesulida possui maior solubilidade em meios aquosos com pH elevado
devido a presenca do grupo metanossulfonamida, que atua como um acido fraco de
Bronsted-Lowry. Em meio basico a metanossulfonamida fica desprotonada (R;R.N"), e
a carga negativa é estabilizada por ressonancia. Interacdes intermoleculares ion-
dipolo, e ligacdes de hidrogénio entre o farmaco ionizado e a agua, mantém o farmaco
solubilizado em meio aquoso alcalino. A acidificacdo do meio resultara na protonacgéo
da metanossulfonamida fazendo com que intera¢des ion-dipolo deixem de existir, e

consequentemente a solubilidade da nimesulida diminuira (GONSALVES et al., 2013).

De acordo com a equacao de Henderson-Hasselbach mostrada na Figura 2.

Figura 2 - Equacéo de Henderson Hasselbach

. A
pH = pK, + logyy
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As formas ionizadas e nado ionizadas da nimesulida estdo representadas
respectivamente por [A] e [HA]. A partir da equacdo mostrada pode-se inferir que em
pH 3 (ou menor), mais que 99,9% do farmaco estara na forma neutra. Nesta forma a
nimesulida atravessara passivamente as membranas lipidicas, e assim sera facilmente
absorvida (RAINSFORD, 2005).

O intestino delgado, caracterizado pela grande area para absor¢cdo de moléculas
e limen com propriedades neutras, é favoravel a absorcdo da nimesulida. Em pH 6 ou
7, a porcentagem do farmaco na forma né&o ionizada diminui de 72% para 20%,
respectivamente. No colon, a absor¢éo de nimesulida néo é favoravel devido a area de
absorcdo menor e ao pH basico que causa diminuicdo da forma nao ionizada do
farmaco (RAINSFORD, 2005).
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2 Material e Métodos

2.1 Material

2.1.1 Substancia quimica de referéncia

Nimesulida substancia quimica de referéncia (SQR), fornecida pela Anvisa/
Farmanguinhos — FIOCRUZ, proveniente da Farmacopeia Brasileira, lote 2049, teor de

99,8%, valido por todo periodo do estudo.

2.1.2 Equipamentos e materiais

Balanca analitica Shimadzu, modelo AUX 220, com preciséo de 0,010 g;
Balanca analitica Shimadzu, modelo AUX 220D, com precisao de 0,001 g;
Bomba de vacuo Marconi, modelo MAO57/2;

Coluna C18 Waters (150 x 4,6 mm; 3,5 um);

Destilador Cristéfoli;

Estufa de secagem e esterilizacdo Fanem, modelo 315 SE;

Cromatografo Waters Alliance e2695, com forno, injecdo automatica, detector

ultravioleta, software Empower verséo 2;

Cromatografo Waters Alliance 2695, com forno, injecdo automética, detector DAD

(arranjo de diodos), software Empower versao 2;
Ponteiras plasticas Axygen de 200 L, 1000 pL e 5000 pL;
Sistema de purificagdo de dgua Millipore, modelo DIRECT-Q 8;

Unidade filtrante Millex HV com membrana de durapore PVDF com poros de 0,45 um,

Millipore;
Vials de vidro &mbar Waters de 2 mL com tampa e septos de teflon.
Membrana de celulose, 0,45 pm de poro, Millipore

Pipetas Gilson, volume ajustavel de 10 - 100 yL e 100 - 1000 uL; 1000 — 5000 pL,

modelo Pipetman;

pHmMetro Hanna;
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2.2 Métodos

2.2.1 Desenvolvimento do método para quantificacdo da nimesulida no
FGSSE (pH 1,2); TA (pH 4,5); SESSE (pH 6,8)

Inicialmente, foi desenvolvido o método espectrofotométrico de quantificagdo da
nimesulida (FGSSE, pH 1,2), porém durante a validagdo do método foi demonstrado
que o0 mesmo nédo seria adequado as analises a serem efetuadas, por ndo apresentar
seletividade apropriada (resultados apresentados no Apéndice A). Dessa forma, no
processo de busca por um método adequado para quantificacdo da nimesulida, foi

desenvolvido e validado o método cromatografico (CLAE-UV).

2.2.2 Desenvolvimento de método cromatografico para quantificacdo da
nimesulida no FGSSE (pH 1,2), no TA (pH 4,5) e no SESSE (pH 6,8)

2.2.2.1.1 Determinacado das condicOes analiticas

As andlises foram realizadas em cromatdégrafo Waters Alliance® 2695, com
detector ultravioleta e cromatografo Waters Alliance® 2695, com detector DAD. A
selecdo das condi¢cdes cromatogréficas para quantificagdo da nimesulida foi baseada
em dados disponiveis na literatura e também em parametros de adequacdo do

sistema cromatografico.

Para as analises foi utilizada uma coluna cromatogréafica empacotada com silica
quimicamente ligada a grupo octadecilsilano (C18), da marca Waters®, (150 x 4,6 mm;

3,5 um). A temperatura foi mantida a 25 °C.

Fase moével e vazao

Foram avaliadas duas fases moveis: H,O:CH3CN (50:50 v/v) (BRASIL, 2010) e
H,0O:CH3;CN:HOAC (45:55:1 v/iviv) (FONSECA, 2007). No processo de escolha da fase
mével foram analisados o tempo de retencdo da nimesulida, assimetria do pico e a
pressao resultante no sistema. Foram testadas vazdes de fase movel de 1,2 e 1,8

mL/min.
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Volume de injecdo e comprimento de onda para detec¢cédo do analito

O volume de injecao utilizado foi de 20 pL. Foram testados dois comprimentos

de onda para detecc¢éo da nimesulida: 220 nm e 300 nm.

Preparo da solucéo estoque (SE) de nimesulida

Foram pesados exatamente 12,5 mg de nimesulida SQR e transferidos para um
baldo volumétrico de 25 mL, completando o volume com acetonitrila. Foi obtida uma

solucdo com concentracédo de 500 pg/mL de nimesulida.

Preparo das solugdes diluidas

Para o preparo das solu¢des diluidas, retiraram-se aliquotas da solugéo estoque,
e completou-se o volume das solu¢gBes com 0s meios tamponados utilizados no estudo
de solubilidade: FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8), de acordo com as
Tabelas 3, 4 e 5. A forma de preparo dos meios tamponados utilizados estd mostrado
na Tabela 42.

As solugdes foram filtradas diretamente para o vial, usando uma seringa de vidro

e unidades filtrantes Millex® de 0,45 pm.

2.2.3 Avaliacdo da estabilidade da solucdo estoque (SE) e solucbes

diluidas

Foi avaliada a estabilidade da SE de nimesulida e das soluc¢des diluidas, em
cada meio FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e em SESSE (pH 6,8).

A concentracao da SE foi de 100 pg/mL e das soluc¢ées diluidas foi de 10 pg/mL
em FGSSE (pH 1,2), 15 pg/mL em TA (pH 4,5) e 20 ug/mL em SESSE (pH 6,8).

A avaliacdo da estabilidade das solucdes diluidas foi realizada num periodo de
55 horas, nas mesmas condi¢des utilizadas nos estudos de solubilidade do farmaco:
37 °C, e sob agitacdo de 100 rpm. A estabilidade da SE foi avaliada por 10 horas, nas
condicbes ambientais do laboratério. Todas as determinacdes foram realizadas em

triplicata.

O critério de aceitacdo empregado € o preconizado por GREEN (1996). Assim,

as variagOes das areas ndo devem ser superiores a 2 % em relagéo a area inicial.
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2.2.4 Validacdo do método analitico

Os métodos analiticos desenvolvidos para quantificacdo da nimesulida foram
validados de acordo com a Resolucdo RE 899 de 29 de maio de 2003 da Anvisa
(BRASIL, 2003) e do guia Q2B da Conferéncia Internacional de Harmonizacéo (ICH,
1995). Os parametros foram determinados em cada um dos meios tamponados:
FGSSE pH 1,2; TA pH 4,5; SESSE pH 6,8.

Foram avaliados os parametros de seletividade, linearidade, preciséo, exatidao,
limites de detec¢do e quantificagéo (tedricos) e robustez.

Todos os parametros da validacdo foram realizados utilizando nimesulida SQR.
Os célculos e analises estatisticas foram efetuados com auxilio do software R (verséo
3.0.2) e Microsoft Excel® 2010.

2241 Seletividade

A avaliacdo da seletividade foi realizada para verificar a capacidade do método
de quantificar a nimesulida na presenca de seus produtos de degradac&o.

Nao existem, nos guias de validacdo dos 6rgaos regulatérios, procedimentos
claramente definidos para avaliagdo do parametro. Dessa forma, as soluc¢des diluidas
do farmaco nos meios tamponados foram expostas ao calor seco, a temperatura de 70
°C durante 4 horas. A temperatura e o tempo de exposi¢do foram selecionados a partir

de uma triagem para avaliagdo das condi¢des de degradacéo do farmaco.

Todas as solucdes diluidas foram preparadas com concentracdo de 50 pg/mL,

de acordo com o mostrado em ‘preparo das solucbes diluidas’.

Foram avaliadas as purezas de pico de cada solugéo diluida degradada, com

auxilio do detector DAD.

2.2.4.2 Linearidade

Foi preparada SE de nimesulida com concentracdo de 500 pg/mL, em

acetonitrila.

A linearidade do método desenvolvido foi avaliada pela andlise de 6
concentragcdes do farmaco, nas curvas construidas para cada um dos meios
tamponados FGSSE (pH 1,2), no TA (pH 4,5) e no SESSE (pH 6,8), de acordo com as

Tabela 3, 4 e 5. A partir da SE da nimesulida foram preparadas as solu¢des diluidas
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em cada um dos meios tamponados, de acordo com o descrito em ‘preparo das

solucgdes diluidas’. As analises foram realizadas em triplicata.

Nas Tabelas 3, 4 e 5 encontram-se os dados referentes as curvas analiticas

realizadas, para cada meio.

Tabela 3 - Preparo das solugfes de nimesulida, em FGSSE (pH 1,2), para avaliagdo do

parametro linearidade do método cromatografico

- ?S;?r:f)géo Aliquota da SE (mL) Vgcl)‘ljlrg%g r‘(\I:ILo)Ia
0,5 0,01 10
1,0 0,02 10
3,0 0,06 10
5,0 0,10 10
7,0 0,14 10
10,0 0,20 10

Tabela 4 - Preparo das solugdes de nimesulida, em TA (pH 4,5), para avaliacdo do
parametro linearidade do método cromatogréfico

CoNCentiacao | ajiquota da se (miy | VO inal da
1,0 0,02 10
3,0 0,06 10
10.0 0,20 10
15,0 0,30 10
20,0 0,40 10
25,0 0,50 10
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Tabela 5 - Preparo das solu¢gfes de nimesulida, em SESSE (pH 6,8), para avaliacdo do

parametro linearidade do método cromatografico

Concentracéo Aliquota da SE (mL) Volume final da

(ug/mL) solucao (mL)
1,0 0,02 10
3,0 0,06 10
10,0 0,20 10
20,0 0,40 10
25,0 0,50 10
40,0 0,80 10

A linearidade foi avaliada considerando-se os coeficientes de determinacdo e
correlacdo (R? e R), coeficiente angular (b), coeficiente linear (a). Foram avaliados os
residuos da regresséo pelo método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO), de
acordo com o recomendado pelo guia Q2B-ICH. Também foram analisadas as

premissas dos residuos da regressao.

Inicialmente foi avaliada a presenca de valores dispersos (outliers) pelo teste de
residuos padronizados Jackknife (Jg) (residuos estudentizados externamente), para o
= 0,05, uma vez que o MMQO ¢ sensivel a presenca desses valores (DE SOUZA,;
JUNQUEIRA, 2005). Os residuos de Jackknife seguem a distribuicdo de t de Student
e, os valores de J foram calculados para todos os pontos das curvas analiticas de
cada um dos meios tamponados. Valores de J, maiores que o t critico foram
considerados valores dispersos. Como critério de aceitacdo, ndo puderam ser
excluidos mais que 22 % (2/9) do total dos pontos de cada uma das curvas
analisadas, como preconizado por THOMPSON et al. (2002).

Para correta aplicagdo do MMQO para avaliacdo da linearidade é necessario
comprovar que os residuos possuem distribuicdo normal (normalidade), variancia

constante ao longo do eixo x (homoscedasticidade), e que séo independentes.

A normalidade foi avaliada pelo teste de Ryan-Joiner, cuja estatistica € o0 R
(coeficiente de correlagdo de Ryan-Joiner). Este teste avalia a hipétese nula (Ho) de
qgue os residuos seguem distribuicdo normal e a hip6tese alternativa (Ha) de que os
residuos seguem outra distribuicdo. Para confirmacdo da normalidade, Ho ndo pode

ser rejeitada. Para isso, R calculado deve ser maior que o R critico, para a = 0,05.
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Para avaliacdo da homoscedasticidade do método foi utilizado o teste de Levene
modificado por Brown e Forsythe. A Ho desse teste € a de que as variancias dos
residuos séo constantes e a Ha de que as variancias dos residuos ndo sédo constantes

(heteroscedasticidade). A estatistica do teste é o t de levene (1), e este deve ser

menor que o t, critico, para que a Ho ndo seja rejeitada, para a = 0,05.

A independéncia entre os residuos da regressao foi avaliada com o teste de
Durbin-Watson. A Ho desse teste € a de que ndo ha autocorrelacao entre os residuos
e a Ha é a de que h4 autocorrelacdo entre os residuos. A estatistica do teste é o d de
Durbin-Watson. Para que a Ho n&o seja rejeitada d calculado deve estar
compreendido entre o limite critico superior: d, e 4-d,, para a = 0,05. O d de Durbin-
Watson varia de 0 a 4, com a média de 2. Assim, valores préximos ou igual a 2,
demonstram que ndo ha autocorrelacao entre os residuos. Na Figura 3 estd mostrado
0 esquema para melhor visualizagédo do teste e os resultados associados.

Figura 3 - Esquema do teste estatistico Durbin-Watson para avaliagdo da independéncia dos residuos

. Aceita Ho -
Rejeita Zona de Zona de Rejeita
Ho incerteza No ha Autocorrelagio incerteza Ho
0 du du 2 4 - du 4-d 4

Fonte: adaptado de HOLT; REFENES (1998)

Posteriormente as analises dos residuos foram verificadas a significAncia e o
desvio de linearidade por ANOVA (one-way). A estatistica do teste é a razdo entre as
variancias, F. A significancia da regresséo testa a Ho de que a regressao nao é
significativa e a Ha de que a regressao € significativa. Para que a Ho seja rejeitada, F

calculado deve ser maior que o F critico, para a = 0,05.

O desvio de linearidade testa a Ho de que ndo ha desvio de linearidade e a Ha
de que ha desvio de linearidade. Para que a Ho néo seja rejeitada, F calculado deve

ser menor que o F critico, para a = 0,05.

2.24.3 Precisao

Foi analisada a precisao por repetitividade (precisao intracorrida), em trés niveis

de concentracdo: baixa, média e alta e por reprodutibilidade parcial (precisdo
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intercorrida). A dltima foi determinada da mesma forma da precisao intracorrida, porém
em 2 dias consecutivos, num total de 18 determinacdes.

A precisao foi avaliada para o método cromatografico para quantificacdo de
nimesulida nos meios FGSSE (pH 1,2), no TA (pH 4,5) e no SESSE (pH 6,8).

Na Figura 4 estd demonstrado como foi realizado o calculo da precisdo dos
métodos desenvolvidos e na Tabela 6 encontram-se os dados referentes avaliacdo do

parametro para cada um dos métodos desenvolvidos.

Figura 4 - Férmula utilizada para célculo da precisdo do método desenvolvido

DP
DPR = X 100

CMD

Onde: DP é o desvio padrao das trés determinacdes e CMD é a concentracdo média determinada.

Tabela 6 - Concentragdo das solugBes de nimesulida utilizada para avaliagdo da precisdo nos
métodos cromatogréaficos de quantificacdo do farmaco nos meios FGSSE (pH 1,2), no TA (pH 4,5)
e no SESSE (pH 6,8)

Tipo de meio tampéo Nivel da concentragédo Concentracédo (ug/mL)

Baixa 0,5

FGSSE (pH 1,2) Média 5,0
Alta 10,0

Baixa 1,0

TA (pH 4,5) Média 10,0

Alta 25,0

Baixa 1,0

SESSE (pH 6,8) Média 20,0
Alta 40,0

O critério de aceitacao utilizado foi o descrito na RE 899 (BRASIL, 2003), sendo
assim o desvio padrao relativo (DPR) deve ser inferior a 5 %.
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Foi aplicado o teste t de Student (a = 0,05) para avaliar se as concentracdes
médias experimentais obtidas em dias diferentes diferiam ou ndo entre si. Este teste
avalia a Ho de que nao ha diferenca significativa entre as médias das concentragdes e

Ha de que hé diferenca significativa entre as amostras.

2244 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada em trés niveis de concentracdo para o método
desenvolvido de quantificacdo da nimesulida no FGSSE (pH 1,2), no TA (pH 4,5) e no
SESSE (pH 6,8). Cada determinacao foi realizada em triplicata.

Na RE 899 (BRASIL, 2003) néo estdo determinados critérios de aceitacdo para
este parametro. Em decorréncia disto foi utilizado o critério preconizado por JENKE
(1996) e GREEN (1996). Segundo esses autores o0s resultados devem estar

compreendidos entre 98 - 102%.

Na Figura 5 esta demonstrado como foi realizado o calculo da exatiddo dos
métodos desenvolvidos e na Tabela 7 encontram-se os dados referentes da avaliacao
do parametro para cada um dos método desenvolvido.

Figura 5 - Formula utilizada para célculo da exatiddo do método desenvolvido

Concentragdo média experimental

Exatid&io = X 100
Concentragao tedrica
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Tabela 7 - Concentracdo das solugbes de nimesulida utilizada para avaliacdo da exatiddo no
método cromatografico para quantificacdo do farmaco nos meios FGSSE (pH 1,2), no TA (pH 4,5)
e no SESSE (pH 6,8)

Tipo de meio tampé&o Nivel da concentracao Concentracdo (pug/mL)

Baixa 0,5

FGSSE (pH 1,2) Média 5,0
Alta 10,0

Baixa 1,0

TA (pH 4,5) Média 10,0

Alta 25,0

Baixa 1,0

SESSE (pH 6,8) Média 20,0
Alta 40,0

O teste t de Student (a = 0,05) foi aplicado para avaliar se as concentracdes
experimentais diferem estatisticamente ou ndo das concentragfes teoricas. As

hip6teses do teste sdo as mesmas mostradas no item 2.2.3.3.

2245 Limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ)

Os limites de quantificacdo e deteccdo foram determinados utilizando os dados
de trés curvas analiticas obtidas para o método de quantificacdo da nimesulida, no
FGSSE (pH 1,2), no TA (pH 4,5) e no SESSE (pH 6,8).

O LD e LQ foram calculados como mostrado nas Figuras 6 e 7, considerando

médias das inclina¢des, desvio padrédo do intercepto de trés curvas analiticas.
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Figura 6 - Formula utilizada para célculo do limite de

detec¢do do método desenvolvido

Dpa X 3

LD =
b

Figura 7 - Férmula utilizada para calculo do limite de

quantificagdo do método desenvolvido

Dpa ¥ 10

b

Onde: DPa é o desvio padréo do intercepto e b é a média das inclina¢des da curva analitica.

2.2.4.6 Robustez
A robustez do método analitico foi avaliada considerando alguns fatores que
poderiam resultar em varia¢des na resposta do método cromatografico.

Os parametros analisados e, os niveis considerados estao descritos na Tabela
8. Todas as amostras preparadas para analise do parametro apresentaram
concentragcédo de 16 pg/mL.
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Tabela 8 - Avaliagdo da robustez do método para quantificagdo da nimesulida nos meios FGSSE (pH
1,2), no TA (pH 4,5) e no SESSE (pH 6,8)

Tipo de meio tampéo Parametro Nivel Valor
Baixo 19,0
Volume de injecéo (uL) Médio 20,0
0 Alto 21,0
<t
Ig Baixo 1,1
< < o .
E & Fluxo da fas.e movel Médio 1,2
& ¢ (mL/min)
- 5 Alto 1,3
I w
=7 Baixo 53:48:01
B 0 Proporcéo da f
n 0 roporeao da fase Médio 55:45:01
0] movel (v/v)
LL
Alto 57:43:.01
Baixo 24,0
Temperatuora da coluna Médio 250
(°C)
Alto 26,0
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3 Resultados e Discussao

3.1 Desenvolvimento

do

método

cromatografico para
guantificacdo da nimesulida nos estudos de solubilidade, realizado no
FGSSE (pH 1,2), no TA (pH 4,5) e no SESSE (pH 6,8)

A principio obteve-se, com auxilio do detector DAD, espectros de UV do farmaco
gque estdo mostrados na Figura 8.

Figura 8 - Espectro de UV da nimesulida SE e nos meios tamponados (FGSSE pH 1,2; TApH 4,5 e
SESSE pH 6,8) obtido com auxilio do detector DAD

4711 Bxracted 4733 Baracted
o1p{ 2250 3 250
Ong? 0130 o, f
b Ry Fm
0 0120
0110 o L
X 0110 r
0100 oo .~ e
1
SE — em acetonitria
00%0 = - em FGSSE (pH 1,2)
000 0080
2 o070 = 0070
0060 0080
0050 0050
00s0 0040
0030 0030
oo 00
0010 0010
00004—, . . . - - 000
22000 24000 26000 20000 30000 32000 34000 36000 36000 2000 24000 26000 28000 30000 32000 34000 36000 38000
om nm
743 Extracted 4753 Exteacted
P 2274 . o120 2262
0.8 )
0120 op 0 110 o’} "o
( 4._,,07/,,,' Ao
0110 r 01004 Y J
0100 o o
3005 0.000 300.5
em TA (pH 4.5
- em-TA {pH 4.9) -l em SESSE (pH 6.8)
0080
voro4
0070
2 2 0060
0060
00504
0,050
1 00404
004
e 0.0304
0020 0.0204 \
0010 0.0104 \
0000 0.000

22000 24000 26000 28000 30000 32000

34000 38000 38000

22000  240.00

26000 20000 300 00 2000 34000 36000 380.00

am

Por meio dos espectros mostrados, foi possivel observar que o farmaco

apresentava dois comprimentos de onda de maxima absorcdo: 225 e 300,5 nm.

Dessa forma, testou-se o método farmacopeico (BRASIL, 2010), em que se

preconizavava a utilizacdo da fase mével H,O:CH;CN (50:50 v/v), volume de injecao
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de 20 L, fluxo de 1,8 mL min™ e comprimento de onda de 220 nm. Na Figura 9 esta

mostrado o cromatograma obtido utilizando-se o método citado.

Figura 9 - Cromatograma obtido da SE a partir do método farmacopeico (BRASIL,
2010) empregando fase movel H,O:CH3CN (50:50 v/v), volume de injecao de 20

pL, fluxo de 1,8 mL mint e comprimento de onda de 220 nm
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Como pode ser observado na Figura 9, o pico referente ao farmaco mostra-se
assimétrico e com tempo de retengcdo muito pequeno, ndo desejavel, uma vez que
este foi eluido no tempo de retengéo préximo ao tempo morto. Dessa forma, prop6s-se
a mudanga do comprimento de onda para 300 nm. Esse foi utilizado em diversos
trabalhos em que se quantificava a nimesulida utilizando CLAE-UV (FONSECA, 2007;
SORA et al., 2007; VYAS et al., 2013). Na Figura 10 esta mostrado o cromatograma

em que foi utilizado o novo comprimento de onda de 300 nm.

Figura 10 - Cromatograma obtido da SE : fase mével H,O:CH3CN (50:50 v/v), volume

de injecdo de 20 pL, fluxo de 1,8 mL min™ ) com comprimento de onda de 300 nm
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Na Figura 10 nota-se que, com o aumento do comprimento de onda de deteccéo
da nimesulida houve melhora geral no pico referente a substancia em estudo. Isso
ocorreu porque, geralmente as interferéncias da fase modvel sdo maiores em
comprimentos de onda menores, levando a problemas referentes aos ruidos da linha
de base (BRONNER; BEECHER, 1998). Quanto ao baixo tempo de retencdo do
farmaco, este foi solucionado ao acidificar a fase mdvel, obtendo-se a proporcéo
H,0O:CH3;CN:HOAC (45:55:1 v/viv) (FONSECA et al., 2009) e diminuindo o fluxo da
fase movel para 1,2 ml min*. Como mostrado na Figura 11, a fase mdvel acidificada
promoveu aumento desejavel do tempo de retencdo da nimesulida, visto que a adi¢ao
de &cido acético glacial ocasionou a protonacdo do farmaco (acido livre). A forma
protonada da nimesulida favoreceu maior interagdo da substédncia com a fase
estaciondria. Dessa forma, houve o aumento no tempo de retencdo (FONSECA,
2007).

Figura 11 - Cromatograma da SE (15 pg/mL) obtido com o método desenvolvido de quantificacdo da
nimesulida (fase moével H;O:CH3;CN:HOAc (45:55:1 v/vlv), comprimento de onda de 300 nm,
temperatura de 25 °C, fluxo de 1,2 mL/min, volume de injecdo de 20 pL e coluna C18
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Como pode ser observado na Figura 11, o tempo de retencdo da nimesulida foi
de 4,75 min. Esse foi adequado a aplicacao pretendida, tanto de validagdo do método
analitico, quanto a realizacéo das avaliagdes da solubilidade da nimesulida. Com esse
tempo de retencdo estabelecido, é possivel efetuar diversas analises em um curto

periodo.

Os parametros do método desenvolvido e utilizado nesse trabalho, para

guantificacdo de nimesulida nos meios tamponados, esta mostrado na Tabela 9.
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Tabela 9 - Condi¢gGes analiticas do método de quantificacdo da nimesulida nos meios FGSSE (pH 1,2),
TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8)

Parametro Especificacdo
Coluna C18 (150 x 4,6 mm; 3,5 pm) — Waters SunFire®
Fase movel H,O:CH3;CN:HOAC (45:55:1 viviv)
Fluxo 1,2 mL/min
Temperatura 25°C
Deteccéo 300 nm
Volume de injecao 20 pL

Na Figura 12, estdo mostrados os cromatogramas referentes as solucbes
diluidas em cada um dos meios tamponados (FGSSE pH 1,2, TA pH 4,5 e SESSE pH
6,8) obtidos, empregando o método desenvolvido.

Figura 12 - Cromatogramas obtidos para solu¢des de nimesulida
em A: FGSEE (pH 1,2), B: TA (pH 4,5) e C: SESSE (pH 6,8) na
concentragdo de 15 pg/mL , nas condi¢Bes definidas para o método
de quantificacéo da nimesulida por CLAE-UV
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Os fatores de retencdo e cauda (assimetria) de cada um dos picos referentes a
nimesulida diluida nos meios tamponados, mostrados nos cromatogramas da Figura
12, foram respectivamente de 4,5 e 1,0. O valor do fator de cauda de cada pico dos
cromatogramas € ideal, e indica total simetria dos mesmos. A obtencao de picos como
0s obtidos neste trabalho e mostrados na Figura 12 é muito relevante em CLAE, pois

minimizam erros na quantificacdo do farmaco.

3.2 Avaliacéo da estabilidade da solucéo estoque (SE) e solucdes
diluidas

A SE da nimesulida demonstrou ter estabilidade durante as 10 h avaliadas, pois
todas as areas referentes aos picos das aliquotas coletadas tiveram variagdo menor
que 2 %, em relagdo ao valor inicial. Os resultados da estabilidade das solugdes
diluidas da nimesulida em cada um dos meios tamponados (FGSSE pH 1,2; TA pH 4,5
e SESSE pH 6,8) estdo mostrados na Figura 13.

Figura 13 - Avaliacéo da estabilidade por meio da variacdo das areas da nimesulida nos
meios tamponados
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De acordo com a Figura 13, todas as solucdes foram estaveis por até 55 horas
de avaliacdo, pois a variacdo das areas das mesmas nao foi igual ou superior a 2 %,

em relac&o aos valores iniciais.
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3.3.1

3.3 Validacdo do método analitico

Seletividade

Os cromatogramas obtidos para as soluc¢des diluidas (expostas a condi¢des

capazes de provocar degradacdo) em cada um dos meios tamponados estdo

mostrado na Figura 14. Nos cromatogramas é possivel observar a presenca de picos

referentes aos produtos de degradagdo do farmaco, principalmente nos tempos de

retencdo entre 1,5 — 4 minutos.

Figura 14 - Cromatogramas obtidos com as solu¢des de nimesulida expostas a condi¢cdes capazes de
causar degradacdo sendo A: nimesulida em FGSSE (pH 1,2); B: em TA (pH 4,5); C: em SESSE (pH
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A seletividade do método foi comprovada por meio da analise da pureza de pico

das solu¢des diluidas degradadas, em cada um dos meios tamponados, por meio do

detector DAD. Na Figura 15 e Tabela 10, estdo demonstrados os resultados obtidos

para pureza de pico da nimesulida em cada um dos meios tamponados.
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Figura 15 - Andlise da pureza de pico para as solugdes de nimesulida expostas a
condi¢des de degradacdo sendo A: nimesulida em FGSSE (pH 1,2); B: em TA (pH
4.5); C: em SESSE (pH 6,8), obtidas pelo software Empower 2 — Waters®
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De acordo com a andlise dos dados de pureza de pico realizada por meio do
software Empower 2 da Waters®, para que o pico seja considerado puro, as linhas
verdes referentes aos angulos de pureza devem estar abaixo da linha azul (angulo
limite), em toda a extensdo do pico. Dessa forma, como podem ser observados na
Figura 15 os picos referentes a nimesulida em cada um dos meios tamponados estao
puros, ndo havendo eluicdo conjunta de nenhum dos produtos de degradacéo

presentes na amostra.

Na Tabela 10 estdo mostrados os valores obtidos para os angulos de pureza e
limite, referente aos dados de pureza de pico para nimesulida (Figura 15) em cada um

dos meios tamponados.
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Tabela 10 - Avaliacédo dos resultados de pureza de pico das solugées diluidas da nimesulida nos meios
FGSSE (pH 1,2), no TA (pH 4,5) e no SESSE (pH 6,8)

Tipo de meio tampé&o Angulo de pureza Angulo limite
FGSSE (pH 1,2) 0,169 0,497
TA (pH 4,5) 0,115 0,451
SESSE (pH 6,8) 0,147 0,634

Os valores dos éangulos de pureza foram menores que 0s correspondentes
angulos limite, para cada um dos meios tamponados. Diante dos resultados obtidos

pode-se afirmar que o método é seletivo.

3.3.2 Linearidade

Com auxilio do teste de residuos padronizados de Jackknife, para a = 0,05, foi
possivel detectar 2 (dois) valores dispersos (outlier) para a curva analitica da
nimesulida em meio FGSSE (pH 1,2) (primeiras replicatas das concentracdes de 3 e
10 pg/mL), 2 (dois) valores dispersos para a curva analitica da nimesulida em meio TA
(pH 4,5) (primeira replicata da concentragdo de 15 pg/mL e segunda replicata da
concentracdo de 10 pg/mL) e 2 (dois) para a curva do mesmo farmaco em meio
SESSE (pH 6,8) (terceiras replicatas das concentragfes de 20 e 25 pug/mL). Os valores

dispersos estao identificados nos gréaficos de residuos.

Os graficos das regressdes lineares e dos residuos da regressdo estdo
mostrados nas Figuras 16, 17, 18, 19, 20, 21. Cada ponto dos gréaficos de regressao
corresponde a médias de 3 determinacdes e os erros referentes as mesmas foram

plotados.
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Figura 16 - Curva analitica do método de quantificacdo da nimesulida em FGSSE (pH 1,2)
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Figura 17 - Grafico exploratério dos residuos da regressao da nimesulida em FGSSE (pH 1,2)
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Figura 18 - Curva analitica do método de quantificagcéo da nimesulida em TA (pH 4,5)
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Figura 19 - Figura XX — Grafico exploratério dos residuos da regresséo da nimesulida em TA
(pH 4,5)

15000
°
°
10000 1
£ 5000 -
8 (-]
g o () o o
=]
2 o
@ 0
- 8
-5000 1 o
9 o
o o
-10000 ; . : ; ;
0 5 10 15 20 25 30

Concentragao (ug mL")

42



Figura 20 - Curva analitica do método de quantificagdo da nimesulida em
SESSE (pH 6,8)
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Figura 21 - Gréfico exploratério dos residuos da regressdo da nimesulida em SESSE (pH
6,8)
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Nas Figuras 17, 19 e 21 estdo mostrados que os residuos provenientes dos
resultados das regressBGes lineares, da nimesulida em cada um dos meios
tamponados, estdo aleatoriamente distribuidos ao longo do eixo zero néo

demonstrando tendéncias sistematicas.

Em relacdo as premissas dos residuos, a normalidade, homoscedasticidade e a
independéncia dos residuos foram confirmadas, para cada uma das curvas analiticas,
pelos testes de Ryan Joiner, Levene modificado por Brown e Forsythe e Durbin-
Watson, como mostrado nas Tabelas 11, 12 e 13. Além disso, nas mesmas Tabelas
estdo mostrados os resultados da significancia da regresséo e desvio da linearidade,
realizados por meio da ANOVA.

Tabela 11 - Resultados das premissas dos residuos e ajuste ao modelo linear para método de

quantificagdo da nimesulida no meio FGSSE (pH 1,2), para a = 0,05

Avaliagdo / Teste o Nimesulida em . L
o Estatistica Critério de aceitacao
estatistico FGSSE pH (1,2)
Normalidade / Ryan
. R 0,9918 >0,9411
Joiner
Homoscedasticidade/
. L 0,6392 <2,131
Levene modificado
Independéncia/
) d 1,7669 >1,371/< 2,620
Durbin-Watson
SignificAncia da
. F 22356,6967 > 1,3441E-30
regressao
Desvio da linearidade F 3.7699 <4,1708
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Tabela 12 - Resultados das premissas dos residuos e ajuste ao modelo linear para método de

quantificagdo da nimesulida no meio TA (pH 4,5), para a = 0,05

Avaliacéo / Teste o Nimesulida em TA . L
o Estatistica Critério de aceitagéo
estatistico pH (4,5)
Normalidade / Ryan
. R 0,9918 >0,9411
Joiner
Homoscedasticidade/
o t 0,8570 <2,131
Levene modificado
Independéncia/
) d 1,8453 >1,371/< 2,620
Durbin-Watson
Significancia da
5 F 21116,2954 >2,1214E-26
regressao
Desvio da linearidade F 1,6445 <4,1708

Tabela 13 - Resultados das premissas dos residuos e ajuste ao modelo linear para método de
guantificagcdo da nimesulida no meio SESSE (pH 6,8), para a = 0,05

Avaliagéo / Teste o Nimesulida em . L
o Estatistica Critério de aceitacéo
estatistico SESSE pH (6,8)
Normalidade / Ryan
. R 0,9918 >0,9411
Joiner
Homoscedasticidade/
- t 1,1148 <2,131
Levene modificado
Independéncia/
) d 2,2904 >1,371/< 2,620
Durbin-Watson
SignificAncia da
N F 52634,4969 > 1,4285E-29
regressao
Desvio da linearidade F 0,6773 <4,1708

Assim, as premissas dos residuos de cada uma das curvas analiticas referentes
a nimesulida nos meios tamponados foram confirmadas. Os mesmos possuem
distribuicdo normal (valores de R maiores que o R critico e p > 0,05 sado
homoscedasticos (valores de t. menores que o t, critico, p > 0,05) e independentes
(valor de d calculado entre du e 4-du, p > 0,05). Além disso, foi comprovada a

adequacao ao modelo linear por ANOVA (a = 0,05), pois foi confirmada a significancia
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da regresséao (valores de F calculados maiores que os F criticos) e auséncia de desvio

de linearidade (valores de F calculados menores que 0s F criticos).

Na Tabela 14 estdo mostrados os parametros da regressao linear para o método
de quantificacdo da nimesulida em cada um dos meios tamponados FGSSE (pH 1,2),
TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8).

Tabela 14 - Parametros da regressao linear obtidos para o método de quantificacdo da nimesulida nos
meios FGSSE (pH 1,2), no TA (pH 4,5) e no SESSE (pH 6,8)

Parémetrg da Curva em FGSSE (pH Curva em TA (pH 4,5) Curva em SESSE (pH
regressdo 1,2) 6,8)
R2 0,9999 0,9998 1,0000
a 32630 = 273,7 25520 £ 175,6 25690 * 144,7
b -5075 + 1517 -2930 + 2644 -922.8 + 3090
R 0,9999 0,9999 0,9999

R2: coeficiente de determinacéo; a: coeficiente linear; b: coeficiente angular; R: coeficiente de correlagao
linear

Como pode ser observado na Tabela 14, os valores dos coeficientes de
determinacao (R?) e correlacdo (R) foram superiores a 0,99 para a quantificacdo da
nimesulida em cada um dos meios tamponados. Assim, o método cumpre com 0

requisito minimo de linearidade preconizado pela RE 899 (BRASIL, 2003).

Dessa forma, é possivel inferir que 0 modelo de regressao linear escolhido foi

adequado, e o método € linear.

3.3.3 Precisao
Os resultados da precisdo por repetitividade (precisdo intracorrida), e por

reprodutibilidade parcial (precisdo intercorrida), para cada um dos métodos

desenvolvidos, estdo nas Tabelas 15, 16 e 17.
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Tabela 15 - Preciséo intracorrida e intercorrida do método para quantificagdo da nimesulida em FGSSE
(pH 1,2)

Concentragéao
... experimental média (N pPR (%) (precis&o DPR (%)
Concentracgdao tedrica =3) intracorrida) (precisao
intercorrida)
(Hg/mL)
Analise 1° dia
0,5 0,52 1,77 1,96
50 5,03 2,95
10,0 10,0 1,18
25
Analise 2° dia
0,5 0,51 1,13
5,0 5,09 2,68 1,15
10,0 9,98 1,51

DPR — desvio padréo relativo

Valores de DPR (%) (preciséo intercorrida) correspondem respectivamente as concentragfes baixa,
média e alta.

Tabela 16 - Preciséo intracorrida e intercorrida do método para quantificacdo da nimesulida em
TA (pH 4,5)

Concentracéao
Concentracio tebrica experimental média ppR (%) (precisdo DPR (%) (precisdo
¢ (n =3) intracorrida) intercorrida)
(Hg/mL)
Analise 1° dia
1,0 1,02 0,98 1,49
10,0 10,77 2,08
25,0 25,0 0,320
1,04
Analise 2° dia
1,0 1,01 1,98
10,0 10,15 1,12 0,28
25,0 25,04 0,19

DPR — desvio padrao relativo

Valores de DPR (%) (preciséo intercorrida) correspondem respectivamente as concentragfes baixa,
média e alta.
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Tabela 17 - Precisao intracorrida e intercorrida do método para quantificacdo da nimesulida em
SESSE (pH 6,8)

Concentragéao
Concentracio tedrica experimental média (N ppR (%) (precisdo DPR (%) (precisdo
¢ =3) intracorrida) intercorrida)
(ug/mL)
Andlise 1° dia
10 0,98 0,96 2,60
20,0 19,98 0,17
40,0 40,0 0,13
. . 0,32
Andlise 2° dia
10 10,01 0,26
20,0 20,05 0,28 0,12
40,0 40,05 0,09

DPR — desvio padréo relativo

Valores de DPR (%) (precisdo intercorrida) correspondem respectivamente as concentracdes baixa,
média e alta.

Todos os valores de DPR calculados foram inferiores a 5 %, como preconizado
pela RE 899 (BRASIL, 2003).

Para analise de variancia os valores de t calculado, 0,7294, 0,4517 e 0,4150
para FGSSE pH 1,2, TA pH 4,5 e SESSE pH 6,8 respectivamente, foram inferiores ao
t critico de 4,3026 (a=0,05), comprovando que nao houve diferenga estatisticamente

significativa entre as médias das concentracfes experimentais.

Dessa forma, podemos concluir que o método desenvolvido é preciso na faixa

de concentracéo selecionada.

3.3.4 Exatidao

Os resultados referentes a exatiddo dos métodos analiticos estdo mostrados na
Tabela 18.
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Tabela 18 - Valores calculados da porcentagem (%) de recuperacdo da nimesulida nos meios
FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8), para avaliagao da exatidao do método

oo S
Meio tedrica média (n =3) ecug/eo)ragao DPR (%)
(ug/mL) (ua/mL)
0,5 0,50 98,66
FGSlszE) (pH 50 oo o .
| 10,0 10,00 100,00
1,0 1,01 98,36
TA (PR A5) 10,0 10,77 100,66 0,40
25,0 24,90 100,10
1,0 1,01 101,00
SESE§8E) o 20,0 20,05 100,25 1.19
40,0 40,05 100,12

De acordo com a Tabela 18, pode-se afirmar que o método desenvolvido é
exato, uma vez que todos os valores de recuperacdo mantiveram-se na faixa 98-
102%. Os resultados encontrados tém concordancia com o preconizado por JENKE
(1996) e GREEN (1996). Além disso, os valores do DPR (%) foram inferiores a 2 %, o

que também corrobora com a afirmativa de exatiddo do método.

Para a avaliacdo da variancia entre as concentragfes experimentais e teoricas,
os valores de t calculado, 0,4222, 0,4944 e 0,1107 para FGSSE pH 1,2, TApH 45 e
SESSE pH 6,8 respectivamente, foram inferiores ao t critico de 4,3026 (a=0,05),
comprovando que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as meédias

das concentragfes tedrica e experimental.

3.3.5 Limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ)
Os limites de deteccao e quantificagdo foram estimados com base nas formulas

presentes na RE 899 (BRASIL, 2003), mostrados nas Figuras 6 e 7. Os resultados

estdo expostos na Tabela 19.
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Tabela 19 - LD e LQ para os métodos de quantificacdo da nimesulida nos
meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8)

Meio LD (ng/mL) LQ (png/mL)
FGSSE (pH 1,2) 0,09 0,32
TA (pH 4,5) 0,21 0,70
SESSE (pH 6,8) 0,04 0,15

E importante citar que os valores de LD e LQ mostrados na Tabela 19 s&o
limites estimados. Para um resultado mais confiavel, € necessario injetar amostras no
cromatégrafo com valores proximos aos estimados, avaliar a relagcao sinal/ruido e a

precisdo entre as leituras de uma mesma amostra.

Porém, a menor concentragcdo na faixa de trabalho de cada método
desenvolvido foi maior que os valores de LQ apresentados e, além disso, foi mostrado
gue essas solugbes com concentracdes baixas apresentaram precisdo e exatidao

aceitaveis.
3.3.6 Robustez
Nas Tabelas 20, 21 e 22 estdo mostrados os resultados da robustez do método

de quantificacdo da nimesulida desenvolvido. As condi¢gdes do método cromatogréafico

de quantificagéo da nimesulida estéo indicados com um asterisco (*).
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Tabela 20 - Resultados das concentragcbes médias e DPR para avaliagdo da robustez do

método para quantificagéo da nimesulida no FGSSE (pH 1,2)

Concentragdao
Tipo de meio tampéo Fator Valor média (n =3) DPR (%)
(Hg/mL)
19,0 15,26
Volume de injecao 20,0* 16,02 3,98
(ML)
21,0 16,52
1,1 16,05
Fluxo da fase movel 1,2 16,32
(mL) 0,86
1,3 16,12
FGSSE (pH 1,2)
53:48:01 16,05
Propor,c;ao da fase 55:45:01* 16,32 0,91
movel (%)
57:43:01 16,08
24,0 16,01
Temperatuora da 25 O 16,32 1,03
coluna (°C)
26,0 16,04

Tabela 21 - Resultados das concentracdes médias e DPR para avaliacdo da robustez do

método para quantificacao da nimesulida no meio TA (pH 4,5)

Concentracéao
Tipo de meio tampéo Fator Valor meédia (n =3) DPR (%)
(hg/mL)
19,0 15,15
Volume de injecéo 20,0* 16,13 5,01
(ML)
21,0 16,74
1,1 15,95
Fluxo da faLse movel 1,2% 16,13 1,86
TA (pH 4,5) (mb)
1,3 16.54
53:48:01 15,89
Propor}gao da fase 55:45:01* 16,13 0,79
movel (%)
57:43:01 15,94
24,0 15,78
Temperatuora da 25,0 16,13 1,14
coluna (°C)
26,0 15,89
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Tabela 22 - Resultados das concentracdes médias e DPR para avaliacdo da robustez do

método para quantificacdo da nimesulida no SESSE (pH 6,8)

Concentragdao
Tipo de meio tampéo Fator Valor média (n =3) DPR (%)
(Hg/mL)
19,0 16,09
Volume de injecao (uL) 20,0* 17,31 521
21,0 17,82
1,1 16,93
Fluxo da fase movel 1 0% 1731 117
(mL) 1 1 L
SESSE (pH 6,3) 13 17.23
53:48:01 16,95
Proporcéo da fase 55:45:01* 1731 122
movel (%) T ' '
57:43:01 16,95
24,0 16,83
Temperatura da coluna 25 O 1731 1.49
(QC) 1 1 1
26,0 16,94

Para o método desenvolvido os valores de DPR das determinagfes referentes a

variagdo do fluxo e proporcdo da fase movel, bem como da temperatura da coluna

foram inferiores a 2 %. Segundo RIBANI et al. (2004) o método pode ser considerado

robusto se as mudancas nos parametros estiverem dentro dos limites de exatidao,

precisao e seletividade aceitaveis.

Dessa forma, o método de quantificagdo da nimesulida nos meios FGSSE (pH
1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) pode ser considerado robusto para os fatores

citados.

Observa-se que a variacdo do volume de injecao resultou em valores de DPR

com valores considerados altos, até 5,21 %. Esse resultado demonstra que, neste

método, para a obtencdo de resultados confiaveis e reprodutiveis é importante dar

atencao ao ajuste correto do volume de injecdo no cromatégrafo.
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4 CONCLUSOES

Um método por CLAE-UV foi desenvolvido e validado para quantificagdo de
nimesulida nos meios tamponados FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8).

Os picos da nimesulida em cada um dos meios tamponados apresentou tempo
de retencédo de 4,75, ideal para a realizacdo de elevado numero de analises em tempo
reduzido, e fator de assimetria de 1,0, indicando total simetria dos picos analisados.

O método foi validado mostrando-se seletivo a presenca de produtos de
degradacéo do farmaco por calor seco. Além disso, 0 método ¢ linear, preciso, exato e

robusto para a maioria dos parametros analisados.
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CAPITULO Ill - DESENVOLVIMENTO E
VALIDACAO DE METODO ANALITICO POR
CLAE-FLU PARA QUANTIFICACAO DE
PROPRANOLOL NOS MEIOS FGSSE (pH 1,2),
TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8)
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Propranolol

O propranolol € um B-bloqueador ndo seletivo, utilizado no tratamento da angina
pectoris, infarto do miocardio, hipertensdo miocardiaca e arritmia cardiaca
(VOGELPOEL et al., 2004). Além dessas indica¢cdes terapéuticas, o farmaco também

é utilizado na profilaxia da enxaqueca e das cardiomiopatias, tremores e ansiedade.

A atividade antiarritmica do propranolol é devido principalmente ao bloqueio dos
receptores cardiacos . No tratamento com o farmaco ha inibicdo da resposta aos
estimulos adrenérgicos e, através disso o propranolol é responsavel pela diminui¢cao
da taxa cardiaca, contratibilidade do miocardio e aumento do tempo de ejecéo sistolica

(GROUP, 1982).

No Brasil, o cloridrato de propranolol apresentado sob a forma de comprimidos
apresenta dose minima de 10 mg e méaxima de 80 mg (RODRIGUES et al., 2006).

1.1.1 Propriedades fisico-quimicas

A estrutura do propranolol ((z)-1-(Isopropilamino)-3-(1-naftiloxi)-2-propanol
hidrocloreto) estd mostrada na Figura 22. O farmaco tem peso molecular de 259,34
g/molL, formula estrutural C,6H»;NO,.HCI, é um sélido cristalino estavél principalmente

em solugdes acidas (USP, 2009).

Figura 22 - Formula estrutural do propranolol
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O farmaco é uma base fraca com valor de pKa de aproximandamente 9,42. E

soltvel em agua, etanol e metanol (USP, 2009).

1.1.2 Propriedades farmacocinéticas, farmacodinamicas e mecanismo

de acéo

O propranolol é quase completamente absorvido apds administragcéo oral (> 90
%). O pico de concentracdo plasmatica € alcancado entre 1 - 2 horas apés
administracdo de dose Unica. A absorcdo é afetada pelo metabolismo de primeira
passagem, em média apenas 25 % da dose administrada atingem a circulagédo
sistémica, porém essa porcentagem pode aumentar com o tratamento de longo prazo.
E relatada uma grande variacdo, entre pacientes, da concentracdo plasmatica do
farmaco e seus efeitos terapéuticos. O propranolol possui meia-vida plasmatica de

cerca de 4 horas (FORD et al., 1985; VOGELPOEL et al., 2004).

O farmaco é amplamente distribuido no pulmé&o, figado, rins e coracdo, e
atravessa a barreira hemato-encefélica e placenta. Dessa forma, pode ser encontrado
no leite materno (BANO et al., 1991).

Mais de 90 % do propranolol se liga as proteinas plasmaticas. Tanto o farmaco
livre quanto o ligado as proteinas é metabolizado. A metabolizagdo ocorre quase
completamente no figado, e a eliminagcé@o é renal. Foram identificados oito metabolitos
do farmaco na urina, sendo que apenas um deles (4-hidroxipropranolol) é considerado
ativo terapeuticamente. O 4-hidroxipropranolol tem demonstrado ter a mesma poténcia

que o propranolol como bloguedor pB-adrenérgico (BANO et al., 1991).

As principais reacdes adversas relatadas por pacientes em tratamento com o
farmaco sdo: sonoléncia (principalmente quando administrado doses altas), cansaco,
fragqueza, distlarbios gastro-intestinais, ansiedade, broncoespasmo, depressdao mental
e reducdo da circulagdo periférica. H4 um risco aumentado de reagfes adversas no
sistema nervoso central, visto que o farmaco atravessa a barreira hemato-encefalica
(GREENBLATT; KOCH-WESER, 1973).

1.1.3 Classificacdo biofarmacéutica do propranolol

Baseado no SCB, o propranolol é considerado como farmaco de classe |, uma
vez que possui alta solubilidade nos meios do trato gastrointestinal e alta

permeabilidade nas membranas biol6gicas. Pode-se inferir que o farmaco é bem
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absorvido e o fator limitante para absorcéo é a dissolu¢do ou 0 esvaziamento gastrico

(caso a dissolucéo seja muito rapida) (AMIDON et al., 1995)

O propranolol é um farmaco de alta permeabilidade, pois a extensdo da
absorcdo em humanos é superior a 90 % (FDA, 2000; VOGELPOEL et al., 2004).

A solubilidade é pH-dependente, e em meios com pH 1,2 a solubilidade é
superior quando comparado a pH 6,8. Apesar disso, é relatado que nos meios com pH
de 1 a 7,5 o farmaco apresenta excelente solubilidade, relacdo D/S menor que 250,
podendo assim ser classificado como de alta solubilidade (TAYLOR et al.,, 1978;
KRAMER et al., 1997; VOGELPOEL et al., 2004).

O propranolol possui maior solubilidade em meio aquoso &acido devido a
presenca de uma amina terciaria na estrutura do farmaco mostrado na Figura 22. Essa
amina atua como uma base fraca de Bronsted-Lowry, e ap0s sua protonacdo ha
formacdo do sal de amina quaternaria (R;R,NH,"). O sal formado permite mais uma
interacdo da substancia com a agua (ion-dipolo), além das ja existentes: ligacdes de
hidrogénio entre a agua e funcdes éter e alcool. Todas as interagfes citadas atuando
de forma conjunta permitem a solubilizacdo do farmaco (AVDEEF, 2001,
GONSALVES et al., 2013).

Com a alcalinizagdo do meio, a amina ficard desprotonada e as interagdes ion-
dipolo estardo diminuidas ou deixaram de existir, e consequentemente havera redugéo
da solubilidade (CLARKE; CAHOON, 1987; GONSALVES et al., 2013).

De acordo com a equacgéo de Henderson-Hasselbach (Figura 2), em pH 2,5, o
propranolol é quase 100 % ionizado. Em pH 7,6 o farmaco se encontra 98,76 %
ionizado. Assim, a solubilidade do propranolol em pH acido é maior que em pH basico
(TAKKA et al., 2001). De acordo com MARTINEZ; AMIDON (2002), farmacos que séo
bases fracas tendem a apresentar dissolugcéo lenta em pH alto, pois grande parte do
farmaco estard na forma nao ionizada. Assim, é possivel inferir que alimentos que
elevam o pH gastrico podem provocar a diminuicdo da dissolu¢do de farmacos que

sdo bases fracas.

Na Tabela 23 estdo mostrados alguns dados da solubilidade do propranolol

encontrados na literatura.
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Tabela 23 - Variacdo da solubilidade aguosa do propranolol: dados obtidos na literatura

Meio Solubilidade (mg/mL) Temperatura Fonte
50,0 NE WANG, et al., 2002
Agua
30,0 NE VOGELPOEL, et al., 2004
Tampéao pH 1,2 225,0 37°C JAGDALE et al., 2009
Tampéo pH 6,8 130,0 37°C JAGDALE et al., 2009
101,0 37°C JAGDALE et al., 2009
Tampéo pH 7,4
254,0 NE LECOMTE et al., 2004

NE — nédo especificado

Como pode ser observado na Tabela 23, h4 grande discrepancia nos dados da

solubilidade aquosa do propranolol, encontrados na literatura. Os dados apresentam

consideravel variacdo, e a solubilidade de 254,0 mg/mL em pH 7,4 (quando

comparado com dados em outros valores de pH) ndo condiz com o esperado, uma vez

s

que é sabido que a solubilidade do farmaco é pH-dependente, como discutido

anteriormente.
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2 Material e Métodos

2.1 Material

2.1.1 Substancia quimica de referéncia

Propranolol substancia quimica de referéncia (SQR), fornecida pela Anvisa/
Farmanguinhos — FIOCRUZ, proveniente da Farmacopeia Brasileira, lote 1005, teor de

100,1 %, valido por todo periodo do estudo.

2.1.2 Equipamentos e materiais

Aparelho de ultrassom Unique, modelo USC-1400;

Balanca analitica Shimadzu, modelo AUX 220, com precisdo de 0,010 g;
Balanca analitica Shimadzu, modelo AUX 220D, com precisao de 0,001 g;
Bomba de vacuo Marconi, modelo MA057/2;

Coluna C18 Agilent (50 x 4,6 mm; 5,0 pum);

Destilador Cristéfoli;

Estufa de secagem e esterilizacdo Fanem, modelo 315 SE;

Cromatografo Waters Alliance e€2695, com forno, injecdo automatica, detector

ultravioleta e fluorescéncia, software Empower verséo 2;

Cromatografo Waters Alliance 2695, com forno, inje¢do automatica, detector DAD

(arranjo de diodos), software Empower versao 2;

Unidade filtrante Millex HV com membrana de durapore PVDF com poros de 0,45 um,

Millipore;

Vials de vidro &mbar Waters de 2 mL com tampa e septos de teflon.
Membrana de celulose, 0,45um de poro, Millipore;

pHmetro Hanna;

Pipetas Gilson, volume ajustavel de 10 - 100 yL e 100 - 1000 uL; 1000 — 5000 pL,

modelo Pipetman;
Ponteiras plasticas Axygen de 200 uL, 1000 pL e 5000 pL;

Sistema de purificacdo de agua Millipore, modelo DIRECT-Q 8;
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2.2 Métodos

2.2.1 Desenvolvimento de método cromatografico para quantificacao de
propranolol no FGSSE (pH 1,2); TA (pH 4,5); SESSE (pH 6,8)

2211 Determinacao das condi¢cdes analiticas

As andlises foram realizadas em cromatografo Water Alliance® 2695, com
detector DAD e cromatdgrafo Water Alliance® e2695, com detector de fluorescéncia
(multi-comprimento de onda) e UV.

Para as andlises foi utilizada uma coluna cromatogréafica empacotada com silica
quimicamente ligada a grupo octadecilsilano (C18), da marca Varian®, (50 x 4,6 mm; 5
pum). A temperatura foi mantida a 25 °C.

A selecdo das condigbes cromatograficas para quantificacdo do propranolol foi
baseada em dados disponiveis na literatura e também em parametros de adequacao

do sistema cromatografico.

Fase moével e vazao

Foram avaliadas diferentes propor¢6es da fase moével ACN:Tampéao KH,PO, (pH
3,5) e duas concentragfes da solu¢do tampédo. O fluxo utilizado foi de 1,0 mL/min. No
processo de selecdo da fase movel foram analisados o fator de retencédo e assimetria

do pico.

Volume de injecdo e comprimento de onda para detec¢do do analito

Foram analisados volumes de injecdo de 8 e 10 pL. Os comprimentos de onda
(M) utilizados foram 290 nm para detector UV/DAD € Aeycitacao: 290 NM € Agmissao: 358 nm

para detector de fluorescéncia.

Preparo da solucéo estoque (SE) de propranolol

Foram pesados exatamente 25,0 mg de propranolol SQR e transferidos para
baldo volumétrico de 25 mL, completando o volume com metanol. Foi obtida uma

solugdo com concentragédo de 1 mg/mL de propranolol.
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Preparo das solugdes diluidas

Para o preparo das soluces diluidas, retiraram-se aliquotas da solucao estoque,
e completou-se o volume das solugdes com os meios tamponados: FGSSE (pH 1,2),
TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8), de acordo com a Tabela 24.

A forma de preparo dos meios tamponados utilizados esta mostrado na Tabela
42.

As solucbes foram filtradas diretamente para o vial, usando seringa de vidro e

unidades filtrantes Millex® de 0,45 pum.

2.2.2 Avaliagcdo da estabilidade da solucado estoque (SE) e solucbes
diluidas

Foram avaliadas as estabilidades da SE de propranolol e das solu¢des diluidas,
em FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e em SESSE (pH 6,8).

A concentracdo da SE foi de 200 pg/mL e das solugdes diluidas foi de 50 pg/mL

em cada meio tamponado.

A avaliagdo da estabilidade das soluc¢des diluidas foi realizada num periodo de
52 horas, com as condig¢fes utilizadas nos estudos de solubilidade do farmaco: 37 °C,
e sob agitacdo de 100 rpm. A estabilidade da SE foi avaliada por 10 horas, nas
condigcbes ambientais do laboratorio. Todas as determinacdes foram realizadas em

triplicata.

O critério para avaliacdo da estabilidade consistiu no preconizado por GREEN
(1996). Assim, as variacbes das areas ndo devem ser superiores a 2 % em relagcéo a

area inicial.

2.2.3 Validacdo do método analitico

Os métodos analiticos desenvolvidos para quantificagdo do propranolol foram
validados de acordo com a Resolugcdo RE 899 de 29 de maio de 2003 da Anvisa
(BRASIL, 2003) e do guia Q2B-ICH (ICH, 1995). Os parametros foram determinados
em cada um dos meios tamponados: FGSSE pH 1,2; TA pH 4,5; SESSE pH 6,8.

Foram avaliados os parametros de seletividade, linearidade, preciséo, exatidao,

limites de detec¢éo e quantificagdo (tedricos) e robustez.
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Todos os parametros da validacéo foram realizados utilizando propranolol SQR.

Os calculos e analises estatisticas foram efetuados com auxilio do software R
(versdo 3.0.2) e Microsoft Excel® 2010.

2231 Seletividade

A avaliacdo da seletividade foi realizada para verificar a capacidade do método

de quantificar o propranolol na presenca de seus produtos de degradacao.

As solucbes diluidas do farmaco nos meios tamponados foram expostas ao calor
seco, a temperatura de 80 °C durante 6 horas. A temperatura e 0 tempo de exposi¢cao
foram selecionados a partir de uma triagem para avaliacdo das condicdes de

degradacao do farmaco.
Todas as solugdes diluidas foram preparadas com concentracdo de 100 pg/mL.

Foram avaliadas as purezas de pico de cada solugdo diluida degradada, com
auxilio do detector DAD e posteriormente as amostras, expostas as mesmas
condi¢des anteriormente citadas, foram analisadas com detector de fluorescéncia.

2.23.2 Linearidade

A linearidade do método desenvolvido foi avaliada pela analise de 6
concentracbes do farmaco, nas curvas construidas para cada um dos meios
tamponados FGSSE (pH 1,2), no TA (pH 4,5) e no SESSE (pH 6,8), de acordo com a
Tabela 24. A partir da SE do propranolol, com concentragcdo de 1 mg/mL foram
preparadas as solucfes diluidas em cada um dos meios tamponados, de acordo com
o descrito em ‘preparo das solugdes diluidas’. As andlises foram realizadas em

triplicata.
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Tabela 24 - Preparo das solu¢Bes de propranolol, em FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e

SESSE (pH 6,8) para avaliagdo do parametro linearidade do método cromatografico

Concentragao Aliquota da SE (mL) Volume final da
(ug/mL) q solucéo (mL)
40,0 04 10
60,0 0,6 10
80,0 0,8 10
100,0 1,0 10
120,0 1.2 10
160,0 16 10

A linearidade foi avaliada considerando-se os coeficientes de determinacdo e
correlacédo (R? e R), coeficiente angular (b), coeficiente linear (a). Foram avaliados os
residuos da regressdo pelo método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO), de
acordo com o recomendado pelo guia Q2B-ICH (ICH, 1995). Também foram
analisadas as premissas dos residuos da regressao.

Assim como para a avaliagdo da linearidade da nimesulida, a presenca de
valores dispersos (outliers) foi avaliada pelo teste de residuos padronizados Jackknife
(Jei), para a = 0,05.

Para correta aplicagdo do MMQO para avaliagdo da linearidade é necessério
comprovar que os residuos possuem distribuicdo normal (normalidade), variancia

constante ao longo do eixo x (homoscedasticidade), e que sdo independentes.

A normalidade foi avaliada pelo teste de Ryan-Joiner, a homoscedasticidade do
método foi verificada aplicando-se o teste de Levene modificado por Brown e Forsythe,
e a independéncia entre os residuos da regressao foi avaliada com o teste de Durbin-
Watson (a = 0,05).

A estatistica de cada um dos testes e as hipoteses estdo descritas no item
2.2.3.2.

Posteriormente as analises dos residuos foram verificadas a significancia e o

desvio de linearidade por ANOVA (one-way), para a = 0,05.
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2.2.3.3 Precisdo

Foi avaliada a precisao por repetitividade (precisao intracorrida), em trés niveis
de concentracdo: baixa, média e alta (40, 100 e 160 pg/mL) e por reprodutibilidade
parcial (precisdo intercorrida). A ultima foi determinada da mesma forma da precisédo

intracorrida, porém em 2 dias consecutivos, num total de 18 determinacdes.

A preciséo foi avaliada em cada meio tamponado: FGSSE (pH 1,2), no TA (pH
4,5) e no SESSE (pH 6,8).

O célculo da precisdo do método desenvolvido foi realizado com a férmula
mostrada na Figura 4.

O critério de aceitacdo utilizado foi o descrito na RE 899 (BRASIL, 2003), sendo
assim o desvio padréo relativo (DPR) ndo pode ser superior a 5 %. Além disso, foi
aplicado o teste t de Student (a = 0,05) para avaliar se as concentracdes médias
experimentais obtidas em dias diferentes diferiam ou ndo entre si. Neste teste a Ho é
de que a concentragcdo experimental ndo difere da concentracao tedrica e a Ha de que
a concentracdo experimental difere da concentracéo tedrica. Assim, para a Ho ndo ser

rejeitada, t calculado deve ser menor que o t critico.

2234 Exatiddo

A exatiddo do método foi avaliada em trés niveis de concentracéo (40, 100 e 160
pg/mL) para o método desenvolvido de quantificagdo do propranolol no FGSSE (pH
1,2), no TA (pH 4,5) e no SESSE (pH 6,8). Cada determinacéo foi realizada em
triplicata. Na Figura 5 esta demonstrado como foi realizado o célculo da exatiddo do

método.

A RE 899 (BRASIL, 2003), ndo determina critérios de aceitagdo para este
parametro. Em decorréncia disto, foi utilizado o critério preconizado por JENKE (1996)
e GREEN (1996). Segundo esses autores os resultados devem estar compreendidos
entre 98 - 102%.

O teste t de Student (a = 0,05) foi aplicado para avaliar se as concentracdes

experimentais diferem estatisticamente ou ndo das concentracdes teoricas.
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2.2.35 Limites de deteccéo (LD) e quantificagdo (LQ)

Os limites de deteccédo e quantificacdo foram determinados utilizando os dados
de trés curvas analiticas obtidas para o método de quantificacdo do propranolol, nos
meios tamponados: FGSSE (pH 1,2), no TA (pH 4,5) e no SESSE (pH 6,8).

O LD e LQ foram calculados como mostrado nas Figuras 6 e 7 considerando

médias das inclina¢des e o desvio padrédo do intercepto de trés curvas analiticas.

2.2.3.6 Robustez

A robustez do método analitico foi avaliada considerando alguns fatores que

poderiam resultar em varia¢des na resposta do método cromatogréfico.

Os parametros analisados e, 0os niveis considerados estdo descritos na Tabela
25. Todas as amostras preparadas para analise do parametro apresentaram
concentracéao de 80 pg/mL.

Tabela 25 - Avaliagdo da robustez do método para quantificacdo do propranolol nos meios FGSSE (pH
1,2), no TA (pH 4,5) e no SESSE (pH 6,8)

Tipo de meio tampé&o Fator Nivel Valor
Baixo 7,0
Volume de injecao (uL) Médio 8,0
FGSSE (pH 1,2); Alto 9,0
Baixo 0,9
Fluxo da fase movel .
(mL/min) Médio 1,0
TA (pH 4.5) Alto 1,1
Baixo 26:74
Proporcéo da fase - .
SESSE (pH 6.8) movel (viv) Medio 2872
Alto 30:70
Baixo 24,0
Temperatura da coluna Médio 250
(OC) H
Alto 26,0
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SESSE (pH 6,8)

Inicialmente foi obtido com o detector DAD, os espectros de UV do propranolol

mostrados na Figura 23.

Figura 23 - Espectro de UV do propranolol SE e nos meios tamponados (FGSSE pH 1,2; TA pH 4,5 e SESSE pH

6,8) obtido com auxilio do detector DAD
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Por meio dos espectros obtidos foi possivel observar que o farmaco apresenta

dois comprimentos de onda de maxima absorgdo: aproximadamente 290 e 212 nm. A

utilizagdo do comprimento de onda de 212 nm resulta em cromatogramas com

interferentes, devido & absorcdo do solvente organico que compde a fase movel. E

sabido que interferéncias da fase moével sdo maiores em comprimentos de onda
menores (BRONNER; BEECHER, 1998) Dessa forma, para esse método foi

selecionado comprimento de onda de 290 nm.

O propranolol é um farmaco basico, com pKa 9,42 (JARVINEN et al., 1998) e

assim, a utilizacdo de colunas C18 para quantificagdo do mesmo pode gerar picos
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com fatores de cauda proximos a 1,5 devido a interacdo secundaria com 0s grupos
silandis residuais ionizaveis, que podem estar presentes na silica da coluna
cromatogréfica. Para evitar o problema uma das estratégias usadas é a de utilizar fase
movel (FM) com pH baixo de forma a protonar os grupos silandis residuais (BORGES
et al., 2012; FERNANDEZ-NAVARRO et al., 2012). Apesar disso, ndo é recomendavel
a utilizacdo de FM com pH menor que 2, devido a possibilidade de dissolucdo da silica
(SILVA et al., 2004). Assim, nesse trabalho utilizou-se a FM com pH de 3,5.

Utilizou-se como FM acetonitrila e tampéao fosfato de potassio. Os componentes
selecionados foram utilizados em véarios métodos de andlises do propranolol por
cromatografia a liquido de alta eficiéncia (EL-SAHARTY, 2003; PANCHAGNULA et al.,
2004; VENKATESH et al., 2007).

Foram avaliadas diferentes concentracées do tampdo fosfato de potassio e
proporgdes dos componentes da FM como mostrado na Tabela 26.

Tabela 26 - Parametros cromatograficos para desenvolvimento de método para quantificacdo do
propranolol (SE) utilizando diferentes concentragfes de tampao fosfato e proporgdes dos componentes da

fase movel

Composicao da fase movel (v/v)

ACN:Tampéo KH,PO,25 mM, pH 3,5 “ !
70:30 1,85 1,70
75:25 1,65 2,00
72:28 1,50 2,90

Composicao da fase mavel (v/v)

ACN:Tampé&o KH,PO,40 mM, pH 3,5 “ !
70:30 1,45 1,30
75:25 1,35 1,95
72:28 1,18 2,26

Como pode ser observado na Tabela 26, a fase movel composta por
ACN:Tampao KH,PO, 40 mM na proporcdo 72:28 (v/v) proporcionou a obtencdo do
pico com fator de cauda proximo a 1,00. O valor obtido para K* é considerado bom e

aceitavel, pelo fato do farmaco ser uma base fraca (SNYDER et al., 2012). O tempo de
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retencao foi de 2,85 minutos e fator de retencéo (T) de 2,26 minutos, valor aceitavel ja
que o tempo morto para a coluna utilizada é de 0,59 minutos. Assim, a proporcao

citada foi escolhida para ser utilizada para quantificacdo do propranolol.

O fluxo utilizado nesse método foi de 1 mL/min. Em relacdo ao volume de
injecdo foram analisados de 8 e 10 pL. A utilizacdo do volume de injecdo de 8 pL
resultou em picos mais finos e simétricos. Assim, o mesmo foi escolhido para o

método desenvolvido.

Apbs a definicdo das condicbes do método cromatografico, foi avaliada a
seletividade do mesmo. A partir da analise foi concluido que o método de
quantificagdo do propranolol por CLAE/UV néo apresentava seletividade adequada a
aplicagdo pretendida, como mostrado no item 3.3.1. Assim, foi utilizado o detector de
fluorescéncia para a quantificagédo do propranolol.

A obtencao de um método seletivo para quantificagcdo do propranolol nos meios
tamponados era imprescindivel, ndo s6 pela obrigatoriedade perante as
recomendacdes presentes nos guias de validacdo, mas também devido a importancia
da seletividade para confiabilidade e reprodutibilidade das analises a serem
realizadas. Assim amostras submetidas as condi¢cdes descritas no item 3.3.1 foram
avaliadas com o detector de fluorescéncia (multi-comprimento de onda). E
extensamente discutido na literatura o fato de que métodos analiticos luminescentes

possuem alta sensibilidade e seletividade.

O detector de fluorescéncia é um dos mais sensiveis em cromatografia a liquido
de alta eficiéncia. Este detector proporciona alta seletividade combinada com menores
limites de deteccdo quando comparado ao detector de UV (OGAN et al., 1979;
JAVADZADEH et al., 2008; SOTOMAYOR et al.,, 2008). A maior seletividade
observada pode ser atribuida ao fato de que moléculas fluorescentes possuem
comprimento de onda caracteristico de excitacdo e emissdo. Ademais, 0 comprimento
de onda de excitacdo de moléculas fluorescentes esta localizado em uma faixa de

comprimento de onda diferente do espectro de emissdo (SOTOMAYOR et al., 2008).

Apesar das diversas vantagens citadas na utilizacdo de detectores de
fluorescéncia, uma das desvantagens notaveis € a de que ha estimativa que apenas
10 % das moléculas organicas possuem fluor6foro em sua estrutura, 0 que permite
gue a molécula absorva energia em um comprimento de onda e, posteriormente emita
em outro comprimento de onda maior. No caso do propranolol, como pode ser

observado em sua estrutura quimica na Figura 22, este possui diversas caracteristicas
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para ser um bom fluoréforo: anéis aromaticos fundidos, heterodtomos e grupos

doadores de elétrons.

Existem trabalhos em que a quantificacdo do propranolol foi realizada por meio
da cromatografia a liquido de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia, utilizando
diferentes matrizes. Nestes estudos, os autores obtiveram maiores sensibilidade e
seletividade relacionados ao método, utilizando detector de fluorescéncia, ao invés do
UV (JATLOW et al., 1979; AUGUSTIINS; MOLS, 2004; PALMGREN et al., 2004).

Com o método desenvolvido mostrado na Tabela 27, foram obtidos os

cromatogramas da Figura 24, em cada um dos meios tamponados.

Figura 24 - Cromatogramas obtidos para solugfes de propranolol em A: FGSEE (pH 1,2), B: TA
(pH 4,5) e C: SESSE (pH 6,8) na concentragdo de 40 pg/mL , nas condi¢bes definidas para o
método de quantificagdo do propranolol por CLAE-FLU
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Tabela 27 - Condi¢des analiticas do método para quantificagdo do propranolol nos meios FGSSE (pH
1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8)

Parametro Especificacdo
Coluna C18 (50 x 4,6 mm; 5 um) — Varian
i ACN:Tampéao KH,PO,4 40 mM, pH 3,5
Fase movel
(72:28, viv)
Fluxo 1,0 mL/min
Temperatura 25°C
. Fluorescéncia (multi-A) - Aexcitagao: 290 nm;
Deteccéao
)\emisséo: 358 nm
Volume de injecdo 8 pL

3.2 Avaliacao da estabilidade da solucao estoque (SE) e solucdes
diluidas

A SE do propranolol demonstrou ter estabilidade durante as 10 horas avaliadas,
pois todas as areas referentes aos picos das aliquotas coletadas tiveram variagéo
menor que 2 %, em relagdo ao valor inicial. Os resultados da estabilidade das
solucdes diluidas do propranolol em cada um dos meios tamponados (FGSSE pH 1,2;
TA pH 4,5 e SESSE pH 6,8) estdo mostrados na Figura 25.

Figura 25 - Avaliacdo da estabilidade por meio da variacdo das areas do propranolol nos
meios tamponados
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De acordo com a Figura 25, todas as solucdes foram estaveis em até 55 horas
de avaliacdo, pois a variacdo das areas das mesmas nao foi igual ou superior a 2 %,
em relacdo aos valores iniciais. Nota-se que a solucao do farmaco em SESSE (pH 6,8)
apresentou indicacdo de inicio de degradacdo, a partir de 35 horas. Isso ja era
esperado, pois a estabilidade do propranolol é menor em matrizes com pH mais
elevados (LIEDHOLM et al., 1990; MUSKO; SZNITOWSKA, 2013).

3.3 Validacdo do método analitico

3.3.1 Seletividade

Inicialmente foram verificadas os resultados de pureza dos picos referentes ao
propranolol, com auxilio do detector DAD, de cada uma das solu¢des diluidas (sob
condicdo de estresse) do propranolol nos meios tamponados, FGSSE (pH 1,2), no TA
(pH 4,5) e no SESSE (pH 6,8). Os resultados das analises estdo na Tabela 28.

Tabela 28 - Avaliagédo dos resultados de pureza de pico das solug¢des diluidas do propranolol nos meios
FGSSE (pH 1,2), no TA (pH 4,5) e no SESSE (pH 6,8)

Tipo de meio tampéo Angulo de pureza Angulo limite
FGSSE (pH 1,2) 0,492 0,462
TA (pH 4,5) 0,601 0,556
SESSE (pH 6,8) 0,497 0,481

Como pode ser observado na Tabela 28, o método desenvolvido para
quantificacdo do propranolol por CLAE-UV nos meios tamponados ndo demonstrou
ser seletivo. De acordo com a analise dos dados de pureza de pico realizada por meio
do software Empower versdo 2, os angulos de pureza devem ser menores que 0S
correspondentes angulos limites, para que possam ser considerados puros e, para
esse método todos os valores dos angulos de pureza foram superiores aos angulos

limites. Assim, analisou-se a utilizagdo do detector de fluorescéncia.
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Inicialmente foram analisadas amostras (solucdes diluidas) recém-preparadas,
antes de serem submetidas a degradacéo forcada. Posteriormente foram analisadas
as solucdes diluidas degradadas nos meios tamponados. Os cromatogramas dessas
amostras estdo mostrados na Figura 26. A partir das analises pdde-se notar que as
areas referentes ao propranolol diminuiram consideravelmente quando comparados
com as areas das amostras recém-preparadas, sobretudo nos meios TA (pH 4,5) (40
%) e SESSE (pH 6,8) (60 %). Para o0 meio FGSSE (pH 1,2), houve uma menor
diminuicdo da area do pico do propranolol, em comparacdo com 0s outros meios (20
%). Em diversos estudos de estabilidade do propranolol foi observado que este
farmaco possui excelente estabilidade em meios com pH é&cido abaixo de 3, com uso
de aquecimento ou ndo. Nos meios com pH maior que 3 observou-se menor
estabilidade do farmaco, sobretudo quando exposto a luz (LIEDHOLM et al., 1990;
L.A., 1996; MUSKO; SZNITOWSKA, 2013). Assim, os resultados observados neste
estudo estdo de acordo com os trabalhos citados.

Figura 26 - Cromatogramas obtidos apds exposicdo das solugdes diluidas ao calor seco, sendo A
(FGSSE, pH 1,2), B (TA, pH 4,5) e C (SESSE pH 6,8)
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Dessa forma, o método de quantificacdo do propranolol por CLAE-fluorescéncia

é seletivo.

3.3.2 Linearidade

Com auxilio do teste de residuos padronizados de Jackknife, para a = 0,05, foi
possivel detectar 1 (um) valor disperso (outlier) para a curva analitica do propranolol
em meio TA (pH 4,5) (segunda replicata da concentracdo de 60 pg/mL) e 1 (um)
outlier para a curva do mesmo farmaco em meio SESSE (pH 6,8) (terceira replicata da
concentracdo de 160 pug/mL). Para a curva do propranolol em FGSSE (pH 1,2) ndo
foram identificados valores dispersos. Os valores dispersos estdo identificados nos
graficos de residuos.

Os gréficos das regressbes lineares e dos residuos da regressao estédo
mostrados nas Figuras 27, 28, 29, 30, 31, 32. Cada ponto dos gréaficos de regressao
corresponde a médias de 3 determinacdes e os erros referentes as mesmas foram

plotados.

Figura 27 - Curva analitica do método de quantificacéo do propranolol em FGSSE (pH 1,2)
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Figura 28 - Grafico exploratorio dos residuos da regressao do propranolol em FGSSE (pH
1,2)
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Figura 29 - Curva analitica do método de quantificac@o do propranolol em TA (pH 4,5)
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Figura 30 - Gréfico exploratério dos residuos da regresséo do propranolol em TA (pH 4,5)
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Figura 31 - Curva analitica do método de quantificagdo do propranolol em SESSE (pH 6,8)
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Figura 32 - Grafico exploratério dos residuos da regressao do propranolol em SESSE (pH
6,8)
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Nas Figuras 28, 30 e 32 estdo mostrados que os residuos provenientes dos
resultados das regressoes lineares, de cada um dos meios tamponados, estdo
aleatoriamente distribuidos ao longo do eixo zero ndo demonstrando tendéncias
sistematicas.

Em relagdo as premissas dos residuos, a normalidade, homoscedasticidade e a
independéncia dos residuos foram confirmadas, para cada uma das curvas analiticas,
pelos testes de Ryan Joiner, Levene modificado por Brown e Forsythe e Durbin-
Watson, como mostrado nas Tabelas 29, 30 e 31. Além disso, nhas mesmas Tabelas
estdo mostrados os resultados da significancia da regresséo e desvio da linearidade,
realizados por meio da ANOVA.
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Tabela 29 - Resultados das premissas dos residuos e ajuste ao modelo linear para método de

quantificagdo do propranolol no meio FGSSE (pH 1,2), para a = 0,05

Avaliacéo / Teste o Propranolol em . L
o Estatistica Critério de aceitagéo
estatistico FGSSE pH (1,2)
Normalidade / Ryan
. R 0,9918 > 0,9461
Joiner
Homoscedasticidade/
. t 0,5274 <2,110
Levene modificado
Independéncia/
) d 2,2324 >1,391/< 2,609
Durbin-Watson
Significancia da
N F 67048,0688 > 2,0615E-30
regressao
Desvio da linearidade F 7,5136E-5 < 4,1300

Tabela 30 - Resultados das premissas dos residuos e ajuste ao modelo linear para método de
guantificagdo do propranolol no meio TA (pH 4,5), para a = 0,05

Avaliagéo / Teste o Propranolol em . L
o Estatistica Critério de aceitacao
estatistico TA pH (4,5)
Normalidade / Ryan
. R 0,9917 >0,9437
Joiner
Homoscedasticidade/
. t 0,1082 <2,120
Levene modificado
Independéncia/
) d 2,0619 >1,381/<2,619
Durbin-Watson
Significancia da
~ F 34175,1459 > 4,5168E-28
regressao
Desvio da linearidade F 0,3938 < 4,1490
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Tabela 31 - Resultados das premissas dos residuos e ajuste ao modelo linear para método de

quantificagdo do propranolol no meio SESSE (pH 6,8), para a = 0,05

Avaliacdo / Teste

Propranolol em

o Estatistica Critério de aceitagao
estatistico SESSE pH (6,8)
Normalidade / Ryan
. R 0,9918 >0,9437
Joiner
Homoscedasticidade/
- t 0,3615 <2,120
Levene modificado
Independéncia/
) d 2,2074 >1,381/<2,619
Durbin-Watson
Significancia da
N F 19118,4128 > 4,6956E-26
regressao
Desvio da linearidade F 0,3252 < 4,1490

Assim, as premissas dos residuos de cada uma das curvas analiticas do

propranolol nos meios tamponados foram confirmadas. Os mesmos possuem

distribuicdo normal (valores de R maiores que o R critco e p > 0,05) sédo

homoscedasticos (valores de t, menores que o t, critico, p > 0,05) e independentes

(valor de d calculado entre du e 4-du, p > 0,05). Além disso, foi comprovada a

adequacdo ao modelo linear por ANOVA (a = 0,05), pois foi confirmada a significAncia

da regressao (valores de F calculados maiores que os F criticos) e auséncia de desvio

de linearidade (valores de F calculados menores que os F criticos).

Na Tabela 32 estdo mostrados os parametros da regressao linear para 0 método

de quantificagdo do propranolol em cada um dos meios tamponados FGSSE (pH 1,2),
TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8).
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Tabela 32 - Parametros da regressao linear obtidos para o método de quantificacdo do propranolol nos

meios FGSSE (pH 1,2), no TA (pH 4,5) e no SESSE (pH 6,8)

Parametro da

Curva em FGSSE (pH

Curvaem TA (pH 4,5)

Curva em SESSE (pH

regressdo 1,2) 6,8)
R2 0,9999 0,9998 0,9996
a 72929 £ 421,0 72780 £ 393,7 73342 £523,3
b 107073 + 42660 22910 £ 39890 40496 + 53030
R 0,9999 0,9999 0,9997

R2: coeficiente de determinacéo; a: coeficiente linear; b: coeficiente angular; R: coeficiente de correlacéo linear

Como pode ser observado na Tabela 32, os valores dos coeficientes de

determinagéo (R?) e correlacdo (R) foram superiores a 0,99 para a quantificacdo do

propranolol em cada um dos meios tamponados. Assim, o método cumpre com 0O

requisito minimo de linearidade preconizado pela RE 899 (BRASIL, 2003).

Dessa forma, é possivel inferir que o0 modelo de regressao linear escolhido foi

adequado as analises efetuadas.

3.3.3

Precisao

Os resultados da precisdo por repetitividade (precisdo intracorrida), e por

reprodutibilidade parcial

(preciséo

intercorrida),

desenvolvidos, estdo nas Tabelas 33, 34, 35.

para cada um dos métodos
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Tabela 33 - Precisao intracorrida e intercorrida do método para quantificagdo do propranolol em FGSSE

(pH 1,2)

Concentrag&o teérica Concentracao | pop (o) (oreciséo DPR (%)
experimental média intracorrida) (preciséo
(ug/mL) (n=3) (ug/mL) intercorrida)
Andlise 1° dia
40 39,96 0,77 0,38
80 80,22 0,33
160 160,40 0,12
0,12
Andlise 2° dia
40 40,18 2,77
80 80,36 1,95 0,01
160 160,44 0,09

DPR — desvio padrdo relativo.

Valores de DPR (%) (preciséo intercorrida) correspondem respectivamente as concentragfes baixa,

média e alta.

Tabela 34 - Precisédo intracorrida e intercorrida do método para quantificagdo do propranolol em TA (pH

4,5)

Concentracéo tedrica

Concentracéo
experimental média

(n=3) (ug/mL)

DPR (%) (preciséo
intracorrida)

DPR (%)
(preciséo
intercorrida)

Andlise 1° dia

40 39,31 1,56

80 79,33 0,49

160 158,33 0,47
Analise 2° dia

40 38,13 1,87

80 80,42 0,29

160 158,34 0,57

1,613

0,964

0,004

DPR — desvio padréo relativo.

Valores de DPR (%) (precisdo intercorrida) correspondem respectivamente as concentracdes baixa,

média e alta.
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Tabela 35 - Precisdo intracorrida e intercorrida do método para quantificagdo do propranolol em SESSE
(pH 6,8)

Concentragéo DPR (%)
. o o
Concentragéo tedrica experimental DPR (%) (precisdo (precisdo
] intracorrida) , id
média (n=3) (ug/mL) intercorrida)

Analise 1° dia

40 40,06 1,67 0,031
80 81,45 1,42
160 159,05 0,92
0,014
Analise 2° dia
40 40,04 2,21
80 81,44 2,87 0,121
160 159,32 0,43

DPR — desvio padréo relativo.

Valores de DPR (%) (preciséo intercorrida) correspondem respectivamente as concentra¢des baixa,
média e alta.

Todos os valores de DPR calculados foram inferiores a 5 %, como preconizado
pela RE 899 (BRASIL, 2003).

Para andlise de variancia os valores de t calculado, 0,1246, 0,9093 e 0,4986
para FGSSE pH 1,2, TA pH 4,5 e SESSE pH 6,8 respectivamente, foram inferiores ao
t critico de 4,3026 (a=0,05), comprovando que nao houve diferenga estatisticamente

significativa entre as médias das concentracdes experimentais.

Dessa forma, podemos concluir que o método desenvolvido é preciso na faixa
de concentracado selecionada.

3.3.4 Exatidao

Os resultados referentes a exatidao dos métodos analiticos estdo mostrados na
Tabela 36.
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Tabela 36 - Valores calculados da recuperagdo (%) do propranolol nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH

4,5) e SESSE (pH 6,8) para avaliagdo da exatiddo dos métodos

concantgan | STz ~
Meio teorica média (n=3) Recug/i)ragao DPR (%)
(Mg/mL) (ug/mL)

40,0 39,96 99,90

FGSE’E) (pH 80,0 80,22 100,27 0,105
160,0 160,40 100,25
40,0 39,31 98,27

TA (pH 4,5) 80,0 79,33 99,16 1,270
160,0 158,33 98,95
40,0 40,06 100,15

SES§8E) (PH 80,0 81,45 101,81 0,421
160,0 159,05 99,40

De acordo com a Tabela 36, pode-se afirmar que o método desenvolvido é

exato, uma vez que todos os valores de recuperagdo mantiveram-se na faixa 98-102

%. Os resultados encontrados tém concordancia com o preconizado por JENKE
(1996) e GREEN (1996). Além disso, os valores do DPR (%) foram inferiores a 2 %, o

que também corrobora com a afirmativa de exatiddo do método.

Para a avaliacdo da variancia entre as concentragfes experimentais e teoricas,
os valores de t calculado, 0,2692, 0,0922 e 0,8136 para FGSSE pH 1,2, TApH 45 e
SESSE pH 6,8 respectivamente, foram inferiores ao t critico de 4,3026 (a=0,05),

comprovando que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as meédias

das concentragfes tedrica e experimental.
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3.3.5 Limites de deteccao e quantificacéo

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram estimados com base nas formulas
presentes na RE 899 (BRASIL, 2003), mostrados nas Figuras 6 e 7 (LQ e LD). Os

resultados estdo expostos na Tabela 37.

Tabela 37 - LD e LQ para os métodos de quantificacdo do propranolol nos
meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8)

Meio LD (ng/mL) LQ (png/mL)
FGSSE (pH 1,2) 0,336 0,995
TA (pH 4,5) 0,281 0,762
SESSE (pH 6,8) 0,375 0,936

Os resultados de LD e LQ mostrados na Tabela 37 séo limites estimados. Ainda
assim, a menor concentracao na faixa de trabalho de cada método desenvolvido foi
maior que os valores de LQ apresentados e, além disso, foi mostrado que as solugdes
com concentracdes menores, de cada faixa de trabalho, apresentaram precisdo e

exatiddo aceitaveis.
3.3.6 Robustez
Nas Tabelas 38, 39 e 40 estdo mostrados os resultados da robustez do método

de quantificacdo do propranolol. As condigbes do método cromatografico de

guantificacéo do propranolol estdo indicados com um asterisco (*).
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Tabela 38 - Resultados das concentracdes médias e DPR para avaliagdo da robustez do método para

quantificagdo do propranolol no FGSSE (pH 1,2)

Tipo de meio tampé&o Fator Valor gggﬁ:mﬁ%ﬁ% DPR (%)
7.0 79,30
Volume de injecdo 8. 0* 80.20 1,13
(L) | ' |
9,0 81,12
0,9 81,25
Fluxo da fase movel 1.0* 80.20
(mL) ’ ’ 0,69
1,1 80,39
FGSSE (pH 1,2)
26:74 82,01
Proporcéo da fase 7o
movel (%) 28:72 80,20 1,11
30:70 81,01
24,0 80,69
Temperatura da 25 O* 80.20 0,32
coluna (°C) ' ' '
26,0 80,31

Tabela 39 - Resultados das concentracfes médias e DPR para avaliacdo da robustez do método para

guantificagdo do propranolol no meio TA (pH 4,5)

_ _ y Concentracéo o
Tipo de meio tampé&o Fator Valor média (ug/mL) DPR (%)
7.0 79,87
Volume de injecao 8,0 80,20 0,71
(ML)
9,0 80,98
1,0 80,97
. 0,48
Fluxo da fase movel 1,1* 80,20
(mL)
1,2 80,45
TA (pH 4,5)
26:74 81,81
Propor,gao da fase 28:72% 80,20 1,02
movel (%)
30:70 81,41
24,0 80,26
Temperatuora da 25 O 80,20 0,09
coluna (°C)
26,0 80,10
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Tabela 40 - Resultados das concentracdes médias e DPR para avaliagdo da robustez do método para

quantificagdo do propranolol no meio SESSE (pH 6,8)

Tipo de meio tampé&o Fator Valor gggﬁ:mﬁ%ﬁ% DPR (%)
7.0 79,53
Volume de injecdo 8. 0* 80.20 0,93
(L) | ' |
9,0 81,02
1,0 80,16
Fluxo da fase movel 1.1* 80.20
(mL) ’ ’ 0,09
1,2 80,31
SESSE (pH 6,8)
26:74 81,30
Proporcéo da fase 7o
movel (%) 28:72 8020 70
30:70 81,27
24,0 80,41
Temperatura da 25 O* 80.20 0,16
coluna (°C) ' ' '
26,0 80,16

Para o método desenvolvido os valores de DPR das determinacfes referentes a

variagdo do fluxo, proporcdo da fase movel, volume de injecdo, bem como da

temperatura da coluna foram inferiores a 2 %.

Segundo RIBANI et al. (2004) o método pode ser considerado robusto se as

mudangas nos parametros estiverem dentro dos limites de exatiddo, precisdo e

seletividade aceitaveis.

Dessa forma, o0 método de quantificagdo do propranolol nos meios FGSSE (pH
1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) pode ser considerado robusto para os fatores

citados.
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4 CONCLUSOES

Um método por CLAE-FLU foi desenvolvido e validado para quantificacdo de
propranolol nos meios tamponados FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8).

Os picos do propranolol em cada um dos meios tamponados apresentou tempo
de retencédo de 2,85, ideal para a realizacdo de elevado nimero de andlises em tempo
reduzido, e fator assimetria de 1,18. Este valor é considerado bom e aceitavel, pois o
farmaco é uma base fraca, sendo comuns problemas quanto & assimetria do pico ao

se utilizar coluna C18.

O método foi validado e apresentou seletividade quanto a presenca de produtos
de degradacéo do farmaco por calor seco. Além disso, o método foi linear, preciso,

exato e robusto em todos os meios tamponados.
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CAPITULO IV - PADRONIZACAO DO METODO
DA AGITACAO ORBITAL EM FRASCO PARA A
AVALIACAO DA SOLUBILIDADE DE
FARMACOS



1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Solubilidade de Farmacos

1.1.1 Conceitos gerais

Solubilidade é uma constante fisica e se refere a habilidade de uma dada
substancia de ser dissolvida em um solvente especifico (SIKARRA et al., 2012). Em
termos quantitativos pode ser definida como a concentracdo do soluto em uma
solucdo saturada, numa determinada temperatura. Em termos qualitativos, € definida
como a interacdo espontanea entre duas ou mais substancias para formar uma

dispersdo molecular homogénea (SIKARRA et al., 2012).

A extensdo da solubilidade de uma substédncia em um solvente especifico é
medida como concentracéo de saturacdo, quando a adicdo de mais soluto ndo altera a
concentracdo (SAVJANI et al., 2012)

A solubilidade aquosa é dependente das caracteristicas moleculares dos
farmacos e também é funcdo da sua habilidade em formar liga¢Bes de hidrogénio com
as moléculas de agua. No geral, a solubilidade aquosa de uma substancia é
diretamente proporcional ao nimero de ligacdes de hidrogénio que pode ser formada
com a agua (MARTINEZ; AMIDON, 2002).

No Quadro 3 estdo descritos critérios gerais para classificar a solubilidade de

substancias.
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Quadro 4 — Critérios para classificacao da solubilidade de substancias
(Baseado em USP (2009))

Parte de solvente necesséaria

Termo descritivo
por parte de soluto

Altamente sollvel Menos que 1
Muito soltvel Delal0
Solavel De 10 a 30
Moderadamente sollvel De 30 a 100
Ligeiramente soltvel De 100 a 1000
Muito pouco soluvel De 1000 a 10.000
Praticamente insoltvel 10.000 ou mais

De acordo com o0 SCB ¢é possivel classificar um farmaco como de alta ou baixa
solubilidade, com base na maior dose comercializada do farmaco, ou administrada de
uma Unica vez. Para tal é necessario obter o valor experimental da solubilidade do
farmaco, na faixa de pH normalmente entre 1 — 8, e temperatura de 37 + 1 °C. Para
ser considerado de alta solubilidade, a maior dose do farmaco deve se solubilizar em
uma quantidade maxima de 250 mL, de cada meio (MARTINEZ; AMIDON, 2002).

O calculo é realizado de acordo com a Figura 33.

Figura 33 - Férmula utilizada para célculo da de farmacos, de acordo com o SCB

Dosze (m
0/5 = ma) & 100

Solubilidade (mgfmL)

Onde: D/S é a relagdo dose:solubilidade;
Dose (mg) é a maior dose oral administrada do farmaco em uma forma farmacéutica,
comercializada no pais.

Solubilidade (mg/mL) é a solubilidade determinada experimentalmente.
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A solubilidade aquosa de um farmaco € considerada alta quando a razdo
dose:solubilidade for igual, ou menor que 250 (AMIDON et al., 1995; MARTINEZ;
AMIDON, 2002; AMIDON et al., 2011).

1.1.2 Importancia da solubilidade

A via oral € a mais comum e conveniente forma de administracdo de
medicamentos devido a facilidade, custo, cooperagédo do paciente e flexibilidade no
desenvolvimento das formula¢gBes quanto a variacdo de dosagens. Porém, é a via de
administracdo que resulta nos maiores problemas referentes a absor¢do. A
biodisponibilidade oral depende de varios fatores, incluindo solubilidade aquosa,
permeabilidade do farmaco, dissolucdo, metabolismo de primeira passagem e
suscetibilidade a mecanismos de efluxo. Porém, as causas mais frequentes de baixa
biodisponibilidade oral séo atribuidas a baixa solubilidade (SAVJANI et al., 2012).

Farmacos com baixa solubilidade geralmente requerem altas doses para
alcancar a concentracdo terapéutica plasmatica apés a administracdo oral. Baixa
solubilidade aquosa é o maior problema encontrado no desenvolvimento de
formulacdo com novos farmacos. Qualquer farmaco para ser absorvido, deve estar
dissolvido no local de absorcdo e sabe-se que grande parte dos farmacos sdo acidos

ou bases fracas, tendo baixa solubilidade aquosa (LEVIS et al., 2003)

1.1.3 Fatores intrinsecos que afetam a solubilidade de farmacos

Alguns dos fatores que afetam a solubilidade de farmacos estéo citados a seguir:
Lipossolubilidade

Substancias apolares tendem a serem pouco sollveis em meios aquosos. Isso

ocorre devido a incapacidade de serem formadas liga¢des de hidrogénio.

A lipossolubilidade de uma substancia normalmente é estimada em termos de
log P, a partir da particdo em um sistema octanol/agua. Farmacos muito lipofilicos
tendem a apresentar elevados valores de log P, e assim, podem apresentar
significativos problemas de absorc¢do, por ndo estarem corretamente dissolvidas no
local de absorcao. Entretanto, substancias com valores muito baixos de log P poderdo

apresentar problemas quanto a permeabilidade nas membranas biol6gicas
(LINDENBERG et al., 2004).
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Tamanho da particula

A biodisponibilidade e a velocidade de dissolucdo dos farmacos sédo afetadas
pelo tamanho da particula. Particulas muito grandes podem dificultar a absorcdo dos
farmacos, e dessa forma a utilizacdo de p6s na forma micronizada é muito utilizada,
porém é importante notar que para farmacos hidrofébicos, a reducédo do tamanho da
particula pode resultar na formacao de agregados que finalmente irdo gerar problemas
quanto a dissolucdo (VASCONCELOS et al., 2007).

Grau de ionizacao do farmaco

Em geral, os farmacos ionizados possuem maior solubilidade em agua do que os
ndo ionizados. Consequentemente, a dissolucdo da substancia em meios aquosos
pode ser significativamente afetada pelo pH. De acordo com o efeito do pH sobre a
ionizacdo de moléculas, pode-se concluir que: farmacos que séo bases fracas tendem
a se dissolver lentamente em pH alto. Os que sao acidos fracos poderdo se dissolver
mais rapidamente em pH alto. Isso porque em pH alto, as bases fracas estdo na sua
forma neutra, enquanto que os acidos fracos estardo em sua maior parte, na forma
ionizada (MARTINEZ; AMIDON, 2002).

1.1.4 Métodos utilizados na avaliacéo da solubilidade de farmacos

Estdo listados abaixo alguns dos principais métodos para avaliacdo da

solubilidade de farmacos.

1.14.1 Método da agitacao orbital em frasco (shake-flask)

Este método € o de escolha (padrdo ouro) para avaliacdo da solubilidade de
farmacos, de acordo com diversas agéncias reguladoras, e a OMS (BRASIL, 2011;
FDA, 2000; WHO, 2006).

A solubilidade em equilibrio (termodindmica) é avaliada por meio da adicdo de
excesso da substancia (a ter sua solubilidade determinada), em um meio liquido. Esta
€ submetida a agitacdo numa determinada velocidade e temperatura. Apds atingir o
estado de equilibrio entre o excesso da substancia ndo dissolvida e a solucdo
saturada, a solubilidade de saturacdo (em equilibrio) pode ser determinada. Para
confirmacao do alcance de equilibrio entre as fases, a solubilidade deve ser constante

em pontos de tempo consecutivos (BAKA, 2011).
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O método classico para avaliar a solubilidade em equilibrio de farmacos € o da
agitacao orbital em frascos (shake-flask). Este método ainda nado foi descrito em
farmacopeias, e assim € possivel encontrar diferentes protocolos, com diferentes
condicbes experimentais de realizacdo do método, na literatura (HEIKKILA et al.,
2011).

O guia de bioisencdo da Anvisa recomenda que a avaliacdo da solubilidade dos
farmacos pelo método da agitacdo orbital deve ser realizada em no minimo, trés
condicBes de pH (1,2; 4,5 e 6,8), e trés replicatas para cada condi¢do. Os volumes dos
meios considerados para os calculos devem ser de 250 mL, este valor € originado de
protocolos de estudos de bioequivaléncia, que recomendam a administracdo de
medicamentos com um copo de agua de 250 mL. Deve ser utilizada quantidade em
excesso de matéria prima e, os frascos devem ser acondicionados em incubadora com
plataforma de agitagcdo orbital, mantida a 37 + 1 °C, durante todo o estudo. As
aliguotas de amostras devem ser retiradas nos tempos pré-estabelecidos, e 0os meios
devem ser repostos, com 0 mesmo volume da aliquota retirada. O método de
quantificacdo deve ser capaz de diferenciar o farmaco de eventuais produtos de
degradacdo. O pH deve ser registrado no inicio e no final do experimento (BRASIL,
2011).

Recentemente, a Anvisa publicou uma nota técnica (BRASIL, 2013) atualizando
e adicionando novas informagdes sobre o tema. As informagfes contidas nesta nota

técnica e no guia de bioisencado estdo mostradas na Tabela 41.
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Tabela 41 - Recomendacdes das agéncias reguladoras para condugdo da avaliagdo da

solubilidade pelo método da agitacéo orbital em frascos

Parametro Anvisa FDA

Dentro da faixa pH
Tipo de meio tampao fisiolégico (pH 1,2; 4,5 e
6,8) (FB ou outras

compéndios aceitos)

Dentro da faixa pH
fisiolégico (pH 1,0-7,5 €
pH = pKa + 1) (USP)

Temperatura (°C) 37+1 37+1

Excesso da substancia a ser

o N&o especificado N&o especificado
adicionada (mg)
Velocidade de agitacdo (rpm) N&o especificado N&o especificado
Volume aliquota a ser - .
N&o especificado N&o especificado

retirada (mL)

Tempo minimo de duracéo Aproximadamente

N&o especificado
do experimento (h) 24-48h P

) Filtrac&o (Avaliar
Método para separar as

necessidade de N&o especificado
fases

centrifugacao)

o o Coeficiente de variacdo
Critério de aceitagcéo (n=3)
<5%;(n=3)

Método validado Método validado
Método de quantificac@o indicativo de indicativo de
estabilidade estabilidade

Ao utilizar este método é possivel classificar os farmacos com de alta ou baixa

solubilidade, devendo ser utilizada a formula mostrada na Figura 33.
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1.1.4.2 Dissolucgéo intrinseca

Na dissolucdo intrinseca executa-se a dissolucdo da substancia pura e a
determinacdo da velocidade de dissolucdo. Este método tem grande aplicabilidade no
processo de desenvolvimento de novos farmacos, porque demanda pequena
quantidade de amostra (ISSA; FERRAZ, 2011).

A dissolucéo intrinseca tem sido utilizada para caracterizar farmacos na forma
sélida, esclarecer a relacdo entre a velocidade de dissolucdo e a forma cristalina de
uma substancia e avaliar os efeitos de surfactantes e pH na solubilizacdo de
compostos pouco sollveis. Além disso, este tipo de ensaio permite a obtencdo da
velocidade de dissolucédo intrinseca (VDI - expressa em mg/min/cm?), que € definida
como a velocidade de dissolucdo de um farmaco puro (transferéncia de massa da
superficie do soélido para a fase liquida) sob condigbes de area de superficie, tipo e
velocidade de agitacdo, pH e for¢a idnica do meio de dissolucdo. A VDI é determinada
por meio do valor da inclinacdo das equacdes (slope) obtidas a partir da regressao
linear das curvas de dissolugéo intrinseca para cada meio empregado no estudo
(PEREIRA, 2011).

1.1.43 Diagrama de fases

A avaliacdo da solubilidade de uma substéncia utilizando-se o método do
diagrama de fases consiste na previsdo da microestrutura de um material em fungéo
da temperatura e composi¢do. Para realizagdo do método é necessario adicionar
porcbes crescentes de amostra a volumes constantes de solvente no qual a
substéncia analisada mostra apenas ligeira solubilidade, visando a obteng&o de
solucdo saturada dessa substancia. ApoOs haver atingido o equilibrio do sistema por
agitacdo prolongada, sob temperatura constante, deve ser determinado o contetdo
total de soluto na solugdo sobrenadante (geralmente por técnica gravimétrica). A
seguir € necessario tracar o diagrama de solubilidade por fases, plotando a
composicdo da solucdo, em mg de soluto por g de solvente, no eixo das
ordenadas, pela composicdo do sistema, em mg de amostra adicionada por g de

solvente, no eixo das abscissas (BRASIL, 2010).

Apesar de o método estar descrito na Farmacopeia Brasileira 52 edicao (FB 5), a
Anvisa publicou uma nota técnica recente (BRASIL, 2013), em que afirmava que apos
estudo detalhado, a técnica citada nao é recomendada pela agéncia para avaliacao da
solubilidade de farmacos para fins de equivaléncia farmacéutica e perfil de dissolucéo

comparativo. Nesta mesma nota técnica, a Anvisa reafirma que o método da agitacao
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orbital em frascos (shake-flask) € o método de escolha e a incubadora com plataforma
de agitacdo orbital com temperatura controlada como equipamento obrigatério, para

avaliacdo da solubilidade em equilibrio.
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2 Material e Métodos

2.1 Material

2.1.1 Substancias quimicas de referéncia e matérias primas

Nimesulida substancia quimica de referéncia (SQR), fornecida pela Anvisa/
Farmanguinhos — FIOCRUZ, proveniente da Farmacopeia Brasileira, lote 2049, teor de

99,8%, valido por todo periodo do estudo.

Nimesulida matéria prima, adquirida no mercado nacional, proveniente da DEG,
lote 01.9295, teor de 100,5%, validade 01/04/2014.

Propranolol substancia quimica de referéncia (SQR), fornecida pela Anvisa/
Farmanguinhos — FIOCRUZ, proveniente da Farmacopeia Brasileira, lote 1005, teor de
100,1 %, vélido por todo periodo do estudo.

Propranolol matéria prima, adquirida no mercado nacional, All Chemistry, lote
M111011, teor de 100,24 %, validade 25/10/2015.

2.1.2 Equipamentos e materiais

Aparelho de ultrassom Unique, modelo USC-1400;

Balanca analitica Shimadzu, modelo AUX 220, com preciséo de 0,010 g;
Balanca analitica Shimadzu, modelo AUX 220D, com precisdo de 0,001 g;
Bomba de vacuo Marconi, modelo MA057/2;

Coluna C18 Waters (150 x 4,6 mm; 3,5 um);

Coluna C18 Agilent (50 x 4,6 mm; 5,0 um);

Estufa de secagem e esterilizagdo Fanem, modelo 315 SE;

Cromatografo Waters Alliance e2695, com forno, injecdo automéatica, detector

ultravioleta e fluorescéncia, software Empower verséo 2;

Cromatografo Waters Alliance 2695, com forno, injecdo automatica, detector DAD

(arranjo de diodos), software Empower versao 2;

Incubadora Shaker SPLabor, modelo SP-222-CF-135;
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Incubadora Shaker IKA KS 4000 i control;
Membrana de celulose, 0,45um de poro, Millipore;
pHmMetro Hanna;

Pipetas Gilson, volume ajustavel de 10 - 100 uL e 100 - 1000 pL; 1000 — 5000 pL,

modelo Pipetman;
Ponteiras plasticas Axygen de 200 uL, 1000 pL e 5000 pL;
Sistema de purificacdo de agua Millipore, modelo DIRECT-Q 8;

Unidade filtrante Millex HV com membrana de durapore PVDF com poros de 0,45 um,

Millipore;

Vials de vidro &mbar Waters de 2 mL com tampa e septos de teflon.

2.2 Métodos

2.2.1 Padronizacdo do método da agitacdo orbital em frasco para

avaliacdo da solubilidade de farmacos

Para padronizagdo do método da agitacdo orbital em frasco foram realizadas
avaliacdes da solubilidade dos farmacos controle (nimesulida e propranolol) com as
condigBes experimentais selecionadas de acordo com as recomendacgfes dos guias
de bioisencdo das agéncias reguladoras (FDA, 2000; BRASIL, 2011) mostradas na
Tabela 41. Os ajustes dos parametros ndo especificados pelos guias de bioisencdo
foram selecionados de acordo com recomendacdes de trabalhos publicados utilizando-
se 0 método da agitacao orbital em frasco (JOZAN et al., 1996; GLOMME et al., 2005;
BAKA et al., 2008).

O critério de aceitacdo para os estudos de solubilidade foi o preconizado pela
Anvisa. Assim o coeficiente de variacdo entre as replicatas das aliquotas coletadas

deveria ser menor que 5 %.

ApOs o estabelecimento da solubilidade em equilibrio, de cada farmaco controle,
foram selecionadas e analisadas condi¢Bes experimentais do método que poderiam
afetar as avaliagcbes das solubilidades dos farmacos (BAKA, 2008). A analise da
influéncia de cada condi¢cdo experimental foi realizada variando-se um parametro

experimental por vez, mantendo-se 0s outros constantes.

Todos os dados de solubilidade dos farmacos obtidos nesse trabalho foram

BN

avaliados quanto a normalidade (pelo teste de Ryan-Joiner) e homoscedasticidade
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(pelo teste de Levene modificado por Brown Forsythe). Essa avaliacdo é necessaria
pois se os dados ndo tiverem distribuicdo normal e/ou forem heteroscedasticos nao é
possivel a correta aplicacdo dos testes t ou F (DE SOUZA; JUNQUEIRA, 2005).

2.2.2 Avaliacdo da solubilidade em equilibrio dos farmacos controle

pelo método da agitacdo orbital em frasco

2.2.2.1.1 Nimesulida

A quantidade em excesso de matéria prima utilizada foi selecionada com base
em dados de solubilidade da nimesulida encontrados na literatura (SILVA; VOLPATO,
2002; RAINSFORD, 2005; DELLIS et al., 2007; FONSECA et al., 2009).

A forma como foram preparados os meios tamponados utilizados (USP, 2009)

estao descritos na Tabela 42.

Tabela 42 - Preparo dos meios tamponados utilizados neste trabalho

Meio tamponado Modo de preparo

Foram dissolvidos 2,0 g de cloreto de s6dio em
7,0 mL de acido cloridrico. Transferiu-se para
baldo wolumétrico de 1 L, que ja continha agua
ultrapurificada. Completou-se o wolume com
agua ultrapurificada e a solucéo foi
homogeneizada

FGSSE (pH 1,2)

Foram adicionados 2,99 g de acetato de sodio
triidratado e 14,0 mL de acido acético 2 N em
TA (pH 4,5) um bal@o wolumétrico de 1 L. Completou-se o
wlume com &gua ultrapurificada e a solugéo foi
homogeneizada

Foram adicionados 250 mL de uma solucao de
fosfato de potassio monobasico 0,2 M e 112 mL
de uma solucao de hidréxido de sédio 0,2 M em

um baldo volumétrico de 1 L. Completou-se o
wolume com agua ultrapurificada e a solugao foi
homogeneizada

SESSE (pH 6,8)
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Foram avaliados os valores de pH de cada meio tamp&do, no inicio e final do
experimento. O ajuste do pH, quando necessario foi realizado com solucdes de HCl ou
NaOH (1,0 M). As aliquotas coletadas foram filtradas com filtro de seringa Millex®
PVDF (0,45 pm).

Foi utilizada incubadora com movimento orbital cujas presilhas de fixacdo
apresentavam capacidade para erlenmeyers de 250 mL. A faixa de velocidade do
equipamento era de 10 a 300 rpm. O ajuste de temperatura foi realizado pelo

aparelho, sendo utilizada 37 + 1 °C.

As principais condi¢des utilizadas na avaliagdo da solubilidade da nimesulida
estdo descritas na Tabela 43.

Tabela 43 - Condi¢Bes utilizadas na avaliacdo da solubilidade da nimesulida nos meios tamponados
(FGSSE pH 1,2, TA pH 4,5 e SESSE pH 6,8)

Parametro Condicao utilizada no estudo
Quantidade em excesso de MP (mg) 3,0
Volume de meio (mL) 50
Temperatura (°C) 371
Volume aliquota (mL) 5
Velocidade de agitacdo (rpm) 100
Tempo total do experimento (h) 71,0
Método de quantificac@o HPLC-UV

Foram preparadas curvas analiticas (faixa de concentracao linear desenvolvida
neste trabalho) para quantificacdo da nimesulida em cada um dos meios tamponados,

a cada dia de analise.

2.2.2.1.2 Propranolol

A gquantidade em excesso de matéria prima utilizada foi selecionada de acordo
com o procedimento para avaliagdo da solubilidade descrito na Farmacopeia
Americana (USP, 2009), uma vez que os dados de solubilidade aquosa do propranolol

descritos em trabalhos publicados apresentavam valores discrepantes quando
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comparados uns com os outros (YAMINI et al., 2003; D'EMANUELE et al., 2004,
VOGELPOEL et al., 2004; JAGDALE et al., 2009; WANG et al., 2013). Dessa forma,
foram pesados e adicionados a 5 mL de cada meio, 10 mg de matéria prima
propranolol, sucessivamente, até o aparecimento de um excesso da mesma (solucéo
supersaturada). Utilizou-se um aparelho de ultrassom para verificar a permanéncia ou
ndo do excesso da substancia: as amostras foram sonicadas durante 5 minutos, na
temperatura de 37 °C e, ap0s o procedimento, fez-se observacgao visual para constatar

a permanéncia do sélido (excesso de matéria prima).

Os meios tamponados utilizados, o ajuste do pH e a filtragdo das aliquotas foram
0S mesmos descritos na Tabela 42.

Foi utilizada incubadora com movimento orbital cujas presilhas de fixagcéo tinham
capacidade para erlenmeyers de 50 mL. A faixa de velocidade do equipamento era de
10 a 500 rpm. A temperatura foi a mesma utilizada para nimesulida: 37 = 1 °C.

As principais condigbes utilizadas nessa avaliagdo da solubilidade estdo
descritas na Tabela 44.

Tabela 44 - Condicdes utilizadas na avaliagdo da solubilidade do propranolol nos meios tamponados
(FGSSE pH 1,2, TA pH 4,5 e SESSE pH 6,8)

Paréametro Condicéao utilizada no estudo

Quantidade em excesso de MP (mg) 300,0
Volume de meio (mL) 10

Temperatura (°C) 37+1
Velocidade de agitacdo (rpm) 100
Volume aliquota (mL) 0,3

Tempo total do experimento (min) 49,30

Método de quantificacéo HPLC-FLU

Foram preparadas curvas analiticas na faixa de concentracdo obtida nesse

trabalho, em cada um dos meios tamponados para cada dia de analise.
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2.2.3 Andlise dos parametros que podem afetar as avaliacbes da
solubilidade em equilibrio dos farmacos controle pelo método da

agitacao orbital em frascos (shake-flask)

Apos as avaliagcbes da solubilidade dos farmacos utilizando-se os parametros
mostrados nas Tabelas 43 e 44, foram examinadas as condi¢cbes experimentais que
poderiam influenciar as medi¢Bes da solubilidade em equilibrio dos farmacos controle:
nimesulida e propranolol. Por conseguinte, foram analisadas as etapas criticas do
método da agitacdo orbital em frascos variando-se um parametro experimental por
vez. Na Figura 34 estd mostrado o esquema geral de avaliacdo da solubilidade pelo

método da agitacdo orbital em frascos, e as condi¢gbes avaliadas.

Figura 34 - Esquema geral da avaliagdo da solubilidade pelo método da agitacéo orbital em frascos e

indicacéo das condicdes avaliadas no estudo

Condicao avaliada
—

—> Condicao avaliada Volume aliquota
Quantificacao \ i

Filtrado
(filtro
0,45um)

Volume Meio

Matéria-prima
(excesso)

. Temperatura

Erlenmeyer Flask

Velocidade Agitacao

\\ Condicoes avaliadas

As condicbes avaliadas foram selecionadas pelo fato da maioria ndo estar

especificada nos guias de bioisencéo, e por haver relatos na literatura citando que
estas condi¢cdes poderiam influenciar os resultados da solubilidade de farmacos
(BAKA et al., 2008).

As seguintes avaliacdes foram realizadas para a nimesulida:

> Teste 1: Diminuicdo da temperatura de 37 + 1 para 34 £ 1 °C;
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> Teste 2: Aumento da temperatura de 37 + 1 para 40 = 1 °C;

> Teste 3: Aumento do excesso de matéria prima do farmaco de 3 para 20 mg;
> Teste 4: Diminui¢do da velocidade de agitacdo de 100 para 50 rpm;

> Teste 5: Aumento da velocidade de agitacdo de 100 para 150 rpm;

> Teste 6: Diminuicao do volume da aliquota de 5,0 para 2,0 mL;

> Teste 7: Aumento do volume da aliquota de 5,0 para 7,0 mL.

As seguintes avaliagdes foram realizadas para o propranolol:

> Teste 1: Diminuicdo da temperatura de 37 + 1 para 34 £+ 1 °C;

> Teste 2: Aumento da temperatura de 37 + 1 para 40 £ 1 °C;

> Teste 3: Aumento do excesso de matéria prima do farmaco de 300 para 400 mg;
> Teste 4: Diminuicdo da velocidade de agitacdo de 100 para 50 rpm;

> Teste 5: Aumento da velocidade de agitacdo de 100 para 150 rpm;

> Teste 6: Diminuicdo do volume da aliquota de 0,3 para 0,1 mL;

> Teste 7: Aumento do volume da aliquota de 0,3 para 0,5 mL;

As Tabelas 45 e 46 a seguir mostram as condi¢fes experimentais analisadas

para cada farmaco controle.
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Tabela 45 - CondigBes utilizadas para avaliacdo dos paradmetros que podem afetar a solubilidade do

farmaco controle de baixa solubilidade nos meios tamponados (FGSSE pH 1,2, TA pH 4,5 e SESSE pH

6,8)

Parametro

Testes (1a7)

Solubilidade
experimental

(valor nominal)

Testes (1a7)

Temperatura (°C)

Excesso da substancia

adicionada (mg)

Velocidade de

agitacdo (rpm)

Volume aliquota (mL)

34+1

50

2,0

37+1

3,0

100

50

20,0

150

7,0

Tabela 46 - CondigBes utilizadas para avaliacdo dos pardmetros que podem afetar a solubilidade do
farmaco controle de alta solubilidade nos meios tamponados (FGSSE pH 1,2, TA pH 4,5 e SESSE pH 6,8)

Parametro

Testes (1a7)

Solubilidade
experimental

(valor nominal)

Testes (1a7)

Temperatura (°C)

Excesso da substancia

adicionada (mg)

Velocidade de

agitacdo (rpm)

Volume aliquota (mL)

341

50

0,1

371

300,0

100

0,3

401

400,0

150

0,5

Foi utilizado o teste t de Student para avaliar se as médias das solubilidades em

equilibrio diferiam ou ndo das médias obtidas pelos testes.
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O t de Student avalia a Ho de que ndo h& diferenca significativa entre as
amostras e Ha de que hé diferenca significativa entre as amostras, para a = 0,05. Para

aceitar Ho, o p-valor deve ser maior que 0,05.
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3 Resultados e Discussao

3.1 Determinagdo da solubilidade em equilibrio dos farmacos
controle de alta e baixa solubilidade pelo método da agitagdo orbital em

frasco (shake-flask)

Inicialmente foram verificadas a normalidade (teste de Ryan-Joiner) e
homoscedasticidade (teste de Levene modificado por Brown Forsythe) de todos os
dados referentes as andlises da solubilidade dos farmacos controle. Os resultados
estdo mostrados na Tabela 47 e 48.

Tabela 47 - Avaliagdo da normalidade (R de Ryan Joiner) e homoscedasticidade (tL de Levene) dos dados referentes a
solubilidade do propranolol nos meios tamponados (FGSSE pH 1,2, TA pH 4,5 e SESSE pH 6,8), para a = 0,05

FGSSE pH 1,2 TA pH 4,5 SESSE pH 6,8
Normalidade Homoscedasticidade Normalidade Homoscedasticidade Normalidade Homoscedasticidade
:)(‘:)'Z:’iir':ii‘:ael 0991-p>060  0232-p>098  0991-p>069  0789-p>063  0991-p>069  0422-p>0,92
Teste 1 0,991 - p > 0,59 0,342 -p> 0,95 0,991 -p> 0,61 0,829 - p > 0,69 0,992 - p > 0,70 0,621 -p> 0,85
Teste 2 0,991 - p > 0,66 0,541 -p> 0,90 0,991 - p > 0,67 0,298 - p > 0,99 0,991 -p>0,61 0,325 -p> 0,95
Teste 3 0,991 - p > 0,60 0,638 -p> 0,81 0,991 - p > 0,62 0,397 - p> 0,96 0,991 - p > 0,53 0,203 - p > 0,99
Teste 4 0,991 -p > 0,62 0,532 -p>0,91 0,991 -p > 0,63 0,325 -p > 0,97 0,991 - p > 0,62 0,522 -p>0,91
Teste 5 0,991 -p > 0,64 0,261 -p > 0,96 0,991 -p > 0,65 0,692 - p> 0,79 0,991 - p > 0,69 0,321 -p> 0,95
Teste 6 0,991-p>0,61 0,362 - p > 0,92 0,991 -p > 0,63 0,431 -p> 0,92 0,991 - p > 0,60 0,426 - p > 0,92
Teste 7 0,991 -p > 0,66 0,218 - p > 0,99 0,991 - p > 0,67 0,797 -p> 0,61 0,991 - p > 0,64 0,527 - p > 0,90

Tabela 48 - Avaliacdo da normalidade (R de Ryan Joiner) e homoscedasticidade (tL de Levene) dos dados referentes a
solubilidade do propranolol nos meios tamponados (FGSSE pH 1,2, TA pH 4,5 e SESSE pH 6,8), para a = 0,05

FGSSE pH 1,2 TApH 4,5 SESSE pH 6,8
Normalidade Homoscedasticidade Normalidade Homoscedasticidade Normalidade Homoscedasticidade
;Op'::’im"’r‘s; 0991-p> 051  0852-p>057  0991-p>048  0894-p>048  0991-p>048  0,894-p> 0,54
Teste 1 0,991 - p > 0,52 0,837 - p > 0.56 0,991 - p > 0,49 0,382-p > 0,86 0,991 - p > 0,50 0,324 - p > 0,87
Teste 2 0,991 - p > 0,50 0,327 -p > 0,90 0,991 - p > 0,51 0,823 - p > 0,54 0,991 - p > 0,52 0,547 -p > 0,78
Teste 3 0,991 -p>0,53 0,582 -p>0,81 0,991 - p > 0,50 0,302 - p> 0,80 0,991 -p>0,53 0,453 -p > 0,85
Teste 4 0,991 - p > 0,54 0,302 - p > 0,91 0,991 - p > 0,53 0,521 - p > 0,79 0,991 - p > 0,49 0,346 - p > 0,90
Teste 5 0,991 - p > 0,47 0,298 - p > 0,96 0,991 - p > 0,52 0,402 - p > 0,89 0,991 - p > 0,50 0,638 - p > 0,75
Teste 6 0,991 - p > 0,48 0,300 - p > 0,92 0,991 - p > 0,50 0,431-p>0,84 0,991 -p > 0,51 0,535-p > 0,82
Teste 7 0,991 - p > 0,52 0,210 - p > 0,99 0,991 -p > 0,48 0,634-p> 0,77 0,991 - p > 0,52 0,616 - p > 0,77
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Como pode ser observado nas Tabelas 47 e 48, os dados referentes as
avaliacbes da solubilidade dos farmacos controle, nimesulida e propranolol,
apresentam distribuicdo normal e sdo homoscedasticos (p > 0,05). Assim, foi
comprovada a possibilidade da correta aplicacdo do teste t de Student e das

inferéncias relacionadas para andlise dos resultados deste trabalho.

Os resultados referentes as avaliacdes das solubilidades da nimesulida e
propranolol estdo mostrados nas Figuras 35 e 36.

Figura 35 - Avaliacdo da solubilidade da nimesulida nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE
(pH 6,8)

N
o
o

N
o
o

——FGSSE pH 1,2

15.0 —B-TApH 4,5

10.0 —e—SESSE pH 6,8

Concentragao (ug/mL)

o
o

Tempo (h)

A partir da Figura 35, é possivel observar que a solubilidade da nimesulida é pH-
dependente. Isso decorre pela presenca do grupo metanossulfonamida fracamente
acido na estrutura do farmaco (DELLIS et al, 2007). Em meio basico a
metanossulfonamida fica desprotonada, e havera interagfes intermoleculares ion-
dipolo e ligagcbes de hidrogénio entre o farmaco ionizado e a agua mantendo o
farmaco solubilizado em meio aquoso alcalino (GONSALVES et al., 2013). Ainda, de
acordo com a equacdo de Henderson-Hasselbach em pH 6 ou 7, a porcentagem do
farmaco na forma né&o ionizada diminui de 72% para 20% (RAINSFORD, 2005).

Dessa forma, a nimesulida apresentou a menor solubilidade no FGSSE (pH 1,2)

e maiores valores de solubilidade no SESSE (pH 6,8). Os dados referentes a
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solubilidade em equilibrio do farmaco e os respectivos tempos para atingir o equilibrio

estado mostrados na Tabela 49.

Tabela 49 - Avaliacdo da solubilidade de nimesulida pelo método da agitacéo orbital em frascos nos
meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8)

Solubilidade
. Tempo para -

' experimental o Coeficiente de

Meio tamponado L log S (S:mol/L) atingir .
média (mg/mL) o variagdo (CV %)
equilibrio (h)
(n=3)

FGSSE (pH 1,2) 0,0034 - 4,95 7 <5%

TA (pH 4,5) 0,0064 - 4,68 7 <5%
SESSE (pH 6,8) 0,0301 -4,01 10 <5%

A solubilidade em equilibrio da nimesulida em pH 6,8 foi aproximadamente 9
vezes maior que em pH 1,2, demonstrando a solubilidade pH-dependente do farmaco.
Os coeficientes de variagdo calculados foram menores que 5 %, como preconizado
pelo guia de bioisencdo da Anvisa (BRASIL, 2011).

O equilibrio entre a solugcédo do farmaco e o excesso de matéria prima foi atingido
com maior tempo (10 horas) para o SESSE (pH 6,8) e, em 7 horas para o FGSSE (pH
1,2) e TA (pH 4,5). Para todos os meios, esse tempo é considerado reduzido e,
possibilita a realizacdo de diversas analises de solubilidade do farmaco em pouco

tempo.

Os resultados da solubilidade em equilibrio da nimesulida estdo de acordo com o
mostrado em outros trabalhos. AGRAWAL et al. (2004) analisaram a solubilidade da
nimesulida em PBS (tampédo fosfato salina) em pH 6,8 a 37 °C e obtiveram

solubilidade de 0,0312 mg/mL, valor pr6ximo ao encontrado neste trabalho.

Os valores de log S mostrados na Tabela 49 demonstram novamente que a
solubilidade no FGSSE (pH 1,2) € menor que nos outros meios, pois quanto menor for
o valor de log S, menor é a solubilidade do farmaco. No estudo de solubilidade da
nimesulida realizado por DELLIS et al. (2007), os autores obtiveram valor de log S de
— 4,25 em meio pH 7,4, a 25 °C. O log S encontrado pelos autores € menor que o valor
de — 4,01 mostrado na Tabela 49, para o SESSE (pH 6,8). Apesar do valor de pH

usado pelos autores ser maior que o utlizado neste trabalho, é sabido que a
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temperatura influencia a solubilidade da maioria dos farmacos. A solubilizacdo da
nimesulida é endotérmica e, assim, acréscimos na temperatura irdo provocar
aumentos na solubilidade (AGRAWAL et al., 2004).

Figura 36 - Avaliacdo da solubilidade do propranolol nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH
6,8)
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O estudo da solubilidade do propranolol nos meios tamponados est4 mostrado
na Figura 36 e, é possivel observar que o perfil de solubilidade do farmaco também é
pH-dependente. Os dados referentes a solubilidade em equilibrio do propranolol e os

respectivos tempos para atingir o equilibrio estdo mostrados na Tabela 50.
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Tabela 50 - Avaliagdo da solubilidade do propranolol pelo método da agitacédo orbital em frascos nos
meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8)

Solubilidade
) Tempo para o

_ experimental o Coeficiente de

Meio tamponado L log S (S:mol/L) atingir .
média (mg/mL) o variacéo (CV %)
equilibrio (h)
(n=3)

FGSSE (pH 1,2) 210,45 -0,14 50 <5%

TA (pH 4,5) 161,23 -0,26 5,0 <5%
SESSE (pH 6,8) 92,98 - 0,50 5,0 <5%

Os valores da solubilidade em equilibrio do propranolol foram maiores nos meios
de menor pH. De acordo com a equacdo de Henderson-Hasselbach, em pH acido (<
2,5) quase 100 % do farmaco estara na forma ionizada. Além disso, a amina presente
na estrutura do farmaco estara protonada, formando o sal de amina quaternéria. O sal
formado permitira interacao da substancia com a agua (ion-dipolo), além das ligacbes
de hidrogénio ja existentes. Assim, a solubilidade do farmaco é maior em pH &acido
(AVDEEF et al., 2000; WANG et al.,, 2010; GONSALVES et al.,, 2013). Como ja

esperado os valores de log S foram menores nos meios de menor pH.

Os dados de solubilidade do propranolol foram préximos aos encontrados no
trabalho de TAKKA et al. (2001). Os autores obtiverem solubilidade do farmaco de 225
mg/mL em pH 1,2, e 130 mg/mL em pH 6,8.

O equilibrio entre a solugédo do farmaco e o excesso de matéria prima foi atingido
em 5 horas para o SESSE (pH 6,8), FGSSE (pH 1,2) e TA (pH 4,5). Os tempos citados
séo considerados reduzidos e, assim como para a nimesulida, possibilita a realizacao

de diversas analises de solubilidade do farmaco em pouco tempo.

Foram calculados as relacbes D/S da nimesulida e propranolol a partir das
solubilidades experimentais obtidas neste trabalho. Os resultados estdo mostrados na
Tabela 51. Para o calculo foram consideradas as doses maximas de 100 e 80 mg

para, respectivamente, nimesulida e propranolol.
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Tabela 51 - Relacédo D/S dos farmacos controle em cada meio FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e
SESSE (pH 6,8)

Nimesulida
pH 1,2 pH 4,5 pH 6,8
D/S 29411,17 15625,00 3322,25
Propranolol
pH 1,2 pH 4,5 pH 6,8
D/S 0,38 0,49 0,86

A partir da Tabela 51, pode-se concluir que a nimesulida é um farmaco de baixa
solubilidade e o propranolol, de alta solubilidade, de acordo com o SCB. Conforme o
sistema, um farmaco é considerado de alta solubilidade se, a relacao D/S for igual ou
menor a 250 mL, em cada um dos meios tamponados com pH na faixa fisioldgica
(AMIDON et al., 1995).

Os valores de D/S do propranolol foram baixos, bem menores que 250,
denotando a alta solubilidade do farmaco nos meios e, em contrapartida, as relacdes
D/S da nimesulida foram muito altas, maiores que 250, demonstrando sua baixa
solubilidade nos meios com pH fisioldgico.

Os dados presentes na Tabela 51 estdo de acordo com varios estudos de
solubilidade e classificacdo biofarmacéutica de ambos os farmacos (LINDENBERG et
al., 2004; VOGELPOEL et al., 2004; AMIDON et al., 2011)

3.2 Analise dos parametros que podem afetar as avaliacbes da
solubilidade em equilibrio dos farmacos controle pelo método da agitacao

orbital em frascos (shake-flask)

O método da agitacdo orbital em frascos ou shake-flask € um método de
avaliacdo da solubilidade de substancias e, € amplamente empregado para avaliagao
da solubilidade de farmacos. Apesar disso, valores precisos de solubilidade em
equilibrio s&o dificeis de serem obtidos, pois os resultados s&o afetados por muitos

fatores experimentais conhecidos ou n&do (VOLGYI et al., 2011)

O método para avaliagdo da solubilidade, apesar de ser um procedimento
simples, € um procedimento que ocupa tempo consideravel e, requer muito trabalho

manual (BOX et al., 2006). Os dados de solubilidade publicados utilizam diferentes
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condicbes experimentais, como temperatura, velocidade de agitacdo e, dessa forma

acarreta em variacfes consideraveis nos resultados.

Diante do exposto, demonstra-se a necessidade da avaliacdo das condi¢cdes
experimentais do método da agitacdo orbital em frascos e, verificacdo da influéncia
dessas condicBes nos resultados da solubilidade de farmacos. Os resultados das
avaliacGes das condicbes experimentais selecionadas, para os fArmacos controle de

alta e baixa solubilidade, estdo mostrados a seguir.
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Tabela 52 — Resultados das avaliagBes da solubilidade da nimesulida: solubilidade experimental e testes

FGSSE (pH 1,2) TA (pH 4,5) SESSE (pH 6,8)

Se (mg/mL) Te (h) CV (%) Se (mg/mL) Te (h) CV (%) Se (mg/mL) Te (h) CV (%)
Teste 1 0,0023 70 <5 0,0045 70 <5 0,0253 10,0 <5
Teste 2 0,0052 70 <5 0,0071 70 <5 0,0309 10,0 <5
Teste 3 0,0050 70 >5 0,0068 70 >5 0,0263 10,0 > 5
Teste 4 0,0033 70 <5 0,0065 70 <5 0,0298 10,0 <5
Teste 5 0,0030 50 <5 0,0063 50 <5 0,0302 7,0 <5
Teste 6 0,0036 70 <5 0,0065 70 <5 0,0299 10,0 <5
Teste 7 0,0032 70 <5 0,0063 70 <5 0,0306 10,0 <5

Se — solubilidade média em equilibrio
Te —tempo em que a solubilidade em equilibrio foi alcangada

CV - coeficiente de variacédo

Teste 1: Diminui¢éo da temperatura de 37 £ 1 para 34 + 1 °C;

Teste 2: Aumento da temperatura de 37 £ 1 para 40 + 1 °C;

Teste 3: Aumento do excesso de matéria prima do farmaco de 3 para 20 mg;
Teste 4: Diminuicéo da velocidade de agitacdo de 100 para 50 rpm;

Teste 5: Aumento da velocidade de agitacdo de 100 para 150 rpm;;

Teste 6: Diminui¢éo do volume da aliquota de 5,0 para 2,0 mL;

Teste 7: Aumento do volume da aliquota de 5,0 para 7,0 mL.
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As solubilidades experimentais e as solubilidades provenientes dos testes,
mostradas na Tabela 52, foram analisados estatisticamente utilizando o teste t de

Student e, os resultados estdo mostrados na Tabela 53.

Tabela 53 - Resultado da comparacao para nimesulida entre a solubilidade experimental e
testes: p-valor para cada avaliacéo teste nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE

(pH 6,8), a =0,05
FGSSE (pH 1,2) TA (pH 4,5) SESSE (pH 6,8)

Avaliagéo
(p-valor) (p-valor) (p-valor)
Teste 1 0,00065 0,00026 0,00003
Teste 2 0,00012 0,00897 0,00115
Teste 3 0,00023 0,04742 0,00001
Teste 4 0,45116 0,72466 0,06468
Teste 5 0,06334 0,50716 0,32106
Teste 6 0,46760 1,00000 0,23020
Teste 7 0,07393 0,13178 0,09126

Como pode ser observado nas Tabelas 52 e 53 houve diferencas
estatisticamente significativas entre as solubilidades experimentais e os testes para

algumas das variacdes de parametros.

Influéncia da temperatura

A variagdo da temperatura, para um nivel menor (34 £+ 1 °C) provocou
diminuicao do valor da solubilidade em equilibrio da nimesulida em comparagédo com o
valor obtido da solubilidade experimental. A diminuicdo ocorreu em todos 0s meios e
foi significativa (p < 0,05), demonstrando influéncia da temperatura nas avaliagdes da

solubilidade da nimesulida.

Por outro lado, o0 aumento da temperatura para 40 + 1 °C promoveu um elevacéo
da solubilidade em equilibrio da nimesulida em todos meios tamponados (FFSSE pH
1,2, TA 4,5, SESSE pH 6,8) e, a diferenca também foi significativa para estes meios (p
< 0,05).

A influencia da temperatura na solubilidade é amplamente discutida, e pode ser

compreendida a partir do principio de Le Chatelier. Considerando-se uma solucdo
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saturada em equilibrio, ao ser fornecido calor, o equilibrio ird se deslocar na direcéo de
absorcéo de calor. Dessa forma, caso o processo de dissolucdo seja endotérmico, a
absorcdo de calor promovera deslocamento do equilibrio para a direita (como
mostrado no esquema abaixo), aumentando a massa de soluto na fase aquosa.
Assim, havera aumento da solubilidade devido ao aumento da temperatura
(TREPTOW, 1984).

AB (s¢lido) + calor €<———> AB (aquoso)

A maioria dos farmacos tem o processo de dissolucdo endotérmica e como
discutido, para essas substancias, 0 aumento da temperatura ocasionard a elevacao
da solubilidade (LIU et al., 2010).

Foi realizado por BAKA et al. (2008) um estudo cujo objetivo era o de padronizar
o0 método da agitacao orbital em frascos utilizando a hidroclorotiazida como farmaco
controle. Os autores avaliaram a influéncia da temperatura nos estudos da solubilidade
em equilibrio do farmaco, para tal avaliaram trés valores de temperatura: 15 °C, 25 °C
e 37 °C e, obtiveram como resultado que a solubilidade da hidroclorotiazida foi maior
(o dobro) em 37 °C, quando comparado com a medi¢édo obtida em 25 °C.

Para os autores, o fato de que a maioria dos farmacos tem maior solubilidade a
37 °C do que a 25 °C pode ser uma vantagem perante o desenvolvimento de novos
farmacos, pois a substancia tera maior biodisponibilidade do que esperado. Além
disso, isso demonstra a necessidade e aplicabilidade da avaliagdo da solubilidade de

farmacos na temperatura corporal (BAKA et al., 2008).

Diante dos resultados encontrados, recomenda-se que as avaliagbes da
solubilidade de farmacos, pelo método da agitacéo orbital em frasco, sejam realizadas
com a temperatura completamente controlada, com variagcdo maxima de + 1 °C, como
preconizado nos guias de bioisencdo das agéncias reguladoras (FDA, 2000; BRASIL,
2011)

Influéncia da quantidade de matéria prima em excesso

O excesso de matéria prima adicionado a cada um dos meios tamponados (teste
3), resultou em valores de solubilidade em equilibrio estatisticamente diferentes (p <
0,05). Houve um aumento da solubilidade em todos os meios tamponados. Além
disso, os coeficientes de variacdo (CV) das analises realizadas foram elevadas (> 5

%), sobretudo no SESSE (pH 6,8) em que se obteve alguns valores de CV maiores
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que 10 %. Como mostrado nas andlises, essa tendéncia de aumento da solubilidade e

CV altos foram encontrados apenas para o farmaco controle de baixa solubilidade.

A hipbtese considerada nesse trabalho € de que os farmacos de baixa
solubilidade apresentam maiores influéncias quanto a quantidade de matéria prima
utilizada no método da agitacao orbital em frascos. Neste estudo, quando foi utilizado

pequeno excesso de matéria prima, foram obtidos CV < 5 %.

A nimesulida além de ser um farmaco de baixa solubilidade apresenta também,
baixa molhabilidade (SILVA; VOLPATO, 2002). Sem a utilizacdo de tensoativos, as
particulas do farmaco tendem a flutuar na superficie, sobretudo quando ha adicao de
grande excesso da substancia. Durante as avaliagdes da solubilidade, no momento da
coleta das aliquotas das solu¢des do farmaco nos meios tamponados, considera-se
gue pode haver a retirada, juntamente com a solucdo, de pequenas partes do excesso
da matéria prima. Esse solido pode interferir nos resultados do teste.

BAKA et al. (2008) avaliaram a solubilidade em equilibrio da hidroclorotiazida
utilizando pequenos e grandes excessos de matéria prima e, ndo obtiveram diferencas
significativas entre as médias obtidas para cada experimento. Apesar disso, 0s autores
recomendam a utilizacdo de pequenos excessos de matéria prima, para ndo haver

dificuldades durante a amostragem.

Um estudo realizado com diversos farmacos de baixa solubilidade por
KAWAKAMI et al. (2005) mostrou que ha uma forte tendéncia da quantidade do
excesso de matéria prima adicionada afetar os resultados da solubilidade desses

farmacos.

Diante do que foi discutido recomenda-se a utilizagdo de pequenos excessos de
matéria prima, para avaliacdo da solubilidade em equilibrio pelo método da agitagéo
orbital em frasco. BAKA et al. (2008) recomendam um excesso de no maximo, 5 a 10
mg em 5 mL. Ao se tratar de farmacos com baixa molhabilidade é necessario avaliar a
viabilidade da utilizacdo da centrifugacdo quando houver obtencédo persistente de

elevados valores de CV entre as replicatas.

Influéncia da velocidade da agitacéo

A influéncia da velocidade de agitacao foi avaliada em trés nives, considerando
a solubilidade experimental (50, 100 e 150 rpm). As velocidades selecionadas foram
as mais utilizadas em trabalhos de avaliacdo da solubilidade de substancias utilizando-
se 0 método da agitacdo orbital em frasco (GLOMME et al., 2005; BAKA et al., 2008;
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HEIKKILA et al., 2011; TAKACS-NOVAK et al., 2013). Ndo ha consenso sobre qual
velocidade utilizar, nem estudos avaliando este parametro para o método da agitacéo

orbital em frascos.

Neste trabalho, para avaliacdo da solubilidade da nimesulida variando-se a
velocidade de agitacdo, ndo foram obtidas diferencas significativas entre as médias
das solubilidades em equilibrio obtidas (p > 0,05) e, todos os coeficientes de variacdo

foram inferiores a 5 %.

Apesar disso, como pode ser observado na Tabela 52, o tempo de alcance da
solubilidade em equilibrio, na velocidade de 150 rpm, foi de 5 horas, enquanto que na
solubilidade experimental, o equilibrio foi atingido com 7 horas para FGSSE (pH 1,2) e
TA (pH 4,5). Para o SESSE (pH 6,8) o equilibrio foi atingido com 7 horas e na
solubilidade experimental foi atingido com 10 horas.

Dessa forma, para avaliagdo da solubilidade do farmaco controle de baixa
solubilidade, ndo houve diferencas entre as médias das solubilidades em equilibrio
utilizando-se diferentes velocidades de agitacdo. Obteve-se um menor tempo para se
atingir o equilibrio com 150 rpm. Estudos realizados com farmacos que levam longos
periodos de tempo para que se atinja o equilibrio, podem se valer dessa estratégia.

Influéncia do volume da aliquota retirada

Neste estudo avaliou-se a influéncia do volume da aliquota retirada e, de acordo

com a Tabela 53, ndo houve diferencgas significativas entre as avaliagdes (p > 0,05).

Foram utilizados volumes da aliquota de 10 % (solubilidade experimental), 4 %

(teste 6) e 14 % (teste 7) em relagdo ao volume total de meio tamponado.

Diante do exposto, o volume da aliquota retirada nos estudos de solubilidade de
farmacos pelo método da agitagéo orbital em frascos deve ser escolhido conforme a
necessidade de cada estudo n&o devendo, porém ser excessivo em relagcdo ao volume
total do meio (= 10 % do volume total do meio). Além disso, é necessario proceder a
reposicdo do meio retirado com tampdo adequado e, este deve estar mantido a

temperatura de 37 °C + 1.
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Tabela 54 - Resultados das avaliag8es da solubilidade do propranolol: solubilidade experimental e testes

FGSSE (pH 1,2) TA (pH 4,5) SESSE (pH 6.8)
Se (mg/mL) Te (h) CV (%) Se (mg/mL) Te (h) CV (%) Se (mg/mL) Te (h) CV (%)
;ﬂ:::iqdei‘:; 210450 5.0 <5 161,230 50 <5 92,080 5.0 <5
Teste 1 210444 5.0 <5 161,008 50 <5 92,587 5.0 <5
Teste 2 210,865 5.0 <5 161,543 50 <5 92,798 5.0 <5
Teste 3 210697 5.0 <5 161,347 50 <5 92,874 5.0 <5
Teste 4 210697 5.0 <5 161,276 50 <5 92,769 5.0 <5
Teste 5 210735 3.0 <5 161,321 30 <5 92,809 35 <5
Teste 6 210722 5.0 <5 161,402 50 <5 92,845 5.0 <5
Teste 7 210712 5.0 <5 161,425 50 <5 02,045 5.0 <5

Se — solubilidade média em equilibrio
Te — tempo em que a solubilidade em equilibrio foi alcancada

CV — coeficiente de variagédo

Teste 1: Diminuicdo da temperatura de 37 + 1 para 34 + 1 °C;

Teste 2: Aumento da temperatura de 37 + 1 para 40 + 1 °C;

Teste 3: Aumento do excesso de matéria prima do farmaco de 300 para 400 mg
Teste 4: Diminui¢édo da velocidade de agitagdo de 100 para 50 rpm

Teste 5: Aumento da velocidade de agitagdo de 100 para 150 rpm

Teste 6: Diminui¢céo do volume da aliquota de 0,3 para 0,1 mL

Teste 7: Aumento do volume da aliquota de 0,3 para 0,5 mL
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As médias das solubilidades experimentais e das provenientes dos testes estao
mostradas na Tabela 54. Estes foram analisados estatisticamente utilizando o teste t

de Student e, os resultados estdo mostrados na Tabela 55.

Tabela 55 - Resultado da comparacéo para propranolol entre a solubilidade experimental
e testes: p-valor para cada avaliagdo teste nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e
SESSE (pH 6,8), a = 0,05

FGSSE (pH 1,2) TA (pH 4,5) SESSE (pH 6,8)

Avaliacéao

(p-valor) (p-valor) (p-valor)
Teste 1 0,00382 0,000002 0,00040
Teste 2 3,4E-05 0,00001 0,02492
Teste 3 0,05945 0,42967 0,21583
Teste 4 0,05945 0,01621 0,07534
Teste 5 0,10119 1,09210 0,18473
Teste 6 0,34864 0,09523 0,08732
Teste 7 0,10119 0,06278 0,36120

Influéncia da temperatura

Para o propranolol, a avaliagdo da influéncia da temperatura nos resultados da
solubilidade em equilibrio foi realizada utilizando-se os mesmos valores mostrados

anteriormente para a nimesulida.

No valor de 34 + 1 °C houve diminuigcdo da solubilidade em equilibrio do

propranolol, com diferenca significativa (p < 0,05).

Para o valor maior de temperatura, 40 = 1 °C, também houve diferenca
significativa entre as médias (p < 0,05) e, além disso, houve aumento da solubilidade.

Nota-se que o processo de dissolucao do propranolol também é endotérmico.

Os resultados encontrados apresentaram a mesma tendéncia encontrada para
farmaco de baixa solubilidade, mostrado anteriormente. Dessa forma, a discusséo e as

recomendacdes apresentadas séo aplicaveis a este topico.
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Influéncia da quantidade de matéria prima em excesso

O excesso de matéria prima adicionado néo influenciou a avaliagdo da
solubilidade em equilibrio, quando comparada as médias das solubilidades
experimentais. Ndo houve diferenca significativa em nenhum dos meios tamponados
(p > 0,05).

O resultado ja era esperado, pois o relato de influéncia desse parametro perante
a avaliacdo da solubilidade cita apenas farmacos de baixa solubilidade (KAWAKAMI et
al., 2005).

Ainda assim, recomenda-se a utilizacdo de pequeno excesso para néo
ocorrerem problemas quanto a amostragem, de 5 a 10 mg em 5 mL (BAKA et al.,
2008).

Influéncia da velocidade da agitacéo

Quanto a influéncia da velocidade da agitacdo houve a mesma tendéncia
mostrada para o farmaco controle de baixa solubilidade. Foram avaliadas as mesmas
velocidades de agitacdo (50, 100 e 150 rpm). Os experimentos realizados a 150 rpm
promoveram a diminuicdo do tempo para que o equilibrio fosse atingido, em todos os

meios tamponados, como mostrado na Tabela 54.

Nado houve diferencas significativas entre as médias das solubilidades
experimentais e testes (p > 0,05). As recomendacdes descritas anteriormente para a

nimesulida, considerando este parametro, sdo aplicaveis a este topico.

Influéncia do volume da aliquota retirada

Na avaliagcéo da influéncia do volume da aliquota retirada, ndo houve diferengas
significativas entre as médias das solubilidades experimentais e testes (p > 0,05), de

acordo com a Tabela 55.

Foram utilizados volumes da aliquota de 3 % (avaliagdo controle), 1 %
(avaliacdo teste 6) e 5 % (avaliacdo teste 7) em relacdo ao volume total de meio

tamponado.

As recomendacdes mostradas anteriormente neste parametro para nimesulida

sdo aplicaveis a este topico.
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3.3 Recomendacbes para avaliacdo da solubilidade de farmacos

utilizando o método da agitacao orbital em frascos (shake-flask)

Na Tabela 56 a seguir estdo mostradas as principais recomendacdes para
avaliacdo da solubilidade de farmacos com o método da agitagcdo orbital em frascos.
As recomendacfes mostradas foram baseadas principalmente nos resultados obtidos
neste estudo e, também de dados retirados da literatura cientifica acerca do tema

(discutidos anteriormente).
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Tabela 56 - Recomendacdes para avaliagdo da solubilidade de farmacos de alta e baixa solubilidade

utilizando o método da agitacéo orbital em frascos

. Farmaco baixa 3 .
Parametro o Farmaco alta solubilidade
solubilidade

Tipo de meio tampéo (para
classificacdo quanto ao SCB -
Anvisa)

Dentro da faixa pH fisioldgico (pH 1,2; 4,5 e 6,8) (FB ou outras
compéndios aceitos)

Temperatura (°C) 37 £ 1 (rigorosamente controlada)

Excesso da substancia a ser  Pequeno excesso (fator critico) Pequeno excesso (5a 10 mg—
adicionada (mg) (5a10mg—-5mL) 5mL)

Velocidade de agitacdo (rpm) 50, 100 - para 150 (avaliar necessidade)

Volume aliquota a ser retirada . .
quo d Avaliar para cada estudo (£ 10 % wolume meio)

(mL)
Método para separar as fases Filtragdo
Critério de aceitagéo Coeficiente de variagao <5 % ; (n = 3)
Método de quantificacdo Método validado indicativo de estabilidade
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4 CONCLUSOES

Neste trabalho foram obtidos dados de solubilidades em equilibrio da nimesulida e
propranolol utilizando-se o método da agitacdo orbital em frascos. A partir dos resultados de
solubilidade obtidos, foram variadas e analisadas as condicdes do teste que poderiam

influenciar os resultados do método da agitacao orbital em frasco.

Para o farmaco de baixa e alta solubilidade, pequenas variacBes da temperatura do
teste, superior ou inferior ao valor de 37 °C provocou diferencas estatisticamente significativas

entre as médias das solubilidades em equilibrio analisadas.

A quantidade em excesso de matéria prima também influenciou nos resultados da
solubilidade do farmaco de baixa solubilidade, e recomenda-se a utlizagdo de pequeno
excesso. O excesso de matéria prima ndo foi uma etapa critica para o farmaco de alta

solubilidade.

Para ambos os farmacos, a variagcdo da velocidade de agitacdo do método (50 a 150
rpm) ndo provocou diferengas entre os valores das solubilidades em equilibrio, porém a 150
rpm o equilibrio entre as fases (solucdo saturada e solido) foi atingido mais rapidamente. O
volume da aliquota retirada em cada coleta, visando avaliacdo da solubilidade, também néo
influenciou nas avaliag6es do farmaco de baixa e alta solubilidade.

Com os resultados obtidos nesse trabalho foram selecionadas recomendagdes gerais
para a avaliacdo da solubilidade em equilibrio pelo método da agitacao orbital em frascos, para

farmacos de baixa e alta solubilidade.
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APENDICE A

Método espectrofotométrico para quantificacdo de nimesulida no FGSSE
(pH 1,2)

Métodos

Foi desenvolvido e avaliado método de quantificacdo da nimesulida, inicialmente
apenas no FGSSE (pH 1,2). O método foi baseado no descrito por SILVA (2001), com as
modificagbes pertinentes.

Foram propostas modificagbes para possibilitar a quantificagdo da nimesulida nos
meios tamponados a serem utilizados no estudo. Inicialmente considerou-se apenas a

guantificagéo da nimesulida no FGSSE (pH 1,2).
Preparo da solucéo estoque (SE) de nimesulida

Foram pesados 12,5 mg de nimesulida SQR e transferidos em um baldo de 25 mL
completando o volume com metanol. Foi obtido uma solu¢do com concentragdo final de 0,5

mg/mL.
Preparo das solugdes diluidas

Para o preparo das solugbes diluidas, foram retiradas aliquotas da solugdo estoque,
como mostrado na Tabela 57, a seguir. Em cada amostra foi adicionada solugdo de NaOH 0,1
M, de forma que a concentragdo final do alcali fosse de 0,1 M. Com a adi¢cdo da solug&o do
alcali, percebeu-se a formacédo de coloracdo nas solugbes, sendo que as de maior
concentracao tinham a coloragdo mais forte. O volume de cada solugéo, no baléo volumétrico,
foi aferido com FGSSE (pH 1,2).

Foram efetuadas varreduras espectrais com solucbes de nimesulida, para verificar o

comprimento de onda (Anax) de maxima absorcao, entre 200-500 nm.
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Tabela 57 - Preparo das solugbes diluidas de nimesulida em FGSSE (pH 1,2), utilizando método

espectrofotométrico (b)

Corzﬁgmlrf)géo Aliguota da SE (mL) | Volume NaOH (mL) VS(I)LIJS:;ZS r(lrz;ILo)la
0,5 0,025 5,0 50
1,0 0,050 25 25
2,0 0,100 2,5 25
3,0 0,150 25 25
5,0 0,250 25 25
10,0 0,500 2,5 25
15,0 0,750 25 25
20,0 1,000 2,5 25
30,0 1,500 2,5 25

O ensaio em branco foi realizado para cada concentracéo utilizada, obedecendo-se a
mesma proporcdo dos constituintes da amostra: metanol, solucdo de NaOH 0,1 M e FGSSE
(pH 1,2).

Validagdo do método analitico — Linearidade e Seletividade

A linearidade e seletividade do método analitico desenvolvido para quantificagdo da
nimesulida foram avaliados de acordo com a Resolu¢cdo RE n° 899 de 29 de maio de 2003
(BRASIL, 2003).

Os calculos e andlises estatisticas foram efetuados com auxilio do software Microsoft
Excel® 2010.

Foi preparada SE de nimesulida com concentragdo de 0,5 mg/mL, em metanol.
Posteriormente foram realizadas as diluicbes, em FGSSE pH 1,2, como mostrado na Tabela
58.
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Tabela 58 - Preparo das solugbes de nimesulida, em FGSSE pH 1,2, para avaliacdo do

parametro linearidade do método espectrofotométrico

Concentracao . Volume final da solugéo
(ug/mL) Aliquota da SE (mL) | Volume NaOH (mL) (mL)
0,5 0,025 5,0 50
1,0 0,050 2,5 25
2,0 0,100 25 25
3,0 0,150 2,5 25
5,0 0,250 25 25
7,0 0,350 25 25
10,0 0,500 2,5 25

Resultados e Discussao

Foram realizadas varreduras espectrais com varias concentragdes da nimesulida (0,5 a
30 pg/mL). Abaixo estdo mostradas as varreduras de duas solucdes (5 pg/mL) e (30 pg/mL) de

nimesulida.

Figura 37 - Varredura espectral da solugédo da nimesulida (5 pg/mL)
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Figura 38 - Varredura espectral da solugdo da nimesulida (30 pg/mL)
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As solucbes obtidas por esse método apresentaram coloracdo amarelada, sendo a
intensidade da cor dependente da concentracdo da nimesulida. Quanto mais concentrada,

maior intensidade da cor amarela.

Em meio alcalino ocorre com a nimesulida em meio alcalino, que estd apresentada na

Figura 39.

Figura 39 - Reacédo da nimesulida em meio alcalino e formagdo do composto
colorido (YAKABE, 1998)
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Segundo YAKABE (1998), a alcalinizagao das solugdes promove o deslocamento do Anax
da regido do UV, em torno de 300 nm, para a regido préxima do visivel, aproximadamente 400

nm, pela formagéo do composto colorido.

Validagdo do método analitico

Linearidade
O grafico da regressao linear e dos residuos da regressao esta mostrado nas Figuras 40 e 41.
Cada ponto dos graficos de regressao corresponde a médias de 3 determinagcfes e 0s erros

referentes as mesmas foram plotados.

Figura 40 - Curva analitica do método espectrofotométrico de

guantificacdo do nimesulida em FGSSE (pH 1,2)
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Figura 41 - Gréfico exploratorio dos residuos da regressdo do

nimesulida em FGSSE (pH 1,2) (método espectrofotométrico)
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Em relacdo as premissas dos residuos (a = 0,05), a normalidade, homoscedasticidade
e a independéncia dos residuos foram confirmadas, para a curva analiticas da nimesulida em
FGSSE pH 1,2 (método espectrofotométrico), pelos testes de Ryan Joiner, Levene modificado
por Brown e Forsythe e Durbin-Watson. Para cada um dos testes o p-valor foi maior que 0,05.

Para a avaliagdo da significancia da linearidade o F calculado (19339,10) foi maior que
o F critico, para (a = 0,05). Os dados nao apresentam desvio de linearidade, pois o F calculado
(3,8744) foi menor que o F critico (4,1300).

Na Tabela 59 estdo mostrados os parametros da regresséo linear para o método para
guantificag@o de nimesulida no FGSSE (pH 1,2).

Tabela 59 - Pardmetros da regressao linear obtidos para a quantificacéo
espectrofotométrica da nimesulida em FGSSE (pH 1,2)

Parametro da

regressao Curva A
R? 0,9989
32630 = 273.7
-5075 + 1517
R 0,9975

Os valores dos coeficientes de determinacdo (R?) e correlacdo (R) foram superiores a
0,99 para a quantificacdo da nimesulida no FGSSE (pH 1,2). Assim, o método cumpre com o

requisito minimo de linearidade preconizado pela RE 899 (BRASIL, 2003).
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Seletividade

As varreduras espectrais realizadas para avaliacdo da seletividade do método

espectrofotométrico estdo na Figura 42 a seguir.

Em A, tem-se a varredura da solucdo da nimesulida logo apdés ser preparada, em
FGSSE (pH 1,2). Em B, tem-se a varredura da mesma solucdo da nimesulida, ap6s ser

exposta ao calor seco, a temperatura de 70 °C durante 4 horas, com auxilio de uma estufa.

Figura 42 - Avaliacdo da seletividade do método espectrofotométrico de
guantificacdo da nimesulida. Concentracdo da solucdo da nimesulida foi
de 10 pg/mL, em FGSSE (pH 1,2)
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Na Figura 42 é possivel observar que o método espectrofotométrico de quantificagéo
da nimesulida néo foi seletivo. O método nédo foi capaz de distinguir o farmaco de seu produto

de degradacao, formado a partir da degradacao forcada da substancia.

Nas andlises efetuadas neste trabalho, € indispensavel que o método para
guantificacdo da nimesulida seja seletivo, e consiga discriminar o possivel produto de

degradacéo formado.

Além disso, segundo a RE 899, (BRASIL, 2003) para testes quantitativos para a
determinacédo do principio ativo em produtos farmacéuticos ou matérias-primas é necessario a
comprovacao da seletividade do método, para que o mesmo seja considerado validado. Diante

do exposto, foi necessario desenvolver outro método para quantificacdo da nimesulida.
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