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RESUMO

Dissertacédo de Mestrado
Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA PARA AVALIACAO DA
LIBERACAQ IN VITRO E CONTROLE DE QUALIDADE DE
DICLOFENACO POTASSICO SUSPENSAO ORAL

AUTOR: Alexandre Machado Rubim
ORIENTADOR: Clarice Madalena Bueno Rolim
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 16 de janeiro de 2013.

O diclofenaco potassico (DPt), farmaco derivado do acido fenilacético, apresenta
propriedade anti-inflamatoria, analgésica e antitérmica, sendo assim indicado para o alivio
da dor na regiao lombar, artrite reumatoide e dor pds-operatéria. O DPt encontra-se no
mercado nas formas farmacéuticas de suspensao oral, dragea, supositorio, solucao
injetavel, comprimido dispersivel e comprimido, no entanto ndo foram encontrados na
literatura métodos analiticos para determinacédo de DPt em suspensao oral. Também nédo ha
relatos de métodos para avaliacdo da dissolucéo in vitro de suspensao oral contendo este
farmaco. Desta forma, no presente trabalho foram desenvolvidos e validados métodos por
cromatografia a liquido de alta eficiéncia para quantificacdo e avaliacdo da porcentagem
dissolvida do farmaco. A determinacdo quantitativa foi realizada utilizando coluna Csg, fase
movel composta de metanol e tampédo fosfato pH 2,5 e fluxo de 1,0 mL/min. O método
guantitativo apresentou ser especifico, mesmo na presenca de possiveis produtos de
degradacéo, boa linearidade (r = 1,0), preciso (DPR < 2,0%) ser exato e robusto. O farmaco
demonstrou ser estavel em condi¢bes alcalinas e a alta temperatura, porém demonstrou
instabilidade quando exposto a condicdes 4cidas, oxidativas e na presenca da radiacao
ultravioleta. Para o desenvolvimento do método de dissolu¢éo utilizou-se como meio 900 mL
de solugdo aquosa contendo 0,3% de laurilsulfato de sodio, mantida a 37,0 + 0,5 °C,
utilizando aparato pa com velocidade de rotagdo de 50 rpm. Nestas condicdes, a liberagéo
de DPt foi superior a 85,0% em 30 minutos para ambos os lotes avaliados. O método
validado demonstrou ser especifico, linear (r > 0,99), e apresentou precisdo e exatidao
satisfatorias. Também se avaliou a estabilidade do farmaco no meio de dissolugéo, assim
como a possivel adsorgdo do farmaco no papel de filtragdo utilizado. Para ambos os ensaios
os resultados encontrados foram satisfatorios. Desta forma, os métodos desenvolvidos e
validados podem ser utilizados como métodos de rotina no controle de qualidade para

guantificacé@o e avaliagdo do perfil de dissolucdo de DPt suspenséao oral.

Palavras-chave: Dissolug&o. Diclofenaco Potassico. Cromatografia a Liquido de Alta
Eficiéncia (CLAE). Suspenséo oral.
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The diclofenac potassium (DPt) is a derivate of phenylacetic acid, with proprietary
anti-inflammatory, analgesic and antipyretic, thus indicated for the relief of low back pain,
rheumatoid arthritis and postoperative pain. The DPt is in the market for oral suspension
dosage forms, dragee, suppository, injectable solution, dispersible tablet and tablet. However
not been found in literature analytical method for determination of DPt in oral suspension.
There are also no reports of methods for evaluating the in vitro dissolution of oral suspension
containing the drug. Thus, in the present work were developed and validated methods by
liquid chromatography high efficiency for the quantification and assessment of drug
dissolution in oral suspension. Quantification of DPt was performed using column Cg, mobile
phase consisting of methanol and phosphate buffer pH 2.5 with a flow rate of 1.0 mL/min.
The quantitative method was shown to be specific, even in the presence of possible
degradation products, good linearity (r = 1.0), precise (RSD < 2.0%) and having adequate
accuracy and robustness. The drug demonstrated to be stable under alkaline conditions and
high temperature, but showed instability when exposed to conditions acid, oxidative and in
the presence of ultraviolet radiation. To develop the method of dissolving the best conditions
were 900 mL of aqueous solution containing 0.3% of sodium laurylsulfate, maintained at 37.0
+ 0.5 °C, using paddle apparatus with rotation speed of 50 rpm. Thus, the release of DPt was
greater than 85.0% at 30 minutes for both batches evaluated. The validated method proved
to be specific, linear (r > 0.99), and showed precision and accuracy satisfactory. We also
evaluated the stability of the drug in the dissolution medium selected, and the possible
adsorption of the drug on the paper filter used. For both the test results were satisfactory.
Thus, the methods developed and validated may be used as routine methods in quality

control for the quantification and evaluation of the dissolution profile of DPt oral suspension.

Keywords: Dissolution. Diclofenac potassium. High performance liquid chromatography
(HPLC). Oral suspension.
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1 INTRODUCAO

A Organizagdo Mundial da Saude estima que em 2025 o Brasil ocupe a sexta
posicao no mundo com relagdo ao nimero de pessoas idosas e este fator associado
a préatica da automedicacdo, habitos de vida, presenca de doencas especificas e
facilidade para aquisicdo de medicamentos, sdo alguns dos fatores que contribuem
para o aumento do uso dos mesmos, destacando-se a classe dos anti-inflamatorios
ndo esterbides (AINEs) (CORRER et al., 2007; FILHO et al., 2002; RODRIGUES et
al., 2009).

Os AINEs, sdo vendidos sem prescricdo médica e constituem a classe de
farmacos mais prescrita em todo o mundo, anualmente, nos Estados Unidos, séo
comercializados mais de 30 bilhdes de comprimidos e cerca de 70 milhdes de
prescricdes medicas (FILHO; LIMA, 2010; WOLF; LICHTENSTEIN; SINGH, 1999).
Esta classe de substancias tem por caracteristicas exercer atividade analgésica,
antipirética e anti-inflamatoria (ISSY; SAKATA, 2008).

O diclofenaco potassico (DPt) é um (AINE) derivado do éacido fenilacético
indicado para o tratamento da dor pds-operatéria ou trauma, tendinite, cefaleia, dor
oncoldgica e reumatica possui como principal mecanismo de acéo a inibicdo da
biossintese das prostaglandinas, as principais mediadoras da inflamacao (VANE,
1971; JANBROERS, 1987; ISSY; SAKATA, 2008; SANCHES; VILETTI, 2009;).

Na bibliografia consultada encontraram-se diversas metodologias analiticas
para o controle de qualidade de DPt matéria-prima, especialidades farmacéuticas,
assim como em fluidos biolégicos. Atualmente, monografias para analise de DPt
matéria-prima e especialidade farmacéutica comprimido estdo disponiveis nas
Farmacopeias Brasileira (2010), The United States Pharmacopeia (2012) e British
Pharmacopeia (2012).

Entre as diversas analises realizadas para o controle de qualidade da forma
farmacéutica suspensdo oral, destacam-se a determinacdo quantitativa dos
farmacos assim como a determinacdo da porcentagem de dissolucao in vitro, visto
gue, suspensdes orais sdo compostas por farmacos dispersos em um veiculo
liquido, no qual as particulas séo insoluveis e apés sua administracdo via oral, a

absorcao destes farmacos depende entre outros fatores de uma eficiente dissolucdo
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em fluidos bioldgicos para posteriormente serem absorvidos (ABDOU, 1989; ANSEL,;
ALLEN; POPOVICH, 2008; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Para assegurar a qualidade das especialidades farmacéuticas é necessario
gue os métodos analiticos utilizados fornecam resultados confidveis e interpretaveis
sobre a amostra, no entanto, estas metodologias devem passar por um processo de
avaliacdo denominado validacdo. A validacdo de uma metodologia analitica tem
como objetivo demonstrar que o método desenvolvido é apropriado para a finalidade
pretendida (RIBANI et al., 2004).

De acordo com International Conference on Harmonization (ICH, 2005),
resolucdo n° 899 de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003) e Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial (INMETRO, 2007) os principais
parametros que devem ser avaliados durante o processo de validacdo de
metodologia sdo especificidade, intervalo, linearidade, precisdo intermediaria,
repetibilidade, exatiddo, robustez, limite de quantificacdo e deteccéo.

Até o presente momento ndo foram encontradas em compéndios oficiais
metodologias analiticas para avaliacdo da liberacdo in vitro assim como
metodologias para determinacédo quantitativa de DPt suspenséao oral.

Conforme citado anteriormente, este trabalho justifica-se devido a inexisténcia
de metodologias analiticas para o controle de qualidade de DPt suspenséo oral. Este
trabalho teve como proposito o desenvolvimento de metodologia para a
guantificacdo de DPt suspensao oral, como também o desenvolvimento de um teste
de dissolucdo in vitro para avaliacdo da porcentagem dissolvida, utilizando-se da
cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) com deteccdo na regido do

ultravioleta.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anti-inflamatdérios nao esteroides (AINES)

A inflamacao é caracterizada como uma resposta do organismo frente a lesao
celular, caracterizando-se por ser um fendmeno complexo e dindmico promovido por
diferentes agentes lesivos, como do tipo fisico (radiacdo, queimadura, trauma),
biolégico (micro-organismo, reacdes imunoldgicas) ou quimico (substancia caustica)
(ZALDIVAR et al., 2005; SILVA, 2010).

Em processos inflamatorios localizados é preferivel o tratamento né&o
medicamentoso como a utilizacdo de gelo, repouso e imobiliza¢do, porém quando
ha o comprometimento sistémico deve-se optar pela utilizacdo dos AINEs. No
decorrer do tempo os medicamentos da classe dos anti-inflamatérios tornaram-se os
medicamentos de rotina para o combate de inflamacdes e dores lombares
proporcionando um alivio imediato (WANNMACHER; PASSOS, 2010). Em relato
feito por Piotto e colaboradores (2009), a classe de medicamentos com maior
frequéncia de utilizacdo em relacdo a automedicacdo foi a dos AINEs entre os
pacientes atendidos no pronto socorro da cidade de Taubaté.

Estes farmacos sao vistos como eficazes e seguros quando utilizados
corretamente, sendo muito utilizados por toda a populacdo mundial, porém podem
produzir inUmeros efeitos colaterais podendo até causar a morte (BRICKS; SILVA,
2005).

Os AINEs podem ter efeito central e periférico, aliviando a dor a partir do
bloqueio da sintese e da acdo de substancias que ativam o sistema nervoso. As
prostaglandinas séo as principais mediadoras da inflamacao, sendo assim o principal
alvo desta classe de medicamentos (VANE, 1971). Possuindo em comum efeito
antitérmico, analgésico e anti-inflamatério os AINEs representam um grupo
heterogéneo de farmacos com diferentes estruturas quimicas. A partir de sua
composicdo quimica estas substancias encontram-se divididas em grupos
farmacol6gicos com propriedades semelhantes, porém farmacos de um mesmo
grupo podem apresentar diferencas em relacdo a propriedades fisico quimicas,
farmacocinéticas, farmacodinamicas e metabdlicas (JACQZ-AIGRAIN; LITALIEN,
2001; CLARK; LAYTON; SHAKIR, 2004).
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De acordo com seu mecanismo de agao os AINEs podem ser divididos em
duas categorias: os inibidores n&o seletivos da enzima ciclo-oxigenase-2 (COX-2),
estes representados por diversos farmacos, entre eles a dipirona, paracetamol,
indometacina, diclofenaco potéssico e sddico, ibuprofeno, meloxicam e os inibidores
seletivos da enzima (COX-2), onde se destacam a nimesulida, celecoxibe,
etoricoxibe e valdecoxibe. Os AINEs mais antigos inibem tanto a ciclo-oxigenase-1
(COX-1), esta considerada enzima constitutiva e encontrada em plaquetas, rins e
estbmago, quanto a (COX-2), considerada induzida, pois € expressa durante o
processo inflamatério, sendo que os farmacos mais novos possuem acentuada
seletividade sobre esta tltima (WANNMACHER; PASSOS, 2010).

Acredita-se que a acgdo antitérmica, anti-inflamatéria e analgésica dos AINES,
decorra da acgdao inibitoria sobre a (COX-2), enquanto que os efeitos indesejaveis
sejam produzidos a partir da acdo sobre a (COX-1) (KUMMER; COELHO, 2002;
SILVA, 2010).

2.2 Diclofenaco potassico

2.2.1 Descricao e caracteristicas fisico-quimicas

Sintetizado pela primeira vez no final dos anos 70 e aprovado pelo Food and
Drug Administration (FDA, 1988), como primeiro farmaco anti-inflamatério nao
esteroide, o DPt (Figura 1), € um derivado do acido fenilacético existente nas formas
tri-hidratada, tetra-hidratada e anidra, porém apenas esta Ultima forma €& utilizadas
para preparacdo de produtos farmacéuticos, nao apresentando polimorfos
(CHUASUWAN et al., 2008; MITCHELL, et al., 1993; SCULLY; CLARKE; BARR,
1993).
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Figura 1 — Estrutura quimica do diclofenaco potassico (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010)

o Nome quimico: 2-[(2,6-diclorofenil) amino]-acido benzenoacético
. CAS: 15307-81-0
o DCB: diclofenaco potassico

. Formula: C14H10CI;KNO,

o Massa molecular: 334,24 g/mol

. pKa: 4,0 a 25 °C

o Coeficiente de particdo: 13,4

o Temperatura de fuséo: 295 °C a 300 °C

o Aparéncia: po cristalino, higroscopico, branco ou levemente amarelado

o Solubilidade: ligeiramente sollvel em agua, solivel em solucdes alcalinas e
metanol, muito pouco sollavel em acetona (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010; SALLMANN, 1986; THE UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2012).

O diclofenaco esta presente em mais de 120 paises, sendo o AINE mais
prescrito em todo o mundo, ocupando assim a 82 posicao na lista dos medicamentos
mais comercializados, no mercado nacional apresenta-se nas formas de sal livre, sal
potassico, sal sodico, dietilamdnio, resinato e em associacdo com a colestiramina. O
sal potassico é indicado para o tratamento da dor aguda, febre e inflamacéao e
guando comparado aos outros sais, € 0 que apresenta maior solubilidade,

promovendo uma maior velocidade e extensdo da sua absorcdo em uma
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administracao oral (BARTOLOMEI et al., 2006; BULARIO ELETRONICO ANVISA;
KOROLKOVAS, 2012; MITCHELL et al., 1993; SILVA, 2010).

2.2.2 Caracteristicas farmacocinéticas

O DPt é rapidamente absorvido por via oral, porém a presenca de alimentos
reduz sua concentracdo plasmatica maxima (Cmax) em torno de 40% a 60%. Ao
contrario do sal sédico que possui liberacdo retardada, o DPt é formulado para obter
uma dissolucdo sob condi¢des acidas do estomago (OLSON et al., 1997; TERHAAG
et al., 1991). Atinge Cmax para preparacdes ndo entéricas em torno de 10 a 30
minutos e para preparacdes entéricas em torno de 2 a 3 horas. Possui alta ligacao
as proteinas plasmaticas, principalmente a albumina, em torno de 99,5%, o que
acaba comprometendo em torno de 50% a 60% de sua biodisponibilidade, seu
tempo de meia vida é curto de 1 a 2 horas, tendo tendéncia a se acumular no liquido
sinovial, podendo persistir sua acao terapéutica mesmo quando ocorrer diminui¢ao
das concentracdes plasmaticas. Quando administrado por via parenteral, apresenta
uma area sob a curva (ASC) de concentracdo plasmatica equivalente ao dobro da
ASC quando administrado por via oral (SILVA, 2010; WILLIS et al., 1979).

O DPt sofre efeito significativo de primeira passagem, através das reacoes de
hidroxilacdo aromatica e conjugacao, transformando-se em 4-hidroxidiclofenaco,
com atividade anti-inflamatéria fraca, e outros metabdlitos inativos como 5-
hidroxidiclofenaco, 3-hidroxidiclofenaco, 4,5-dihidroxidiclofenaco e 3-hidroxi-4-
metoxidiclofenaco (Figura 2). ApOs hidroxilagdo, aproximadamente 65% de
diclofenaco € eliminado na urina e 35% através da bile, sendo 1% do farmaco
excretado na urina de forma inalterada (ANDERSON; DAVIES, 1997; BORT et al.,
1999; KOROLKOVAS, 2012; SILVA, 2010).
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Figura 2 — Estrutura quimica dos metabdlitos do diclofenaco (DEGEN; SCHNEIDER,
1981)

2.2.3 Mecanismo de acao

A partir de uma lesao tecidual, fosfolipases A2 liberam o acido araquidénico
das membranas fosfolipidicas, uma vez liberado este composto, 0 mesmo sera
metabolizado por duas vias enzimaticas: a via das ciclo-oxigenases COX-1 e 2,
produzindo assim as prostaglandinas, tromboxanos e prostaciclinas e a via das
lipoxigenases produzindo leucotrienos e lipoxinas (MONTEIRO et al., 2008;
SANCHES; VILETTI, 2009).

O efeito antipirético do diclofenaco ocorre a partir da sua acdo no hipotalamo,
ja os efeitos analgésicos e anti-inflamatoérios estdo relacionados com a inibicdo da
atividade das enzimas COX 1 e 2, devido a sua estrutura quimica possuir dois anéis
aromaticos onde estes possuem uma conformacéo torcida em relacdo um ao outro,
sendo assim apropriados para se ligarem ao sitio receptor destas enzimas. Acredita-
se que o efeito terapéutico do diclofenaco se dé a partir da inibicio da COX-2
enquanto que seus efeitos adversos no trato gastrintestinal e inibicdo da agregacao
plaquetéaria, sejam devidos a atuacdo na COX-1. A partir desta ligacdo ocorre a

diminuicdo da sintese das prostaglandinas, que sdo responsaveis pela producéo do
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eritema, vasodilatacdo e hiperalgesia (APPLETON, 1997; MOSER; SALLMANN;
WIESENBERG, 1990; TODD; SORKIN, 1988).

2.2.4 Indicacdes e usos

O DPt é indicado para alivio da dor na regiao lombar, dor pos-operatoria, artrite
reumatoide, osteoartrite, doenca articular degenerativa, dor musculo esquelética e
dores cronicas associadas ao cancer e a calculos renais, assim como em
procedimentos endodénticos. O DPt ndo é indicado para criancas com idade inferior
a 14 anos, exceto para casos especiais como artrite juvenil cronica
(GEORGOPOULO; ANASTASSIADIS; SYKARAS, 1986; JANBROERS, 1987; KU,
1986).

2.2.5 Contra indicacdes e reacdes adversas

Por ano, nos Estados Unidos, mais de 16.000 casos de morte e 100.000 casos
de hospitalizacdes ocorrem devido a toxicidade gastrointestinal em decorréncia do
uso crénico dos AINE (SINGH; TRIADAFILOPOULOQOS, 1999).

O DPt é contra indicado para pacientes com Uulcera intestinal ou gastrica,
gestantes ou mulheres em periodo de amamentacao e para pacientes que possuem
conhecida hipersensibilidade ao componente ativo ou a qualquer outro componente
da formulacdo. Também é contra indicado para pacientes que sofrem de asma e
renite aguda causadas pelo uso do acido acetilsalicilico ou outros farmacos que
possuam atividade inibidora da producdo da enzima prostaglandina sintetase (LACY
et al., 2011; McGETTIGAN; HENRY, 2006; SILVA, 2010).

O uso crénico de DPt pode levar a efeitos indesejaveis como producdo de
Ulcera péptica, insuficiéncia renal, toxicidade hepatica, dispepsia, ma digestéo, falta
de apetite, prisdo de ventre, hemorragia gastrointestinal, agranulocitose como
também a inibicdo plaquetaria (BOELSTERLI, 2003; KHAN; DIONNE, 2002; LARKAI
et al., 1987). Acredita-se que a toxicidade causada pelo diclofenaco tenha seu inicio
a partr dos metabdlitos 4 e 5-dihidroxidiclofenaco (MIYAMOTO; ZAHID;
UETRECHT, 1997; SHEN et al., 1999).

Efeitos indesejaveis com a utilizagdo do DPt atingem cerca de 20% dos

pacientes, o efeito hepatotoxico também ¢é frequente, chegando a 15% dos
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pacientes tratados e em casos mais raros pode ocorrer queda de cabelo, hematuaria
e anemia hemolitica (SILVA, 2010).

O diclofenaco também pode causar efeitos toxicos em animais, SWAN e
colaboradores (2006a), mencionaram que o diclofenaco possui como DLsy para
abutres na concentracdo de 0,098-0,225 mg/Kg, sendo responsavel por acdes
devastadoras nestas espécies residentes do continente asiatico e africano,
atribuindo este fato ao consumo pelos abutres de carcagas de animais previamente
tratados com este farmaco antes de suas mortes (PRAKASH et al., 2003; TAGGART
et al., 2007).

2.2.6 Principais interagdes

Devido a frequéncia da utilizacdo dos AINES, seu potencial para interacdes
com outras substancias € muito elevado. Em grande parte estas interacfes ocorrem
com o publico idoso, devido a presenca de patologias mais frequentes, levando
assim a um maior numero de farmacos a serem administrados. O DPt, por sua vez,
potencializa o efeito dos anticoagulantes (varfarina, heparina) e antiplaquetarios
(ticlopidina, clopidogrel) devido a sua alta ligacdo proteica, aumentando assim a
fracao livre destes farmacos (DUKES, 1990; BATTISTELLA et al., 2005).

Além de reduzir a atividade dos diuréticos, devido a estimularem a reabsorcao
de sbdio, o DPt também pode ter sua propria concentracdo plasmatica aumentada,
devido a diminuicdo do fluxo sanguineo renal e volume sanguineo. Por outro lado, o
uso concomitante de diclofenaco e misoprostol ou sucralfato, demanda de uma

diminuicdo dos niveis plasmaticos de diclofenaco (TRUC et al., 2000).

2.2.7 Posologia

Para adultos a dose recomendada da suspensao oral € de 50 a 75 mL (100 a
150 mg). Em casos mais leves 50 mL/dia geralmente sdo suficientes, devendo a
dose diaria ser fracionada em duas vezes. Nao exceder 75 mL/dia (CATAFLAM,
2010; FONSECA, 2011).
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2.3 Sistema de classificacdo biofarmacéutica

Proposto por Amidon e colaboradores (1995), o Sistema de Classificacéo
Biofarmacéutica (SCB) esta baseado nas caracteristicas de solubilidade e
permeabilidade intestinal dos farmacos, onde estes estdo divididos em 4 diferentes

categorias, conforme Tabela 1.

Tabela 1 — Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica.

Classe | Classe Il Classe lll Classe IV
Solubilidade Alta Baixa Alta Baixa
Permeabilidade Alta Alta Baixa Baixa

Fonte: AMIDON et al., 1995

O SCB pode ser util no auxilio da previsdo da absorcdo in vivo de uma
determinada substancia e identificar se a biodisponibilidade pode ser ou nao afetada
devido a alteragcdes do processo de producdo, concentracdo do farmaco e
componentes da formulacdo (KASIM et al., 2003). Este sistema sugere que quando
farmacos das classes | e Il possuirem mais que 85% de dissolugcdo em &acido
cloridrico 0,1 M, em no maximo 15 minutos, pode-se garantir que a
biodisponibilidade para estes produtos ndo € afetada pelo processo de dissolucéao
(AMIDON et al., 1995).

De acordo com Guidence for Industry (2000), para as formas farmacéuticas
sélidas orais de liberacdo imediata que contenham excipientes que nao afetam a
taxa ou extensdo da absorcdo, que possuam farmacos de solubilidade elevada e
ainda que possuam uma alta permeabilidade, podem ser dispensadas dos ensaios
de biodisponibilidade.

Baseado neste sistema o DPt é classificado como um farmaco da classe Il.
Farmacos pertencentes a esta classe, possuem como caracteristicas uma elevada
permeabilidade, mas com uma baixa solubilidade em meio aquoso, sendo que para
estes farmacos a dissolucao se torna um fator limitante para a absorcdo (AULTON,
2005; GUIDENCE FOR INDUSTRY, 2000).
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2.4 Métodos analiticos

O DPt esta disponivel em cinco diferentes formas farmacéuticas: suspensao
oral 2 mg/mL, drageas 50 mg, supositorio 75 mg, solucdo injetdvel 25 mg/mL,
comprimido dispersivel 44,3 mg, comprimido 50 mg (BULARIO ELETRONICO
ANVISA; KOROLKOVAS, 2012; SILVA, 2010).

As Farmacopeias Brasileira (2010), The United States Pharmacopeia (2012) e
British Pharmacopoeia (2012), possuem para analise quantitativa da matéria-prima e
forma farmacéutica comprimido, técnicas utilizando a titulacdo em meio ndo aquoso,
espectrofotometria e cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) com deteccédo
na regido do ultravioleta, porém ndo se encontrou na literatura pesquisada
metodologias para analise quantitativa e nem para a determinagcéo da porcentagem
dissolvida de DPt na forma farmacéutica suspenséao oral.

Conforme Tabela 2, estdo expostas algumas metodologias analiticas utilizadas
para quantificacdo de DPt em especialidades farmacéuticas e amostras biologicas,

encontradas na literatura pesquisada.

Tabela 2 — Metodologias analiticas empregadas para quantificacdo de DPt em
especialidade farmacéutica e amostras bioldgicas.

Amostra Met(')'do Fase. movel ou Coluna Referéncia
analitico diluente
CLAE-uy  lampdofosfato o o e cqg
Plasma A =275 nm de sodio 0,05 M (80A. 150 x 4,6 NAIDOO
(pH 4,85) : Acn ’mm) ' et al., 2009
(42,5 :57,5)
uv Acn : tampéo . ®
Plasma  f=282nm  fosfato (pH 7,5) N(ulczlg‘;s')l n:m(§8 H'szogia"'
(22,5:77,5)
Comprimido Espec. - Vis  Solucédo de cobre ~ ------m-mee- SOUZA;
A =680 nm (1 + TUBINO,
agua 2005
Acetato de

amonio 8,5 mM e

Plasma CLAE/EM/EM acido férmico Atlantis® — C18 SI;ASI;AN
0,005% (v/v) em (100 x 2,12 mm) 2008.'

agua : MeOH (35
. 65)
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Fosfato de
potassio ® :
CLAE - UV < - Merck™ — C8 SCALLION;
Plasma (= 582 nm mon;t;ﬂa_su;\gnz,ses (12,5x4,0mm,5 MOORE,
(pH.2 0) pm) 2009
(61 : 39)
Tampao fosfato ®
, Symmetry” — C18
. CLAE - UV (pH 8,0) : Acn ELKADY,
Comprimido A =282 nm (75: 35) - (35 : (150 x 4,6 mm, 5 2010

75) Hm)

UV: ultravioleta; Acn: acetonitrila; MeOH: metanol; Espec-Vis: espectrometria com deteccdo na
regido do visivel

2.5 Validagdo de metodologia analitica

Para o controle de qualidade de matérias-primas assim como de formas
farmacéuticas € de fundamental importancia a utilizacdo de metodologias analiticas
adequadas. O processo de validacdo deve garantir, através de estudos
experimentais, que o método analitico atenda as exigéncias das aplicacoes,
assegurando a confiabilidade dos resultados e se caracteriza por ser um processo
continuo, tendo seu inicio no planejamento da estratégia analitica e continua ao
longo de seu desenvolvimento (BRASIL, 2003; ICH, 2005; INMETRO, 2007).

Em nosso pais o0s 0rgdos que regulamentam o processo de validacdo de
métodos analiticos sdo o INMETRO e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria.

Os parametros ou figuras de mérito avaliados no processo de validacao,
descritos na literatura sao: intervalo, linearidade, especificidade, precisdo, exatidao,
robustez, limite de deteccéo e quantificacdo (BRASIL, 2003; INMETRO, 2007).

Segundo BRASIL (2003), os diferentes métodos sao classificados nas

seguintes categorias, conforme Tabela 3.

Tabela 3 — Classificacdo dos testes, segundo sua finalidade.

Testes quantitativos para determinacdo do principio ativo em

Categoria | o o _
produtos farmacéuticos ou matérias prima.

Testes quantitativos ou ensaio limite para determinacao de
Categoria Il | impurezas e produtos de degradacdo em produtos farmacéuticos e
matérias prima.
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Categoria IIl | Testes de performance (por exemplo: dissolucao, liberagéo do
ativo).

Categoria IV | Testes de identificacao.

Fonte: BRASIL (2003)

Para cada categoria citada, devera ser exigido um conjunto de testes, conforme
Tabela 4. Para os ensaios de determinacdo quantitativa de farmacos deve-se
considerar os parametros de especificidade, intervalo, linearidade, precisdo, exatidao
e robustez e para testes de performance considerar especificidade, linearidade,
precisdo e exatiddo (BRASIL, 2010).

Tabela 4 — Ensaios necessarios para a validacdo do método analitico, segundo sua
finalidade.

Categoria ll . :

Parametro Categoria | Cate“gljorla Cat?\%orla

Quantitativo  Ensaio limite
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Intervalo Sim Sim * * Nao
Precisao . . o . .
Repetibilidade Sim Sim Nao Sim Nao
Preciséo” _ o . NZo o NZo
Intermediaria
Limite gle Nao Nao Sim * Nao
deteccéo
Limite de N0 Sim N0 * NET
guantificacéo
Exatidao Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

* pode ser necessério, dependendo da natureza do teste especifico.

** se houver a comprovagdo da reprodutibilidade ndo é necessaria a comprovagdo da precisao
intermediaria

Fonte: BRASIL (2003)
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Previamente aos ensaios de validacdo de metodologias analiticas, deve-se
realizar uma avaliagdo do sistema que serd utilizado, com o objetivo de verificar se o
mesmo é capaz de fornecer dados com exatiddo e precisdo aceitaveis. Esta
avaliacdo € denominada adequabilidade do sistema e o0s parametros a serem
analisados assim como seus critérios de avaliacdo encontram-se na Tabela 5 (FDA,
1994; ICH, 2005).

Tabela 5 — Pardmetros analisados e seus critérios de avaliagéo.

Parametro Critérios
O pico de interesse deve estar separado de outros
Fator de capacidade (K) picos e do pico correspondente ao tempo morto
(tm), K> 2
Repetibilidade (DPR) RSD <1% paran>5
Rs > 2 entre o pico de interesse e o interferente
Resolucgéo (Rs) eluido mais préximo (impureza, produto de
degradacao)
Assimetria < 2, medida da qualidade da coluna cromatogréfica

Numero de pratos tedricos | Geralmente o valor de N é > 2000 para analises em
da coluna (N) CLAE
Fonte: RIBANI et al., 2004.

A especificidade € a capacidade do método em medir exatamente o composto
de interesse em presenca de outros componentes como impurezas, produtos de
degradacéo e componentes da matriz (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Linearidade € a capacidade de um método analitico em demonstrar que 0s
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracédo do analito presente
na amostra, dentro de um intervalo de concentracdo especificado (BRASIL, 2003;
ICH, 2005).

O intervalo € a faixa entre os limites de quantificacdo superior e inferior de um
método analitico. Esta faixa depende da aplicacdo pretendida pelo método e
geralmente é derivado do estudo de linearidade, conforme Tabela 6 (BRASIL, 2003;
ICH, 2005).
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Tabela 6 — Limites percentuais do teor de analito que devem estar contidos no
intervalo de linearidade (BRASIL, 2003).

Ensaio Alcance

Determinagéo quantitativa do
analito em matérias primas ou
em formas farmacéuticas

De 80% a 120% da concentracdo tedrica do
teste.

Do nivel de impureza esperado até 120% do
limite maximo especificado. Quando
apresentarem importancia toxicologica ou

Determinacao de impurezas efeitos farmacolégicos inesperados, os limites
de quantificacdo e deteccéo devem ser
adequados as quantidades de impurezas a
serem controladas.

De 70% a 130% da concentracao teorica do

Uniformidade de conteldo
teste

De + 20% sobre o valor especificado para o
intervalo. Caso a especificacdo para a
Ensaio de dissolucao dissolucdo envolva mais de um tempo, o
alcance do método deve incluir -20% sobre o
menor valor e +20% sobre o maior valor.

Fonte: BRASIL (2003)

A precisao é a avaliacao da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de uma mesma amostra. Pode ser considerada em trés niveis: precisao
intermediaria, repetibilidade e reprodutibilidade. A precisédo € avaliada através do
desvio padrao relativo (DPR) tendo este valor maximo aceitavel de até 5% (BRASIL,
2003; ICH, 2005).

A repetibilidade (preciséo intradia) € a concordancia dos resultados dentro de
um curto periodo de tempo, com o mesmo analista e instrumentacéo. E verificada
por, no minimo, 9 determina¢des, contemplando o intervalo linear do método, ou
seja, 3 concentracles, baixa, média e alta, com 3 réplicas cada ou minimo de 6
determinacdes a 100% da concentracdo do teste (BRASIL, 2003).

A precisdo intermediaria (precisdo interdia) € a concordancia entre 0s

resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes, com analistas
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diferentes e/ou equipamentos diferentes. Recomenda-se um minimo de 2 dias
diferentes (BRASIL, 2003).

A reprodutibilidade (preciséo inter laboratorial) é a concordancia entre os
resultados obtidos em laboratérios diferentes como em estudos colaborativos,
geralmente aplicados a padronizacdo de metodologia analitica, por exemplo, para
inclusdo de metodologia em farmacopeias (BRASIL, 2003).

O limite de deteccao (LD) corresponde a menor concentracdo da substancia de
interesse que pode ser detectada, porém ndo necessariamente quantificada, sob as
condi¢cbes analiticas estabelecidas pelo ensaio. No caso de métodos néo
instrumentais (CCD, titulacdo) esta determinacdo pode ser feita visualmente. No
caso de métodos instrumentais (CLAE, CG, absor¢cédo atdmica) a estimativa do valor
de deteccao pode ser realizada utilizando o valor do desvio padréo da resposta e da
inclinacéo da curva analitica (BRASIL, 2003).

O limite de quantificagdo corresponde a menor concentracdo da substancia de
interesse, que pode ser determinada com precisdo e exatiddo nas condicdes
analiticas estabelecidas pelo ensaio. Pode ser determinado utilizando o valor do
desvio padréo da resposta e da inclinacéo da curva analitica (BRASIL, 2003).

A exatiddo é o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados e um valor aceito de referencia. Deve ser determinada apdés o
estabelecimento da linearidade, intervalo e especificidade do método, sendo
verificada a partir de, no minimo, 9 determinacées contemplando o intervalo linear,
ou seja, 3 concentracfes, baixas, médias e altas, com 3 réplicas cada. E expressa
através das quantidades (porcentagem) da substancia de referencia recuperada na
substancia amostra apos adicdes em concentracdes diferentes (BRASIL, 2003; ICH,
2005).

A robustez corresponde a capacidade de um método de resistir a pequenas
modificacdes dos parametros (fatores) analiticos, indicando sua confianca durante o
seu uso normal. Fatores como variacdo do pH, composicéo e fluxo da fase movel,
assim como da temperatura, podem ser considerados na determinacao da robustez
do método analitico utilizando-se a CLAE (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Este parametro também pode ser avaliado de acordo com (INMETRO, 2007),
onde se utiliza o teste de Youden; Steiner (1975) para sua avaliagdo. Sao realizados
oito ensaios com uma combinacao fatorial dos efeitos, verificando qual combinacéo

destes efeitos apresenta uma maior variagao.
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2.6 Dissolucéao

A dissolucéo € o processo no qual uma substancia sélida entra em contato com
um solvente apropriado para produzir uma solugao, sendo este processo controlado
pela afinidade entre a substéncia e o solvente (BANAKAR, 1991; COSTA,; LOBO,
1999).

A dissolucdo de um sélido em um liquido, em geral, € composta por dois
estagios, o primeiro sendo uma reacao interfacial instantanea que resulta na
liberacdo de moléculas de soluto da fase sdlida, ocorrendo uma alteracéo de fase,
de modo que moléculas de sdélido tornam-se moléculas de soluto no solvente no qual
o cristal estd se dissolvendo. JA o segundo estdgio é caracterizado pela lenta
migracao das moléculas do soluto para o seio da solugéo, isto &, ocorre a difuséo de
soluto dissolvido através das camadas limitrofes que existem na interface solido
liquido, sendo este estagio, portanto o determinante para a velocidade global da
dissolugdo (AULTON, 2005).

2.6.1 Dissolucao e absorcao

Durante a dissolucéo, na superficie da particula sdélida do farmaco origina-se a
chamada camada de difusdo, onde esta € composta por moléculas dissolvidas no
fluido de dissolucdo. Posteriormente, as moléculas do farmaco entram em contato
com a mucosa, na qual serdo absorvidas. Para que ocorra um efeito terapéutico
eficaz, todo farmaco, deve ter uma solubilidade em agua, mesmo que limitada,
independente da sua via de administracdo como também, certo grau de
permeabilidade através do trato gastrointestinal (ANSEL et al., 2008; AULTON,
2005).

Caso o processo de dissolucdo do farmaco seja rapido a velocidade com que o
farmaco é absorvido depende da capacidade do mesmo em atravessar as
membranas biolégicas. Por outro lado, se a dissolucédo for lenta, devido a fatores
como formulacédo ou propriedades do farmaco, a dissolucéo é considerada um fator
limitante para o processo de absorcdo, influenciando assim na sua
biodisponibilidade (AULTON, 2005).

Biodisponibilidade adequada de um farmaco é o pré-requisito fundamental para

gue 0 mesmo possua uma desejada acao sistémica. A dissolucdo, muitas vezes se
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torna um passo limitante para a absor¢éo de certos farmacos quando administrados
por via oral, levando a baixos niveis plasmaticos e comprometendo em grande parte
a sua biodisponibilidade (DRESSMAN; REPAS, 2000).

2.6.2 Fatores que interferem na dissolucéo e absor¢cédo de farmacos

Diversos sao os fatores que podem influenciar a velocidade de dissolucao de
um farmaco bem como o seu transporte através das membranas biologicas, estes
fatores podem estar relacionados com as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco,
fatores fisiolégicos relacionados ao trato gastrintestinal e fatores relacionados a
forma farmacéutica (AULTON, 2005; FARINHA et al., 1997).

2.6.2.1 Fatores fisiologicos

Dentre os principais fatores que afetam a velocidade e extenséo da absorgéo
de farmacos no TGI, destacam-se o0 tempo de esvaziamento gastrico, este
influenciado pela presenca ou nao de alimentos, fluxo sanguineo, presenca de
tensoativos e volume luminal (DRESSMAN et al., 1998).

Farmacos com caracteristicas de baixa solubilidade ou com solubilidade pH
dependente sédo afetados devido as alteracdes péds-prandial, interferindo assim em
sua biodisponibilidade. Outros fatores como alteragdo do pH do meio, acdo das
enzimas, microbiota presente e area superficial de contato também podem alterar
significativamente a absorcdo de farmacos (MACHERAS; ARGYRAKIS, 1997,
ROUGE; BURI; DOELKER, 1996).

2.6.2.2 Fatores relacionados ao farmaco

2.6.2.2.1 Solubilidade e pH

A solubilidade de um farmaco esté intimamente ligada ao valor de pH do meio
no qual se encontra, pois apenas a fracdo dissolvida do farmaco é que sera
absorvida. Portanto, valores de pH dos fluidos do trato gastrintestinal, sdo fatores

importantes no grau de ionizacdo da molécula. Cabe salientar que, para o farmaco
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transpor as membranas celulares, estas com carater lipofilico, o farmaco devera
estar em sua forma néo ionizada (AULTON, 2005; DESESSO; JACOBSON, 2001).

2.6.2.2.2 Polimorfismo

A capacidade de uma molécula existir em diferentes formas cristalinas €
denominada polimorfismo, no entanto, essas diferencas podem produzir cristais com
modificacbes em suas propriedades termodinamicas, cinéticas, interfaciais, entre
outras. Os conhecimentos das propriedades relacionadas ao aspecto
biofarmacéutico sdo de extrema importancia, devendo o formulador estar atento as
possiveis alteracdes que o produto podera sofrer durante seu processo de producao
como também em seu armazenamento (BYRN et al., 1999).

Apenas uma das formas polimorficas sera estavel, sendo as demais
denominadas metaestaveis. As formas metaestaveis possuem a propriedade de
transformar-se na forma estavel ao longo do tempo. Em geral, a forma mais soluvel
€ aquela que se apresenta no estado amorfo (AULTON, 2005).

Geralmente o polimorfo mais estavel € aquele que apresenta um maior ponto
de fusado, sendo possivel correlacionar o ponto de fusdo de um determinado cristal e
sua respectiva velocidade de dissolu¢do. Para substancias que possuem um baixo
ponto de fusdo, estas possuem uma maior facilidade para liberarem uma molécula
durante o processo de dissolucdo, alterando significativamente sua
biodisponibilidade (AULTON, 2005; ANSEL et al., 2008).

2.6.2.2.3 Tamanho da particula

O aumento do tamanho da area superficial da particula em contato com o meio
provocara um aumento da velocidade de dissolucéo. Por outro lado, quanto menor a
area superficial da particula, menor sera a superficie de contato efetiva com o meio,
resultando em uma diminuicdo da biodisponibilidade (AULTON, 2005; ANSEL et al.,
2008). Farmacos com baixa solubilidade e de dissolucao lenta, sdo comercializados
em sua forma micronizada, aumentando assim a area superficial de contato e

consequentemente sua velocidade de dissolucdo (AULTON, 2005).
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2.6.2.3 Fatores inerentes a formulacao

Devido suas propriedades funcionais, 0s excipientes, apresentam diversas
funcdes quando fazem parte de uma forma farmacéutica, dentre elas a de diminuir a
irritacdo gastrica provocada por alguns farmacos, protecao e alteracéo da cinética de
liberacdo do farmaco, dentre outras, devendo ser escolhidos de forma criteriosa para
fazer parte de uma formulagéo (SHARGEL; YU, 1999).

Componentes como amido e croscarmelose sédica, quando utilizados como
desintegrantes, favorecem a dissolucdo, por outro lado, estearato de magnésio e
talco, quando utilizados como lubrificante e deslizante respectivamente, diminuem a
velocidade de dissolucao, devendo assim ser adicionados em quantidades minimas
(AULTON, 2005; ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

2.6.3 Ensaios de dissolucéo

O ensaio de dissolucdo de formas farmacéuticas € um teste farmacopeico
geralmente aplicado a comprimidos e capsulas, tendo por finalidade, determinar a
porcentagem da dose de farmaco liberada no meio de dissolucdo dentro do periodo
de tempo especificado na monografia de cada produto, quando o mesmo é
submetido a acdo de equipamento especifico, sob condicbes experimentais
especificas (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Durante o desenvolvimento de formulacdes como também na rotina de controle
de qualidade, os testes de dissolucdo sdo uma ferramenta importante para a
otimizacdo das formulacfes assim como manter um controle de qualidade lote a lote
dos produtos fabricados (AZARMI; ROA; LOBENBERG, 2007). A partir de 1999, no
Brasil, foram introduzidos os medicamentos genéricos e com iSSO 0S ensaios de
dissolucdo passaram a ser exigidos para o0 registro de medicamentos
(MARCOLONGO, 2003).

O estudo de dissolucdo é o método mais apropriado para avaliar, de forma in
vitro, a cinética de liberacdo de um farmaco contido em uma forma farmacéutica
sélida e/ou forma farmacéutica dispersa/suspensa, onde a quantidade acumulativa
de farmaco que passa para a solucdo é quantificada em funcdo do tempo, sendo
assim considerado uma ferramenta importante para avaliar os fatores que
influenciam sobre a biodisponibilidade (AULTON, 2005).
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Inicialmente os testes de dissolugcdo foram desenvolvidos para o controle de
qualidade e desenvolvimento de formas farmacéuticas soélidas. Porém, outras
apresentacoes devem ser avaliadas quanto a este ensaio, como por exemplo,
supositorios, comprimidos mastigaveis, preparacdes tépicas semi-sélidas, adesivos
transdérmicos e suspensodes orais (SIEWERT, 2003).

Para a utilizagéo do teste de dissolu¢cdo no controle de qualidade de produtos,
este, deve inicialmente ser desenvolvido e validado, sendo a especificidade,
preciséo, exatidao, estabilidade e a influéncia do tipo de filtro utilizado os principais
parametros avaliados (MARCOLONGO, 2003).

O estudo de dissolugéo pode ser avaliado a partir de 3 diferentes categorias de
especificacdo para andlise, sendo elas: especificagdo em um Unico ponto sendo Uutil
para rotina de testes de controle de qualidade, especificacdo em dois pontos,
adequada para estudo de dissolucdo para farmacos com baixa solubilidade e por
ultimo o perfil de dissolugéo, muito empregado para o desenvolvimento e otimizagcao
de formulacdes (FDA, 1997a).

De acordo com a forma farmacéutica em analise, condicbes e critérios de
avaliacdo estdo descritos na monografia individual do produto. Diversos sdo os
aparatos utilizados para a realizacdo deste ensaio, porém os aparatos 1 (cesto) e 2
(pés), sédo os mais utilizados para formas solidas (SIEWERT, 2003).

Primeiro a ser introduzido em farmacopeias, o aparato 1, apresenta a
vantagem de manter a forma farmacéutica suspensa, estando totalmente em
contanto com o meio de dissolucdo (DOKOUMETZIDIS; MACHERAS, 2006). Pode
apresentar como desvantagem uma grande variabilidade nos resultados, devido a
aderéncia da forma farmacéutica nas aberturas do aparato, formacdo de bolhas e
flutuacdo do material no interior do aparato (BORST; UGWU; BECKET, 1997).

Com relacdo ao aparato 2, este sendo o de primeira escolha para andlise de
suspensdes orais, apresenta como desvantagem a nao uniformidade de fluxo,
devido o material se depositar junto ao fundo da cuba de dissolucdo (BAI;
ARMENANTE, 2008; SIEWERT, 2003).

2.6.4 Comparacao dos perfis de dissolucao

A comparacédo de perfis de dissolucdo entre produtos ou lotes do mesmo

produto, é necessaria quando se deseja conhecer o comportamento in vitro das
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formulagbes antes de submeté-las a ensaios de Biodisponibilidade
Relativa/Bioequivaléncia, na isencédo destes estudos para menores dosagens e em
casos de alteracdes poOs-registro como tamanho do lote, alteragdo de equipamento,
alteracdo do local de fabricacdo, alteragcdo do processo de producdo, alteracdes
gualitativa e quantitativa de excipientes (BRASIL, 2009).

Para avaliacdo dos perfis de dissolugdo sdo utilizados os métodos modelo
dependente e independente (FDA, 1997a). Os métodos modelo dependente mais
aplicados a comparacao de perfis de dissolucdo sdo: ordem zero, primeira ordem,
Hixson-Crowell, Higushi, Weibull e Korsmeyer-Peppas. Os métodos modelo
independente podem ser divididos em testes de razdo (tempo de dissolu¢cdo médio,
area sob a curva ou razdo da porcentagem dissolvida), testes combinados (fatores f;
e f) ou procedimentos baseados em ANOVA (analise de variancia) (POLLI, 1996).

2.6.5. Dissolucéo de suspensodes

A forma farmacéutica suspensdo oral é caracterizada por possuir particulas
sélidas dispersas uniformemente em um meio liquido no qual o farmaco exibe
minima solubilidade, devido a este motivo, estudos de dissolucao in vitro sdo muito
importantes no que tange a velocidade e extenséo da liberagdo do farmaco (ANSEL
et al., 2008; AULTON, 2005; NASH, 1988).

Os fatores relacionados a esta forma farmacéutica que podem interferir no
processo de dissolucdo sdo: tamanho de particula, forma cristalina do farmaco,
viscosidade da formulacdo e presenca ou auséncia de tensoativos (ABDOU, 1989;
AULTON, 2005).

Diversos autores utilizam o aparato pa para realizacdo do teste de dissolucéo
em suspensdes orais e uma velocidade de rotacdo de 75 rpm, porém como esta
velocidade pode variar de 25 a 75 rpm, fator este que pode ser determinado a partir
de dados de viscosidade do produto, geralmente utiliza-se 25 rpm para formula¢cdes
de baixa viscosidade e 50 a 75 rpm para as formulacbes de alta viscosidade
(SIEWERT, 2003).

Na The United States Pharmacopeia (2012) e Britsh Pharmacopeia (2012), as
monografias dos farmacos alopurinol, indometacina, fenitoina, ibuprofeno, megestrol
e meloxicam, requerem ensaios de dissolu¢cao para suas respectivas suspensdes

orais.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo principal deste trabalho é o desenvolvimento de metodologia para
avaliacdo da liberacdo in vitro e determinacédo quantitativa de diclofenaco potéassico

suspensao oral.

3.2 Objetivos especificos

Desenvolver método analitico por cromatografia a liquido de alta eficiéncia com
deteccdo na regidao do ultravioleta para o doseamento de diclofenaco potassico

suspensao oral.

Desenvolver estudo de degradacdo forcada utilizando DPt SQR e avaliar a

interferéncia dos possiveis produtos de degradacédo em relacdo ao método proposto.

Desenvolver teste de dissolucdo para o controle de qualidade de diclofenaco

potassico suspensao oral.

Desenvolver método analitico por cromatografia a liquido de alta eficiéncia com
deteccdo na regido do ultravioleta para avaliar a porcentagem de dissolucdo de
diclofenaco potéassico suspenséao oral.

Verificar a estabilidade do DPt nas condi¢cbes propostas no ensaio de dissolugéo.

Comparar os perfis de dissolucdo de diferentes lotes de suspensao oral contendo
DPt.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras

4.1.1 Substancia quimica de referéncia (SQR) e composto relacionado A

Diclofenaco potassico — Produzido pela Farmacopeia Brasileira — Lote: 1053,
teor declarado: 99,8%. Diclofenaco composto relacionado A — Produzido pela The
United States Pharmacopeia - Lote: JOF294, teor declarado: 100,0%

4.1.2 Produto farmacéutico

Suspensédo oral contendo diclofenaco potassico 2 mg/mL* adquirido no
comeércio local.
* (Cataflam® produzido pelo laboratério Novartis Biociéncias, lotes: Z0047 e Z0O049A,
prazo de validade até 04/2013 e 11/2013 respectivamente, possuindo 0s seguintes
excipientes: acido citrico anidro, acido sorbico, aroma de morango, celulose
microcristalina, ciclamato de  sédio, hidroxietilcelulose,  metilparabeno,
propilparabeno, propilenoglicol destilado, estearato de glicerilpolioxietilenoglicol,

sacarina sodica cristalizada, sorbitol e agua deionizada).

4.1.3 Reagentes

. Acido cloridrico P.A (Merck)

. Agua purificada Milli-Q

o Fosfato de sddio monobasico anidro (Sigma Aldrich)
o Hidréxido de sédio (Sigma Aldrich)

o Laurilsulfato de sédio (Alpha Quimica)

o Metanol grau cromatografico (Merck)

o Peréxido de hidrogénio (Merck)

4.1.4 Equipamentos e acessorios
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o Balanca analitica, Bosch, modelo SAE 200

o Banho ultra-soénico, Unique, USC 1400

o Bomba de vacuo, Prismatec®, modelo 131

. Centrifuga, Centribio®, modelo TDL80-2B

o Coluna Phenomenex® Luna Cg 150 x 4,6 mm, porosidade 5 pm

o Cromatografo a liquido de alta eficiéncia Shimadzu Prominence equipado com
bomba modelo LC-20AT, detector modelo SPD-M20A, controlador CBM-20A,
integrador automatico computadorizado com software LC-Solution®, injetor
automatico SIL-20A e forno para coluna CTO-20AC Shimadzu.

o Dissolutor, Pharmatest®, modelo PTWS

o Espectrofotémetro UV/Vis, Shimadzu®, modelo 1650PC

o Membrana filtrante RC 0,45 pm, 47 mm, Sartorius®
. Papel filtro quantitativo faixa preta, Framex®

o Pipetador automatico, Brand®, modelo Transferpette
o Potencidmetro, Denver®, modelo Ultrabasic

o Purificador de 4gua Milli-Q A10, Millipore®
. Vidraria calibrada Brand®

. Viscosimetro, Broockfield®, modelo RV-DV I+

4.2 Metodologia

4.2.1 Método cromatografico através da CLAE para o doseamento de DPt

suspensao oral

4.2.1.1 Preparo das solucfes padrédo contendo DPt SQR, amostra suspensao oral e

amostra placebo

Para o preparo da solucdo contendo DPt SQR, pesou-se analiticamente o
equivalente a 10 mg de SQR e transferiu-se para baldo volumétrico de 10 mL,
completou-se o volume utilizando metanol e agua (70:30) como diluente. A sequir,

aliquota de 5 mL foi transferida para baldo volumétrico de 25 mL completando-se o
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volume com diluente. Apds, aliquota de 1,5 mL foi transferida para baldo volumétrico
de 10 mL, completando-se o volume com diluente (30 pg/mL).

Para o preparo da solu¢cdo amostra, pesou-se analiticamente o equivalente a 2
mg de DPt e transferiu-se para baldo volumétrico de 10 mL, completando-se o
volume com diluente. Apés, aliquota de 1,5 mL foi transferida para baldo volumétrico
de 10 mL completando-se o volume com diluente (30 pg/mL).

Para o preparo da amostra placebo, pesou-se analiticamente o placebo da
formulacdo referente a 2 mg de DPt e procedeu-se conforme preparo da solugéo

amostra.

4.2.1.2 Determinacao dos parametros cromatograficos

Baseando-se em metodologias oficiais e em trabalhos publicados por diversos
autores, conforme exposto na Tabela 2, testou-se diferentes tipos de fase movel e
proporgdes entre seus constituintes, colunas contendo diferentes tamanhos e fases
estacionarias, assim como diferentes volumes de injecdo das solucdes,
temperaturas do forno e vazao da fase movel.

Através da avaliacdo dos parametros cromatograficos, desenvolveu-se um
método analitico quantitativo para o doseamento de DPt em suspensdo oral,

utilizando as condi¢cdes cromatogréaficas descritas na tabela 7.

Tabela 7 — Condi¢cdes cromatograficas para o doseamento do DPt em suspenséo
oral por CLAE.

Parametro cromatogréfico Descricao

Fase movel Metanol : tampé&o fosfato pH 2,5 (70:30)
Diluente Metanol : Agua (70:30)

Vazéo da fase movel 1,0 mL/minuto

Temperatura 25°C

Deteccéao Ultravioleta (A = 275 nm)

Volume de injecao 20 L

Coluna Phenomenex® Luna Cg (150 x 4,6 mm, 5 um)
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4.2.1.3 Preparo da fase movel

4.2.1.3.1 Tampéo fosfato pH 2,5

Pesou-se 1,38 g de fosfato de s6édio monobasico anidro e com auxilio de 800
mL de agua ultrapura o mesmo foi dissolvido. Ap6s completa dissolucao, ajustou-se
o pH para 2,5 com acido fosforico e diluiu-se para 1000 mL com agua ultrapura.

A solucéo foi filtrada através de membrana de celulose regenerada 0,45 um e
47 mm de didmetro com auxilio de sistema de vacuo e desgaseificada com auxilio

de banho de ultrassom durante 10 minutos.

4.2.1.3.2 Metanol grau cromatografico

Com auxilio de membrana de celulose regenerada 0,45 pm, 47 mm de
didametro e sistema de vacuo, o metanol foi filtrado e desgaseificado em banho de

ultrassom durante 10 minutos.

4.2.1.4 Valida¢do do método de doseamento do DPt por CLAE

Para a validacdo do método foram avaliados 0s seguintes parametros:
intervalo, linearidade, seletividade, precisdo, exatiddo, robustez, limite de
guantificacdo e deteccdo. Também foram analisados o0s parametros de

adequabilidade do sistema cromatogréfico.

4.2.1.4.1 Adequabilidade do sistema cromatografico

Foram avaliados o fator de capacidade (K), assimetria e niumero de pratos
tedricos (N). Os valores obtidos foram calculados pelo software do equipamento.

Os testes de adequabilidade do sistema foram realizados a partir da analise de
cinco injecbes da solucdo SQR e solucdo amostra ambas em concentracdo de 30

png/mL, conforme preparadas no item 4.2.1.1.
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4.2.1.4.2 Intervalo e linearidade

O intervalo foi determinado a partir da analise das solu¢cbes de DPt SQR
contendo cinco niveis de concentracdes entre 50% a 150% em relacdo a
concentragéo de trabalho de 30 pg/mL.

Preparou-se uma solugdo de DPt SQR contendo 1 mg/mL em diluente. Com
auxilio de pipetador automatico, transferiu-se 5 mL para baldo volumétrico de 25 mL
e completou-se o volume com diluente. A seguir, aliquotas de 0,5, 1, 1,5,2e 2,5 mL
foram transferidas para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com
diluente. Foram obtidas as concentragdes do intervalo, respectivamente, 10, 20, 30,
40 e 50 pg/mL. Cada concentracao foi injetada em triplicata.

Apoés a avaliacdo dos cromatogramas obtidos, foram preparadas trés curvas
padrdo da SQR contendo cinco concentracdes onde se determinou a linearidade do
método.

Para construcdo da curva padrdo, preparou-se uma solucdo de DPt SQR
contendo 1 mg/mL em diluente. Com auxilio de pipetador automatico, transferiu-se 5
mL para baldo volumétrico de 25 mL e completou-se o volume com diluente. A
seguir, aliquotas de 0,5, 1, 1,5, 2 e 2,5 mL foram transferidas para baldo volumétrico
de 10 mL e completou-se o volume com diluente. Foram obtidas as concentracdes
da curva, respectivamente, 10, 20, 30, 40 e 50 pug/mL. Cada concentracédo da curva
foi injetada em triplicata.

A curva padréo foi realizada em triplicata e, com a area absoluta média obtida,
construiu-se um gréafico plotando-se area média versus concentracdo do farmaco
(Mg/mL). A curva padrdo e sua respectiva equacdo da reta foram determinadas
através do estudo de regressao linear, pelo método dos minimos quadrados e os
resultados foram avaliados, estatisticamente, através da analise de variancia
(ANOVA).

4.2.1.4.3 Especificidade
Para avaliar a especificidade do método, as solucdes de DPt SQR foram

submetidas a condicbes de estresse, com o0 objetivo da formacdo de possiveis

produtos de degradacao.
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A pureza do pico cromatogréafico referente ao DPt foi determinada com auxilio
do detector de arranjo de diodo (DAD). Todas as analises foram realizadas em
duplicata.

Também foi avaliada a possivel interferéncia dos excipientes da formulacéao,
sendo que nenhum outro composto deve eluir no mesmo tempo de retencao do DPt.

As condicOes de estresse e o preparo das solugcdes analisadas estao descritas

a sequir.

a) Hidrdlise alcalina (NaOH 0,1 M)

Preparou-se uma solugdo contendo a SQR em diluente, conforme descrito em
4.2.1.1 (1 mg/mL). Transferiu-se 5 mL desta solucdo para baldo volumétrico de 25
mL e completou-se o volume com NaOH 0,1 M. A solucao foi deixada em repouso e
avaliada nos tempos 0, 5 e 24 horas. Ap0s os tempos pré-determinados, aliquota de
1,5 mL foi transferida para baldo volumétrico de 10 mL, neutralizou-se a solugdo com

HCI 0,1 M e completou-se o volume com diluente (30 pg/mL).

b) Hidrolise acida (HCI 0,1 M)

Preparou-se uma solucdo contendo a SQR em diluente, conforme descrito em
4.2.1.1 (1 mg/mL). Transferiu-se 5 mL desta solucdo para um baldo volumétrico de
25 mL e completou-se o volume com HCI 0,1 M. A solucéo foi deixada em repouso e
avaliada nos tempos 0, 5 e 24 horas. Apos os tempos pré-determinados, aliquota de
1,5 mL foi transferida para baldo volumétrico de 10 mL, neutralizou-se a solucdo com

NaOH 0,1 M e completou-se o volume com diluente (30 pg/mL).

c) Oxidacao utilizando peroxido de hidrogénio (H,O, a 3%)

Preparou-se uma solucao contendo a SQR em diluente, conforme descrito em
4.2.1.1 (1 mg/mL). Transferiu-se 5 mL desta solucdo para um baldo volumétrico de
25 mL e completou-se o volume com H,O, a 3% (v/v). A solucdo foi deixada em
repouso, ao abrigo da luz, e avaliada nos tempos 0, 5 e 24 horas, apds o0s tempos
pré-determinados, aliquota de 1,5 mL foi transferida para baldo volumétrico de 10

mL e completou-se o volume com diluente (30 pg/mL).
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d) Fotdlise (luz ultravioleta A = 254 nm)

Preparou-se uma solucdo contendo a SQR em diluente, conforme descrito em
4.2.1.1 (1 mg/mL). Transferiu-se 5 mL desta solugdo para um baldo volumétrico de
25 mL e completou-se o volume com diluente. A solucéo foi transferida para cubetas
de quarto, expostas a lampada de radiacdo ultravioleta (254 nm) em camara
espelhada e avaliada nos tempos de 5 e 24 horas. ApOs cada tempo pré-
determinado, aliquota de 1,5 mL foi transferida para baldo volumétrico de 10 mL e
completou-se o volume com diluente (30 pug/mL).

Preparou-se outra solucdo contendo SQR da mesma forma descrita acima, no
qual foi submetida as mesmas condic¢des, porém protegida da luz com a utilizacdo
de papel aluminio.

e) Estufa80°C

Preparou-se uma solucao contendo a SQR em diluente, conforme descrito em
4.2.1.1 (1 mg/mL). Transferiu-se 5 mL desta solucdo para um baldo volumétrico de
25 mL e completou-se o volume com diluente. A solucéo foi deixada em estufa preé-
aquecida a 80 °C durante 24 horas, ap6s 5 horas e ao final das 24 horas, aliquota de
1,5 mL foi transferida para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume

com diluente (30 pg/mL).
f) Interferéncia dos excipientes da formulacéo
Preparou-se uma amostra placebo contendo os excipientes da suspenséao oral,
conforme item 4.2.1.1. Para o preparo deste placebo, as concentracfes de cada
excipiente foram baseadas na literatura (ROWE, SHESKEY e QUINN, 2009).
g) Diclofenaco composto relacionado A (N—(2,6—diclorofenil)indolin-2-ona)
Preparou-se uma solucdo contendo o composto relacionado A em diluente (1

mg/mL). Aliquota de 2 mL foi transferida para um baldo volumétrico de 10 mL e

completou-se o volume com diluente. Desta solucdo, aliquota de 1,5 mL foi
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transferida para baldo volumétrico de 10 mL, completando-se o volume com diluente
(30 pg/mL).

4.2.1.4.4 Precisao

Para avaliacdo da repetibilidade do método, foram realizadas trés
determinacdes, nas concentragbes de 10, 30 e 50 pg/mL, no mesmo dia e nas
mesmas condi¢des experimentais. A precisdo intermediaria foi obtida através da
determinacado do diclofenaco potassico, na concentracao de 30 pg/mL, em trés dias
diferentes por dois analistas diferentes. As amostras foram preparadas conforme
descrito a seguir.

Para ensaio de repetibilidade, pesou-se, analiticamente, o equivalente a 2 mg
de DPt e transferiu-se para baldo volumétrico de 10 mL, completou-se o volume com
diluente. Aliquotas de 0,5, 1,5 e 2,5 mL foram transferidas para balées volumétricos
de 10 mL completando-se os volumes com diluente, obtendo as respectivas
concentracdes de 10, 30 e 50 pg/mL.

Para ensaio de precisao intermediaria, pesou-se, analiticamente, o equivalente
a 2 mg de DPt e transferiu-se para baldo volumétrico de 10 mL, completou-se o
volume com diluente. Aliquotas de 1,5 mL foram transferidas para balGes
volumétricos de 10 mL completando-se o volume com diluente (30 pg/mL).

As solucdes foram injetadas em triplicata nas condicbes cromatograficas
estabelecidas. A quantidade de DPt presente nas amostras foi determinada através
da equacéao da reta, obtida da curva padréo.

A precisdo do método foi avaliada através do desvio padrao relativo (DPR).

4.2.1.4.5 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada através da adicdo de quantidade conhecida
da SQR na amostra.

Solucbes de DPt SQR e amostra foram preparadas ambas na concentracdo de
0,2 mg/mL em diluente. Transferiu-se 0,5 mL da solucdo amostra para balGes
volumétricos de 10 mL denominados A, R1, R2, R3 e R4. Adicionaram-se aliquotas
de 0,5, 1, 1,5 e 2 mL da solugdo SQR nos baldes R1, R2, R3 e R4, conforme
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descrito na Tabela 8. Completou-se o volume com diluente, a fim de se obter as

concentracgdes finais tedricas de 10, 20, 30, 40 e 50 pg/mL.

Tabela 8 — Preparo das solucdes para o teste de exatidao.

Balbes Volume da Volume da solugcdo Concentracgdo tedrica final
volumétricos amostra (mL) da SQR (mL) (ng/mL)
A 05 e 10
R1 0,5 0,5 20
R2 0,5 1 30
R3 0,5 15 40
R4 0,5 2 50

As solucgdes A, R1, R2, R3 e R4 foram preparadas e injetadas em triplicata.
As porcentagens de recuperacdo de DPt SQR foram calculadas através da

equacao 2:

R% = [(C; — Ca) / Csor] X 100 )

Onde,
Ct. concentracdo da solucao final, contendo DPt SQR e amostra (ug/mL);
Ca: concentracdo da solucdo amostra (ug/mL);

Csor: concentracao da solugéo padréo contendo DPt (ug/mL).

4.2.1.4.6 Robustez

A robustez foi avaliada através de pequenas modificacdes nos parametros do
método original. O planejamento do teste, conforme Tabela 9, foi realizado de
acordo com INMETRO (2007) e teste de Youden & Steiner (1975). Os parametros

(fatores) alterados para avaliacéo estao listados a seguir:

» Fluxo da fase movel: A (1,2 mL/minuto), a (0,8 mL/minuto);
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» Coluna cromatografica: B (Phenomenex® Gemini), b (SunFire®);
» Temperatura do forno: C (30 °C), c (20 °C);
» Concentracdo de metanol da fase movel: D (73%), d (67%);

» Tempo de ultrassom para o preparo da amostra: E (25 minutos), e (15 minutos).

Tabela 9 — Matriz de fatores para determinacao da robustez do método.

Valor do fator Combinacao ensaiada
1 2 3 4 5 6 7 8
Aoua A A A A a a a a
Boub B B b b B B b b
Couc C C C C C C C C
Doud D D d d d d D D
Eoue E e E e e E e E
Resultados S t u % w X y z

Os parametros A, a, B, b, C, c, D, d, E, e, foram calculados conforme equacdes
de 3a12.

A=(s+t+u+v)/4 (3) a=(w+x+y+2z)/4 (8)
B=(s+t+w+x)/4 (4) b=u+v+y+2)/4 (9
C=(s+u+w+y)/4(5) c=(t+v+x+2)/4 (10)
D=(s+t+y+2)/4 (6) d=(u+v+w+x)/4 (11)
E=(s+u+x+2)/4 (7) e=(t+v+w+y)/4 (12)

De acordo com Nogueira e colaboradores (2011), o método sera robusto se as
condicdes 1 e 2 forem atendidas:

Condicao 1: (para fator A e demais fatores), teor médio de DPt obtido no ensaio
de precisao intermediaria — 5% deste valor < A = teor médio de DPt obtido no ensaio
de preciséo intermediaria + 5% deste valor.

Condicao 2: (para fator A e demais fatores), A — a < 3% em relagédo ao teor de
DPt.

Para avaliacdo deste ensaio, preparou-se solucdo contendo amostra conforme
item4.2.1.1.
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As amostras foram analisadas, em triplicata em cada uma das combinacgdes
ensaiadas e as concentracdes de DPt presentes nas amostras foram determinadas a

partir da equacgao da reta, obtida da curva padréo.

4.2.1.4.7 Limite de deteccao (LD) e limite de quantificagao (LQ)

O limite de deteccao e quantificacao foi calculado a partir dos dados obtidos da
equacdao da reta da curva analitica, conforme equacéo 13 e equacéo 14:

LD=3xs (13)
S

LQ=10xs (14)
S

onde,
s € o desvio padrao do coeficiente linear da equacéo e S é o coeficiente angular da
curva de calibracdo (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

4.2.2 Desenvolvimento do ensaio de dissolucao

O desenvolvimento do ensaio de dissolucdo foi realizado com base em
informacdes acerca do DP disponiveis na literatura. Conforme caracteristicas fisico-
guimicas, farmacocinéticas, estabilidade do DP e testes pré-liminares, se determinou
o volume e o tipo de meio de dissolucdo assim como a velocidade mais apropriada
de rotacdo do aparato. O aparato utilizado para a validacdo do método foi o 2
(aparato pa), sendo este o recomendado para o0 estudo de dissolucdo de
suspensdes (SIEWERT, 2003).

4.2.2.1 Determinacdo da solubilidade de DPt em diferentes meios

A solubilidade do DPt foi determinada utilizando uma quantidade equivalente a

maior dose do farmaco administrada por dia em 300 mL de meios tampao fosfato pH
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6,8 e 7,4, agua + laurilsulfato de sédio (LSS) 0,3%, 0,5%, 1,0% e 1,5% (p/v)
(BRASIL, 2010; THE UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2012).

Para a realizacdo do ensaio foram transferidos, em triplicata, para béquers, 25
mL de cada meio de dissolucéo testado. Adicionaram-se quantidade exata de 11,0
mg de DPt SQR em cada meio. Os béquers foram mantidos fechados, sob agitacdo
magnética a 37 °C durante o periodo de 24 horas. Apés este periodo, aliquotas
foram retiradas e filtradas em filtros de membrana 0,45 um e diluidas até
concentragcédo de 10 pg/mL com os respectivos meios testados.

Prepararam-se curvas padrao de DPt SQR nas concentracdes de 6, 8, 10, 12 e
14 pg/mL utilizando como diluente os respectivos meios de dissolugéo testados. As
porcentagens dissolvidas foram determinadas utilizando espectrofotometro em
comprimento de onda de 275 nm.

4.2.2.2 Condi¢des do ensaio de dissolugéo

O ensaio de dissolucdo para DPt suspenséao oral foi desenvolvido utilizando o
aparato pa (2) e 900 mL de meio de dissolucdo a 37 °C = 0,5. A influéncia dos
diferentes meios de dissolucéo, tipo de filtro utilizado e velocidade de rotacédo do
aparato foram avaliados. Aliquotas de 5 mL da amostra foram coletadas em tempos
pré-determinados e filtradas. O volume do meio de dissolucéo retirado foi reposto, a
fim de manter o volume do meio constante.

Para todos o0s ensaios realizados no desenvolvimento deste método o
procedimento a seguir foi seguido: quantidades equivalentes a 10 mg de DPt foram
adicionadas a cada cuba contendo 900 mL de meio de dissolucdo a 37 °C + 0,5,
com auxilio de seringas, sendo as mesmas pesadas antes e depois da adicdo da
suspensao, a diferenca de peso foi relacionada com a densidade, para célculo da
dose real adicionada a cada cuba.

As condi¢des cromatograficas para avaliacdo do ensaio de dissolucdo para DPt

em suspensdao oral estdo descritas na Tabela 10.
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Tabela 10 — Condi¢cbes cromatograficas utilizadas no ensaio de dissolu¢cdo de DPt
em suspensao oral.

Parametro cromatogréfico Descrigcéo

Fase movel Metanol : tampéo fosfato pH 2,5 (70:30)
Diluente Agua + 0,3% de LSS

Vazéo da fase movel 1,0 mL/minuto

Temperatura 30°C

Deteccéo Ultravioleta (A = 275 nm)

Volume de injecao 20 pL

Coluna Phenomenex® Luna Cg (150 x 4,6 mm, 5 pm)

4.2.2.3 Estabilidade do farmaco no meio de dissolucdo

Realizou-se a dissolucdo da amostra (n = 3) sob condi¢cdes previamente
selecionadas. As amostras foram coletadas apos 2 horas e injetadas no sistema
CLAE nos tempos 0, 12 e 24 horas.

As porcentagens dissolvidas foram determinadas a partir da equacéo da reta

obtida no ensaio de linearidade conforme descrito em 4.2.2.5.2.

4.2.2.4 Influéncia do filtro

Este estudo tem por finalidade avaliar se o farmaco tera uma adsorcdo na
membrana polimérica filtrante. Para realizacdo da analise, amostra contendo DPt (n
= 3) foi submetida ao ensaio de dissolucdo e apos o tempo pré-determinado, foram
coletadas. A amostra denominada “A” foi filtrada normalmente, utilizando filtros F.
Maia cédigo 41 e outra amostra, denominada “B” foi apenas centrifugada. As
concentragcbes das amostras foram determinadas utilizando sistema CLAE
previamente validado. Foi utilizado como referencia os resultados obtidos com a
solugao “B”. O critério de aceitacao para a perda por adsor¢cao € de no maximo 5,0%
(LINDENBERG et al., 2005).
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4.2.2.5 Validacdo do método CLAE para determinacdo da porcentagem dissolvida
de DPt em suspenséao oral

Para a validacdo do método foram avaliados 0s seguintes parametros:
especificidade, linearidade, exatidao e precisdo (BRASIL, 2003; ICH, 2005;
THE UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2012).

4.2.2.5.1 Especificidade

A especificidade do método foi determinada utilizando-se amostra placebo. As
concentragdes de cada excipiente foram baseadas na literatura (ROWE; SHESKEY;
QUINN, 2009) e calculadas a partir de um frasco (120 mL) de suspenséo oral.

Em cubas (n = 3) contendo 900 mL do meio de dissolucéo selecionado e pré-
aquecido a 37 °C = 0,5 foram adicionadas a suspensao placebo. Utilizou-se rotacéo
de 150 rpm por 2 horas. Apo0s este periodo, aliquota de 5 mL foi retirada e filtrada.

4.2.2.5.2 Intervalo e linearidade

Para construcdo da curva padréo, pesou-se o equivalente a 10 mg de DPt SQR
e transferiu-se para baldo volumétrico de 10 mL. Foram adicionados 2 mL de
metanol e completou-se o volume com meio de dissolucdo (1 mg/mL). Com auxilio
de pipetador automatico, transferiu-se 2,5 mL para baldo volumétrico de 25 mL e
completou-se o volume com meio de dissolugéo. A seguir, aliquotas de 0,5, 1,5, 2,5,
3,5 e 4,5 mL foram transferidas para baldes volumétricos de 25 mL e completou-se o
volume com mesmo diluente. Foram obtidos os pontos da curva, respectivamente, 2,
6, 10, 14 e 18 pg/mL. Cada ponto foi injetado em triplicata.

A curva padrdo e sua respectiva equacdo da reta foram determinadas através
do estudo de regressao linear, pelo método dos minimos quadrados e os resultados

foram avaliados, estatisticamente, através da analise de variancia (ANOVA).

4.2.2.5.3 Exatidao e precisao

A exatiddo do método foi determinada através do método de recuperacdo de

guantidades conhecidas de DPt SQR adicionadas ao placebo.
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Para o preparo da solucdo padrdo, pesou-se o equivalente a 50 mg de DPt e
transferiu-se para baldo volumétrico de 10 mL, adicionou-se 2 mL de metanol e o
volume foi completado com meio de dissolucdo (5 mg/mL). A partir desta solugao,
aliqguotas de 0,36, 1,8 e 3,24 mL, correspondentes a 2, 10 e 18 pg/mL
respectivamente, foram adicionadas nas cubas contendo amostra placebo e 900 mL
de meio de dissolu¢éo selecionado e pré-aquecido a 37 °C + 0,5. Ao final do ensaio,
aliquotas do meio foram coletadas, filtradas e analisadas por CLAE. O ensaio foi
realizado durante trés dias. A precisdo intermediaria e repetibilidade foram avaliadas
com base no DPR dos dados de recuperacgao.

4.2.2.6 Comparagéao dos perfis de dissolugéo

Devido a auséncia no comércio de outros produtos, genéricos e similares,
contendo suspensdo oral de DPt, se procedeu a aquisicdo de um novo lote do
produto (Lote: Z0049A), a fim de realizar o perfil de dissolugdo comparativo entre os
lotes.

Para comparacdo dos perfis de dissolucdo, utlizou-se meétodo modelo
independente empregando fator de diferenca (f;), sendo este a porcentagem de
diferenca entre os dois perfis avaliados a cada tempo de coleta, correspondendo a
medida do erro relativo entre os perfis, e o fator de semelhanca (f,), sendo este a
medida de semelhanca entre as porcentagens dissolvidas em ambos os perfis
(BRASIL, 2010; FDA, 1997a).

Realizou-se o perfil de dissolugcédo (n = 12) dos diferentes lotes sob condi¢des
previamente selecionadas. As amostras foram coletadas nos tempos de 5, 10, 15, 30
e 60 minutos, gerando assim o perfil de dissolucdo de ambos os medicamentos.

O fator (f;) e (f;) foram calculados conforme equagdes 15 e 16,

respectivamente:

fi={[ Zet" | Rt- Te| 1/ [Ze” Re ) x 100 (15)

f,=50 x log {[1+(1/n)Z=1" (Rt - TYZ*° x 100} (16)

onde,

n = numero de tempos de coleta;
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T: = valor da porcentagem dissolvida do segundo lote do medicamento, no tempo t;
Rt = valor da porcentagem dissolvida no tempo t, obtido com o medicamento em que
o método foi desenvolvido e validado.

Para que os perfis de dissolugédo sejam considerados semelhantes os valores
encontrados para f; e f, deverdo estar compreendidos entre 0 a 15 e 50 a 100,
respectivamente. O coeficiente de variagcdo (CV) para os dois primeiros pontos de
coleta deve ser inferior a 20% e para os demais considerar o maximo de 10%
(BRASIL, 2010; FDA, 1997a).

4.2.2.7 Cinética de dissolucdo

Quatro diferentes modelos matematicos foram utilizados para avaliar a cinética
de liberacdo do DPt: ordem zero, primeira ordem, Hixon-Croweel e Higuchi, sendo
suas respectivas equacdes demonstradas na Tabela 11. Para construgcéo das curvas
de liberacao, utilizou-se apenas um ponto acima de 80% de farmaco dissolvido.
Determinou-se o melhor modelo matematico com base nos valores do coeficiente de
determinacdo (R?). Para caracterizacéo do perfil de liberacdo do DPt o célculo da
eficiéncia de dissolucdo (ED%) foi utilizado (COSTA; LOBO, 2001).

Tabela 11 — Modelos matematicos utilizados para representar o perfil de dissolucéo
de suspensao oral contendo DPt.

Cinética de ordem zero Q: = Qo + Kot

Cinética de primeira ordem log Q: = log Qo + (Kit) / 2.303
Modelo de Hixson-Crowell Fe = Knt?

Modelo de Higushi Wol® = W = Kt

Q: = quantidade de farmaco dissolvido no tempo t; Qo = quantidade inicial de farmaco na solucéo; Ko
e K; = constantes de zero e primeira ordens, respectivamente.

fi = quantidade de farmaco liberado no tempo t por unidade de superficie; K, = constante de
dissolucéo de Higushi

W, = quantidade inicial de farmaco na forma farmacéutica; W, = quantidade remanescente de farmaco
na forma farmacéutica no tempo t; K; = constante de integracao da relacdo superficie-volume
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlise quantitativa do diclofenaco potassico suspenséo oral

5.1.1 Validacdo de metodologia analitica para forma farmacéutica suspensao

oral

Para o desenvolvimento da metodologia para quantificacdo de DPt, foram
realizados testes preliminares com o objetivo de otimizar as condicdes
cromatograficas, sendo testados diferentes tipos e proporcdes de solventes da fase

movel, colunas cromatogréficas, fluxos e comprimento de onda.

5.1.1.1 Adequabilidade do sistema cromatografico

As condicOes utilizadas para a determinacdo de DPt em suspenséo oral estao
descritas na Tabela 7. Estas condi¢cdes foram selecionadas com base nos melhores
valores encontrados em relacdo ao numero de pratos teodricos, assimetria do pico de
retencéo, fator de capacidade e tempo de retencdo do farmaco.

Os valores médios dos parametros cromatograficos obtidos apos cinco injecoes
das solucbes SQR e amostra, ambas na concentracdo de 30 pug/mL, encontram-se
respectivamente nas Tabelas 10 e 11. Os cromatogramas obtidos com estas

solucdes encontram-se respectivamente nas Figuras 3 e 4.
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Figura 3 — Cromatograma da solucdo SQR de DPt (30 pg/mL). Condicdes
cromatogréficas: coluna Phenomenex® Luna Cg (150 x 4,6 mm, 5 pum); fase moével:
metanol, tamp&o fosfato pH 2,5 (70:30); fluxo: 1 mL/min; A= 275 nm.
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Tabela 12 — Parametros cromatogréficos obtidos com a solu¢cdo SQR de DPt (30

pg/mL), Figura 3.

Valor recomendado

Parametro Valor observado (FDA, 1994)
Numero de pratos tedéricos 7000 > 2000
Fator de capacidade 7,07 >2
Assimetria 1,13 <2
Tempo de retencao (minutos) 72 e

1 Detector A {275nm)
U;Z-: |

H02
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Figura 4 — Cromatograma da solucdo amostra de DPt (30 pg/mL). Condicbes
cromatogréficas: coluna Phenomenex® Luna Cg (150 x 4,6 mm, 5 pum); fase movel:
metanol, tampéo fosfato pH 2,5 (70:30); fluxo: 1 mL/min; A= 275 nm.

Tabela 13 — Parametros cromatograficos obtidos com a solu¢cdo amostra de DPt (30
pg/mL), Figura 4.

Parametro Valor observado
Numero de pratos tedricos 6910

Fator de capacidade 7,06
Assimetria 1,13
Tempo de retencao (minutos) 7,2
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Os testes de adequabilidade do sistema cromatografico sdo essenciais para
garantir que o equipamento utilizado esta apto a gerar resultados com precisédo e
exatiddo confiaveis. Os parametros a serem determinados assim como seus limites

aceitaveis encontram-se na Tabela 5.

Conforme exposto nas Tabelas 10 e 11, ap6s cinco injecdes consecutivas das
solucbes, os valores médios encontrados, estdo de acordo com os valores
preconizados pelo FDA, 1994.

5.1.1.2 Especificidade

A especificidade de um método analitico € a capacidade que 0 mesmo possui
de analisar a substancia de interesse mesmo quando esta se encontra em presenca
de outros componentes, tais como excipientes, outros ingredientes ativos, impurezas
e produtos de degradacédo (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

5.1.1.2.1 Interferéncia dos excipientes da formulacéo
As Figuras 5, 6 e 7 apresentam os cromatogramas referentes as solucdes

contendo o0s excipientes, amostra suspensdo oral e SQR respectivamente,

preparadas conforme item 4.2.1.1.
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Figura 5 — Cromatograma dos excipientes. Condicbes cromatograficas: coluna
Phenomenex® Luna Cg (150 x 4,6 mm, 5 pm); fase mével: metanol, tamp&o fosfato
pH 2,5 (70:30); fluxo: 1 mL/min; A= 275 nm.
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Figura 6 — Cromatograma da solugdo amostra suspensao oral de DPt. Condi¢cdes
cromatograficas: coluna Phenomenex® Luna Cg (150 x 4,6 mm, 5 um); fase movel:
metanol, tampéo fosfato pH 2,5 (70:30); fluxo: 1 mL/min; A= 275 nm.
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Figura 7 — Cromatograma da solucdo de DPt SQR. Condi¢cdes cromatogréficas:
coluna Phenomenex® Luna Cg (150 x 4,6 mm, 5 um); fase movel: metanol, tamp&o
fosfato pH 2,5 (70:30); fluxo: 1 mL/min; A= 275 nm.

A partir dos cromatogramas pode-se observar que nenhum dos excipientes da
formulacdo eluiu no mesmo tempo de retencédo referente ao pico do DPt, ndo
interferindo assim em sua determinacao.

No intuito de investigar a interferéncia de potenciais produtos de degradacéo,
submeteram-se as solucdes contendo DPt SQR a condi¢cBes de estresse conforme
item 4.2.1.4.3. Com auxilio de detector de arranjo de diodo (DAD) verificou-se a

pureza do pico cromatografico referente ao farmaco.

a) Hidrdlise alcalina (NaOH 0,1 M)
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A Figura 8 apresenta os cromatogramas referentes as solugdes contendo DPt
SQR submetidas a hidrolise alcalina (NaOH 0,1 M) por um periodo de 24 horas. O
teste de estresse ndo apresentou a formacdo de picos secundarios no
cromatograma, além disso, a area média do pico referente ao DPt manteve-se
constante durante os tempos 0, 5 e 24 horas. Para esta andlise a pureza do pico do
DPt foi de 1,0000.
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Figura 8 — Cromatogramas Al: solucdo de DPt SQR submetida a hidrdlise alcalina
tempo zero; A2: solucdo de DPt SQR submetida a hidrélise alcalina tempo 5 horas;
A3: solucédo de DPt SQR submetida a hidrélise alcalina tempo 24 horas.
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b) Hidrélise acida (HCI 0,1 M)

A Figura 9 apresenta os cromatogramas referentes as solugdes contendo DPt
SQR submetidas a hidrdlise &cida (HCI 0,1 M) por um periodo de 24 horas. O teste
de estresse ndo apresentou a formacdo de picos secundarios no cromatograma,
porém, no tempo zero e nos demais tempos 5 e 24 horas, houve uma diminuicdo
respectivamente em torno de 8,3%, 39,0% e 45,6% em relacdo a area média
referente ao pico do DPt indicando que o farmaco possa ter sofrido certa
degradacdo. A auséncia de picos secundarios possa ser justificada devido a néo
presenca de grupo(s) cromoéforo(s) nos possiveis produtos de degradacao formados.
Para esta analise a pureza do pico do DPt foi de 1,0000.
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Figura 9 — Cromatogramas Al: solucdo de DPt SQR submetida a hidrélise acida
tempo zero; A2: solucao de DPt SQR submetida a hidrélise acida tempo 5 horas; A3:
solucdo de DPt SQR submetida a hidrélise acida tempo 24 horas.

c) Oxidacéao (H.0O, a 3%)

A Figura 10 apresenta os cromatogramas referentes as solu¢des contendo DPt
SQR submetidas a oxidacao (H.O, a 3%) por um periodo de 24 horas. O teste de
estresse nao apresentou a formacgéo de picos secundarios no cromatograma, porem,
nos tempos de 5 e 24 horas, houve uma diminuicdo respectivamente em torno de
14,6% e 43,0% em relacdo a area média referente ao pico do DPt indicando que o
farmaco possa ter sofrido certa degradacdo. A auséncia de picos secundarios possa
ser justificada devido a ndo presenca de grupo(s) cromoéforo(s) nos possiveis
produtos de degradacao formados. Para esta analise a pureza do pico do DPt foi de
0,9999.
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Figura 10 — Cromatogramas Al: solucdo de DPt SQR submetida a oxidacdo tempo
zero; A2: solucdo de DPt SQR submetida a oxidacdo tempo 5 horas; A3: solucéo de
DPt SQR submetida a oxidagcédo tempo 24 horas.

d) Estufa (80 °C)

A Figura 11 apresenta os cromatogramas referentes as solu¢cdes contendo DPt
SQR submetidas a uma temperatura de 80 °C por um periodo de 24 horas. O teste
de estresse ndo apresentou a formacdo de picos secundarios no cromatograma,
além disso, a area média do pico referente ao DPt manteve-se constante durante os

tempos de 5 e 24 horas. Para esta analise a pureza do pico do DPt foi de 0,9999.
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Figura 11 — Cromatogramas Al: solucdo de DPt SQR submetida a temperatura de
80 °C tempo 5 horas; A2: solucdo de DPt SQR submetida a temperatura de 80 °C
tempo 24 horas.

e) Fotdlise (A =254 nm)

A Figura 12 apresenta os cromatogramas referentes as solu¢des contendo DPt
SQR submetidas a fotdlise (A = 254 nm) por um periodo de 24 horas. Conforme
Figura 12-Al, apdés 5 horas de exposicdo ocorreu uma diminuicdo em torno de
34,6% em relacdo a area média referente ao pico do DPt, como também houve o
aparecimento de um pico secundario com tempo de retencdo em torno de 3,6
minutos, sendo este um possivel produto de degradacéo.

Apés 24 horas de exposicdo, Figura 12-A2, a area média do pico do DPt
apresentou uma reducdo em torno de 86,5%. A area média do pico secundario,
tempo de retencdo de 3,6 minutos, aumentou, assim como ocorreram O
aparecimento de outros picos. Para esta andlise a pureza do pico do DPt foi de
1,0000.
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Com a finalidade de demonstrar que o aparecimento de possiveis produtos de
degradacdo foram originados a partir da exposicao a radiacdo ultravioleta e ndo ao
aquecimento produzido pela camara de foto-estabilidade, também foi colocada no
interior da camara uma solugéo contendo DPt SQR protegida da radiacéo por papel
aluminio. A area média apés periodo de 24 horas manteve-se constante, indicando
assim que a temperatura produzida no interior da camara ndo € capaz de formar
produtos de degradacéao.

A Figura 13 apresenta o cromatograma referente a solu¢do de diclofenaco
substancia relacionada A, no qual o tempo de retencéo para esta substancia foi em
torno de 3,6 minutos, sendo muito préximo ao tempo de retencdo do pico do
possivel produto de degradacéo apresentado na figura 12-A2. A partir disso, sugere-

se gque a substancia originada a partir desta condicdo de estresse seja a (N—(2,6—
diclorofenil)indolin—2—ona).
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Figura 12 — Cromatogramas Al: solucdo de DPt SQR submetida a fotdlise (A = 254

nm) tempo 5 horas; A2: solucdo de DPt SQR submetida a fotdlise (A = 254 nm )
tempo 24 horas.
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Figura 13 — Cromatograma da solucéo contendo substancia relacionada A, (N—(2,6—
diclorofenil)indolin~2—ona) do DPt. Condi¢cbes cromatogréficas: coluna
Phenomenex® Luna Cg (150 x 4,6 mm, 5 pm); fase mével: metanol, tampéo fosfato
pH 2,5 (70:30); fluxo: 1 mL/min; A=275 nm.

Com auxilio de detector DAD, os estudos de degradacao forcada do farmaco e
possivel interferéncia dos excipientes foram avaliados, demonstrando-se assim que
0 método desenvolvido utilizando CLAE é seletivo para determinacdo de DPt em

suspensao oral.
5.1.1.3 Intervalo e linearidade

Corresponde a capacidade da metodologia em demonstrar que os valores
obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do farmaco presente na
amostra dentro de um intervalo especificado. Recomenda-se que a linearidade seja
composta de no minimo 5 niveis de concentracdo dentro de um intervalo
especificado, conforme Tabela 6 (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

A linearidade do método foi determinada a partir da construcdo de 3 curvas
padrdo da SQR nas concentracdes de 10,0 a 50,0 ug/mL em fase mével conforme
item 4.2.1.4.2.

A Tabela 14 apresenta os valores das areas obtidas para cada nivel de

concentragdo da curva padréo.
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Tabela 14 — Valores de area obtidos a partir da curva padrdo de DPt SQR por CLAE.

Concentracao
(Hg/mL)

Area*

Média das areas *
epm

DPR

10,0

491992

485818 490341 + 2288,87 0,80

493213

20,0

911843

932410 926858 + 7592,35 1,41

936322

30,0

1386080

1386549 1386813 + 516,57 0,06

1387810

40,0

1809658

1861590 1834185 + 15060,82 1,42

1831307

50,0

2275684

2277328 2283366 + 6876,60 0,52

2297086

* Resultado de trés ensaios
e.p.m. - erro padrdo da média

A curva padrdo média obtida para o método foi determinada a partir de cinco

concentracfes e esta representada na Figura 14, assim como seu coeficiente de

correlacdo (r) e equacdo da reta, determinados através do estudo de regressao

linear, pelo método dos minimos quadrados.
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Figura 14 — Representagdo grafica da curva padrao média de DPt SQR.
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A partir da andlise de variancia (ANOVA) dos resultados da curva média
padrdo, Tabela 15, a curva padrdo ndo apresentou desvio de linearidade e
apresentou regressao linear significativa (p<0,05). Estes resultados, juntamente com
o coeficiente de correlacdo (r = 1), demonstram que esta curva média padrdo, na
faixa de concentragdo de 10,0 a 50,0 pug/mL, pode ser utilizada para a interpolagéo

dos valores experimentais, visando a determinacéo quantitativa desta substancia.

Tabela 15 — Andlise de variancia da curva padrao do DPt.

Fontes de | Soma dos Quadrado F F
variacao 9 guadrados médio calculado tabelado*
Entre 4 6059495743440 1514873935860 4498,43575 4,53
Enegfssao 1 6059222457392 6059222457392 179929315 5,99
Desvio de 3 273286048,132 91095349 0,27051 4,76
linearidade

Residuo 6 2020534275 336755712

Total 14 6,06152E+12

*significativo para p<0,05

5.1.1.4 Limite de deteccao (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

O LQ representa a menor quantidade do analito presente em uma amostra que
pode ser quantificado com preciséo e exatidao aceitaveis. O LD representa a menor
guantidade do analito presente em uma amostra que pode ser detectado, porém nao
necessariamente quantificado (BRASIL, 2003).

Para este método o LD e LQ foram calculados a partir dos dados obtidos da
equacao da curva padréo pelas equacfes 13 e 14, descritas no item 4.2.1.4.7. Os
resultados obtidos foram: LD= 0,02 pug/mL e LQ= 0,05 pg/mL.

5.1.1.5 Preciséo

A precisdo representa a dispersdo de resultados entre diferentes ensaios,

repetidos a partir de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes sob
condicdes definidas (BRASIL, 2003; INMETRO, 2007).
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Em validagdo de metodologias, a preciséo € avaliada em trés diferentes niveis:
precisdo intermediaria, repetibilidade e reprodutibilidade. A precisdo intermediéria
representa a concordancia dos resultados do mesmo laboratério, obtidos em dias
diferentes, pelo menos dois dias, com equipamentos e/ou analistas diferentes
(BRASIL, 2003; INMETRO, 2007).

A precisdo do método foi avaliada através dos valores de DPR da precisédo
intermediaria e repetibilidade, conforme descrito em 4.2.1.4.4.

Os valores experimentais obtidos para determinacao da precisao intermediaria
do método desenvolvido encontram-se descritos na tabela 16. O DPR médio entre
os analistas neste ensaio foi de 0,85%, estando assim abaixo do limite preconizado
de 5% (BRASIL, 2003).

Tabela 16 — Valores experimentais obtidos para o ensaio de precisdo intermediaria
de DPt suspenséao oral.

Dia N Analista 1 Analista 2
teor da amostra (%) teor da amostra (%)
1 100,56 100,73
1 2 102,86 100,84
3 100,71 103,52
1 100,89 101,87
2 2 100,09 101,92
3 100,61 101,99
1 99,85 101,16
3 2 99,13 101,15
3 101,26 102,51
Média (%) + DP 100,66 + 0,9246 101,74 + 0,8063
DPR dos analistas 0,92 0,79
Teor médio do ensaio (%) 101,20
DPR do ensaio 0,85
ANOVA F calculado F tabelado*
Entre dias 0,58 3,68
*p<0,05

DP — desvio padré@o
DPR - desvio padréo relativo
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Os resultados experimentais obtidos para precisdo intermediaria foram
avaliados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA), com a finalidade de
determinar se existe diferenca significativa entre os valores encontrados entre 0s
diferentes dias. Conforme demonstrado na Tabela 16, o valor encontrado para F
calculado é menor que o valor de F tabelado, indicando assim néo haver diferenca
significativa entre os resultados para um p<0,05.

A repetibilidade do método foi avaliada através do doseamento de DPt em
suspensao oral, em trés concentracfes diferentes, em um Unico dia (n = 3),
conforme descrito em 4.2.1.4.4.

Os valores experimentais obtidos para determinacdo da repetibilidade do
método desenvolvido encontram-se descritos na Tabela 17. O DPR médio para os
teores, neste ensaio foi de 1,21%, estando assim abaixo do limite maximo
preconizado de 5% (BRASIL, 2003).

Tabela 17 — Valores experimentais obtidos para o ensaio de repetibilidade de DPt
suspensao oral.

Concentracao da

amostra (1g/mL) Area Teor (%) Média (%) DPR (%)
491669 101,34
10 481432 99,06 99,81 1,33
481302 99,04
1407622 101,73
30 1367818 98,78 100,54 1,55
1399419 101,12
2279153 99,83
50 2311230 101,26 100,87 0,91
2317424 101,53
Média do ensaio (%) £ DP 100,41 +£1,2145
DPR médio do ensaio (%) 1,21
ANOVA F calculado F tabelado*
Entre concentragdes 0,52 5,14

*p<0,05
DPR - desvio padréo relativo

Os resultados experimentais obtidos para o ensaio de repetibilidade foram

avaliados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA), com a finalidade de
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determinar se existe diferenga significativa entre os valores encontrados nas
diferentes concentragbes analisadas. Conforme demonstrado na Tabela 17, o valor
encontrado para F calculado foi menor que o valor de F tabelado, indicando assim
nao haver diferenca significativa entre os resultados para um p < 0,05.

A partir dos valores de DPR obtidos, verifica-se que o método desenvolvido
apresenta uma determinacdo precisa quando realizada em dias e por analistas

diferentes e uma repetibilidade adequada para analises no mesmo dia.

5.1.1.6 Exatidao

A exatiddo de um método representa a proximidade dos resultados obtidos
em relacdo ao valor aceito como verdadeiro (BRASIL, 2003).

A exatiddo do método proposto foi determinada através da adicdo de
guantidade conhecida da SQR na amostra, em quatro diferentes niveis de
concentragéo, conforme descrito em 4.2.1.4.5. Os resultados experimentais obtidos

estao descritos na Tabela 18.

Tabela 18 — Valores experimentais obtidos para o ensaio de exatiddao de DPt
suspensao oral.

Baldo volumétrico Quantidade de SQR Media da quantidade de SQR

o recuperada*

10 mL adicionada (ug/mL) (ug/mL) %)
R1 10 20,39 101,95
R2 20 29,48 98,28
R3 30 39,79 99,48
R4 40 49,45 98,90

*média de 3 determinagdes

Os resultados obtidos no ensaio demonstram que o método proposto é exato,
uma vez que, as concentracdes determinadas estdo proximas aos valores
verdadeiros. O valor médio da porcentagem de recuperacdo da SQR foi de 99,65%.
O valor recomendado para os diferentes niveis de concentracdo deve ser de 98,0%
a 102,0% (BRASIL, 2003; ICH, 2005).
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5.1.1.7 Robustez

A robustez de um método analitico mede a capacidade que 0 mesmo
apresenta em resistir a pequenas variacoes em seus parametros, indicando assim
sua confiancga durante sua utilizagdo (BRASIL, 2003; INMETRO, 2007).

A avaliacdo da robustez deste método foi realizada conforme descrito em
4.2.1.4.6, utilizando método descrito por Youden & Steiner (1975), permitindo assim
ndo apenas avaliar a robustez do método, mas também ordenar a influéncia de cada
uma das variagdes nos resultados finais (INMETRO, 2007).

Para cada um dos parametros (fatores) de avaliacdo da robustez, foram
realizas injecdes em triplicata da amostra.

O método sera robusto se as condi¢des abaixo forem atendidas:

Condicéo 1: (para parédmetro A e demais parametros)

Teor de DPt — 5% deste valor < A < teor de DPt + 5% deste valor.
101,20 — 5% deste valor < A < 101,20 + 5% deste valor.
96,14% < A <£106,26%

Condicao 2: (para parametro A e demais parametros)

A —a = 3% do teor de DPt
A—-a=<3%de 101,20
A—a<3,04

Os resultados experimentais obtidos para as condicbes 1 e 2 estdo descritas
nas Tabelas 19 e 20 respectivamente. Conforme Tabela 19, o teor médio de DPt
encontrado foi de 100,56%, estando este valor muito proximo ao valor encontrado na
analise de precisdo, 101,20%. Em relacdo a condicdo 2, as variacdes realizadas nao
foram capazes de influenciar significativamente os resultados, estando todos os

valores obtidos, abaixo do limite maximo de 3,04 conforme Tabela 20.
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Tabela 19 — Combinacdes ensaiadas para avaliacdo da robustez do método
analitico, avaliando-se a condicéo 1.

Combinacao ensaiada

Resultados S t u % w X y z

Teor (%)* 99,52 101,50 99,76 100,43 101,34 101,14 98,43 102,34
Teor médio de DPt (%): 100,56
DPR (%): 1,26

Faixa aceitavel parateor de DPt (%): 96,14 < 101,20 = 106,26

*média de 3 determinacdes
DPR: desvio padréo relativo

Tabela 20 — Combinacbes ensaiadas para avaliacdo da robustez do meétodo
analitico, avaliando-se a condigéo 2.

Limites para

Teor de DPt (%) Diferencas (%) diferencas%
(3% * 101,20%)
A =100,30 a=100,81 A—-a=-0,51 3,04 Robusto
B =100,87 b =100,24 B-b=0,63 3,04 Robusto
C =99,76 c=101,35 C-c=-1,59 3,04 Robusto
D =100,44 d = 100,66 D-d=-0,22 3,04 Robusto
E =100,69 e = 100,42 E-e=0,27 3,04 Robusto
Média (%)* (A,a,B,b,C,c,D,d,E,e): 100,55
DP: 0,43

DPR (%): 0,43
*média de 3 determinacGes

Os cromatogramas referentes a cada parametro (fator) de variacado avaliados

no método proposto estdo demonstrados na Figura 15.
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Figura 15 — Robustez: cromatograma A: fator s; cromatograma B: fator ft;
cromatograma C: fator u; cromatograma D: fator v; cromatograma E: fator w;
cromatograma F: fator x; cromatograma G: fator y e cromatograma H: fator z.

As variacdes realizadas no método proposto ndo foram capazes de alterar
significativamente os teores de DPt na amostra, sendo que, em média, os teores de

DPt variaram de 98,43% a 102,34% em relagdo a condicdo 1 e em relacdo a
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condicao 2 todos os valores obtidos pela diferenca entre os parametros avaliados
foram inferiores a 3,04. Os resultados obtidos experimentalmente atenderam as
condicdes 1 e 2, sendo portanto considerado um método robusto para determinagéo

de DPt em suspenséao oral.

5.2 Desenvolvimento do ensaio de dissolucao

A avaliacdo e determinagcdo das condi¢cOes para a realizacdo dos testes de
dissolucdo para farmacos classe Il é de extrema importancia, pois farmacos desta
classe podem apresentar velocidade de dissolucdo como sendo a etapa limitante do
processo de absorcdo. O desenvolvimento de um teste de dissolucao confiavel,
simulando as condi¢cbes do trato gastrintestinal, pode demonstrar informacdes
relevantes a respeito da liberacdo do farmaco in vivo (FORTUNATO, 2005;
QURESHI, 2006).

5.2.1 Determinacao da solubilidade de DPt em diferentes meios

A solubilidade do farmaco foi determinada conforme item 4.2.2.1 sendo
expressa através da porcentagem dissolvida da dose. Os dados obtidos foram
utilizados como critério de escolha para o meio de dissolucdo, estando estes

apresentados na Tabela 21.

Tabela 21 — Porcentagem dissolvida de DPt SQR em diferentes meios de
dissolucéo.

Meio de dissolugao* Porcentagem dissolvida
apos 24 horas
Tampao fosfato (pH 6,8) 98,07
Tampao fosfato (pH 7,4) 99,93
Agua + 0,3% de LSS** 98,41
Agua + 0,5% de LSS 98,05
Agua + 1,0% de LSS 98,49
Agua + 1,5% de LSS 98,96

*Volume de meio: 25 mL
**|_SS: |laurilsulfato de sodio
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De acordo com os resultados obtidos o DPt apresentou alta solubilidade nos
diferentes meios testados, sendo assim, estes meios foram escolhidos para estudos
iniciais do ensaio de dissolu¢cédo de DPt suspensao oral.

Baseado nos resultados de solubilidade e dosagem do farmaco, a condicdo
sink foi satisfeita. O termo condicdo sink é definido como sendo o volume de no
minimo trés vezes 0 necessario para obter uma solugdo saturada do farmaco
(ROHRS, 2001; THE UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2012). Esta condicéo
deve ser mantida a fim de evitar que a velocidade de dissolucéo seja influenciada,
artificialmente, pela aproximagcdo da saturacdo durante a realizacdo do teste
(MARQUES; BROWN, 2002).

5.2.2 Determinacédo das condi¢cfes para o ensaio de dissolucéo

Parametros como a introducdo da amostra e velocidade de agitacdo devem ser
estabelecidos com base na viscosidade e na composi¢ao da formulagéo (SIEWERT,
2003).

Inicialmente os ensaios foram realizados utilizando o aparato pa com
velocidade de 75 rpm, contendo o volume de 900 mL dos seguintes meios: tampao
fosfato pH 6,8 e 7,4 e agua contendo laurilsulfato de sédio (LSS) nas concentracfes
de 0,3%, 0,5%, 1,0% e 1,5% (p/v). Todos os diferentes meios de dissolucdo foram
aquecidos a 37 °C = 0,5. As amostras foram coletadas nos tempos de 5, 10, 15, 30 e
60 minutos gerando as curvas dos perfis de dissolucdo versus o tempo.

Os perfis de dissolucao obtidos nos meios contendo tampéo pH 6,8 e 7,4 estéao
representados na Figura 16 e nos meios contendo agua + LSS em diferentes

concentracfes na Figura 17.
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Figura 16 — Perfil de dissolugdo médio das suspensbes de DPt (n = 12) nos meios
de dissolucao tampao fosfato pH 6,8 e pH 7,4 utilizando velocidade de rotacéo de 75

rpm.
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Figura 17 — Perfil de dissolucdo médio das suspensdes de DPt (n = 12) nos meios
de dissolucdo contendo agua + 0,3%, 0,5%, 1,0% e 1,5% de LSS utilizando

velocidade de rotacdo de 75 rpm.

Os valores em porcentagem obtidos experimentalmente apds os ensaios de
dissolucéo utilizando os meios citados anteriormente e velocidade de agitacdo do

aparato de 75 rpm encontram-se nas Tabelas 22 e 23.
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Tabela 22 — Teor de DPt dissolvido apos perfil de dissolugédo utilizando tampao

fosfato pH 6,8 e 7,4 como meio de dissolucéo e velocidade do aparato de 75 rpm.

(%) dissolvida de DPt (n = 12)

Tempo
(minutos) Tampao fosfato pH 6,8 Tampao fosfato pH 7,4
0 0

83,98 96,96
10 84,59 95,91
15 82,23 95,45
30 82,70 95,31
60 85,90 95,23

Tabela 23 — Teor de DPt dissolvido apos perfil de dissolucédo utilizando agua + 0,3%,
0,5%, 1,0% e 1,5% de LSS como meio de dissolucéo e velocidade do aparato de 75

rpm.
(%) dissolvida de DPt
Tempo — - . -
(minutos) Agua+0,3%de Agua+05%de Agua+1,0%de Agua+15%de
LSS LSS LSS LSS
0 0 0 0
62,10 75,24 78,92 85,06
10 78,09 89,37 92,75 96,57
15 88,01 96,68 96,54 98,75
30 96,68 101,24 97,89 98,05
60 99,92 101,69 97,38 98,44

Para os ensaios utilizando velocidade de rotacao do aparato de 75 rpm e meios

de dissolucdo contendo tampéo pH 6,8 e pH 7,4, verificou-se uma liberacdo muito

rapida do farmaco nos primeiros 5 minutos, 83,98%, 96,96%, respectivamente. Ao

compararmos a quantidade de DPt dissolvido utilizando agua + 0,3%, 0,5%, 1,0% e

1,5% de LSS, podemos perceber que a extensdo da liberacdo do DPt aumenta

guando a concentracdo de tensoativo no meio de dissolugdo aumenta, conforme

mostrado na Tabela 23.
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Devido a alta taxa de liberacdo do farmaco in vitro, talvez uma correlagéo in
vivo ndo seja possivel de ser estabelecida para os meios testados anteriormente.
Por este motivo, optou-se por dar continuidade nos ensaios utilizando os meios de
dissolucéo contendo agua + 0,3% e 0,5% de LSS.

Buscando retardar a velocidade de dissolucdo do farmaco nos meios de
dissolucdo contendo agua + 0,3% e 0,5% de LSS, a velocidade de rotacdo do
aparato foi alterada para 50 rpm. Os perfis de dissolucdo comparativos entre 0s
diferentes meios de dissolucédo contendo agua + 0,3% e 0,5% de LSS e velocidade

de 50 rpm, estdo demonstrados na Figura 18.
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Figura 18 — Perfis de dissolugcdo das amostras de DPt (n = 6) nos meios de
dissolucéo agua + 0,3% e 0,5% LSS, utilizando velocidade do aparato de 50 rpm.

Os valores em porcentagem obtidos experimentalmente apds os perfis de
dissolucéo utilizando agua + 0,3% e 0,5% de LSS como meios de dissolucdo e

velocidade de agitacdo do aparato de 50 rpm encontram-se na Tabela 24.

Tabela 24 — Teor de DPt dissolvido apos perfis de dissolucédo utilizando LSS 0,3% e
0,5% como meios de dissolucéo e velocidade do aparato de 50 rpm.

Tempo Agua + 0,3% de LSS Agua + 0,5% de LSS
(minutos) teor de DPt (%) teor de DPt (%)
0 0 0
5 43,60 53,76

10 58,92 70,59
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15 69,39 81,43
30 88,00 95,24
60 97,56 100,52

LSS — Laurilsulfato de sédio

Para ambos os meios de dissolugdo testados a velocidade de agitacdo do
aparato foi capaz de influenciar significativamente a taxa de liberagdo do farmaco em
cada tempo de coleta.

A partir da utilizacdo de agua + 0,3% de LSS como meio de dissolugéo e
agitagcado do aparato de 50 rpm, obteve-se um perfil de liberagdo mais lento do
farmaco estando este tipo de liberagdo, talvez o mais proximo de uma possivel
correlacao in vitro — in vivo (CIVIV). Recomendacdes do FDA (1997a) séo feitas para
utilizacdo da menor quantidade de tensoativo possivel no meio de dissolucédo, pois
guanto maior a concentracdo do tensoativo maior sera a dificuldade da obtencédo de
uma (CIVIV).

A partir dos resultados encontrados, foram selecionadas as melhores
condicBes para realizacdo do ensaio de dissolucdo in vitro para suspensao oral

contendo DPt, conforme Tabela 25.

Tabela 25 — Condicdes selecionadas para o ensaio de dissolucdo para suspensao
oral contendo DPt.

Meio de Temperatura Volume de meio Velocidade de Tempo final
dissolucéo (°C) (mL) agitacao (rpm) do teste

Agua + 0,3%

de LSS (p/v) 37+0,5 900 50 30

5.2.3 Estabilidade do farmaco no meio de dissolucao

Apés o teste de estabilidade da amostra, utilizando agua + 0,3% de LSS como
meio de dissolucdo, o DPt permaneceu estavel durante 24 horas, quando
armazenada a temperatura ambiente. Todos os resultados obtidos durante os

tempos de analise apresentaram-se de forma muito proximas ao valor inicial,
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conforme Tabela 26, sendo que nenhum produto de degradacédo foi observado

através da analise com detector DAD.

Tabela 26 — Estabilidade da amostra apos teste de dissolucéo.

Agua +0,3% de LSS Area média do pico pri,ncipal
(p/v) Tempo Apb6s 12 horas Apos 24 DPR (%)
Zero horas
AMOSra SUSpensao 477569 479444 475039 0,46

oral (n =3)

DPR: desvio padréo relativo

5.2.4 Interferéncia do tipo de filtro utilizado
O filtro utilizado na filtracdo das amostras ap0s ensaio de dissolugcéao foi o

F.Maia® cédigo 41. Os resultados obtidos apos filtragdo das amostras com este filtro

(solucdo A) e apos a centrifugacéo (solucao B) estdo demonstrados na Tabela 27.

Tabela 27 — Avaliacéo da adsorcéo do DPt no filtro utilizado.

% dissolvida de DPt’

Solucéo A Solucéo B
Suspenséao oral
contendo DPt 99,42 97,71
DP (%) 0,2914 0,6879
DPR (%) 0,29 0,70

"média de 3 analises
DP: desvio padréo
DPR: desvio padrao relativo

Conforme os resultados obtidos, os valores de adsorcdo do farmaco estéo
abaixo do maximo recomendado, sendo este de 5%, demonstrando assim que o
filtro utilizado ndo é capaz de adsorver o farmaco em estudo, podendo ser utilizado
com seguranca nos testes de dissolucdo para o controle de qualidade do produto
(LINDENBERG et al., 2005).
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5.2.3 Desenvolvimento e validagdo do método por CLAE para determinagédo de DPt
no ensaio de dissolucao

5.2.3.1 Especificidade

Os resultados de especificidade sugerem que o método cromatografico pode
ser usado para determinacdo de DPt ao final do ensaio de dissolugcdo, visto que
apos a injecdo da amostra placebo e o meio de dissolucdo, ndo houve a

interferéncia dos mesmos na analise conforme Figura 19.

mAU

204

mAU

30

20+

min

Figura 19 — Especificidade do método apos teste de dissolucdo utilizando agua +
0,3% de LSS (p/v) como meio de dissolucédo: cromatograma da amostra placebo (A)
e do DPt SQR (B).

5.2.3.2 Linearidade

A linearidade do método foi determinada a partir da constru¢do de 3 curvas
padrdo da SQR nas concentracdes de 2,0 a 18,0 pg/mL em agua + 0,3% de LSS
(p/v), conforme item 4.2.2.5.2.



81

A Tabela 28 apresenta os valores das &reas obtidas para cada nivel de

concentragdo da curva padrao.

Tabela 28 — Valores de area obtidos a partir da curva padréo de DPt SQR por CLAE.

Concentracao Area Média das areas + DPR (%)

(ug/mL) epm

93267
2,0 86491 90546 + 2066,71 3,95

91880

269419
6,0 255830 260415 + 4502,22 2,99

255997

445113
10,0 430531 434633 + 5281,18 2,10

428255

620563
14,0 507373 604702 + 7938,33 2,27

596170

776441
18,0 767140 770012 + 3220,67 0,72

766455

e.p.m.: erro padrao da média
DPR: desvio padrdo relativo

A curva média padréo obtida para o método foi determinada a partir de cinco
concentracfes e esta representada na Figura 20, assim como seu coeficiente de
correlacdo (r) e equacdo da reta, determinados através do estudo de regresséo

linear, pelo método dos minimos quadrados.



1010000
760000
510000

Area

260000
10000

y=42580x+ 6257
R=0,9999

2 4 6 8 10
Concentragao (

T
12 14 16 18 20
mcg/ml)

Figura 20 — Representacao grafica da curva padrao média de DPt SQR
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A partir da analise de variancia (ANOVA) dos resultados da curva meédia

padrdo, Tabela 29, a curva padrdo ndo apresentou desvio de linearidade e

apresentou regressao linear significativa (p < 0,05). Estes resultados, juntamente

com o coeficiente de correlacdo (r = 0,9999), demonstram que esta curva, na faixa

de concentracédo de 2,0 a 18,0 pug/mL, pode ser utilizada para a interpolacdo dos

valores experimentais, visando a determinacdo quantitativa do DPt a partir do teste

de dissolucéo.

Tabela 29 — Andlise de variancia da curva padrao do DPt.

Fontes de | Soma dos Quadrado F F
variacao 9 gquadrados medio calculado tabelado*
Entre 4 870351415 217587853  1729,43078 4,53
Regressao linear 1 870286147 870286147 6917,2044 5,99
Desvio de 3 65267778,1  21755926,04  0,17292 4,76
linearidade

Residuo 6 754888334 125814722

Total 14  8,71106E+11

*significativo para p<0,05
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5.2.3.3 Exatidao e preciséo

Para avaliacdo da exatiddo em testes de dissolucao o critério de recuperacao €
de 95,0% a 105,0% da quantidade adicionada de SQR (THE UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2012). A exatiddo do método foi considerada adequada no
intervalo de 95,43% a 103,14%, Tabela 30. Para avaliacdo da precisdo do método,
determinou-se a repetibilidade e precisdo intermedidria em trés niveis de
concentragdo (2,0; 10,0 e 18,0 pg/mL) durante trés dias. Os valores de DPR
encontrados, conforme Tabela 31, estdo de acordo com as especificacdes para este
parametro (DPR < 5%).

Tabela 30 — Exatidao do teste de dissolucdo da suspenséo oral contendo DPt.

Solucgéo padrao (ug/mL) Recuperacéo (%) (n = 6)
2 97,85
10 99,99
18 100,08
Recuperacao média (%) + e.p.m. 99,31 +0,3
(n=18) (95,43 - 103,14)

e.p.m.: erro padrdo da média

Tabela 31 — Preciséo do teste de dissolucdo da suspenséao oral contendo DPt.

Intradia (n=6) Teor médio (%) £ e.p.m DPR (%)
dia 1 101,13 £1,02 2,46
dia 2 97,82 £ 0,38 0,96
dia 3 98,98 + 0,83 2,06

Interdias (n=3) 99,31 +0,75 1,7

e.p.m.: erro padrao da média
DPR: desvio padrao relativo

5.2.4 Comparacéao dos perfis de dissolucéo

A comparacéao do perfil de dissolu¢céo € importante quando se deseja conhecer

o comportamento de dois produtos antes de submeté-los ao Estudo de
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Biodisponibilidade relativa/Bioequivaléncia, para alteracdes pos-registro, isencao de
estudos in vivo para menores dosagens assim como otimizar 0 pProcesso
farmacotécnico no desenvolvimento de novas formulagbes (BRASIL, 2010). Os
perfis de dissolugdo comparativos entre os diferentes lotes avaliados estédo

demonstrados na Figura 21.

120 4
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Figura 21 — Comparacéo dos perfis de dissolucéo (n = 12): Cataflam® lote ZOO47 e
Cataflam® lote ZOO49A. Condicbes do ensaio de dissolucdo: meio de dissolucdo
contendo agua + 0,3% de LSS a 37,0 £ 0,5°C.

Para a comparacao dos perfis de dissolucdo através do fator de diferenca (f;) e
fator de semelhanca (f,;) utilizou-se as equacfes descritas em 4.2.2.6. Os valores
encontrados foram: f; = 2,55 e f,= 72,65.

Os valores em porcentagem obtidos experimentalmente apds os perfis de
dissolucédo dos lotes de suspensdo oral contendo DPt assim como os valores de

DPR para cada tempo de coleta encontram-se na Tabela 32.

Tabela 32 — Porcentagens dissolvidas de DPt ap6s perfil de dissolucao.

% Média % Média
Tempo (min)  dissolvida DPR (%) dissolvida DPR (%)
Lote Z0047 * Lote ZO049A *
0 0 0 0 0
5 43,48 2,05 43,26 3,49
10 58,91 2,23 53,76 1,09

15 69,74 1,41 67,44 2,18
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30 88,16 1,49 89,73 2,54

60 98,89 1,38 99,06 1,81

*Média de 12 unidades testadas
DPR: desvio padréo relativo

Os resultados obtidos demonstram que os dois perfis de dissolugdo sao
considerados semelhantes, uma vez que os valores encontrados para f; e f, e 0s
valores de (DPR) estédo dentro das especificacdes permitidas. No entanto, apesar da
semelhanca entre os perfis de dissolugcéo in vitro, isto ndo garante que os produtos

sejam bioequivalentes.
5.2.5 Cinética de dissolucéo e eficiéncia de dissolucao

A patrtir dos resultados obtidos no perfil de dissolucéo do lote ZOO47 a cinética
de liberagéo foi avaliada. De acordo com os valores do coeficiente de determinagéo
(R? o perfil de dissolucdo foi mais bem descrito através do modelo de Hixson-
Crowell (1931) conforme Tabela 33. A partir deste modelo, pressupde-se que a
liberacdo é limitada pela taxa de dissolucédo das particulas do farmaco e nao pelo

processo de difusdo que ocorre na matriz polimérica (COSTA E LOBO, 2001).

Tabela 33 — Coeficiente de determinacédo (R?) dos modelos matematicos utilizados.

Coeficiente de Modelos matematicos
determinacdo  5ryem zero  Primeira ordem  Hixson-Crowell Higushi
R? 0,8429 0,7604 0,9981 0,9380

A eficiéncia de dissolucdo (ED) encontrada foi de 77,93%, esta ED pode ser
definida como a &rea sob a curva de dissolucédo até um determinado tempo t, pode
ser relacionada teoricamente com dados in vivo desde que a extensdo da absorcéo
do farmaco seja proporcional a concentracao dissolvida e ao tempo que 0 mesmo
permanece em contato com o trato gastrintestinal (FARINHA, PAIS, BICA, 1997;
KHAN, 1975).
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6 CONCLUSOES

v

O meétodo desenvolvido por CLAE para determinacdo quantitativa de DPt em
suspensao oral foi validado, dentro das condi¢Ges estabelecidas demonstrando
ser linear, especifico, preciso, exato e robusto.

A andlise de degradacéo forcada do DPt SQR, frente a diferentes condi¢Ges de
estresse, demonstrou que o farmaco em solucao € estavel a alta temperatura e a

hidrélise alcalina.

O DPt SQR se mostrou sensivel quando submetido a condi¢cdes de hidrélise
acida, oxidagao e radiagao UV 254 nm.

Nenhum produto de degradacéo formado foi capaz de interferir na quantificagao
do DPt suspenséo oral.

O método de dissolucdo desenvolvido por CLAE mostrou-se adequado,
cumprindo com as exigéncias de linearidade, especificidade, precisdo e

exatidao.

As condicdes selecionadas para o desenvolvimento do ensaio de dissolucéao
empregando aparato pas a 50 rpm e agua + 0,3% de LSS com volume de 900
mL como meio de dissolucao, pode ser utilizado para o controle de qualidade de

rotina para o produto.

O DPt demonstrou ser estavel por 24 horas nas condicfes propostas no ensaio

de dissolucao.

Apés a comparacao dos perfis de dissolucdo dos diferentes lotes de suspensao
oral contendo DPt, empregando o fator de diferenca (f;) e o fator de semelhanca

(f2), os resultados demonstraram haver semelhanca entres os perfis.
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