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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOLOGIA
ANALITICA PARA AVALIACAO DE EBASTINA E CLORIDRATO DE
PSEUDOEFEDRINA EM CAPSULAS
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A ebastina ¢ um farmaco anti-histaminico de segunda geracao utilizado clinicamente
no tratamento da rinite alérgica e urticaria cronica. O cloridrato de pseudoefedrina ¢ um
agente simpaticomimético de acdo direta e indireta, muito utilizado em associagdo com outros
farmacos pelo seu efeito descongestionante. No mercado brasileiro, encontra-se a associagao
desses dois farmacos disponivel na forma de céapsulas. Na literatura, bem como em
compéndios oficiais, ndo sdo descritos métodos para andlise simultanea de ebastina e
cloridrato de pseudoefedrina em formula¢des farmacéuticas. No presente trabalho, métodos
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e por espectrofotometria derivada (UVD)
foram desenvolvidos e validados para quantificacao simultanea desses farmacos, em capsulas.
As analises por CLAE foram realizadas em coluna C,s, utilizando fase movel composta de
metanol: acetonitrila: tampao acetato de amonio pH 6,8 (80:5:15, v/v), eluida isocraticamente
a 1,0 mL.min"', com detec¢do UV em 254 nm. No método por UVD, a ebastina e o cloridrato
de pseudoefedrina foram quantificados na primeira derivada (dA/dA), em 263,5 e 252,8 nm,
respectivamente. Ambos os métodos foram validados frente aos parametros de linearidade,
precisdo e exatiddo. A especificidade do método por CLAE foi avaliada através do teste de
estresse. Os métodos mostraram boa linearidade (r>0,99), precisdao (DPR<2%) e exatiddo. Os
resultados obtidos por CLAE e UVD foram comparados estatisticamente e ndo apresentaram

diferenga significativa (p>0,05).

Palavras-chave: Ebastina. Pseudoefedrina. Validacdo de métodos. Cromatografia liquida.
Espectrofotometria derivada.
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Ebastine is a second generation antihistaminic clinically used for the treatment of
allergic rhinitis and chronic urticaria. Pseudoephedrine hydrochloride is a direct- and indirect-
acting sympathomimetic, commonly combined with other drugs for their decongestant effect.
In Brazil, this drugs association is available in capsules. In the literature, as well as in the
official compendium, there are no methods for simultaneous analysis of ebastine and
pseudoephedrine hydrochloride in pharmaceutical formulations. In the present work, liquid
chromatography (HPLC) and derivative spectrophotometry (UVD) methods were developed
and validated for quantification of this drugs association, in capsules. The HPLC analysis
were performed on a C;g column, using a mobile phase composed of methanol: acetonitrile:
ammonium acetate buffer pH 6.8 (85:5:15, v/v), run at a flow rate of 1,0 mL.min"', with UV
detection at 254 nm. In the UVD method, ebastine was quantified in the first derivative
(dA/d)L), at 263.5 and 252.8 nm, respectively. All of them were validated in the following
parameters: linearity, precision and accuracy. The specificity was evaluated in the HPLC
assay by stress testing. The methods showed good linarity (r>0.99), precision (RSD<2%) and

accuracy; the results, statistically compared, did not show significant difference (p>0,05).

Keywords: Ebastine. Pseudoephedrine. Method validation. Liquid chromatography.

Derivative spectrophotometry.
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INTRODUCAO

A rinite alérgica ¢ uma doenca cronica, caracterizada por desordens sintomaticas,
mediada pela imunoglobulina E (IgE) e envolve a inflamacdo da membrana nasal apds a
exposicao a um alérgeno. Os principais sintomas incluem rinorréia, espirros, congestao e
prurido nasal, os quais interferem negativamente na qualidade de vida de adultos e criancas
(BOUSQUET; VAN CAUWENBERGE; KHALTAEV, 2001).

Os antagonistas dos receptores H; (anti-H;) sdo os farmacos de escolha no tratamento
de pacientes com doencas alérgicas, especialmente rinite e urticaria. Apesar da eficacia
similar no tratamento destas doencgas, eles possuem diferencas quanto a estrutura quimica,
farmacologia clinica e potencial toxicologico (SIMONS; SIMONS, 1999). Sao classificados
como de primeira ou de segunda geragdao e apresentam como principal diferenca efeitos
distintos sobre o sistema nervoso central (SNC). Os anti-H; de primeira geragdo, por serem
altamente lipofilicos, atravessam a barreira hematoencefalica (BHE) provocando sedacao, seu
principal efeito adverso. Por outro lado, os de segunda geragdo dificilmente atravessam a
BHE, nao provocando sonoléncia, e apresentam como vantagens elevada poténcia e longa
duragdo do efeito (BOUSQUET; VAN CAUWENBERGE; KHALTAEV, 2001).

Atualmente, no Brasil, encontra-se disponivel no mercado a associacdo de ebastina,
um anti-H; de segunda geragdo, potente e seletivo; e cloridrato de pseudoefedrina, um agente
simpaticomimético muito utilizado associado a farmacos anti-histaminicos pelo seu efeito
descongestionante. Esta disponivel na forma de capsulas gelatinosas contendo 10 mg de
ebastina e 120 mg de cloridrato de pseudoefedrina, produzida pelo laboratério Eurofarma sob
o nome comercial de Ebastel D® e ¢ indicada para o alivio dos sintomas associados & rinite
alérgica e/ou infecciosa.

Os avancos recentes na area farmacéutica viabilizam a produgao de novos farmacos de
interesse terapéutico, que necessitam de métodos analiticos para sua determinagdo
quantitativa em produtos farmaceéuticos, e que sdo fundamentais para o controle de qualidade.
Assim, torna-se imprescindivel o desenvolvimento e validagdo de métodos para que se possa
avaliar a qualidade dos produtos farmacéuticos desde a matéria-prima até o produto acabado.

Considerando a inexisténcia de metodologias para o controle de qualidade da
associacao de ebastina e cloridrato de pseudoefedrina, o presente trabalho contemplou o

desenvolvimento e validacdo de procedimentos analiticos por cromatografia liquida em fase
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reversa e espectrofotometria derivada para quantificagdo dessa associacdo de firmacos em

capsulas.



OBJETIVOS
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OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar métodos analiticos para avaliar a qualidade da associacdao de

ebastina e cloridrato de pseudoefedrina em cépsulas.

1.2 Objetivos especificos

e Desenvolver e validar método para andlise quantitativa simultanea de ebastina e

cloridrato de pseudoefedrina em cépsulas por cromatografia liquida em fase reversa;

e Desenvolver e validar método para andlise quantitativa simultanea de ebastina e

cloridrato de pseudoefedrina em capsulas por espectrofotometria derivada;

e Realizar estudo comparativo entre os métodos propostos.



REVISAO DA LITERATURA
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REVISAO DA LITERATURA

1 Consideracdes gerais

As doengas alérgicas vém se tornando cada vez mais frequentes, e estima-se que
aproximadamente 10 a 25% da populacdo mundial seja portadora de rinite alérgica, a qual
apresenta papel importante tanto na fisiopatologia como na evolugao e cronificagdo de outras
doencas alérgicas, como asma bronquica, sinusopatia e conjuntivite alérgica (BOUSQUET;
VAN CAUWENBERGE; KHALTAEV, 2001; SALIB; DRAKE-LEE; HOWARTH, 2003;
PORTNOY; DINAKAR, 2004).

A rinite alérgica ¢ um problema de saide mundial e é considerada a maior doenga
respiratoria cronica mediada por IgE, estando associada com a acumulagao epitelial de células
como mastocitos, eosindfilos e basofilos, assim como com a formacgdo e liberacao de
diferentes mediadores inflamatérios (FORNADLEY et al.,, 1996; GREGORY; CIFALDI;
TANNER, 1999; HOWARTH; SALAGEAN; DOKIC, 2000). Os principais sintomas incluem
rinorréia, espirros, congestao e prurido nasal logo apds a exposicao ao alérgeno e permanecem
enquanto continuar o contato com o mesmo (BOUSQUET; VAN CAUWENBERGE;
KHALTAEV, 2001).

A prevaléncia desta condicdo parece estar aumentando e alguns fatores contribuintes
tém sido apontados. Esses incluem niveis mais elevados de polui¢do do ar, aumento do
nimero de dcaros em casas com aquecimento central e ventilagdo reduzida e, ainda, mudancas
no padrdo de infec¢do na infancia (SCHOENWETTER et al., 2004; HOWARTH;
HOLMBERG, 1995). A hipotese da higiene propde que a reducao da exposi¢do a alérgenos e
microorganismos durante a infancia leva a um sistema imunologico pouco desenvolvido e ao
aumento da chance de desenvolvimento de doencas alérgicas (SCHOENWETTER et al.,
2004).

Embora, normalmente, ndo seja uma condi¢do de satde séria, a rinite alérgica exerce
um efeito negativo na qualidade de vida dos pacientes e pode estar associada a prejuizos na
qualidade do sono, desempenho e produtividade reduzidos (SCHOENWETTER et al., 2004;

NATHAN, 2007). Além disso, a rinite alérgica estd frequentemente associada a outras
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doengas, como a asma bronquica, sinusite, pélipos nasais, inflama¢do do tubo de eustaquio,
conjuntivite alérgica e otite média (PORTNOY; DINAKAR, 2004; NATHAN, 2007).

E tradicionalmente classificada em rinite alérgica sazonal e rinite alérgica perene,
baseada no tempo de exposi¢do. A rinite alérgica sazonal atinge cerca de 10% da populacao
mundial e ¢ normalmente causada por uma grande variedade de alérgenos externos, como o
pélen, enquanto que a rinite alérgica perene atinge cerca de 10 a 20% da populagdo e ¢é
frequentemente causada por alérgenos internos, como &caros, mofos, pelos de animais e
insetos (SKONER, 2001; MULLOL et al., 2008). No entanto, esta classificagdo nao ¢ exata e,
em 2001, o Grupo de Estudos sobre Rinite Alérgica e seu Impacto na Asma, em colaboracao
com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), introduziu um novo sistema de classificagao
para a rinite alérgica, baseado na duracdo dos sintomas e sua gravidade. Assim, as novas
subdivisdes da rinite alérgica foram estabelecidas como: rinite alérgica intermitente, rinite
alérgica persistente, rinite alérgica leve e rinite alérgica moderada a severa (BOUSQUET;
VAN CAUWENBERGE; KHALTAEV, 2001; BOUSQUET et al., 2003; BOUSQUET et al.,
2006).

A histamina ¢ o principal mediador envolvido na fisiopatologia da rinite alérgica e da
urticdria cronica, o que explica o papel proeminente dos antagonistas dos receptores H; no
tratamento dessas doencas (BOUSQUET et al., 2003; POTTER, 2005; MULLOL et al.,
2008). A histamina ¢ produzida e armazenada nos granulos citoplasmaticos de mastdcitos e
basofilos, sendo liberada em grandes quantidades ja durante a fase imediata da reacao
alérgica, como resultado da interagdo do antigeno com anticorpos constituidos por
imunoglobulinas E (IgE). No organismo, a histamina exerce efeitos fisiologicos como
estimulacdo das terminacdes nervosas sensoriais (prurido e espirros), vasodilatagcdo, aumento
da permeabilidade vascular (eritema, edema e obstrucdo nasal) e das secregdes glandulares
(coriza), e contragdo da musculatura lisa bronquica (broncoconstricao) (BARANIUK, 1997,
SIMONS, 2003; AGRAWAL, 2004; CAMELO-NUNES, 2006).

A histamina possui quatro tipos de receptores (H;, H,, H3 e Hy), os quais pertencem a
superfamilia dos receptores acoplados a proteina G e diferem quanto a localizagdo,
mensageiros secundarios e propriedades de ligagdo com a histamina. A histamina atua nas
doencas alérgicas interagindo, principalmente, com os receptores H; presente nos diferentes
orgaos (MacGLASHAN lJr., 2003; CAMELO-NUNES, 2006). A acdo da histamina nesses
receptores ¢ mediada pela transdugdo de sinais extracelulares pela proteina G e mensageiros
intracelulares secundarios (LEURS; CHURCH; TAGLIALATELA, 2002; CUVILLO et al.,

20006). Esses receptores possuem cerca de 45% de homologia com os receptores muscarinicos,
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0 que explica porque muitos anti-histaminicos H; (anti-H,;) induzem efeitos anticolinérgicos
(POTTER, 2005).

Os anti-histaminicos H; estdo entre os medicamentos mais prescritos no mundo para o
tratamento de doencas alérgicas, e diferem quanto a sua estrutura quimica, farmacologia
clinica e potencial de toxicidade. Tradicionalmente, sua eficdcia no tratamento das doengas
alérgicas ¢ atribuida primariamente a sua capacidade de regular negativamente a atividade da
histamina sobre os receptores H; localizados nas células endoteliais, musculatura lisa das vias
aéreas e terminagdes nervosas sensoriais (SIMONS, 2002; CAMELO-NUNES, 2006). Os
anti-H; t€m efeitos distintos sobre o sistema nervoso central (SNC), sendo classificados como
de primeira ou de segunda geracgao.

Os anti-H; de primeira geracdo sdo altamente lipofilicos e atravessam facilmente a
barreira hematoencefalica (BHE) causando seu principal efeito adverso, a sedacdo. Em geral,
sdo rapidamente absorvidos e metabolizados o que faz com que devam ser administrados
diversas vezes ao dia (BOUSQUET; VAN CAUWENBERGE; KHALTAEV, 2001).
Antagonistas do receptor H;, como a difenidramina e a clorfeniramina, proporcionam alivio
efetivo dos sintomas, no entanto, sua utilizagdo ¢ comprometida pela indesejavel agdo no SNC
e pelos efeitos anticolinérgicos como boca seca (MONROE, 1993; VAN CAUWENBERGE
et al., 2000).

Por outro lado, os anti-H; de segunda geragdo apresentam elevada poténcia, longa
duracdo e dificilmente atravessam a BHE, o que lhes confere raro efeito de sedagdo
(BOUSQUET; VAN CAUWENBERGE; KHALTAEV, 2001). Além disso, possuem menos
efeitos colaterais que os anti-histaminicos classicos devido a sua grande seletividade ao
receptor H; (LLANES; GRANT, 2000). A alta afinidade pelos receptores H; confere aos anti-
H; de segunda geragdao uma meia vida prolongada, o que possibilita que sejam administrados
apenas uma vez ao dia. Atualmente, no Brasil encontram-se disponiveis para comercializagao
anti-histaminicos H; de segunda geracdo para uso oral como a ebastina, cetirizina, loratadina,

desloratadina, levocetirizina, epinastina, fexofenadina e rupatadina.

2 Ebastina e cloridrato de pseudoefedrina (Ebastel D®)

Ebastina e cloridrato de pseudoefedrina sdo dois componentes comumente encontrados

em formulag¢des utilizadas para o alivio dos sintomas associados a rinite alérgica.
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A ebastina (Figura 1) ¢ denominada quimicamente de 1-[4-(1,1-dimetiletil)-fenil]-4-
[4-(difenilmetoxi)-1-piperidinil]-1-butanona, tem massa molecular de 469.7 daltons, férmula
molecular C3;H3oNO, e registro CAS 90729-43-4. Apresenta-se como um po branco,
cristalino, insolivel em agua, solivel em metanol e muito soltivel em diclorometano. Possui

ponto de fusdo em torno de 86°C (BP, 2010).

H3C CHi

Figura 1. Estrutura quimica da ebastina (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2010)

A ebastina ¢ um antagonista H; potente e seletivo, pertencente a segunda geragao de
anti-histaminicos, ndo sedativo, com propriedades anticolinérgica e antiserotonérgica
despreziveis (LLUPIA; GRAS; LLENAS, 2003). E administrada oralmente, uma vez ao dia, e
¢ indicada para o tratamento dos sintomas da rinite alérgica e urticria cronica, € em alguns
paises para o alivio de picadas de mosquitos ou dermatites atopicas (SASTRE, 2008). Como
monofarmaco, encontra-se disponivel na forma de comprimidos revestidos e xarope. A
ebastina ¢ rapidamente absorvida ap6s administracdo oral, sofre metabolizagdo no figado e
seus metabolitos primarios identificados em humanos sdo a hidroxi-ebastina e a desalquil-
ebastina, sem atividade farmacoldgica. A hidroxi-ebastina ¢ posteriormente metabolizada a

carebastina, seu metabolito ativo (Figura 2) (HASHIZUME et al., 2002; FENG et al., 2009).
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Figura 2. Metabolizagdo da ebastina (HASHIZUME et al., 2002)

O cloridrato de pseudoefedrina ¢ denominado quimicamente de (1S,2S5)-2-
(metilamino)-1-fenilpropan-1-ol, tem massa molecular de 201.7 daltons, férmula molecular
CioHisNO.HCI e registro CAS 345-78-8. Apresenta-se como um p6 cristalino branco ou
quase branco ou cristais incolores. E solavel em agua e etanol e pouco soluvel em cloreto de
metileno. Possui ponto de fusdo em torno de 184°C (BP, 2010). Sua estrutura quimica ¢
mostrada na Figura 3.

A pseudoefedrina é um agente simpaticomimético de agdo direta e indireta. E um
estereoisomero da efedrina de ag@o similar, mas tem sido indicada por ser menos potente na
produgdo de taquicardia, elevagdo da pressdo arterial e estimulagdo do sistema nervoso central
(HWANG et al., 1995; SWEETMAN, 2002). Assim como outros agonistas dos receptores-o
adrenérgicos, a pseudoefedrina e seus sais sdo utilizados como descongestionantes nasais em

pacientes com rinite alérgica, rinite vasomotora e em pacientes com infecgdes respiratorias
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altas. A acdo descongestionante ocorre devido ao efeito vasoconstritor, promovendo a
diminui¢do do inchaco da mucosa nasal e a consequente diminui¢@o da resisténcia ao fluxo de

ar (ECCLES, 2007).

Figura 3. Estrutura quimica do cloridrato de pseudoefedrina (BRITISH
PHARMACOPOEIA, 2010)

O Ebastel D é uma associagio de ebastina e cloridrato de pseudoefedrina
comercializada no Brasil, desenvolvida pelo Laboratorio Eurofarma, indicada para o
tratamento dos sintomas da rinite alérgica. Esta disponivel na forma de capsulas gelatinosas
contendo 10 mg de ebastina e 120 mg de cloridrato de pseudoefedrina. Apresenta atividade
anti-histaminica periférica através do bloqueio seletivo dos receptores histaminicos H;
induzido pela ebastina e efeito descongestionante através da agdo vasoconstritora do
cloridrato de pseudoefedrina. A dose terapé€utica usual ¢ de uma céapsula ao dia (EBASTEL
D).

Estudo de eficacia e tolerabilidade demonstrou que o regime de administracdo adotado
mostra-se efetivo em pacientes com sintomas moderados de rinite alérgica e vasomotora e no
tratamento sintomatico de pacientes com resfriado comum. Além disso, a tolerabilidade da

associacao dos farmacos foi semelhante a do placebo (ROBERT et al., 2004).

3 Métodos de quantificacio

A Farmacopéia Britanica (BP, 2010), at¢ o momento, ¢ o inico compéndio oficial que
disponibiliza monografia para a avaliacio da ebastina como matéria-prima. O método

indicado para a quantificacdo ¢ a volumetria de neutralizagdo em meio ndo aquoso, utilizando
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acido perclérico 0,1 M como titulante e acido acético como solvente. O ponto final da
titulagdo ¢ determinado potenciometricamente. A monografia apresenta ainda método para
determinagdo de substincias relacionadas por cromatografia liquida, indicando como fase
movel uma mistura de acetonitrila e acido fosforico 0,6 g/LL pH 5,0, coluna ciano (250 x 4,6
mm d.i.), fluxo de 1,0 mL/min e deteccdo em 210 nm. Nao foi encontrado em compéndios
oficiais método para avaliacdo de ebastina em formulacdes farmacéuticas.

Na literatura cientifica foram encontrados alguns trabalhos que relatam métodos para
determinagdo da ebastina e seus metabolitos em fluidos biologicos e da ebastina em
preparagdes farmacéuticas. Em 2001, um grupo de autores desenvolveu um método por
cromatografia liquida de alta eficiéncia para andlise de ebastina e dois metabolitos
(carebastina e hidroxiebastina) em plasma humano, ap6s administracao oral da ebastina. Apds
pré-tratamento da amostra com extragdo em fase solida, as amostras foram analisadas em
coluna ciano (250 x 4.0 mm d.i.), mantida a 40°C. A fase mdvel era composta por acetonitrila:
metanol: tampao acetato de amonia 0,012 M (20:30:48, v/v/v) com fluxo de 1,2 mL/min e
deteccao em 254 nm (MATSUDA; MISUKI; TERAUCHI, 2001).

Kang et al. (2004) realizaram a determinagdo de ebastina e trés metabolitos
(hidroxiebastina, carebastina e desalquilebastina) em plasma humano por CL/EM/EM. Os
compostos foram extraidos do plasma usando uma mistura de dietiléter e diclorometano na
presenca de HCI1 0,1 M. Apos evaporacgdo da fase organica, o residuo foi reconstituido em fase
movel (acetonitrila: acetato de amonia 5 mM, 50:50, v/v) e analisado em coluna de fase
reversa Cig. A fase movel foi eluida de maneira isocratica com fluxo de 0,2 mL/min.

Técnicas cromatograficas acopladas a espectrometria de massas foram utilizadas por
diferentes autores para a determina¢do de ebastina e carebastina em plasma humano
(ROHATAGTI et al., 2001; CHAIKIN et al., 2005; NOVECK; PRESTON; SWAN, 2007).

Feng et al. (2009), descreveram método ripido e sensivel para determinacao
simultdnea de ebastina e seu metabdlito carebastina em plasma humano utilizando
CL/EM/EM. Os compostos foram isolados da matriz bioldgica através de extragdo em fase
solida e analisados em coluna C;g (50 x 2.1 mm, 3.5 pm) utilizando como fase mével formato
de aménio 1 mM (pH 3.5): acetonitrila (40:60, v/v), eluida a 0,2 mL/min.

Sunitha et al. (2003) descreveram método para determinagdo de ebastina em
comprimidos através de espectrofotometria derivada de 2* ordem com detec¢cdo em 253 nm.
Desenvolveram também um método colorimétrico, baseado na formagdo de grupamento
cromogeno laranja-avermelhado com maximo de absor¢do em 537 nm, a partir da reagdo com

formaldeido e acido sulfurico concentrado.
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Ashok et al. (2003) desenvolveram método para determinacdo de ebastina em
preparacdes farmacéuticas através da cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia. A
analise foi realizada em placas de silica gel 60F254 utilizando como fase mével mistura de
metanol: n-hexano (10:1, v/v). Apos eluicdo e secagem das placas, a quantificacdo foi
realizada através de densitometria (A = 265 nm).

Prabu et al. (2008) desenvolveram método por cromatografia liquida para
determinagdo de ebastina em comprimidos. A analise foi realizada em coluna C;g (250 x 4.6
mm d.i., 5 pum) mantida a temperatura de 25°C. A fase movel, eluida a 1,5 mL/min, foi
constituida por metanol e 4gua (90:10, v/v). A detecgdo foi realizada em 262 nm.

Arend et al. (2009) desenvolveram e validaram método para quantificacdo de ebastina
em comprimidos e xarope por cromatografia liquida. O método foi desenvolvido utilizando
coluna C;g (250 x 4.6 mm d.i., 4um), mantida a temperatura ambiente. A vazdo da fase
moével, composta por acetonitrila: 4cido fosforico 0.1%, pH 3.0 (55:45, v/v), foi de 1,2
mL/min e a detecg@o da ebastina realizada em 254 nm.

Ibrahim et al. (2011a) desenvolveram e validaram dois métodos para determinagdo de
ebastina em preparacdes farmacéuticas através da espectrofluorimetria. O método I envolveu
a condensa¢ao da ebastina com mistura de anidridos citrico e acético, levando a formagao de
produto com intensa fluorescéncia, que foi avaliado em 496 nm apos excitacdo em 388 nm. O
método II baseou-se na supressdo quantitativa da fluorescéncia de eosina apds a adi¢do de
ebastina. Esta diminuicdo na intensidade da fluorescéncia foi diretamente proporcional a
concentragao da ebastina.

Recentemente, Ibrahim et al. (2011b) descreveram método indicativo de estabilidade
por cromatografia liquida de alta eficiéncia. O método proposto baseou-se na complexagao da
ebastina com fons Zn>", como alternativa a baixa absortividade da ebastina. O complexo foi
analizado em 260 nm, utilizando coluna C;g (150 x 4.6 mm d.i.) e fase mdével composta por
mistura de acetonitrila/metanol (1/4): tampao Britton Robinson, pH 4.2 (65:35).

Em relacdo a pseudoefedrina, a Farmacopéia Britanica (BP, 2010) e a Farmacopéia
Americana (USP, 2010) trazem métodos para analise e quantificacdo de cloridrato de
pseudoefedrina como matéria-prima e diversos métodos para quantificacio do mesmo em
preparacdes farmacéuticas, associado a outros farmacos.

Na literatura cientifica, alguns métodos foram encontrados para andlise do cloridrato
de pseudoefedrina em fluidos biologicos. Lin, Brater e Benet (1977) desenvolveram método
por cromatografia gas-liquido para determinagdo de pseudoefedrina e norpseudoefedrina em

plasma humano e urina.
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Guo et al. (1999) desenvolveram método para determinagcdo de pseudoefedrina em
plasma por cromatografia liquida de alta eficiéncia. O método permitiu a injeg¢do direta do
plasma apenas com adi¢cao de dgua, sem necessidade de tratamento da amostra.

Herraez-Hernandez e Campins-Falco (1999) desenvolveram método por cromatografia
liquida para determinacdo de diferentes anfetaminas, incluindo a pseudoefedrina, em fluidos
biologicos. As amostras sofriam pré-tratamento para enriquecimento e purificagdo dos
analitos e, posteriormente, a analise era realizada utilizando coluna RP 18 (125 x 4 mm d.i., 5
um) e fase movel constituida por tampao fosfato 0,2 M (pH 3.0) contendo 2% de trietilamina.
O comprimento de onda utilizado na deteccao foi de 210 nm.

Macek, Ptacek e Klima (2002) desenvolveram método por cromatografia liquida para
quantificagdo de cloridrato de pseudoefedrina em plasma humano. O preparo da amostra
envolveu extracao liquido-liquido com mistura de hexano: alcool isoamilico (9:1, v/v) e
posterior extragdo com acido cloridrico 0,02 M. A andlise foi realizada em coluna C;g (50 x 4
mm d.i., 5 pm) mantida a 35°C, com fase mével composta por acetonitrila: tampao fosfato
contendo 0,1% de trietilamina, pH 2.4 (5:95, v/v), eluida a 2,0 mL/min. A deteccdo foi
realizada em 195 nm.

Tan et al. (2006) e Ma et al. (2007) desenvolveram método para determinagdo de
pseudoefedrina e cetirizina em plasma humano. O primeiro utilizou método por LC/ESI/ion
trap mass (cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas com ionizagdo por
eletrospray e andlise por captura de ions) e o segundo, método por CL/EM/EM. Os métodos
foram aplicados em estudos farmacocinéticos.

Dash (1994) desenvolveu método para quantificagdo de cloridrato de pseudoefedrina
em preparacgdes farmacéuticas por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Devido ao fato de,
frequentemente, a pseudoefedrina apresentar-se associada a outros farmacos em preparagdes
farmacéuticas, diversas metodologias de analise foram encontradas na literatura cientifica.
Alguns métodos encontrados foram resumidos no Quadro 1.

Lee et al. (2010) desenvolveram método por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas com ionizagdo por eletrospray para determinagdo simultdnea de
carebastina (metabolito ativo da ebastina) e pseudoefedrina em plasma humano. A separacao
dos compostos foi realizada em coluna C;g (50 x 2.0 mm d.i.; 3 pm) mantida a 40°C. A fase
movel utilizada, composta por 70% de acetonitrila e 30% formato de aménio 10 mM (pH 3.3,

ajustado com acido féormico), eluiu de maneira isocratica a 0,2 mL/min.
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1.4 Validacao de métodos analiticos

A validagdo de métodos analiticos ¢ um processo dindmico e constante que inicia nas
fases de sele¢do, desenvolvimento e otimizacdo das metodologias, qualificagdo dos
instrumentos, materiais e pessoal (RIBANI et al., 2004; SHABIR et al., 2007). Um processo
de validacao bem definido e documentado assegura a confiabilidade dos resultados e fornece
evidéncias objetivas de que o método atende as exigéncias das aplicagdes analiticas, sendo
adequado para o uso pretendido. Os parametros fundamentais avaliados na validagdo de um
método sao: especificidade, linearidade, precisdo, exatidao, robustez e teste de adequabilidade
do sistema (BRASIL, 2003; ICH, 2005; ROZET et al., 2007).

O desenvolvimento e validagdo de métodos analiticos aplicdveis para estudos de
estabilidade sdo recomendados para avaliacdo de formulagdes farmacéuticas durante seu
desenvolvimento e controle de qualidade (BAKSHI; SINGH, 2002; KUMAR et al., 2007). A
capacidade de um método analitico de separar, detectar e quantificar impurezas ou produtos
de degradacdo também devera ser avaliada durante a validagdo (RAO; NAGARAJU, 2003;
ICH, 2006). Nesse contexto, estudos for¢ados de degradagdo e de especificidade devem ser
realizados a fim de demonstrar a capacidade e garantir a adequabilidade do procedimento
analitico. Recomenda-se a obtengdo dos provaveis produtos de degradacdao através da
avaliacdo da susceptibilidade da molécula sob estudo a condigdes de estresse como
temperaturas elevadas, oxidagdo, fotdlise e hidrdlises em ampla faixa de pH (ICH, 2003;
SHABIR et al., 2007).

E conveniente observar que a associagio de ebastina e pseudoefedrina ndo esta
descrita em nenhuma farmacopéia e, até o momento, ndo se encontravam na literatura
métodos validados para a andlise quantitativa dessa associagdo em produtos farmacéuticos.
Conforme j& destacado, existe somente publicacdo relativa a determinacdo da carebastina
(metabdlito da ebastina) e pseudoefedrina em matriz bioldgica (LEE et al.,2010). Nesse
sentido, o desenvolvimento e validagdo de novas metodologias, que aprimorem o controle da
qualidade, e que possam ser utilizadas para estudos quantitativos e avaliagdo da estabilidade,
representam contribui¢do significativa para a drea de medicamentos.

Os capitulos seguintes descrevem as metodologias desenvolvidas ao longo deste
trabalho. A publicacdo cientifica efetuada no contexto da dissertacao esta anexada a seguir, no

CAPITULO 1, observando-se que os materiais ¢ métodos utilizados, bem como os resultados
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obtidos por cromatografia liquida, encontram-se descritos na mesma. O desenvolvimento e

validagdo do método por espectrofotometria derivada foram descritos no CAPITULO 2.



CAPITULO 1: DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE
METODO POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA
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CAPITULO 1

PUBLICACAO CIENTIFICA: Simultaneous assay of ebastine and pseudoephedrine in
capsules by LC stability indicating method. Artigo submetido ao peridédico Journal of AOAC

International.
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Abstract

A reversed-phase liquid chromatography method with diode-array detection was
developed and validated for the simultaneous determination of ebastine and pseudoephedrine
in pharmaceutical dosage form. The LC method was carried out on a Shim-Pack C,3 column
(250 mm x 4.6 mm 1.D.), maintained at 25 °C. The mobile phase consisted of methanol:
acetonitrile: ammonium acetate buffer, pH 6.8 (80:5:15, v/v), run at a flow rate of 1.0
mL.min™". Ultraviolet detection of ebastine and pseudoephedrine was done at 254 nm. The
chromatographic separation was obtained within 9.0 min and it was linear in the concentration
range of 30-50 and 360-600 ug.mL" for ebastine and pseudoephedrine, respectively.
Validation parameters such as the specificity, linearity, precision, accuracy, and robustness
were evaluated, giving results within the acceptable range for both compounds. Moreover, the

proposed method was successfully applied for the routine quality control analysis of capsules.

Keywords: Ebastine, Pseudoephedrine, Liquid chromatography, Validation.
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1. Introduction

Ebastine, 1-[4-(1,1-dimethylethyl)-phenyl]-4-[4-(diphenylmethoxy)-1-piperidinyl]-1-
butanone, is a highly, potent and selective histamine H;-receptor antagonist (1), with no
sedative effect and few anticholinergic properties (2). This agent also has no effects on
cardiovascular and psychomotor functions, which occurred during treatment with classical
antihistaminic agents (3). Ebastine is effective for the treatment of seasonal and perennial
allergic rhinitis and chronic idiopathic urticaria (3) used in a once daily regimen.
Pseudoephedrine hydrochloride, (1§,2S)-2-methylamino-1-phenylpropan-1-ol hydrochloride,
is a sympathomimetic agent used to relieve nasal and sinus congestion. Several combinations
of different antihistaminics drugs and pseudoephedrine are commonly used for the relief of
rhinorrhea, sneezing, itching and nasal congestion.

Ebastine is available in pharmaceutical forms as tablets and syrup. In association with
pseudoephedrine, a new oral gelatin capsule formulation has been developed for the treatment
of allergic rhinits that contains ebastine 10 mg plus pseudoephedrine hydrochloride 120 mg,
which is the focus of this research.

There are many analytical methods described in literature for the determination of
ebastine and pseudoephedrine separately. Liquid chromatographic methods were developed
and validated for the determination of ebastine in pharmaceutical dosage forms (4), for
stability studies (5) and for determination of ebastine and its metabolites in human plasma (6).
Liquid chromatography-tandem mass spectrometry methods have been described for the
analysis of ebastine and its metabolites in human plasma (7,8). Spectrophotometric method
and, recently, spectrofluorometric method has been reported for determination of ebastine in

pharmaceutical preparations (9,10).



Analytical methods for the quantitative determination of pseudoephedrine in
biological samples have been developed (11-17). The determination of pseudoephedrine in
pharmaceutical dosage forms was described applying HPLC (18-26), MECK (27), gas
chromatographic (28,29) and derivative UV spectrometry (20,21,30). However, no methods
are reported for the simultaneous determination of ebastine and pseudoephedrine in
pharmaceutical dosage forms.

The aim of the present article was to develop and validate a reversed-phase liquid
chromatography method for the simultaneous quantitative analysis of ebastine and
pseudoephedrine hydrochloride in capsules, contributing to improve the quality control of

such dosage form.

2. Experimental

2.1. Chemicals and reagents

Ebastine reference substance (purity 100.2%) was purchased from Gerbras (Brazil)
and pseudoephedrine hydrochloride (purity 99.5%) was from Emmellen Biotech
Pharmaceuticals (India). Capsules containing 10 mg of ebastine associated with 120 mg of
pseudoephedrine hydrochloride (Ebastel D®, Eurofarma, Brazil) were obtained from
commercial sources. Acetonitrile and methanol (HPLC grade) was obtained from Tedia
(Fairfield, USA) and ammonium acetate was from Merck (Germany). For all the analyses,

ultrapure water was obtained from a Labconco water purification unit (Kansas City, USA).
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2.2. Apparatus and analytical conditions

A Shimadzu LC system (Shimadzu, Kyoto, Japan) was used equipped with the
following components: SCL-10Avyp system controller, LC-10 ADyp pump, CTO-10 Ayp
column oven, SIL-10 ADyp autosampler and a SPD-M10 Ayp photodiode array (PDA)
detector. The detector was set at 254 nm and peak areas were integrated automatically by
computer using a Shimadzu Class VP®V 6.12 software program. The experiments were
carried out on a reversed-phase Shimadzu Shim-Pack CLC-ODS C;g column (250 mm x 4.6
mm LD., with a particle size of 5 um). The LC system was operated isocratically at 25 °C
using a mobile phase of methanol: acetonitrile: ammonium acetate buffer 0,1%, pH 6.8
(80:5:15, v/v) which was filtered through a 0.45 um membrane filter (Millipore, Bedford,
MA, USA) and run at a flow rate of 1.0 mL.mL™". Before injection of the solutions, the
column was equilibrated for at least 30 min with the mobile phase flowing through the

system. The injection volume was 20 pL.

2.3. Procedure

2.3.1. Preparation of reference substance solutions

The reference stock solutions of ebastine and pseudoephedrine were prepared by the
following procedure: 5.0 mL of an ebastine solution 1 mg.mL™" in methanol were added to a
volumetric flask of 10 mL containing 60 mg of psudoephedrine. The volume was made up
with methanol, in order to obtain a solution with 0.5 and 6.0 mg.mL™" of ebastine and

pseudoephedrine hydrochloride respectively. This stock solution was stored at 2-8 °C

36
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protected from light. Working standard solutions were prepared daily by diluting the stock

solutions to an appropriate concentration in methanol.

2.3.2. Preparation of sample solutions

To prepare the sample stock solution, twenty Ebastel D® capsules were accurately
weighed and their content were crushed to a fine powder. Amounts equivalent to 5 mg of
ebastine and 60 mg of pseudoephedrine were transferred into a 25 mL volumetric flask with
15 mL of methanol and sonicated for 15 minutes, followed by adding the same solvent to
make up to volume. These solutions were filtered through a quantitative paper filter
(Schleicher & Schuell, Dassel, Germany) and further dilution was made with the same solvent
to give a final concentration of 40 pg.mL™" of ebastine and 480 pg.mL"' of pseudoephedrine

hydrochloride.

2.4. Validation of the method

The method was validated in samples of pharmaceutical formulations with the label
claim of 10 mg of ebastine and 120 mg of pseudoephedrine hydrochloride by the
determination of the following parameters: specificity, linearity, precision, accuracy and

robustness, following the ICH guidelines (31,32).

2.4.1. Specificity
The specificity of the method was determined by subjecting sample solutions (about
200 pg.mL™" of ebastine and 2400 pg.mL™" of pseudoephedrine hydrochloride) to stress

testing under acidic, basic, oxidative, and photolytic conditions to evaluate the interference of
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degradation products in the quantitation of ebastine and pseudoephedrine hydrochloride. After
the procedures, the samples were diluted in methanol to a final concentration of 40 and 480
ng.mL™, respectively. The samples were analyzed against a freshly prepared control sample
(with no degradation treatment). Then, the specificity of the method was established by
determining the peak purity of ebastine and of pseudoephedrine hydrochloride in degradated
samples using a PDA detector. A peak purity index > 0.99 was used as indicative of the

specificity of the method. Specific conditions are described below.

Effect of Acid and Basic Hydrolysis

To a 5 mL of sample solution, previously described, were added 5 mL of HC1 0.1 M or
5 mL of NaOH 0.1M. The obtained solutions were heated at 80 °C for 1h. After this treatment
the acid solution was neutralized with NaOH 0.1 M and the alkaline solution was neutralized

with HC1 0.1 M.

Effect of oxidation
The oxidative degradation was induced by adding 5 mL of 0,5% hydrogen peroxide
solution at the sample solution, previously described. This solution was stored at room

temperature for 15min, protected from light.

Effect of UV light

Photodegradation was induced by exposing 2 mL of sample solution, kept in a
transparent container, to UV light (352 nm) for 12h, in a photostability chamber (21 x 21 x 96
cm) which had totally mirrored internal surfaces. Samples submitted to identical conditions,

but protected of light, were used as a control.
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2.4.2. Linearity and range

Linearity was determined by constructing three calibration curves, each one with five
standard concentrations of ebastine and pseudoephedrine hydrochloride in the range of 30-50
and 360-600 pg.mL™', respectively, prepared in methanol by diluting the reference stock
solution (described at 2.3.1 item). The peak areas of the chromatograms were plotted against
the concentrations of ebastine or pseudoephedrine hydrochloride to obtain the analytical
curve. The five concentrations of the standard solutions were subjected to regression analysis
by the least squares method to calculate calibration equation and correlation coefficient. An

ANOVA statistical evaluation was performed.

2.4.3. Precision

The precision of the analytical procedure was evaluated by the determination of
repeatability of the method (intra-day precision) and intermediate precision (inter-day
precision) of the sample solutions. Repeatability was calculated by assaying six samples
prepared as described at 2.3.2 item, on the same day, under the same experimental conditions.
The intermediate precision of the method was assessed by carring out the analysis on three
different days and also by other analysts performing the analysis in the same laboratory. The

relative standard deviations (RSD) between the assay values were calculated.

2.4.4. Accuracy

To confirm the accuracy of the method, recovery was determined at three

concentrations (30, 40 and 50 pg.mL™" of ebastine and 360, 480 and 600 pg.mL" of
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pseudoephedrine hydrochloride) corresponding to 75, 100 and 125 % of the nominal
analytical concentration, in accordance with the recommendations of the ICH guidelines (31).
Sample solution of 0.2 mg.mL" of ebastine and 2.4 mg.mL" of pseudoephedrine
hydrochloride was prepared, as described in preparation of sample solutions. From the
filtered solution, aliquots of 1 mL were transferred to 10 mL volumetric flasks, containing
0.2, 0.4 and 0.6 mL of ebastine and pseudoephedrine hydrochloride standard solution (0.5 and
6.0 mg.mL", respectively). Methanol was added to make up the volume. Each level was made

in triplicate.

2.4.5. Robustness

Method robustness was established by changing experimental conditions such as the
column (Waters XBridge C;g, 250 mm x 4.6 mm 1.D.; 4 um particle size), flow rate (0.8 and
1.2 mL.mL™), composition of the mobile phase and acetate buffer pH (pH 6.6 and 7.0).
Samples were analyzed at each modified condition, to assess the impact on assay results.

To evaluate the stability of sample solutions of ebastine and pseudoephedrine
hydrochloride, the working solutions tested were maintained at 2-8 °C for 96h and also placed
into the autosampler, at room temperature, for 24h. The stability of these solutions was
studied by performing the experiment and observing any change in the chromatographic

pattern, compared with freshly prepared solutions.
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3. Results and discussion

3.1. Method Development

The experimental conditions were selected and the LC method validated for the
simultaneous analysis of ebastine and pseudoephedrine in pharmaceutical dosage forms. A
typical chromatogram obtained by the proposed LC method is shown in Figure 1. The
retention times observed (3.3 min to pseudoephedrine hydrochloride and 6.5 min to ebastine)

allows a fast determination of the drugs, which is suitable for the quality control laboratories.

3.2. Method Validation

3.2.1. Specificity

Stress testing is performed in order to provide an indication of the stability-indicating
properties of the analytical method, particularly when there is no information available about
the potential degradation products. When submitted to acid conditions the chromatogram
showed two degradation product and the content of ebastine and pseudoephedrine decreased
to 80 and 89%, respectively. Under basic condition, it was observed significant decrease of
the content; one additional peak was detected and the recovery content was around 64 % and
62% for ebastine and pseudoephedrine, respectively. Under oxidative conditions no
degradations peaks were detected and the content of ebastine and pseudoephedrine decreased
to 70% and 90%, respectively. This may indicate that degradation products had no
chromophoric group or that both compounds decompose to low molecular weight fractions.

The recovery content of ebastine was around 78% and of pseudoephedrine hydrochloride,
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around 90% when the samples were exposed to UV radiation (352 nm); three degradation
products were observed. The chromatograms are shown in Figure 2. The reported results
comprove the low stability of the both compounds. The studies with the PDA detector showed
that the ebastine and pseudoephedrine hydrochloride peaks were free from any coeluting
peak, with values of peak purity index higher than 0.9997, thus demonstrating that the

proposed method is specific.

3.2.2. Linearity and Range

The analytical curves constructed for ebastine and pseudoephedrine were found to be
linear in the 30-50 and 360-600 pg.mL"' range, respectively, which correspond to 75 to 125%
of the target concentration for both substances. The value of the correlation coefficient
calculated and a representative linear equation are described in Table 1. The validity of the
assay was verified by means of the ANOVA. According to it, there are linear regression and

there are no deviation from linearity (p>0,05).

3.2.3. Precision

The precision evaluated as the repeatability of the method was studied by calculating
the relative standard deviation (RSD) for six determinations of the concentration of 40
ng.mL™" and 480 pg.mL™" of ebastine and pseudoephedrine hydrochloride, respectively,
performed on the same day and under the same experimental conditions. The RSD value
obtained was 1.15 % and 0.93 % for ebastine and pseudoephedrine hydrochloride,
respectively. The intermediate precision was assessed by analyzing samples of the

pharmaceutical formulation on three different days (inter-day); the mean values obtained were
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108.14% and 96.56% with RSD 1.11 and 1.67% for ebastine and pseudoephedrine
hydrochloride, respectively. The results are shown in Table 2. Between-analysts precision was
determined by calculating the mean values and the RSD for the analysis of three samples of

the pharmaceutical formulation by two analysts; the values were found to be 108.55 and

96.12% with RSD 0.93 and 1.15%, respectively.

3.2.4. Accuracy

The absolute means obtained for ebastine were 101.33, 101.69 and 101,41%
respectively, with a mean value of 101.47% and RSD of 0.19%. The corresponding values
obtained for pseudoephedrine hydrochloride were 100.32, 99.97 and 99.39%, respectively,
with a mean value of 99.89% and RSD of 0.47%. These values demonstrated that the method

1s accurate within the desired range.

3.2.5. Robustness and stability of sample solution

The result of the robustness study is demonstrated in Table 3. Deliberate alterations of
mobile phase, flow-rate, acetate buffer pH and column showed that the changes of the
operational parameters did not lead to essential changes of the performance of the
chromatographic system. The values obtained for the teorical plates were approximately
10,000 and 6,000 for ebastine and pseudoephedrine, respectively. The resolution between
peaks was about 14.0. In short term stability study, the sample solution was also stable until

24 h at room temperature and the sample stock solution for 4 days at 2-8 °C.
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4. Conclusion

The results of the validation studies show that the LC method is specific, stability-
indicating, accurate and possesses significant linearity and precision characteristics without
any interference from the excipients, demonstrating the advantages of the LC technique, very
well established for the quality control of most of the pharmaceuticals due to its simplicity,
high resolution and satisfactory precision and accuracy. Therefore, the proposed method was
successfully applied and suggested for the simultaneous quantitative analysis of ebastine and
pseudoephedrine hydrochloride in capsules, contributing to improve the quality control and to

assure the therapeutic efficacy.
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Figure 1 — LC chromatogram of pseudoephedrine HCl (1) and ebastine (2) reference
substance (480 and 40 pg.mL", respectively).
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Figure 2 — LC chromatograms of pseudoephedrine HCI (1) and ebastine (2) sample solution;
(a) after acid hydrolysis; (b) after basic hydrolysis; (c) after photodegradation; (d) after
oxidation.



Table 1. Linearity results of LC assay of ebastine and pseudoephedrine hydrochloride

Parameters Ebastine Pseudoephedrine HCI
Linearity range 30 — 50 pg.mL" 360 — 600 pg/mL"
Linear regression equation y=48553x — 16091 y = 848.6x — 8574
Slope 48553 848.6

Y-intercept 16091 8574

Correlation coefficient 0.9995 0.9995

49
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Table 2. Method repeatability / intermediate precision for ebastine (a) and pseudoephedrine

hydrochloride (b)
(a)
% label claim of ebastine
Sample Analyst 1 Analyst 2
Day 1 Day 2 Day 3

1 107.89 109.79 106.90

2 106.78 108.06 108.42

3 107.49 109.11 109.01

4 106.82 109.29 -

5 109.97 105.98 -

6 108.85 107.72 -
Intra-day mean 107.97 108.32 108.11
% RSD 1.15 1.28 1.01
Inter-day mean
(n=15) 108.14
% RSD 1.11
(b)

% label claim of pseudoephedrine hydrochloride
Sample Analyst 1 Analyst 2
Day 1 Day 2 Day 3

1 97.53 96.43 95.35

2 96.70 95.69 97.58

3 98.48 94.62 97.05

4 97.66 94.17 -

5 98.18 94.25 -

6 99.35 95.29 -
Intra-day mean 97.98 95.08 96.66
% RSD 0.93 0.94 1.21
Inter-day mean
(n=15) 96.56
% RSD 1.67
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Table 3. Chromatographic conditions and range investigated during robustness testing.

Range Optimized
Variable . . Ebastine® %  Pseudoephedrine® %
investigated Value
0.8 108.15 97.25
Flow rate (mL/min) 1.0 107.75 97.69 1.0
1.2 107.33 97.14
4 106.40 96.85
Percent acetonitrile 5 107.65 97.75 5
6 107.22 96.36
6.6 107.14 97.45
Acetate buffer pH 6.8 107.89 97.98 6.8
7.0 106.80 98.13
Solution stabilit Autosampler 24h 106.91 96.70
OTHHOR SHRTLY 2-8°C 106.10 96.40

*Mean of three replicates
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CAPITULO 2: DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO
POR ESPECTROFOTOMETRIA DERIVADA

2.1 Introducao

O uso da espectrofotometria derivada (UVD) na analise de substancias tornou-se mais
pratica com o desenvolvimento tecnoldgico que aumentou o poder de resolu¢do dos
equipamentos. Além disso, a facilidade de acesso a programas de computador adequados
permite a obten¢do quase instantanea dos espectros derivados. Esses avanc¢os tém permitido a
quantificagdo de substancias ativas em misturas de compostos onde ocorre sobreposi¢dao de
bandas espectrais.

A espectrofotometria derivada €, atualmente, uma ferramenta analitica adicional que
auxilia na resolucdo de diversos problemas analiticos da espectrofotometria convencional no
ultravioleta, como a baixa seletividade. A derivatizacdo dos espectros permite separar sinais
sobrepostos e eliminar interferéncia provocada pela presenga de outras espécies na amostra,
como excipientes e produtos de degradacdo. Portanto, torna-se desnecessaria uma etapa
preliminar de separacdo das espécies a serem determinadas, simplificando o procedimento
analitico e aumentando a velocidade analitica.

Face as vantagens inerentes a esse método, torna-se relevante verificar a possibilidade

de aplicacao da UVD na andlise da associacao de ebastina e cloridrato de pseudoefdrina.
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2.2 Revisao da literatura

A absor¢do da radia¢do ultravioleta, entre 200-380 nm, na pratica, ¢ restrita as
moléculas que contém sistemas conjugados. Esse tipo de molécula, em solucdo, possui grupos
de elétrons capazes de absorver energia e passar do estado fundamental para o estado
excitado. Essa absorcdo de energia ¢ descrita pela lei de Beer-Lambert que relaciona a
intensidade de luz incidida na solucdo e a intensidade de luz emitida pela mesma. A
espectrofotometria na regido ultravioleta (UV) oferece uma série de vantagens, pois ¢ de
simples execucdo, fornece resultados rdpidos e ¢ de baixo custo. Apresenta vasta
aplicabilidade na quantificagdo de farmacos quando nao houver interferéncia dos excipientes
ou quando ndo houver associagdo de farmacos devido a sua principal limita¢do, a baixa
seletividade (WATSON, 2005).

O principal problema da espectroscopia convencional no UV na andlise de associagdo
de farmacos deve-se a sobreposicdo das bandas espectrais, impossibilitando a determinagao
desses, sem a prévia separacdo. O uso da espectrofotometria derivada (UVD) surge como
uma ferramenta para contornar o problema da baixa seletividade e, assim, aumentar a area de
abrangéncia da espectroscopia no UV.

A espectrofotometria derivada consiste na diferenciagdo ou transformacdo de um
espectro classico. Isto possibilita maior resolu¢do de misturas, pois aumenta a detectabilidade
de pequenas caracteristicas espectrais (OJEDA; ROJAS, 2004). A diferenciagdo nao aumenta
o conteudo de informagdes, apenas individualiza melhor os constituintes através de mudancas
sutis na inclinacdo e na curvatura eliminando a deformacao da curva causada pela presenga de
substancias indesejaveis. Ocorre supressdao das bandas largas, realce das bandas estreitas e,
ainda, a resolu¢do dos “ombros” de modo que os mesmos passam a ser vizualizados como
bandas (PASCHOAL et al., 2003; WATSON, 2005).

A técnica oferece maior sensibilidade e seletividade quando comparada a
espectrofotometria convencional. O aumento de sensibilidade ocorre devido a amplificagao
do sinal da derivada e diminui¢do do ruido enquanto o aumento de seletividade ocorre devido
a separacgdo das bandas espectrais sobrepostas (OJEDA; ROJAS, 2004; ROCHA; TEIXEIRA,
2004; WATSON, 2005).

Os principais parametros instrumentais que afetam a obtengdo e a forma do espectro
derivado sdo a varia¢do do comprimento de onda (AA) na qual a derivada ¢ obtida, a ordem da

derivada, a velocidade de varredura e a atenuagdo. Esses parametros precisam ser otimizados
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para uma boa resolucdo da banda espectral e uma boa seletividade e sensibilidade do método
(EL-GINDY et al., 2001).

A variacdo do comprimento de onda ¢ o principal fator a ser considerado na
diferenciagdo do espectro classico ou de ordem zero, pois afeta a forma do espectro derivado
e interfere na relagdo sinal ruido. Um aumento no valor de delta lambda (AA), normalmente,
leva a uma diminui¢do no nivel de ruido, porém, valores muito elevados podem levar a uma
pobre resolugao espectral (EL-GINDY et al., 2001).

Os espectros de ordem superiores (primeira, segunda, terceira e quarta ordem) sdo
obtidos a partir da diferenciacdo do espectro de ordem zero e a escolha da ordem da derivada
a ser utilizada ¢ influenciada pelas caracteristicas do espectro como intensidade no maximo de
absor¢do, largura na meia altura do espectro e distancia que separa os dois maximos. Os
espectros derivados sdo sempre mais complexos que os espectros classicos (OJEDA; ROJAS,
2004).

Baixas velocidades de varredura, segundo O’Haver e Begley (1981) aumentam o
tempo de andlise mas melhoram a relacdo sinal-ruido. O uso de baixas velocidades faz-se
mais necessario com o aumento da ordem da derivada quando ocorre também um aumento da
complexidade dos espectros.

O parametro atenuagdo, ou smoothing, resulta na reducdo do sinal e do ruido. O uso do
smoothing adequado pode tornar insignificante a degradacdo da relagdo sinal-ruido que ocorre
com a derivagdo. Portanto, sua aplicacdo torna-se necessaria em espectros de ordem mais
elevada (DONATO et al., 2010).

Pode-se citar ainda o fator de escala, pardmetro visual que altera apenas a amplitude da
onda e pode ser util quando tivermos substancias com baixa absortividade. Esse pardmetro
deve ser ajustado para evitar o efeito de distor¢dao no espectro e, uma vez selecionado, devera
permanecer constante em todas as analises (DONATO et al., 2010)

A determinacdo quantitativa de uma substancia a partir do espectro derivado pode ser
realizada através de diferentes métodos: ponto de anulacdo, tangente, calibracdo multivariada,
derivada da razdo do espectro, dentre outras. O método do ponto de anulagdo, ou zero-
crossing, mede a amplitude de absor¢ao de um componente da mistura no comprimento de
onda de anulagdo do outro e ¢ o mais utilizado para quantificacdo de misturas binarias onde
ocorre sobreposicao de espectros (PASCHOAL et al., 2003; EL-SAYED; EL SALEM, 2005).

No presente trabalho, o método por espectrofotometria derivada foi desenvolvido

como alternativa ao método por cromatografia liquida para a quantificacdo da associacao
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ebastina + cloridrato de pseudoefedrina (Ebastel D®) em céapsulas, visando utilizé-lo no

controle de qualidade desta preparagao farmacéutica.

2.3 Material e métodos

2.3.1 Equipamento

Os espectros de ordem zero e suas respectivas derivadas foram obtidos na regidao do
ultravioleta, entre 200 e 380 nm, utilizando espectrofotdmetro de varredura Shimadzu modelo
UV1601-PC, duplo feixe, banda espectral de 2 nm e cubetas de quartzo de um centimetro de
caminho Optico. A aquisicdo e a andlise dos dados foram realizadas através do programa
UVPC 39 que permite a escolha da ordem da derivada, do valor do fator de escala, da

variacao do comprimento de onda (AL) e o uso da fun¢do atenuagao.

2.3.2 Preparo das solugdes das SQRs

As substancias quimicas de referéncia (SQRs) foram dissolvidas em metanol,
separadamente, de forma a obter solugdes contendo 10 pg.mL™" de ebastina e 120 pg.mL™" de

cloridrato de pseudoefedrina.

2.3.3 Preparo das amostras

Apbs determinagio do peso médio de 20 capsulas de Ebastel D® (lote 165130) o
contetido das mesmas foi triturado a pd fino. Pesou-se quantidade do pd equivalente a 5 mg
de ebastina e 60 mg de cloridrato de pseudoefedrina e transferiu-se para baldo de 25 ml com o
auxilio de 10 mL de metanol. Apds 10 minutos de ultrassom, completou-se o volume com o

mesmo solvente. Esta solu¢ao foi filtrada em papel filtro quantitativo e diluida até
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concentragdo final de 10 e 120 pgmL™' de ebastina e cloridrato de pseudoefedrina,

respectivamente.

2.3.4 Técnica e parametros UVD

A ebastina e o cloridrato de pseudoefedrina, na formulagdo em cépsulas, foram
quantificados através da técnica do ponto de anulacdo ou zero crossing. A ebastina foi
quantificada na primeira derivada (dA/d)A), em 261,3 e 263,5 nm, utilizando delta lambda de 2
(AA=2) e fator de escala igual a 20. A determinacdo do cloridrato de pseudoefedrina foi
realizada na primeira derivada (dA/d)A), em 252,8 nm, utilizando delta lambda de 2 (AA=2) e
fator de escala igual a 100. Os espectros derivados foram obtidos a partir do espectro de
ordem zero. Para obten¢do dos espectros de ordem zero, utilizou-se a velocidade média de

varredura.

2.3.5 Linearidade

A linearidade foi determinada a partir de curvas padrao das SQRs de ebastina e
cloridrato de pseudoefedrina. Quantidades das SQRs foram exatamente pesadas a fim de obter
solugdes estoque de ebastina (200 pg.mL™) e cloridrato de pseudoefedrina (2400 pg.mL™). A
partir destas solu¢des foram efetuadas diluicdes, em metanol, de forma a obter solugdes com
as seguintes concentragoes: 5, 7,5, 10, 12,5 ¢ 15 ug.mL’l para a ebastina e 60, 90, 120, 150 ¢
180 pg.mL™" para o cloridrato de pseudoefedrina. O ensaio para determinagio da linearidade
do método foi realizado em triplicata.

Foram tracados espectros de ordem zero para cada um dos pontos da curva e,
posteriormente, esses espectros foram transformados em primeira derivada para a
determinagdo de ebastina e cloridrato de pseudoefedrina.

A partir dos valores médios das leituras obtidas nos diferentes dias, construiu-se um
grafico para cada farmaco nos diferentes comprimentos de onda avaliados. Foram calculados
para cada farmaco e condigdo, o coeficiente de correlacdo e a equagdo da reta. A validade

estatistica dos resultados foi determinada pela anélise de variancia (ANOVA).
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2.3.6 Precisdo

A precisdao do método foi realizada em dois niveis: repetibilidade (precisao intra-dia) e
precisdo intermediaria (entre dias). Para a repetibilidade, avaliou-se o DPR obtido a partir da
analise de seis amostras contendo 100% da concentracdo de trabalho, no mesmo dia. Para a
precisdo intermediaria calculou-se o DPR obtido com a andlise de um total de 15 amostras,
realizada em trés dias diferentes. As solugdes das substiancias de referéncia ¢ as amostras

foram preparadas conforme descrito nos itens 2.3.2 e 2.3.3, respectivamente.

2.3.7 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada através do teste de recuperacdo. Quantidades
crescentes das solugdes das SQRs de ebastina e cloridrato de pseudoefedrina foram
adicionadas a solu¢des da amostra, cuja concentragdo foi mantida constante. O percentual de
recuperagdo das SQRs foi calculado ao final da andlise. O preparo das solugdes ¢ descrito a

seguir:

2.3.7.1 Preparo da solugdo estoque das SQRs

Preparou-se uma solugdo estoque das SQRs, em metanol, contendo 200 pg.mL™’ e

2400 pg.mL" de ebastina e cloridrato de pseudoefedrina, respectivamente.

2.3.7.2 Preparo da solugdo estoque da amostra

Pesou-se quantidade do p6 equivalente a 5 mg de ebastina e 60 mg de cloridrato de
pseudoefedrina e transferiu-se para baldo de 25 ml com o auxilio de 10 mL de metanol. Apds

10 minutos de ultrassom, completou-se o volume com o mesmo solvente, obtendo-se uma



59

solugio contendo 200 pg.mL" de ebastina e 2400 pg.mL" de pseudoefedrina. Esta solugdo

foi filtrada em papel filtro quantitativo.

2.3.7.3 Preparo das solugdes R1, R2 e R3

Com auxilio de bureta, transferiu-se 0,5 mL da solug¢do estoque da amostra para trés
baldes volumétricos de 20 mL. A cada um dos baldes, foram adicionados os seguintes
volumes de solu¢do estoque das SQRs (200 e 2400 ug.mL’l): 0,25; 0,50 e 0,75 mL,
completou-se o volume com metanol. Estas solucdes foram denominadas R1, R2 e R3
contendo concentracdes finais de ebastina e cloridrato de pseudoefedrina correspondentes a
75, 100 e 125% da concentragdo usual de trabalho (10 pg.mL™" de ebastina e 120 pg.mL" de
cloridrato de pseudoefedrina). Cada uma das solugdes foi preparada em triplicata. O esquema

de preparo das solucdes esta representado no Quadro 1.

Sol. estoque Sol. estoque SQRs Volume final Conc. final EB +
amostra (mL) (mL) (mL) PSEUDO (pg.mL'l)
A 0,50 - 20 5,0 + 60,0
R1 0,50 0,25 20 7,5+90,0
R2 0,50 0,50 20 10,0 +120,0
R3 0,50 0,75 20 12,5 +150,0
SQR - 0,50 20 5,0+ 60,0

Quadro 1 - Esquema de preparo das solucdes para exatiddo do método por espctrofotometria
derivada.

2.3.7.4 Calculo do percentual de recuperagdo

O calculo do percentual de recuperagao foi realizado a partir da Equagao 1, descrita

pela AOAC (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 2000):

Equag:ﬁo 1 R% = [(CAF — CA) / CSQR] . 100
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onde:
Car = concentracdo do farmaco na amostra acrescida de SQR (pg.mL’l)
Ca = concentracio do farmaco na amostra (ug.mL™")

Csqr = concentragdo de SQR adicionada a amostra (ug.mL™)

2.3.8 Avaliacao do método por espectrofotometria derivada

Os resultados obtidos na determinagdo da ebastina e do cloridrato de pseudoefedrina
pelo método UVD foram comparados aos resultados obtidos na determinacdo destas
substancias pelo método cromatografico, previamente desenvolvido e validado. A
comparagdo entre os métodos foi realizada por ANOVA e pelo teste ¢+ de Student, com
confiabilidade de 95%, para avaliar a existéncia de diferenga significativa entre os dois

métodos.

2.4 Resultados e discussao

Os espectros de ordem zero da ebastina e do cloridrato de pseudoefedrina, Figura 1,
apresentaram-se sobrepostos, impossibilitando o uso da espectrofotometria no ultravioleta
classica para quantificacdo dos mesmos. A partir desse resultado, optou-se pelo uso da
espectrofotometria derivada como alternativa para a analise desta associacdo de farmacos
(cbastina + pseudoefedrina, Ebastel D®) sem a necessidade de separacdo prévia dos

componentes.

2.4.1 Defini¢do dos parametros

Inicialmente, os espectros de ordem zero das SQRs da ebastina (10 pg.mL™") ¢ do
cloridrato de pseudoefedrina (120 pg.mL™), mostrados na Figura 1, foram diferenciados.

Utilizando o programa UVPC39 e ajustando valores dos parametros analiticos delta lambda
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(AL) e fator de escala, os espectros classicos foram transformados em espectros de primeira,
segunda e terceira derivadas, buscando o melhor ajuste de pardmetros para a quantificagdo da
ebastina e do cloridrato de pseudoefedrina no Ebastel D, utilizando a técnica do ponto de
anulagdo ou zero-crossing.

Diferentes combinagdes dos parametros e comprimentos de onda, obtidos por essa
avalia¢do preliminar, foram inicialmente selecionados para a determina¢do da associacdo dos
farmacos. A possibilidade de utilizagdo desses parametros s6 foi confirmada através da
sobreposi¢cdo da curva-padrao dos dois farmacos, o que possibilitou uma melhor visualizagao
dos comprimentos de onda pré-selecionados. Segundo Ojeda e Rojas (2004), este ¢ um
importante fator a ser considerado, pois, pequenos erros na escolha do comprimento de onda
podem resultar em erros muito maiores na derivada do que na espectrofotometria classica.

A primeira derivada (dA/dA) foi escolhida para a determinacdo da ebastina e dois
pontos de anulacdo do cloridrato de pseudoefedrina foram selecionados, 261,3 e 263,5 nm.
Teoricamente, nesses comprimentos de onda, a ebastina pode ser quantificada sem ou com um
minimo de inteferéncia. Utilizou-se delta lambda de 2 (AA=2) e fator de escala igual a 20.

Para a quantificagdo do cloridrato de pseudoefedrina também foi escolhida a primeira
derivada (dA/dA), com apenas um ponto de anulagdo da ebastina em 252,8 nm. Utilizando
delta lambda de 2 (AA=2) e fator de escala igual a 100 obteve-se a melhor resolu¢do do
espectro para a determinagdo do farmaco. A segunda derivada, delta lambda de 4 (AA=4) e
fator de escala igual a 100 também apresentou um ponto de anulagdo da ebastina, em 264,0
nm, com boa resolu¢do e boa absortividade do cloridrato de pseudoefedrina. Porém, a
sobreposi¢do dos espectros da curva-padrdo mostrou uma variagdo no comprimento de onda
de anulagdo para cada ponto da curva, impossibilitando sua utilizagdo na quantificacdo do
cloridrato de pseudoefedrina.

A diferenciacdo dos espectros na terceira derivada também possibilitou alguns pontos
de anulagdo da ebastina e do cloridrato de pseudoefedrina nos quais seria possivel realizar a
quantificagdo dos farmacos. Mas, como o aumento da ordem da derivada aumenta também a
complexidade dos espectros (O'HAVER; BEGLEY, 1981; OJEDA; ROJAS, 2004), optou-se

pela ndo utilizagdo desta condigao.
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Figura 1 — Espectros de ordem zero da ebastina (10 pg.mL™), cloridrato de pseudoefedrina
(120 ug.mL'l) e do Ebastel D® (10 ug.mL'l de ebastina e 120 ;,Lg.mL'1 de cloridrato de
pseudoefedrina) em metanol.

2.4.2 Linearidade

A linearidade ¢ definida como a capacidade de um método de obter resultados
diretamente proporcionais a concentragdo da substancia em andlise. Pode ser determinada
através da construcdo de curvas padrdo contendo, no minimo, cinco concentragdes (ICH,
2005).

A resposta da ebastina foi linear no intervalo de 5,0 a 15,0 pg.mL", na primeira
derivada, nos comprimentos de onda escolhidos: 261,3 e 263,5 nm, enquanto que a resposta
do cloridrato de pseudoefedrina foi proporcional & concentra¢do do farmaco no intervalo de
60 a 180 pg.mL, na primeira derivada (em 252,8 nm). A Figura 2 mostra os espectros de
ordem zero da curva padrio, para ambos os farmacos. Os espectros sobrepostos desses
farmacos nas condi¢des e comprimentos de onda onde a linearidade do método foi avaliada

sdo mostrados na Figura 3.
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Figura 2 — Espectros de ordem zero da curva padrdo da ebastina contendo 5,0 a 15,0 pg.mL"
(A) e do cloridrato de pseudoefedrina contendo 60 a 180 pg.mL™ (B).
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Figura 3 — Espectros da ebastina e do cloridrato de pseudoefedrina na primeira derivada,
AX=2 e fator de escala = 20, indicando os pontos de anulagao do cloridrato de pseudoefedrina,
em 261,3 ¢ 263,5 nm (A); e na primeira derivada, AA=2 e fator de escala = 100, indicando o
ponto de anulagdo da ebastina, em 252,8 nm (B).
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A Figura 4 representa as curvas padrdo (concentragcdo versus absorvancia) e as
equacdes da reta, obtidas por regressdo linear através do método dos quadrados minimos, para
cada uma das condicdes escolhidas. Os coeficientes de correlacdo obtidos, tanto para a
ebastina quanto para o cloridrato de pseudoefedrina, foram superiores a 0,99 indicando uma
adequada correlag@o entre a concentracdo e a absorvancia. A andlise de variancia (ANOVA)
indicou auséncia de desvio de linearidade e regressdo significativa, com nivel de confianca de
95%, nas condi¢des e faixas de concentragao testadas.

Os resultados apresentados demonstram a linearidade do método proposto para a

quantificagdo da ebastina e do cloridrato de pseudoefedrina em capsulas.

0,700 A
0,600 v=10,040x-0,008
0,500 r=0,9994
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

Absorvincia

a0 5,0 10,0 15,0 20,0

Concentracdo pg.mLt

0,700 B
0.500 v=0,043x

9500 r=0,9959

0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

Absorwincia
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0,500
0,400
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Figura 4 — Representacdo da curva padrdo e equagdo da reta, método por espectroscopia
derivada, da ebastina na faixa de 5,0 a 15,0 ug.mL’l, primeira derivada, 261,3 nm (A); da
ebastina na faixa de 5,0 a 15,0 ug.mL'l, primeira derivada, 263,5 nm (B) e da pseudoefedrina
na faixa de 60 a 180 pg.mL"', primeira derivada, 263,5 nm (C).
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2.4.3 Precisio

A precisao de um método analitico ¢ definida como a proximidade entre os resultados
individuais quando o procedimento analitico ¢ aplicado a diferentes aliquotas de uma amostra
homogénea. E avaliada através do desvio padrdo relativo (DPR), obtido para uma série de
determinagdes, que devera ser menor ou igual a 2,0% (ICH, 2005; SHABIR, 2003).

A precisao do método analitico foi demonstrada através da repetibilidade (intra-dia) e
precisdo intermediaria (inter-dias). Os valores experimentais obtidos para a determinagdo de
ebastina na primeira derivada, em 261,3 nm, sdo apresentados na Tabela 1 e demonstram a
precisdo do método para esta condi¢do, ja que os valores de DPR encontrados foram

inferiores a 2,0%.

Tabela 1 — Teores percentuais obtidos para a ebastina em cépsulas, determinados por
espectrofotometria derivada. Condigdes: primeira derivada; 261,3 nm.

% do valor declarado

Amostra Dia 1 Dia 2 Dia 3
1 108,85 110,88 109,86
2 110,37 108,59 108,85
3 110,63 108,59 109,36
4 109,61 108,08 -
5 110,12 110,12 -
6 110,37 107,58 -
Meédia intra-dia 109,99 108,97 109,36
DPR intra-dia 0,60 1,16 0,47
Média inter-dias
(n=15) 109.46
DPR inter-dias 091

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos para a quantificacdo da ebastina em 263,5
nm. Os baixos valores de DPR indicam a precisdo do método também para esta condi¢ao

analitica.
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Tabela 2 — Teores percentuais obtidos para a ebastina em cépsulas, determinados por

espectrofotometria derivada. Condigdes: primeira derivada; 263,5 nm.

Amostra

% do valor declarado

Dia 1 Dia 2 Dia 3
1 108,34 108,80 109,96
2 109,03 108,57 109,03
3 109,27 107,87 108,10
4 107,64 109,27 -
5 109,50 109,73 -
6 108,80 108,10 -
Meédia intra-dia 108,76 108,72 109,03
DPR intra-dia 0,63 0,64 0,85
Média inter-dias
(n=15) 108,80
DPR inter-dias 0,64

Os resultados obtidos para analise do cloridrato de pseudoefedrina na primeira

derivada, em 252,8 nm, sdo apresentados na Tabela 3. Os valores de DPR foram de no

maximo 1,09%, indicando a precisdo do método na quantificagdo desse farmaco.

Tabela 3 — Teores percentuais obtidos para o cloridrato de pseudoefedrina em cépsulas,

determinados por espectrofotometria derivada. Condi¢des: primeira derivada; 252,8 nm.

% do valor declarado

Amostra Dia 1 Dia 2 Dia 3
1 96,74 97,17 97,17
2 97,59 96,32 96,32
3 98,65 98,65 97,38
4 97,80 97,59 -
5 99,08 98,01 -
6 96,32 97,38 -
Média intra-dia 97,70 97,52 96,95
DPR intra-dia 1,09 0,81 0,58
Meédia inter-dias
(a15) 97,48
DPR inter-dias 0,89
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2.4.4 Exatidao

A exatidao descreve a proximidade dos resultados médios fornecidos pelo método em
relacdo ao valor tedrico. Pode ser determinada através da andlise do placebo da formulagdo ao
qual quantidade conhecida da substancia de interesse tenha sido adicionada; através do teste
de recuperagdo, no qual quantidades conhecidas da substancia ativa sdo adicionadas a
formulacdao e o percentual de recuperagdo ¢ avaliado ou, ainda, através da comparagdo dos
resultados do método em avaliagdo com os resultados de outro método cuja exatiddo tenha
sido determinada. A exatiddo do método poderd ndo ser avaliada desde que a linearidade, a
especificidade e a precisdo tenham sido estabelecidas (ICH, 2005).

A exatiddo do método proposto foi avaliada através do teste de recuperacdo. Os
resultados médios encontrados para todas as condicdes testadas ficaram na faixa de 99,83 e

101, 20%, conforme demonstrado nas Tabelas 4 a 6.

Tabela 4 — Teste de recuperagdo da solugdo da SQR de ebastina adicionada a solu¢do amostra
de ebastina + cloridrato de pseudoefedrina, através do método de espectroscopia derivada.
Condigdo: primeira derivada; 261,3 nm.

Amostra Nivel (%) % de recuperagio Meédia (%)

101,54

R1 75 100,51 101,20
101,54
98,97

R2 100 100,00 99,83
100,51
98,80

R3 125 101,20 100,51
101,54

Recuperagdo média (%) 100,51

DPR % 0,68

(R1, R2, R3) : amostras acrescidas de SQR
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Tabela 5 — Teste de recuperagdo da solugao da SQR de ebastina adicionada a solu¢ao amostra
de ebastina + cloridrato de pseudoefedrina, através do método de espectroscopia derivada.
Condicao: primeira derivada; 263,5 nm.

Amostra Nivel (%) % de recuperagéo Meédia (%)

99,54

R1 75 100,46 99,85
99,54
98,63

R2 100 101,84 100,77
101,84
100,15

R3 125 100,77 100,97
102,00

Recuperagdo média (%) 100,53

DPR % 0,60

(R1, R2, R3) : amostras acrescidas de SQR

Tabela 6 — Teste de recuperacdo da solucdo da SQR de cloridrato de pseudoefedrina
adicionada a solugdo amostra de ebastina + cloridrato de pseudoefedrina, através do método
de espectroscopia derivada. Condi¢do: primeira derivada; 252,8 nm.

Amostra Nivel (%) % de recuperagio Meédia (%)
98,31
R1 75 100,85 100,28
101,69
98,73
R2 100 101,69 100,14
100,00
98,87
R3 125 100,28 99,91
100,56
Recuperagdo média (%) 100,11
DPR % 0,19

(R1, R2, R3) : amostras acrescidas de SQR

Os resultados obtidos encontram-se dentro da faixa de porcentagem de recuperacdo
recomendada para exatiddo de métodos analiticos, 98 — 102% (SHABIR, 2003), mostrando
que o método por espectroscopia derivada € exato e ndo apresenta erros sistematicos que

poderiam levar a obtengdo de resultados distantes da concentracao real.
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2.5 Comparacao dos métodos: CLAE e UVD

Os resultados médios obtidos para as determinagdes de ebastina e cloridrato de
pseudoefedrina por UVD s3o mostrados na Tabela 7, juntamente com os resultados obtidos

pelo método cromatografico.

Tabela 7 — Teores percentuais obtidos no doseamento de ebastina e cloridrato de
pseudoefedrina em céapsulas através da espectrofotometria derivada e da cromatografia
liquida.

Valor médio
Farmaco Método encontrado
(% + DPR)*
UVD'A=1261,3 nm 109, 46 + 0,91
Ebastina UVD'A = 263,5 nm 108,80 + 0,64
CLAE 108,14 £ 1,11
UVD'A=252,8 nm 97,48 + 0,89
Pseudoefedrina
CLAE 96,56 £ 1,57

*n =15 determinagdes

Com o objetivo de estabelecer uma comparagao entre os trés métodos propostos para a
quantificagdo da ebastina em cépsulas, realizou-se andlise estatistica dos resultados por
ANOVA. Foi observado que ha evidéncias de diferenga significativa entre os métodos
desenvolvidos, visto que o valor de “F” calculado (6,7387) foi superior ao “F” critico (3,2199)
e o valor de “p” obtido foi igual a 0,0028.

Para verificar qual das condi¢des propostas para o método por UVD (A =261,3 e 263,5
nm) apresentava diferenga em relacdo ao método proposto por CLAE foi aplicado o teste ¢ de
Student comparando, isoladamente, cada uma destas condi¢des ao método cromatografico. Os
resultados obtidos para a comparagdo dos métodos UVD'A=261,3 ¢ CLAE demonstraram
haver diferenca significativa entre eles, visto que o valor de “t” calculado (3,2801) foi maior
que “t” tabelado (2,0484). Desta forma, o uso desta condicao analitica sugerida para UVD nao
pode ser indicada como alternativa ao método cromatografico. Na comparacao dos métodos

UVD1X=263,5 e CLAE, o valor de “t” calculado (1,8517) inferior ao valor de “t” tabelado
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(2,0484) para um nivel de significancia de 5%, demonstrou ndo haver diferenga significativa
entre esses, comprovando a intercambialidade dos métodos.

Os resultados obtidos pelos métodos por CLAE e por UVD'A=252,8 para a
determinagdo da pseudoefedrina foram comparados estatisticamente pelo teste ¢ de Student.
Os resultados revelam que nao hé diferenga significativa entre os métodos propostos uma vez
que o valor de “t” calculado (1,9564) foi inferior ao “t” tabelado (2,0484) para um nivel de
significancia de 5%, demonstrando a intercambialidade dos métodos também para a

quantificagdo da pseudoefedrina.

2.6 Conclusoes

e O método por espectrofotometria derivada, desenvolvido e validado, mostrou-
se linear, preciso e exato, sendo adequado para analise quantitativa de ebastina e cloridrato de
pseudoefedrina em cépsulas.

e A comparagdo estatistica dos métodos por espectrofotometria derivada e por
cromatografia liquida indicou que nao ha evidéncias de diferenga significativa entre os teores
médios encontrados pelos métodos. Portanto o método por UVD proposto para a
determinacdo da ebastina (UVD'A=263,5) e do cloridrato de pseudoefedrina (UVD'A=252,8)
em capsulas pode ser considerado equivalente ao método por CLAE, sendo indicado o seu uso

no controle de qualidade desta forma farmacéutica.
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DISCUSSAO

Os métodos analiticos sdo fundamentais para a identificacdo, quantificagdo, estudos de
dissolucgdo e andlises de farmacos, produtos farmacéuticos, e analitos em matrizes biologicas.
Nesse contexto, observa-se que a associacdo de ebastina e cloridrato de pseudoefedrina ¢ um
produto farmacéutico comercializado no mercado mundial, e ndo foram encontradas na
literatura cientifica publicagdes que descrevessem métodos para a quantificagdo simultanea
desses farmacos. Assim, julgou-se necessario o estudo de metodologias analiticas para o
controle da qualidade, estabelecendo bases cientificas e tecnologicas para inclusdo em

compéndios oficias da area.

Diversos parametros devem ser avaliados durante o desenvolvimento e validacdo de
um método analitico de quantificacdo. Porém, deve-se também avaliar caracteristicas do
método como simplicidade de execugdo, tempo necessario para realizar as analises, geragao
de residuos e custos de materiais e equipamentos necessarios para seu desenvolvimento.

Dentre os métodos propostos, a cromatografia liquida ¢ a técnica analitica mais
utilizada para analises farmacéuticas, apresentando maior sensibilidade e reprodutibilidade
dos resultados. Por sua vez, atualmente a espectrofotometria derivada também vem sendo
reconhecida como uma técnica analitica confiavel e reprodutivel, observando-se vantagens em
relagdo a espectrofotometria convencional, como maior sensibilidade e seletividade em
amostras onde ocorre interferéncia entre seus constituintes (OJEDA; ROJAS, 2004). Além
disso, a espectrofotometria caracteriza-se por sua simplicidade e custo reduzido por andlise
quando comparada a CL, pois problemas como alto custo de reagentes e equipamentos e gasto

elevado de solventes sdo eliminados.

Método por cromatografia liquida

A cromatografia liquida possibilita a separacdo e quantificacdo de diferentes
componentes de uma formulagio farmacé€utica através da escolha adequada dos parametros do
sistema como colunas, fase movel e método de detec¢do. E considerado método de escolha

em estudos de estabilidade, devido a sua elevada capacidade de resolucdo, sensibilidade e
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especificidade (BAKSHI; SINGH, 2002; WATSON, 2005). Desenvolveu-se e validou-se
procedimento por cromatografia liquida em fase reversa para a determinacdo de ebastina e
cloridrato de pseudoefedrina em cépsulas, conforme demonstrado no CAPITULO 1. O
método proposto empregou coluna cromatografica Cig, de amplo uso em laboratérios de
controle de qualidade, devido aos bons resultados obtidos com a mesma durante o
desenvolvimento do método. A fase modvel constituida por metanol, acetonitrila e tampao
acetato de amodnio pH 6,8 mostrou-se a mais adequada, proporcionando tempos de retengao
reprodutiveis de, aproximadamente, 3.3 e 6.5 minutos (para o cloridrato de pseudoefedrina e a
ebastina, respectivamente), boa eficiéncia, seletividade e simetria.

Para a avaliacdo da especificidade do método as amostras foram submetidas a
degradacao em meios acido e alcalino, oxidacao e, ainda, fotélise. Em algumas das condi¢des
de degradagdo observou-se a formagao de picos adicionais, porém, esses picos encontraram-se
bem resolvidos em relacdo aos picos da ebastina e do cloridrato de pseudoefedrina. Além
disso, utilizando o detector de arranjo de diodos (DAD), verificou-se que os picos dos
farmacos permaneceram com elevado indice de pureza em todas as determinagdes (> 0,9997),
demonstrando que além de ser especifico, o procedimento também pode ser usado para
avaliagdo da estabilidade.

O método foi linear na faixa de concentragio de 30 - 50 pg.mL™ (r = 0,9995), para a
ebastina e na faixa de 360 — 600 pg.mL™" (r = 0,9995), para o cloridrato de pseudoefedrina. A
analise estatistica dos resultados obtidos com as curvas padrdo, realizada por ANOVA,
indicou regressao significativa e auséncia de desvio de linearidade (p>0,05).

A precisdo do método foi avaliada através da repetibilidade (intra-dia) e da precisdo
intermediaria (entre-dias). Os valores experimentais médios obtidos para a determinacdo da
ebastina e do cloridrato de pseudoefedrina, na repetibilidade, foram de 107,97 e 97,98%,
respectivamente, com valores de DPR de 1,15 e 0,93%. Na precisdo intermedidria (n=15) os
valores médios foram de 108,14 e 96,56%, com DPR de 1,11 e 1,67 para a ebastina e
cloridrato de pseudoefedrina, respectivamente. Os valores de DPR obtidos, inferiores a 2,0 %,
demonstram a precisdo do método proposto.

Na avalia¢do da exatiddo do método, através do teste de recuperagdo, obtiveram-se
valores médios de 101,47 e 99,89% para a ebastina e a pseudofedrina, respectivamente. Esses
resultados demonstram a exatiddo do método desenvolvido, pois estdo de acordo com o valor
sugerido de 100 + 2%, encontrado na literatura (SHABIR, 2003; SHABIR et al., 2007).

No parametro robustez, observou-se que as variagdes na propor¢do de acetonitrila e no

fluxo da fase moével provocaram pequenas alteragdes nos tempos de retengdo, o que nao
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ocorreu utilizando diferentes valores de pH do tampao acetato. Nenhuma das modifica¢des
realizadas interferiu na determinagdo quantitativa da ebastina e do cloridrato de
pseudoefedrina. Concluiu-se, portanto, que o método proposto cumpre os requisitos
preconizados pela literatura, podendo ser empregado para o controle de qualidade da

associagdo de ebastina e cloridrato de pseudoefedrina.

Método por espectrofotometria derivada

A espectrofotometria derivada consiste na diferenciacdo do espectro normal. Esta
transformagdao do espectro ndo aumenta o numero de informagdes, apenas individualiza
melhor os componentes de uma mistura devido a pequenas mudancas na inclinagdo e
curvatura (HACKMANN; BENETON; SANTORO, 1991). O uso da espectrofotometria
derivada possibilita maior sensibilidade e seletividade quando comparada a
espectrofotometria convencional, sendo muito Util na anélise de formulagdes farmacéuticas
onde ocorre interferéncia dos excipientes ou na andlise de misturas de farmacos, como a
formulagdo de ebastina e cloridrato de pseudoefedrina em capsulas.

Os resultados obtidos no desenvolvimento e validacdo desta metodologia para analise
simultanea de ebastina e cloridrato de pseudoefedrina, em céapsulas, foram mostrados no
CAPITULO 2. Diversas combinagdes de pardmetros instrumentais foram testadas durante a
otimiza¢do do método visando obter adequada resolugdo das bandas espectrais e uma boa
seletividade e sensibilidade. Optou-se por validar o método nas condi¢gdes encontradas para a
primeira derivada, pois o aumento da ordem da derivada torna os espectros mais complexos,
aumentando o nimero de bandas de absor¢do e o nivel de ruido, dificultando a interpretagao
dos espectros. A andlise da ebastina foi realizada em 261,3 e 263,5 nm e do cloridrato de
pseudoefedrina em 252,8 nm.

O método foi linear na faixa de concentragdo de 5 - 15 pg.mL" para a ebastina, nos
dois comprimentos de onda avaliados, e na faixa de 60 — 180 ug.mL" para o cloridrato de
pseudoefedrina; os coeficientes de correlacdo obtidos foram maiores que 0,99, conforme
sugerido pela literatura (BRASIL, 2003). A analise estatistica dos resultados obtidos com as
curvas padrao para ambos os farmacos, realizada por ANOVA, indicou regressao significativa

e auséncia de desvio de linearidade (p<0,05) nas trés condic¢des testadas.
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Na avaliagdo da precisdo do método através da repetibilidade e da precisdo
intermediaria, os resultados obtidos foram satisfatorios € demonstraram a precisdo do método.
Os valores de DPR obtidos para a quantificagdo da ebastina (em 261,3 e 263,5 nm) e para o
cloridrato de pseudoefedrina (em 252,8 nm) foram inferiores ao valor de 2,0 % recomendado.
A exatidao do método, avaliada através do teste de recuperacdo, forneceu resultados médios
de 100,51% e 100,53% de SQR da ebastina recuperada, em 261,3 e 263,5 nm,
respectivamente. Para o cloridrato de pseudoefedrina recuperou-se um valor médio de
100,11%. Esses valores encontram-se dentro da faixa recomendada de 100 =+ 2%,

demonstrando a exatidao do método (SHABIR, 2003; SHABIR et al., 2007).

Comparacio dos métodos: CLAE e UVD

O método por espectrofotometria derivada (UVD) foi desenvolvido como alternativa a
utilizacdo do método por cromatografia liquida (CLAE) na quantificacdo da ebastina e do
cloridrato de pseudoefedrina em cépsulas. Para avaliar a intercambialidade dos métodos, os
resultados obtidos na avaliagdo da precisdo foram comparados estatisticamente através da
analise de variancia (ANOVA) e, posteriormente, pelo teste ¢ de Student.

Na comparagdo, através da ANOVA, dos resultados obtidos para a ebastina por CLAE
e pelas duas condigdes da UVD verificou-se a existéncia de diferenca significativa entre os
métodos (p = 0,05). Os valores de “t” obtidos demonstraram que a condi¢do UVD'2=261,3
nm apresentou diferenca significativa comparada a CLAE. Por outro lado, a comparagdo da
condicio UVD'A=263,5 nm ao método por cromatografia, forneceu resultados que
comprovam a intercambialidade dos mesmos.

Para a comparagdo dos métodos na quantificacdo do cloridrato de pseudoefdrina, foi
aplicado o teste “t” de Student. Os resultados obtidos, t calculado = 1,9564 <t tabelado =
2,0484, demonstraram a intercambialidade dos métodos também para a quantificagdo desse
farmaco.

Apesar de os resultados obtidos com a espectrofotometria derivada serem comparaveis
aos obtidos pelo método cromatografico, cabe ressaltar que o método por CLAE apresenta

como vantagem sua maior especificidade, podendo ser aplicado em estudos de estabilidade.
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CONCLUSOES

e O método por cromatografia liquida em fase reversa com deteccdo UV, desenvolvido
e validado, mostrou-se especifico, linear, preciso, robusto e exato sendo adequado para a
quantificagdo da ebastina e do cloridrato de pseudoefedrina em capsulas e para ser empregado

em estudos de estabilidade.

e O método por espectrofotometria derivada, desenvolvido e validado, mostrou-se
linear, preciso e exato para a andlise quantitativa da ebastina e cloridrato de pseudoefedrina

em capsulas.

e A andlise comparativa dos métodos por cromatografia liquida e por espectrofotometria
derivada (UVD'A=263,5 nm para a cbastina ¢ UVD'A=252,8 nm para o cloridrato de
pseudoefedrina) demonstrou ndo haver diferenca significativa entre eles (p>0,05),

comprovando a intercambialidade dos métodos.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS




81

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGRAWAL, D. K. Anti-inflammatory properties of desloratadine. Clinical & Experimental
Allergy, v. 34, n. 9, p. 1342-1348, 2004.

AKHTAR, M.J.; KHAN, S.; HAFIZ, M. High-performance liquid chromatographic assay for
the determination of paracetamol, pseudoephedrine hydrochloride and triprolidine

hydrochloride. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 12, n.3, p. 379-382,
1994.

ALTUNTAS, T.G.; ZANOOZ, S.S.; NEBIOGLU, D. Quantitative determination of
acrivastine and pseudoephedrine hydrochloride in pharmaceutical formulation by high
performance liquid chromatography and derivative spectrophotometry. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 17, n.1, p. 103-109, 1998.

AREND, M. et al. Development and Validation of a Stability-Indicating LC Method for
Determination of Ebastine in Tablet and Syrup. Chromatographia, v. 69, p. S195-S199,
2009.

ASCI, B. et al. Experimetal Design of Reversed-Phase High Performance Liquid
Chromatographic Conditions for Simultaneous Determination of Ibuprofen, Pseudoephedrine
Hydrochloride, Chlorpheniramine Maleate, and Nipagen. Journal of Analytical Chemistry,
v. 65,n. 7, p. 743-748, 2010.

ASHOK, P. et al. Analysis of ebastine in pharmaceutical preparation by high-performance
thin-layer chromatography. Journal of Planar Chromatography — Modern TLC, v.16, n.2,
p. 167-169, 2003.

BAKSHI, M.; SINGH, S. Development of validated stability-indicating assay methods-
critical review. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis. v. 28, p. 1011-1040,
2002.

BARANIUK, J. N. Pathogenesis of allergic rhinitis: New insights into allergic rhinitis:
Quality of life, associated airway diseases, and antihistamine potency. Journal of Allergy
and Clinical Immunology, v. 99, n. 2, p. S763-S772, 1997.

BOUSQUET, J.; Van CAUWENBERGE, P.; KHALTAEV, N. Allergic rhinitis and its
impact on asthma. Journal of Allergy and Clinical Immunology, v.108, n.5, p. S147-334,
2001.



82

BOUSQUET, J. et al. Requirements for medications commonly used in the treatment of
allergic rhinitis. Allergy, v. 58, n. 3, p. 192-197, 2003.

BOUSQUET, J. et al. Pharmacologic and anti-IgE treatment of allergic rhinitis (ARIA)
update (in collaboration with GA2LEN). Allergy, v. 61, n. 9, p. 1086-1096, 2006.

BRASIL. Ministério da Satide. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolu¢do RE n°
899, de 29 de maio de 2003. Guia para Validacdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos.
Diario Oficial da Unido. Brasilia, DF, 2003.

BRITISH PHARMACOPOEIA (BP), Her Majesty’s Stationary Office, London, 2010.

CAMELO-NUNES, I. C. New antihistamines: a critical view. Jornal de Pediatria, v. 82, n.5,
p. S173-180, 2006.

CHAIKIN, P. et al. Co-administration of ketoconazole with HI-antagonists ebastine and
loratadine in healthy subjects: pharmacokinetic and pharmacodynamic effects. British
Journal of Clinical Pharmacology, v. 59, n. 3, p. 346-354, 2005.

CUVILLO, A. et al. Comparative pharmacology of the H1 antihistamines. Journal of
Investigational Allergology and Clinical Immunology, v. 16, n. 1, p. 3-12, 2006.

DASH, A. Determination of pseudoephedrine hydrochloride in dosage forms by liquid
chromatography. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 12, p. 1601-1606,
1994.

EBASTEL D: capsulas gelatinosas. Responsavel técnico Dra. Sonia Albano Badard. Sao
Paulo: Eurofarma Laboratorios Ltda. Bula de remédio.

ECCLES, R. Substitution of phenylephrine for pseudoephedrine as a nasal decongeststant. An
illogical way to control methamphetamine abuse. British Journal of Clinical
Pharmacology, v. 63, p. 10-14, 2007.

FENG, S. et al. Simultaneous Determination of Ebastine and Its Active Metabolite
(Carebastine) in Human Plasma Using LC-MS-MS. Chromatographia, v. 70, p. 1417-1422,
20009.

FORNADLEY, J. A. et al. Allergic rhinitis: Clinical practice guideline. Otolaryngology —
Head and Neck Surgery, v. 115, n. 1, p. 115-122, 1996.



83

GREGORY, C.; CIFALDI, M.; TANNER, L. A. Targeted intervention programs: creating a
customized practice model to improve the treatment of allergic rhinitis in a managed care
population. American Journal of Managed Care, v. 5, n. 4, p. 485-496, 1999.

GU, X. et al. Simultaneous analysis of the H1-antihistamine acrivastine and the decongestant
pseudoephedrine hydrochloride by high performance liquid chromatography. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 37, p. 663-667, 2005.

GUQ, P. et al. Direct injection of plasma to determine pseudoephedrine by high performance
liquid chromatography with column switching . Biomedical Chromatography, v. 13, p. 61-
64, 1999.

HACKMANN, E.R.M.; BENETON, S.A.; SANTORO, M.LLR.M. Espectrofotometria
derivada na analise de fArmacos e medicamentos. Revista Portuguesa de Farmacia, v. XLI,
n. 1, p. 7-13, 1991.

HADAD, G.M.; EMARA, S.; MAHMOUD, W.M.M. Development and validation of a
stability-indicating RP-HPLC method for the determination of paracetamol with dantrolene
or/and cetirizine and pseudoephedrine in two pharmaceutical dosage forms. Talanta, v. 79, p.
1360-1367, 2009.

HASHIZUME, T. et al. Involvement of CYP2J2 and CYP4F12 in the Metabolism os Ebastine
in Human Intestinal Microsomes. The Journal of Pharmacology and Experimental
Therapeutics, v. 300, n. 2, p. 298-304, 2002.

HERRAEZ-HERNANDEZ, R.; CAMPINS-FALCO, P. Automated trace enrichment for
screening and/or determination of primary, secondary and tertiary amphetamines in biological
samples by liquid chromatography. Analyst, v. 124, p. 239-244, 1999.

HOWARTH, P.H.; HOLMBERG, K. Allergic rhinitis an increasing clinical problem.
Allergy, v. 50, p. 4-5, 1995.

HOWARTH, P. H.; SALAGEAN, M.; DOKIC, D. Allergic rhinitis: not purely a histamine
related disease. Allergy, v. 55, n. s64, p. 7-16, 2000.

HWANG, S. et al. In vitro and in vivo evaluation of a once-daily controlled-release
pseudoephedrine product. Journal of Clinical Pharmacology, v. 35, p. 259, 1995.



84

IBRAHIM, F. et al. Validated stability-indicating spectrofluorimetric methods for the
determination of ebastine in pharmaceutical preparations. Chemistry Central Journal, v.
5:11, 201 1a.

IBRAHIM, F. et al. Validated stability indicating liquid chromatographic determination of
ebastine in pharmaceuticals after pre columm derivatization: Application to tablets and
content uniformity testing. Chemistry Central Journal, v. 5:24, 2011b.

ICH - International Conference on Harmonization of technical requirements for
registration of pharmaceuticals for human use: Stability testing of new drug substances
and products Q1A(R2), 2003.

ICH - International Conference on Harmonization of technical requirements for
registration of pharmaceuticals for human use: Guideline on validation of analytical
procedure: Text and Methodology Q2(R1), 2005.

ICH - International Conference on Harmonization of technical requirements for
registration of pharmaceuticals for human use: Guideline on impurities in new drug
substances Q3A(R2), 2006.

KANG, W. et al. Simultaneous determination of ebastine and its three metabolites in plasma
using liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Journal of Chromatography B,
v.813, p. 75-80, 2004.

KARAKUS, S.; KUCUKGUZEL, 1.; KUCUKGUZEL, S.G. Development and validation of a
rapid RP-HPLC method for the determination of cetirizine or fexofenadine with
pseudoephedrine in binary pharmaceutical dosage forms. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, v. 46, p. 295-302, 2008.

KUMAR, V.; BHUTANI, H.; SINGH, S. ICH guidance in practice: Validated
stabilityindicating HPLC method for simultaneous determination of ampicillin and cloxacillin
in combination drug products. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis. v. 43,
p. 769 - 773, 2007.

LANGLOIS, M-H. et al. Simultaneous Determination of Ibuprofen and Pseudoephedrine
Hydrochloride in Pharmaceutical Tablets by Reversed-Phase HPLC. Analytical Letters, v.
42, p. 2951-2961, 2009.

LEE, M-J, et al. Application of a rapid and selective method for the simultaneous
determination of carebastine and pseudoephedrine in human plasma by liquid



85

chromatography-electrospray mass spectrometry for bioequivalence study in Korean subjects.
Biomedical Chromatography, v. 24, p. 1031-1037, 2010.

LEURS, R.; CHURCH, M. K.; TAGLIALATELA, M. Hl-antihistamines: inverse agonism,
anti-inflammatory actions and cardiac effects. Clinical & Experimental Allergy, v. 32, n. 4,
p. 489-498, 2002.

LIN, E.T.; BRATER, D.C.; BENET, L.Z. Gas-liquid chromatographic determination of
pseudoephedrine and norpseudoephedrine in human plasma and wurine. Journal of
Chromatography A, v. 140, n. 3, p. 275-279, 1977.

LLANES, S.; GRANT, J.A. Comparison of the potency of antihistamines. Dermatologic
Therapy, v. 13, p. 344-348, 2000.

LLUPIA, J.; GRAS, J.; LLENAS, J. Comparative antiallergic effects of second-generation
Hl-antihistamines ebastine, cetirizine and loratadine in  preclinical models.
Arzneimittelforschung, v. 53, n. 2, p. 93-97, 2003.

MA, M. et al. Development and evaluation of an efficient HPLC/MS/MS method for the
simultaneous determination of pseudoephedrine and cetirizine in human plasma: Application
to Phase-I pharmacokinetic study. Journal of Chromatography B, v. 846, p. 105-111, 2007.

MACEK, J.; PTACEK, P.; KLIMA, J. Rapid determination of pseudoephedrine in human
plasma by high-performance liquid chromatography. Journal of Chromatography B, v. 766,
p. 289-294, 2002.

MacGLASHAN lJr., D. Histamine: a mediator of inflammation. Journal of Allergy and
Clinical Immunology, v. 112, n. 4, p. S53-59, 2003.

MANASSRA, A. et al. Simultaneous HPLC analysis of pseudoephedrine hydrochloride,
codeine phosphate, and triprolidine hydrochloride in liquid dosage forms. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 51, p. 991-993, 2010.

MATSUDA, M.; MISUKI, Y.; TERAUCHILY. Simultaneous determination of the histamine
Hl1-receptor anatgonist ebastine and its two metabolites, carebastine and hydroxyebastine, in

human plasma using high-performance liquid cromatography. Journal of Chromatography
B, v. 757, p. 173-179, 2001.

MONROE, E.W. Nonsedating H1 antihistamines in chronic urticaria. Ann Allergy, v.71, p.
585-591, 1993.



86

MULLOL, J. et al. Rupatadine in allergic rhinitis and chronic urticaria. Allergy, v. 63, n. 87,
p. 5-28, 2008.

NATHAN, R.A. The burden of allergic rhinitis. Allergy and Asthma Proceedings,v.28, p.
3-9,2007.

NOVECK, R.J.; PRESTON, R.A.; SWAN, S.K. Pharmacojinetics and Safety of Ebastine in
Healthy Subjects and Patients with Renal Impairment. Clinical Pharmacokinetic, v. 46, n.6,
p. 525-534,2007.

OJEDA, C. B.; ROJAS, F. S. Recent developments in derivative ultraviolet/visible absorption
spectrophotometry. Analytica Chimica Acta, v. 518, p. 1-24, 2004.

PALABIYIK, .M. DINC, E.; ONUR, F. Simultaneous spectrophotometic determination of
pseudoephedrine hydrochloride and ibuprofen in a pharmaceutical preparation using ratio
spectra derivative spectrophotometry and multivariate calibration techniques. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 34, p. 473-483, 2004.

PORTNOY, JM.; DINAKAR, C. Review of cetirizine hydrochloride for the treatment of
allergic disorders. Expert Opinion on Pharmacotherapy, v. 5, n. 1, p. 125 - 135, 2004.

POTTER, P. C. Effectiveness and safety of new-generation antihistamines in allergenic
rhinitis and urticaria. South African Family Practice, v. 47, n. 7, p. 24-28, 2005.

PRABU, S.L. et al. Determination of Ebastine in Pharmaceutical Formulations by HPLC.
Indian Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 70, n. 3, p. 406-407, 2008.

RAJ, S.V.; KAPADIA, S.U.; ARGEKAR, A.P. Simultaneous determination of
pseudoephedrine hydrochloride and diphenhydramine hydrochloride in cough syrup by gés
chromatography. Talanta, v. 46, n. 1, p.221-225, 1998.

RAO, R. N.; NAGARAJU, V. An overview of the recent trends in development of HPLC
methods for determination of impurities in drugs. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, v. 33, p. 335-1040, 2003.

RIBANI, M. et al. Validagdo em métodos cromatograficos e eletroforéticos. Quimica Nova,
v.27,n. 5, p. 771-780, 2004.



87

ROBERT, M. et al. Efficacy and tolerability of ebastine 10 mg plus pseudoephedrine 120 mg
in the symptomatic relief of the common cold. European Journal of Internal Medicine, v.
15, p. 242-247, 2004.

ROHATAG]I, S. et al. Effect of age and gender on the pharmacokinetics of ebastine after
single and repeated dosing in healthy subjects. International Journal of Clinical
Pharmacology and Therapeutics, v. 39, n.3, p. 126-134, 2001.

ROZET, E. et al. Analysis of recent pharmaceutical regulatory documents on analytical
method validation. Journal of Chromatography A, v. 1158, p. 111-125, 2007.

SALIB, R. J.; DRAKE-LEE, A.; HOWARTH, P. H. Allergic rhinitis: past, present and the
future. Clinical Otolaryngology, v. 28, n. 4, p. 291-303, 2003.

SASTRE, J. Ebastine in allergic rhinitis and chronic idiopathic urticaria. Allergy, v. 63, n. 89,
p. 1-20, 2008.

SCHOENWETTER, W.F. et al. Economic impact and quality-of-life burden of allergic
rhinits. Current Medical Research and Opinion, v. 20, n. 3, p. 305-317, 2004.

SHABIR, G. A. Validation of high-performance liquid chromatography methods for
pharmaceutical analysis. Understanding the differences and similarities between validation
requirements of the US Food and Drug Administration, the US Pharmacopeia and the
International Conference on Harmonization. Journal of Chromatography A, v. 987, p. 57-
66, 2003.

SHABIR, G. A. et al. Evaluation and Application of Best Practice in Analytical Method
Validation. Journal of Liquid Chromatography & Related Technologies, v. 30, p. 311-
333, 2007.

SIMONS F. E.R.; SIMONS K. J. Clinical Pharmacology of New Histamine H1 Receptor
Antagonists. Clinical Pharmacokinetic, v. 36, n. 5, p. 329 — 352, 1999.

SIMONS, F. E. R. Comparative pharmacology of H1 antihistamines: clinical relevance. The
American Journal of Medicine, v. 113, n. 9, p. 38S-46S, 2002.

SIMONS, F. E. R. HI-Antihistamines: more relevant than ever in the treatment of allergic
disorders. Journal of Allergy and Clinical Immunology, v. 112, n. 4, p. S42-52, 2003.



88

SKONER, D. P. Allergic rhinitis: definition, epidemiology, pathophysiology, detection, and
diagnosis. Journal of Allergy and Clinical Immunology, v. 108, n. 1, p. S2-S8, 2001.

SUNITHA, P.G. et al. Spectrophotometric methods for the determination of ebastine in
tablets. Indian Drugs, v. 40, n. 10, p. 577-579, 2003.

SWEETMAN, S.C. Martindale: The Complete Drug Reference, 33rd edition, Pharmaceutical
Press, London, 2002.

TAN, Z-R. et al. Sensitive bioassay for the simultaneous determination of pseudoephedrine
and cetirizine in human plasma by liquid-chromatography- ion trap spectrometry. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 42, n. 2, p. 207-212, 2006.

THE UNITED STATES PHARMACOPEIA (USP) 33 ed. Rockville, United States
Convention, 2010.

VAN CAUWENBERGE, P.; et al. Consensus statement on the treatment of allergic rhinitis.
Allergy, v. 55, p. 116-134, 2000.

WATSON, D. G. Pharmaceutical analysis: a textbook for pharmacy students and
pharmaceutical chemists. 2. ed., Edinburgh: Elsevier Churchill Livingstone, 2005.

XU, X.; STEWART, J.T. MECK determination of guaifenesin, pseudoephedrine, and
dextromethorphan in a capsule dosage form. Journal of Liquid Chromatography &
Related Technologies, v. 23, n. 1, p. 1-13, 2000.




	Abstract
	5. Acknowledgments
	Optimized
	Value

