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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

DESENVOLVIMENTO E VALIDAC;AO DE METODO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA EM FASE REVERSA PARA ANALISE
DE FEBUXOSTATE
AuUTOR: MARLON BOTH DUARTE
ORIENTADOR: SERGIO LUIZ DALMORA
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 25 de Julho de 2013.

Febuxostate € um novo farmaco, ndo purinico, indicado para o tratamento da hiperuricemia em
pacientes com gota. No presente trabalho foi desenvolvido e validado método por cromatografia
liquida em fase reversa (CL-FR) para determinagdo de febuxostate em produtos farmacéuticos. No
método por CL-FR foi utilizada coluna XTerra Cig (150 mm x 3,9 mm d.i), mantida a 25 °C. A fase
movel foi composta de &dgua ultra-pura (pH 3,5): acetonitrila (40:60, v/v), eluida na vazdo de 0,8 mL/
min com deteccdo no ultravioleta a 316 nm. A separacdo cromatografica foi obtida no tempo de 3,9
min, sendo linear na faixa de concentragéo de 0,25-30 pg/mL (r°=0,9995). A especificidade do método
foi comprovada através de estudos de degradacdo realizados por cromatografia liquida e
espectrometria de massas, demonstrando que ndo houve interferéncia dos excipientes e dos produtos
de degradacdo na quantificacdo do farmaco. Além disso, o teste de citotoxicidade in vitro das amostras
degradadas, apresentou diferencas significativas (p <0,05) em relacdo a forma intacta. A precisao foi
de 100,54%, com “bias” menor do que 0,65%. Os limites de deteccéo e de quantificacdo foram de 0,08
e 0,28 pg/mL, respectivamente. O procedimento foi validado, avaliando-se o0s pardmetros de
especificidade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccdo e quantificacdo, robustez e teste de
adequabilidade do sistema, cujos resultados estdo de acordo com os requisitos preconizados. O método
proposto foi aplicado no estudo de dissolucdo e andlise de formas farmacéuticas de comprimidos,
contribuindo, assim, para aprimorar o controle da qualidade de medicamentos, bem como garantir a

seguranca e eficicia no uso terapéutico.

Palavras-chave: febuxostate; hiperuricemia; cromatografia liquida em fase reversa; citotoxicidade;

validacdo; dissolucdo.
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Febuxostat is a hovel non purine drug indicated for the treatment of hyperuricemia in gout. A
reversed-phase liquid chromatography (RP-LC) method was validated for the determination of
febuxostat in pharmaceutical dosage forms. The LC method was carried out on a XTerra C;g column
(150 mm x 3.9 mm 1.D.), maintained at 25 °C. The mobile phase consisted of water (pH 3.5) —
acetonitrile (40:60, v/v), run at a flow rate of 0.8 mL/min and using photodiode array (PDA) detection
at 316 nm. The chromatographic separation was obtained with retention time of 3.9 min, and was
linear over the range of 0.25 - 30 pg/mL (r’=0.9995). The specificity and stability-indicating
capability of the method was proven through degradation studies were carried out by LC and MS and
showing also, that there was no interference of the excipients and degradation products in the
quantification of the drug. Moreover, the in vitro cytotoxicity test of the degraded products showed
significant differences (p<0.05). The accuracy was 100.54% with bias lower than 0.65%. The limits
of detection and quantitation were 0.08 and 0.28 ug/mL, respectively. The procedure was validated
evaluating parameters such as the specificity, linearity, precision, accuracy, limits of detection and
guantitation, robustness, and system suitability test, giving results within the acceptable range. The
proposed method was applied for dissolution studies and the analysis of tablet dosage forms,

contributing to assure the safety and therapeutic efficacy.

Keywords: Febuxostat; Hyperuricemia; Reversed-phase liquid chromatography; Cytotoxicity;

Validation; Dissolution.
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1 INTRODUCAO

A gota é conhecida desde a Antiguidade e denominada como “doenga dos reis”. Esta
doenca afeta pessoas de todas as camadas da sociedade e segundo o National Health and
Nutrion Examination Survey Il tem aumentado significativamente sua incidéncia e
prevaléncia na populagdo. Cerca de 51 milhdes de americanos sofrem de gota,
principalmente, homens e mulheres com mais de 30 e 50 anos, respectivamente (KRAMER,;
CURHAN, 2002). No Brasil, ndo se dispde de estatisticas precisas sobre a doenca.

A gota é uma doenca reumatologica, inflamatoria e metabdlica que ocorre pela
deposicdo de cristais de urato monossédico no interior de articulagdes e tecidos. Esta
intimamente associada a hiperuricemia, que se caracteriza pela presenca de altos niveis de
4cido arico no sangue (> 7 mg dL™) que resultam da reducéo da excrec&o ou do aumento de
sua producdo (CHOI et al., 2005).

Os farmacos utilizados para alterar os niveis séricos de urato no sangue sdo
classificados como uricosuricos (eliminam o &cido Urico pela urina), uricoestaticos (impedem
a formacdo do &cido Urico) e uricoliticos (destroem o &cido Urico formado) (SHOJI et al.,
2004). Atualmente, existem disponiveis no mercado agentes uricosdricos, tais como
probenicida, anlodipina, os agentes uricoliticos, como o rasburicase e agentes uricoestaticos
como alopurinol e, em especial, o febuxostate (HYON et al., 2005).

Nas Gltimas quatro décadas, a terapia de reducdo dos niveis de urato baseou-se no
tratamento profilatico de primeira escolha com alopurinol. Esse procedimento é eficaz em
muitos casos de pacientes com hiperuricemia e gota, mas cerca de 20% destes relataram
efeitos colaterais (dor abdominal, diarréia, gastrite, sonoléncia, cefaléia ou erupcbes cutaneas)
e 5% interromperam a medicacdo. Desse modo, como alternativa ao tratamento dessa doenca,
foi pesquisado e desenvolvido o Febuxostate, que tem apresentado boa tolerancia em todos 0s
grupos de pacientes, bem como, os sensiveis ao alopurinol (MIAO; BRIAN, 2008).

O Febuxostate foi aprovado para comercializacdo pela Agéncia Européia de
Medicamentos (EMA) e pela Food and Drug Administration (FDA) em 2008 e 2009,
respectivamente. E o primeiro farmaco comercializado em 40 anos como alternativa ao
alopurinol para o tratamento de hiperuricemia em pacientes com gota. Atualmente, ndo se
encontra disponivel para comercializacdo no Brasil, apenas nos Estados Unidos (Uloric®),
Europa (Adenuric®), india (Febutaz®) e Asia (Feburic®).
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O febuxostate é um agente anti-gotoso, pertencente ao grupo uricoestatico, com elevada
poténcia, rapido inicio de acdo e duracdo prolongada, que apresenta, além de sua atividade
reumatologica, importante atividade anti-inflamatdria. Desse modo, por apresentar acao mais
ampla no mecanismo fisiopatolégico, permite melhor qualidade de vida do portador da
doenca.

As pesquisas na area farmacéutica viabilizaram a producdo de novos farmacos de
interesse terapéutico, que necessitam de métodos analiticos para sua caracterizacdo e
determinacédo quantitativa em produtos farmacéuticos, garantindo sua qualidade. A escolha do
procedimento analitico baseia-se em vérios fatores, que incluem a estrutura e caracteristicas
do farmaco, pureza, teor da amostra e finalidade da analise, bem como a disponibilidade de
equipamentos e reagentes. O desenvolvimento de métodos envolve a avaliacdo e otimizacao
de condicbes, e entdo, a validacdo € necessaria para demonstrar, através de estudos
experimentais, que 0 método atende as exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a
confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados obtidos (SHABIR, 2003; RIBANI et al.,
2004; ICH, 2005; SHABIR et al., 2007).

A cromatografia liquida (CL), especialmente com deteccdo no ultravioleta (UV), tem
sido empregada devido a resolucao, precisdo e exatiddo significativas. Atualmente, se destaca
entre os métodos usados para a analise qualitativa e quantitativa de farmacos, produtos
acabados e amostras bioldgicas. E amplamente utilizada, pois, através da escolha adequada de
colunas, fase mével e método de deteccdo, possibilita a separacdo e quantificacdo dos
diferentes componentes da formulacdo (SWARTZ; KRULL, 1998).

Os estudos de toxicidade in vitro tem mostrado que os testes com culturas celulares séo
sensiveis, rapidos, baixo custo e reprodutiveis. Atualmente, estes testes de citotoxicidade
consistem em colocar a substancia em estudo, direta ou indiretamente, em contato com uma
cultura de células de mamiferos, verificando-se as alteragdes celulares por diferentes
mecanismos. O parametro mais utilizado para avaliar a toxicidade é a viabilidade celular, que
pode ser evidenciada com auxilio de corantes vitais como o vermelho neutro. Muitas
substancias danificam as membranas resultando no decréscimo de captura e ligacdo do
vermelho neutro. Portanto é possivel distinguir entre células vivas e danificadas ou mortas,
pela medida de intensidade de cor da cultura celular (BORENFREUND et al., 1988).

Com base no exposto, o presente trabalho tem por objetivos: a) desenvolver método
analitico indicativo de estabilidade por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase
reversa (CL-FR) para andlise de febuxostate; b) validar os pardmetros recomendados para

produtos farmacéuticos; c) estudar condicdes de dissolucdo e aplicacdo do método para
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determinacdo do farmaco liberado; d) Analisar os produtos de degradagdo por espectrometria
de massas e avaliar sua citotoxicidade in vitro. Nesse contexto, pretende-se contribuir para
aprimorar o controle de qualidade dos comprimidos de febuxostate, garantindo a seguranca e

eficacia clinica desse medicamento.



REVISAO DA LITERATURA
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2 REVISAO DA LITERATURA

Nos ultimos anos houve um aumento nos casos de gota, como também, maior
prevaléncia e complexidade clinica da doenga, devido aos limitados avangos para o
tratamento dessa enfermidade. Entre os principais fatores envolvidos, destacam-se: a
longevidade das pessoas, 0 uso de diuréticos e aspirina em baixas doses, insuficiéncia renal
cronica, hipertensdo arterial sistémica, obesidade e sindrome metabdlica. Além disso, o
tratamento terapéutico com a colchicina, os anti-inflamatérios ndo esterdides e o alopurinol
tém algumas limitacGes no seu uso, como a intolerancia, alergias e as contra-indicacdes
especificas de cada um. (BIEBER; TERKELTAUB, 2004, BECKER et al., 2005b).

Os avangos na compreensdo da biopatologia do processo inflamatério da gota
possibilitaram novas abordagens para o desenvolvimento de farmacos, tais como: inibidores
das moléculas de adesdo celular, inibidores das lipooxigenases e receptores de leucotrienos,
inibidores das citocinas, inibidores da fosfolipase A, e inibidores da ciclooxigenase
especificos de isoformas (BRUTON et al., 2006). Novas estratégias estdo sendo abordadas
para 0s avancos em terapias anti-inflamatdrias para gota, entre elas: ataque ao complemento
Csb-9 da membrana, antagonismo do receptor melanocortina-3 do fagécito, as quimiocinas
CXC1 e CXCLS, fator de necrose tumoral-a, e inflamagao NLRP3, 0 qual, atraves da ativacao
da caspase-1, promove endoprote6lise de IL-1B e, consequentemente, matura¢io e secregao
(CRONSTEIN; TERKELTAUB, 2006; MARTINON et al., 2006). Recentemente, novas
pesquisas destacaram a importancia de conduzir terapias de forma adequada, visto que muitos
pacientes acabam por receber terapias inapropriadas devido a falta de profissionais
especializados na area (BORSTAD et al., 2004; ZHANG et al., 2006). Novos estudos
constataram que eterocoxibe (inibidor seletivo COX-2), prednisolona (anti-inflamatério
esteroidal) e naproxeno (anti-inflamatdrio ndo-esteroidal) sdo eficientes para o tratamento de
gota aguda, porém estdo sendo realizados sucessivos estudos para verificar os efeitos adversos
(RUBIN et al., 2004; MAN et al., 2007; JANSSENS et al., 2008).

Atualmente, destacam-se duas estratégias para o tratamento da gota: o controle das
crises agudas e condutas a longo prazo da gota cronica. O tratamento da gota aguda visa
diminuir a dor e utiliza farmacos que atuam na inflamacdo articular, entre os quais destacam-
se 0s agentes supressores do recrutamento e de ativagdo de leucdcitos como a colchicina
(alcaldide), os AINES (indometacina) e glicocorticoides (ciclosporina e verapamil). Por sua

vez, o tratamento da doenca crénica tem por finalidade modificar o metabolismo das purinas
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para obter concentragdes plasmaticas normais de urato. Consequentemente sdo utilizados
agentes que diminuem a concentracdo plasmaética de urato, como alopurinol e febuxostate que
atuam no metabolismo das purinas reduzindo a sintese de acido urico. Probenecida,
sulfimpirazona, losartana e benzbromarona séo agentes uricosdricos que resultam no aumento
da excregdo de &cido drico renal, assim, diminuindo a concentracdo de AUS. A urato oxidase
(uricase) oxida o acido drico, que é moderadamente sollvel, para a alantoina, produto final
altamente solavel, que é facilmente excretado pela urina (STAMP et al., 2007).

O é&cido urico é um 4cido fraco, pKa=5,8, que existe em grande parte do organismo
(plasma) na sua forma ionizada de urato (99%), a pH fisiologico (pH=7.4). E o produto final
do metabolismo das purinas, decomposi¢do dos nucleotideos purinicos, principalmente
adenina e a guanina dos acidos nucléicos (DNA e RNA), que sdo metabolizados e levam a
formacdo da xantina e hipoxantina que, através da enzima xantina-oxidase, aos produtos
finais: o acido Urico e o urato monossddico. Os niveis de urato no organismo dependem,
diretamente, do equilibrio entre a ingestdo dietética (fonte exdgena), sintese e da taxa de
excrecdo (fontes endogenas) (LOEB, 1972; LIEBMAN et al., 2007), como ilustrado na Figura
1.

Dieta-purina

Excrecdo renal

Concentracao
URATO

Sintese endégena
de purina

Supersaturacdo de urato e
cristalizagao
< GOTA >

Figura 1. Representacdo da formacao fisioldgica de urato (adaptada de CHOI et al.,
2005).

O 4&cido drico é excretado pelo organismo através dos rins (65%) e pelo trato

gastrintestinal (35%). O organismo humano ndo é capaz de metabolizar ou destruir os uratos,
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mas por ser muito hidrossoltvel, é facilmente eliminado pelo rim em quantidades de 600-700
mg/dia nas dietas normais. Num individuo normal, 1/3 do &cido Urico é degradado e excretado
pelo intestino e 2/3 pelos rins. Estudos realizados com membranas do tdbulo proximal
indicam que a primeira etapa da reabsorcdo consiste na captacdo de urato do liquido tubular
por um transportador capaz de atuar como permutador de &nions, denominado URAT1
(transportador de urato 1, SLC22A12). Consequentemente, 0S NOVOS avangos na compreensao
da disposicéo renal de acido urico incluem a identificacdo do URAT1, como um mediador da
reabsorcéo anidnica de urato no limen da membrana apical das células epiteliais do tabulo
proximal, com transportador eletrogénico de hexose GLUT9 (transportador glicose 9;
SLC2A9) mediando a reabsor¢do anidnica de urato no intersticio peritubular, e enfim, para a
circulacdo pela membrana basolateral (ANZAI et al., 2008; ENDOU; ANZAI, 2008;
VITART et al., 2008).

A concentracdo de urato no plasma humano é de 4,0 a 6,0 mg/dL. Quando os niveis
plasmaticos ultrapassam 7,0 mg/dL nos homens ou 6,0 mg/dL nas mulheres, estes s&o
clinicamente diagnosticados com hiperuricemia. E um problema metabélico comum, que tem
sido observado ao longo dos anos. Na maioria dos pacientes, € assintomatica, pois o paciente
ndo apresenta nenhum sintoma, como: gota, artrite, litiase (calculos renais), doencas renais
(nefrite) e formacdo de depositos de acido Urico, formando os tofos.

A hiperuricemia pode ser o resultado da reducdo da excrecdo de acido Urico (85% a
90%) ou do aumento da sua producdo (10% a 15%). Em individuos cuja excrecdo diaria de
acido urico esteja acima dos valores de referéncia, pode ocorrer reducdo relativa na
eliminacdo renal, ou seja, tanto a hiperproducdo quanto a hipoexcre¢do contribuiriam para a
hiperuricemia. Entre as causas conhecidas de hiperproducdo de AU esta 0 aumento na sintese
de purinas, citam-se anormalidade no metabolismo das enzimas envolvidas na sintese de
nucleotideos purinicos (exemplo: deficiéncia e hiperatividade da fosforibosilpirofosfato
sintase (FRPF sintetase) e HGFRT, respectivamente), degradacao acelerada do trifosfato de
adenosina (ATP) (gerada por abuso de etanol, doencas do armazenamento de glicogénio,
ingestdo de frutose, intolerancia hereditaria a frutose, hipoxemia e exercicio muscular
excessivo), doencas hemoliticas, obesidade, acido nicotinico, administracdo de warfarina e
ingestdo na dieta. Também ocorre quando ha anormalidades na depuragédo renal de urato
devido a diversos fatores, entre eles destacam-se: acidose latica, cetoacidose diabética,
diabetis insipidus, insuficiéncia renal crénica, hipertensdo arterial, uso de salicilatos. O AU,
cuja solubilidade no plasma — 120 mg dL™ a 37°C — é razoavel, apresenta-se, contudo,

predominantemente na forma de urato monossodico, que apresenta solubilidade plasmatica
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cerca de 50 vezes menor que a do acido, 6,8 mg/dL & mesma temperatura. A ionizagdo do AU
decorre de seu pKA 5,8 estar abaixo do pH do fluido extracelular, na faixa de 7,4, como
também pelos altos niveis de s6dio no meio. Justifica-se assim a relativa propensdo de, em
caso de hiperuricemia, ocorrer formacgdo de cristais de urato que, ao se depositarem sobre
juntas e articulagfes Osseas, iniciam o processo inflamatdrio que resulta na artrite gotosa
(BRUTON et al., 2006; GAFFO; SAAG, 2008).

A gota é uma doenca exclusiva dos seres humanos, pois a maioria dos mamiferos possui
a enzima uricase que € responsavel pela metabolizacdo dos produtos de degradacdo das
purinas em uma substancia hidrossoluvel, a alantoina, que é facilmente excretada pelo
organismo. A gota esta intimamente associada com a hiperuricemia, porém, é possivel o
desenvolvimento da doenca na auséncia de hiperuricemia, podendo ocorrer em decorréncia de
uma resposta imune ao urato ou ao deposito preferencial do urato no liquido sinovial. Na
maioria dos casos, é desencadeada pela cristalizacdo de acido urico no interior das
articulaces e tecidos. A reacdo inflamatdria que caracteriza o ataque agudo da gota ocorre em
consequencia de uma reacdo do organismo a presenca de cristais alojados, gerando uma
resposta inflamatoria que envolve a infiltracdo local de mondcitos, que liberam fatores
quimiotéticos (C5a e IL-8) responsaveis pelo recrutamento de outras células inflamatorias.
Neste momento, a producdo de lactato apresenta-se elevada nos tecidos sinoviais e nos
leucdcitos associados ao processo inflamatério, favorecendo a reducdo local do pH, que
promove a deposicdo adicional de urato. Logo, devido ao acumulo de cristais e outras
influéncias causam acumulacdo de neutrdfilos na articulagdo que irdo tentar fagocita-los. A
fagocitose fara com que haja liberacdo de radicais livres tdxicos, como prostaglandinas e
leucotrienos, que contribuem para a inflamacdo no tecido lesionado, bem como para a
guimiotaxia de mais neutréfilos. Sdo também libertadas enzimas hidroliticas, devido a lise dos
neutrdfilos. Portanto, consequentes reacdes inflamatodrias, podendo chegar a degeneracédo e
destruicdo Ossea, como também da cartilagem (resposta infamatdria cronica aos cristais de
urato) (TERKELTAUB, 1996; CHOI et al., 2005; MANDEL, 2008).

Como demonstrado, o acido drico ndo é o unico mediador envolvido no processo
reumatotdgico e inflamatdrio. Dessa forma, farmacos que apresentam acdo mais ampla no
mecanismo fisiopatologico, proporcionando acdo anti-inflamatéria além do alivio
sintomatico, podem revelar-se mais efetivos, propiciando melhor alivio sintomatico das
patologias reumatoldgicas, melhorando a qualidade de vida do paciente. Nesse contexto, foi
lancado o febuxostate, que apresenta potente acéo uricosurica, e anti-inflamatoria, esta ultima,
em estudo para melhor caracteriza-la (OSADA et al., 1993; KHOSRAVAN et al., 2006a).
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O Febuxostate, desenvolvido pelo laboratério Teijin Pharma Ltda (Tokyo, Japdo) em
1991, é um anti-hiperuricémico quimicamente denominado acido 2 - [3-ciano-4-(2-metil-
propoxi) fenil] - 4 - metiltiazol - 5 — carboxilico. E um p6 cristalino branco, ndo higroscépico,
com pKa=3,42, e ponto de fusdo de, aproximadamente, 205°C. Possui peso molecular de
316,38, e formula empirica C16H16N2O3 , com a estrutura quimica ilustrada na Figura 2
(WHO, 2002; KROSHARAVAN et al., 2007; EMEA, 2008; FDA, 2011).
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Figure 2. Estrutura quimica de Febuxostate.

Febuxostate € administrado via oral, sendo comercializado desde 2008 e 2009, na
Europa, incluindo Franga, Reino Unido, Alemanha, Irlanda, Italia, Grécia, Austria, Espanha e
Chipre, pelos laboratérios Patheon France (Franca) e Menarini (Alemanha) sob o nome de
Adenuric® na forma de comprimidos de 80 e 120 mg, e nos EUA e Canada, pelo laboratrio
Takeda Pharmaceuticals Inc. em comprimidos de 40 e 80 mg, respectivamente. Em maio de
2011, a Teijin Pharma langou o farmaco no Japéo e Coréia sob o nome de Feburic®, e visam
para 0s proximos anos o mercado dos paises como: China, Hong Kong, Taiwan, México,
Oriente Médio, Caribe e Norte Africano. Todavia, ndo ha previsao de seu registro no Brasil.

Este farmaco exerce efeito terapéutico atraves da reducdo dos niveis de acido Urico
(AU) seérico, sendo indicado clinicamente no tratamento da hiperuricemia e gota. O principal
mecanismo de acdo estid associado a inibicdo seletiva da xantina oxidase (XO), enzima
responsavel por catalisar as duas ultimas etapas do metabolismo das purinas, oxidando de
hipoxantina para xantina e a xantina para acido urico. A nivel molecular exerce atividade

inibitdria enzimatica atraves de interacdes hidrofobicas de alta afinidade com os aminoacidos
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do sitio ativo da enzima XO, molibdénio-pterina. Esta ligagdo do febuxostat com a XO
persiste independentemente do estado redox do cofator do molibdénio e bloqueia o acesso do
substrato ao sitio ativo, acarretando a inativacdo da enzima (OKAMOTO; NISHINO, 2008).
Entretanto, destaca-se dentro da classe dos farmacos anti-hiperuricémicos, uma vez que nao
apresenta interacBes secundarias com enzimas envolvidas no metabolismo da purina e
pirimidina, como a guanina deaminase, hipoxantina-guanina fosforribosil trasferase
(HGPRT), purina nucleosideo fosforilase (PNP), orotato fosforribosil transferase (OPRT) e
orotidina-5’-monofosfato  descarboxilase =~ (OMPDC), ndo  alterando,  portanto,
significativamente a sintese total de purinas, conforme ilustrado na figura 3 (OSADA et al.,
1993; TAKANO et al., 2005; BECKER et al., 2005a; BRUCE, 2006; TEKELTAUB et al.,
2009).
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Figura 3. Representacdo esquematica da acéo inibitoria seletiva de febuxostate sobre as
enzimas do metabolismo de purina/pirimidina (adaptada de TAKANO et al., 2005).

O febuxostate, apds administracdo via oral, liga-se fortemente a albumina (99%) e sofre
absorcédo de 85% de seu contetdo, atingindo concentracdo plasmatica maxima (Cmsx) de 5000
ng mL™ em 1 hora, em voluntarios humanos saudaveis (BRUCE, 2006). Apresenta tempo de
meia-vida de 5 - 8 horas e sofre metabolizacdo hepética pelas vias: acil-glucuronidacao,
gerando em maior proporcdo (22% a 44% da dose) seu principal metabdlito o acil-
glucuronido, pela oxidacao do radical isobutil nos carbonos primario e terciario, metabolitos

ativos oxidativos 67M-1, 67M-2, respectivamente, e 67M-4 (metabolito secundario) em
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menores quantidades (2% & 8%), como mostra a Figura 4 (MAYER et al., 2005;
KHOSRAVAN et al., 2006b).
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Figura 4. Estruturas quimicas: (a) Febuxostate (b) 67M-1, (c) 67M-2 e (d) 67M-4 (e)
acil-glucuronido (GRABOWSKI et al., 2011).

67M-4

Estudos revelaram que o febuxostate pode ser administrado simultaneamente com
alimentos e antiacidos, visto que estes fatores ndo alteram significativamente sua resposta
terapéutica (KHOSRAVAN et al., 2007). Demonstrou-se, também, que ndo ocorreram
alteracdes em sua farmacocinética, quando o mesmo foi associado a outros farmacos para o
tratamento de gota aguda, entre eles a colchicina, a indometacina e 0 naproxeno
(KHOSRAVAN et al., 2005; KHOSRAVAN et al., 2006c¢).

Becker et al. (2005b) realizaram estudo clinico comparando o febuxostate ao alopurinol
em voluntarios com hiperuricemia e gota. Nesse estudo, os autores distribuiram
aleatoriamente 762 pacientes com gota e &cido Urico sérico > 8,0 mg/dL para receber
febuxostate (80 mg e 120 mg/dia) ou alopurinol (300 mg/dia) por 52 semanas. Os autores
concluiram que o febuxostate, em uma dose diaria de 80mg a 120mg, foi mais efetivo que o

alopurinol na dose diaria comumente utilizada de 300mg para reducao de urato sérico, e que
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ocorreram reducgdes semelhantes nas crises de gota e area de tofos em todos os grupos de
tratamento.

Saban-Ruiz et al. (2013) realizaram estudos sobre os efeitos anti-inflamatérios sobre o
sistema vascular gerado pelo tratamento com febuxostate e, consequentemente, diminuicao
dos niveis de XO. A xantina oxidorredutase (XOR) catalisa as duas ultimas reacdes que levam
a formacdo de &cido drico. XOR é um complexo molibdoflavoenzima presente em duas
diferentes formas funcionais: desidrogenase e Xxantina-oxidase (XO).XO é uma fonte
importante de espécies reativas de oxigénio (EROs), que contribuem para a inflamacéo
vascular. Sob condicdes fisioldgicas normais, que se encontra principalmente sob a forma de
desidrogenase, enquanto que, em situacfes inflamatérias, modificacdo pés-traducdo converte
a forma de desidrogenase em XO. Estas condicdes inflamatorias levam a um aumento nos
niveis de XO e, portanto, um aumento da geracdo de EROs pelo processo enzimaético,
finalmente resultando em altera¢Ges na funcéo vascular. Também tem sido demonstrado que a
XO secundariamente leva & formagdo de peroxinitrito. O peroxinitrito € um dos principais
EROs produzido pela reacdo de Oxido nitrico e de radicais superoxido, e é considerado
marcador para as especies reativas de azoto, acompanhada por estresse oxidativo. Febuxostate
€ um inibidor XO-especifico para o tratamento de hiperuricemia. Como febuxostate inibe
ambas as formas oxidada e reduzida da enzima, consequentemente, inibe a formacdo de
EROs, diminuindo a inflamagdo promovida pelo estresse oxidativo. A administragdo de
febuxostate também demonstrou que reduziu nitro-estresse oxidativo. O estudo também
observou que os niveis séricos de XO estdo significativamente aumentados em varios estados
patoldgicos, tais como a inflamacdo, isquemia, envelhecimento e que XO derivada da
formacgéo de EROs esta envolvida no dano oxidativo. Assim, é possivel que a inibi¢do desta
via enzimatica pelo febuxostate gere beneficios contra a inflamacdo vascular. Também
realizaram testes em modelos animais, que geraram dados e resultados satisfatérios sobre 0s
efeitos anti-inflamatorios, juntamente com a reducéo da atividade de XO.

Cooper et al. (2006) desenvolveram e validaram metodologia para determinacdo de
acido Urico, xantina e hipoxantina no soro humano para estudos farmacodindmicos de
febuxostate durante a etapa clinica. Realizaram a determinagdo por CL-FR com detec¢do no
UV (260 nm) e utilizaram a uridina como padréo interno (Pl). O metodo cromatografico em
gradiente foi executado em temperatura de 35°C, utilizando coluna Cig (250 x 4,6 mm, 5 pm)
e fase movel A, constituida por tampé&o fosfato de potéssio 47 mM (100%) para eluir analitos

hidrofilicos e o PI, e fase mdvel B, composta por acetonitrila:tampéo fosfato de potassio 47
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mM (50:50,V/V) para a remogéo de interferentes. O estudo foi realizado com a administragao
de febuxostate (70 mg) uma vez ao dia em voluntarios humanos.

Kadivar et al. (2011) realizaram o isolamento e identificacdo dos produtos formados
durante o processo de sintese de febuxostate por cromatografia liquida com detec¢do no UV
(315 nm) e acoplada a espectrometria de massas (Q-TOF) com ionizagdo quimica a presséo
atmosférica no modo positivo. No método cromatografico utilizaram coluna C;g em eluigdo
por gradiente, variando a proporcao entre a fase movel A e B composta de acetato de amonio
0,01 M (pH 3,5):acetonitrila, respectivamente. Observaram a presenca de quatro impurezas
(amida, sec-butil, des-ciano, des-acido) que foram confirmadas pelos métodos de ressonancia
magnética nuclear e espectroscopia de infravermelho.

Grabowski et al. (2011) desenvolveram e validaram metodologia por CL-FR para
determinacdo de febuxostate em amostras de urina, fezes e plasma humanos, utilizando o
acido 2-naftolico como padrdo interno. Realizaram a extracdo em fase solida e determinacéao
por cromatografia liquida com deteccdo por fluorescéncia. A fase movel utilizada consistiu de
0,032% de acido acético glacial em agua:acetonitrila (55:45, V/V). O método foi utilizado
para estudos de biodisponibilidade e farmacocinética, que demonstraram principalmente a
presenca de febuxostate inalterado nas amostras, e dos seus metab6litos em menores
concentragdes (67M-1, 67M-2 e 67M-4), que combinados contribuem em torno de 8% da sua
atividade do farmaco. Em geral, observaram que urina e fezes indices de 14% de febuxostate,
30% de acil-glicuronido (principal metabolito), 10% de 67M-1, 11% de 67M-2 e 14% de
67M-4.

Wang et al. (2012) desenvolveram método por cromatografia liquida combinada a
espectrometria de massas com ioniza¢do quimica, a pressdo atmosférica no modo positivo
para a determinagéo de febuxostate em plasma humano, utilizando como padrdo interno (PI) o
d;,-febuxostat. As amostras de plasma, adicionadas a solucdo de Pl:metanol-agua (50:50,
V/V), foram desproteinizadas com acetonitrila. As transi¢cdes de 317>261 e 324>(261-262)
foram monitoradas para o febuxostate e d;-febuxostate, respectivamente. A separacéo
cromatografica foi executado em temperatura ambiente, utilizando coluna C;g e fase movel
constituida de acetonitrila:acetato de amdnia 5mM:acido férmico (85:15:0,015,V/V/IV). A
metodologia foi validada na faixa de concentracdo de 10-5000 ng/mL e utilizada para realizar
0 estudo farmacocinético ap6s a administracdo de dose Unica de febuxostate (80 mg) em
voluntarios humanos.

Chandu et al. (2013) desenvolveram metodologia por CL-MS/MS com ionizagéo por ES

no modo positivo para determinacdo de febuxostate em plasma humano em estudo de
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bioequivaléncia. As andlises foram realizadas com espectrometro de massas operando no
modo MRM, utilizando febuxostate D7 como padrdo interno. As transi¢cdes de 317>261,1 e
324,2>262,1 foram utilizadas para monitorar a febuxostate e PI, respectivamente. Utilizaram
sistema de extracdo liquido-liquido com uma mistura de terc-butil metil éter e acido férmico,
com recuperacdo média de 81,59% para a febuxostate e 89,28% para o Pl. A fase movel
constituida de formiato de aménia 10mM e acetonitrila foi eluida isocraticamente com vazao
de 0,8 mL/min e um tempo total da corrida analitica de 2,5 min. O método foi linear na faixa
de 1-80000 ng/mL. O Cpax Observado apds administracdo de dose Unica de 80 mg, em 14
voluntarios, foi de 3065,46 e 3726,09 ng/mL, com é&reas sob a curva da concentracdo
plasmatica vs tempo (ASC) de 13774,96 e 14367,34 ng h/mL para o produto teste e
referéncia, respectivamente.

Krishnareddy et al. (2012) desenvolveram método e realizaram validagdo parcial para
a determinacdo de febuxostate em solucdo concentrada e produto acabado por CL-FR com
deteccdo no UV a 315 nm. Utilizaram coluna C;g e fase mdvel composta de tampéo fosfato
(pH 2,5):metanol (20:80, V/V) eluida isocraticamente na vazdo de 1,0 mL/min. A separacao
foi realizada com tempo de retencdo de 3,61 minutos, e os resultados foram expressos em
ppm.

Lakade et al. (2012) validaram método para determinacdo de febuxostate em produto
acabado por CL-FR com detec¢do a 316 nm. O método foi otimizado com coluna C,g e fase
movel composta por metanol:acido orto-fosforico (90:10, V/V) eluida isocraticamente na
vazdo de 1,0 mL/min. A separacdo foi realizada com tempo de retencdo de 5,28 minutos na
faixa de concentracdo entre 10-100 pg/mL. O trabalho apresenta discordancias entre a
descricdo e os resultados.

Gunda et al. (2012) validaram parcialmente método por cromatografia liquida em fase
reversa para determinagdo de febuxostate em formula¢bes usando coluna Cig, fase movel
composta de metanol:tampdo fosfato pH 3,0 (60:40%) com deteccdo a 318 nm, e tempo de
retencdo de 11,20 minutos. Expressaram os resultados em ppm.

Muvvala et al. (2012) estudaram método para solucBes concentradas por CL-FR com
deteccdo no UV a 275 nm. O método foi otimizado com coluna Cjg, a temperatura ambiente, e
fase movel composta por tampéo acetato de aménia 10 mM (pH 4,0):acetonitrila (15:85, V/V)
eluida isocraticamente na vazéo de 1,2 mL/min. Os autores estudaram diferentes condicGes de
pH, temperatura e fase movel. A separagdo foi obtida em 3,45 min, e os resultados descritos

como areas, sem tratamento estatistico.
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Kumar et al. (2012) desenvolveram e validaram método em comprimidos por CL-FR
com deteccdo no UV a 320 nm. O método foi otimizado com coluna Cig, a temperatura
ambiente, e fase movel composta por acetonitrila:tampéo fosfato 0,02M (60:40, V/V, pH=3,5)
eluida isocraticamente na vazdo de 1,0 mL/min. A separacdo foi realizada no tempo de
retencdo 3,4 minutos, e 0s resultados expressos em area.

Rao et al. (2012) desenvolveram método para a determinacdo de febuxostate em
amostras concentradas e produto acabado por CL-FR com deteccdo no UV a 320 nm. O
método foi otimizado com coluna Cg, a temperatura ambiente, e fase movel composta por
acetonitrila:tampéo fosfato 0,43M (60:40, V/V, pH=3,0) eluida isocraticamente. O tempo de
retencdo foi de 3,145 minutos, e os resultados foram expressos em area, e as amostras com
identificacdo inadequada.

Annapurna et al. (2012) validaram método por CL-FR para determinacdo de
febuxostate em formulagdes usando coluna Ci5 e fase mével composta de hidrogénio fosfato
de tetrabutil aménio:acetonitrila (30:70) com deteccdo a 216 nm. O tempo de retengéo foi de
5,73 min e a faixa linear de 0,01 a 300 pg/mL.

Reddy & Sekhar (2012) desenvolveram método por CL-FR para determinacdo de
substancias relacionadas no febuxostate solugdo concentrada e comprimidos. Usaram coluna
C1s e fase mdvel composta de tampdo fosfato (pH 3,0):metanol, em gradiente, com detecc¢do a
318 nm. O método foi validado com tempo de retencéo de 3,6 minutos, descrevendo os dados
brutos no artigo, sem identificacdo da origem das impurezas.

Sahu et al. (2012) desenvolveram e validaram metodologia por cromatografia liquida de
ultra-alta pressdo (UPLC) para andlise de impurezas e quantificacdo do febuxostate em
solugdo concentrada. A metodologia foi otimizada com coluna Cig, utilizando como fase
movel tampéo acetato de aménia (pH 4,5):acetonitrila (30:70, V/V), com tempo de retengédo
de 2,046 minutos. A especificidade do método analitico foi determinada pelo estudo da
degradacéo da substancia quimica de referéncia do febuxostate, que foi submetida a condicoes
de hidrdlise acida e basica, fotolise, oxidagdo quimica e térmica.

Sheth & Pandya (2013) desenvolveram e validaram metodologia por cromatografia
liquida para quantificacdo do febuxostate e estudo de cinética de degradacdo em meio &cido.
Os autores estudaram diferentes condi¢bes de pH, fase estacionaria e fase movel. A
especificidade do método analitico foi determinada pelo estudo da degradacdo da substancia
quimica de referéncia do febuxostate, que foi submetida as condi¢bes de hidrélise &cida e
bésica, fotolise, oxidacdo quimica e térmica e foram analisadas utilizando CL e CL-MS Q-

TOF, a pressdo atmosférica no modo positivo. O método cromatografico foi executado em
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temperatura ambiente, coluna Cyg, utilizando como fase movel metanol:agua (0,02% TFA)
(95:5, VIV), com detecgdo no UV a 315 nm , e validado na faixa de concentragdo de 5-30
pg/mL.

Mandle et al. (2013) desenvolveram e validaram metodologia por cromatografia liquida
em fase reversa para realizar a analise de febuxostate em solugdo concentrada e formas
farmacéuticas. A metodologia foi otimizada com coluna Cyg, utilizando como fase movel
metanol:agua (80:20, V/V), deteccdo no UV a 315 nm. A separacao foi obtida com tempo de
retencdo de 2,25 min., com tempo de corrida de 10 minutos, demonstrados nas figuras dos
estudos de degradacdo da substancia de referéncia sob condic6es de hidrélise acida e bésica,
fotolise, térmica e oxidacéo quimica.

Lakade et al. (2011) desenvolveram e validaram método espectrofotométrico para
determinacdo de febuxostate em comprimidos utilizando metanol como diluente. Foi
realizado a varredura do espectro na faixa de 200-400 nm e o farmaco apresentou um maximo
de absor¢do (Amax) em 316 nm. A estabilidade das solu¢des de referéncia foi avaliada, por
dois meses, em temperatura ambiente e geladeira (4°C), as quais permaneceram estaveis. O
método foi validado de acordo com os parametros e especificacGes do guia USP.

Bagga et al. (2011) desenvolveram método espectrofotométrico para andlise de
febuxostate em produto farmacéutico, utilizando para deteccdo o comprimento de onda de 315
nm. Obtiveram uma faixa linear entre 0,2-15 pg/mL e limite de quantificacdo e deteccéo de
0,1743 pg/mL e 0,5281 pg/mL, respectivamente.

KumaraSwamy et al. (2012) desenvolveram e validaram método espectrofotométrico
para a determinacdo simultanea de febuxostate e ketorolac (AINES) em matéria-prima e
produto acabado, utilizando para deteccdo os comprimentos de onda de 321 e 215 nm,
respectivamente.

Sheth et al. (2012) desenvolveram método por espectrofotometria diferencial para
determinacdo de febuxostate em comprimidos. Empregou-se como diluente metanol, que
apresentaram maximos de absor¢do entre 260 nm e 315 nm, respectivamente, alternando entre
absorbancias positivas e negativas. A metodologia foi utilizada para estudo de dissolugéo de
comprimidos de 40mg, utilizando tampéo fosfato pH 6,8 como meio de dissolugéo, aparato 2
(pas) e rotacédo de 75 rpm, e temperatura de 37+0,5°C.

Dentre os métodos analiticos empregados para analise de farmacos pode-se citar a
espectrofotometria com deteccdo na regido do UV. Em virtude de sua simplicidade e custo
relativamente baixo, este tem sido bastante utilizado. Porém, a cromatografia liquida (CL) se

destaca entre os métodos atuais de analise qualitativa e quantitativa de farmacos, produtos



30

acabados e amostras bioldgicas, pois apresenta resolucio, precisio e exatido significativas. E
0 método analitico amplamente utilizado, uma vez que, através da escolha adequada de
colunas, fase movel e método de deteccdo, possibilita a separacdo, quantificacdo e
identificacdo de diferentes componentes de uma formulacdo (SWARTZ & KRULL, 1998).

O ensaio de dissolucdo é uma das ferramentas mais adequadas para se verificar o
desempenho de um farmaco, sob a forma sélida, no que se refere a sua liberagdo a partir da
forma farmacéutica (PITA et al.,, 2004). Atualmente, o teste de dissolucdo para formas
farmacéuticas solidas orais constitui-se em procedimento importante para a pesquisa,
desenvolvimento, producéo, controle e garantia da qualidade de formulagdes. Teste e perfil de
dissolugdo detectam erros na fabricacdo de farmacos, pois asseguram a uniformidade e
reprodutibilidade lote a lote, bem como avaliam a qualidade da formulacdo em funcdo do
tempo e condicBes de armazenagem durante o periodo de validade do medicamento. Os
estudos de dissolugdo in vitro sdo essenciais para a avaliagdo das propriedades
biofarmacotécnicas das formulagdes, considerando também pardmetros importantes como:
farmaco e a formulacdo, equipamento, meio de dissolucao, temperatura e 0 método analitico.
Para farmacos que ndo possuem monografia oficial, existe necessidade de desenvolver
ensaios de dissolucdo que possam prever o comportamento in vivo dos mesmos (MANADAS
et al., 2002).

Justifica-se a preocupacéo de estudar modelos experimentais in vitro que possam avaliar
guantitativamente e qualitativamente os efeitos das substancias sobre o organismo humano,
uma vez que, busca-se obter formulagbes mais seguras. Além disso, fornecer subsidios que
reforcem o controle de qualidade de farmacos disponiveis no mercado (PINTO et al., 2000)

Nesse contexto, a validacdo de metodos analiticos é importante e se inicia nas fases de
selecdo, desenvolvimento e otimizagdo das metodologias, qualificagdo dos instrumentos,
materiais e operadores. Um processo de validagdo bem desenvolvido e registrado fornece
dados e resultados de que o sistema e 0 método atendem as exigéncias das aplicacOes
analiticas, sendo adequado para o uso pretendido. Os procedimentos e especificacdes para a
validacdo de métodos analiticos estdo descritos na literatura (ICH, 2005), entre os principais
pardmetros avaliados na validacdo de um método sdo: especificidade, linearidade, preciséo,
exatiddo, robustez, teste de adequabilidade do sistema, limite de deteccdo e limite de
quantificacdo (ANVISA, 2003; SHABIR, 2003; RIBANI et al. , 2004; ICH, 2005;
DEJAEGHER; HEYDEN, 2007; SHABIR et al, 2007; USP, 2012; INJAC et al., 2008). A
capacidade de um método analitico de separar, detectar e quantificar impurezas ou produtos

de degradacdo sao recomendados para avaliacdo de formulacdes farmacéuticas durante seu
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desenvolvimento e controle de qualidade (SINGH; BAKSHI, 2002). Nesse contexto, estudos
forgados e de especificidade devem ser realizados a fim de demonstrar a capacidade e garantir
a adequabilidade do procedimento analitico. Recomendam-se a obtencdo dos provaveis
produtos de degradacdo através da avaliacdo da susceptibilidade da molécula sob estudo a
condicBes de estresse como temperaturas elevadas, oxidacao, fotolise e hidrélises em ampla
faixa de pH (ICH, 1993; RAO; NAGARAJU, 2003; ICH, 2003; ICH, 2006; SHABIR et al.,
2007).

E importante ressaltar que o febuxostate nfo esta descrito em nenhuma farmacopéia e os
trabalhos descritos na literatura para a analise quantitativa em produtos farmacéuticos estdo
incompletos, apresentando dados parcialmente validados ou apenas fazem parte de registros
nacionais. Nesse sentido, o desenvolvimento e validacdo de novas metodologias, que
aprimorem o controle da qualidade, representam contribuicdo significativa para a area de
medicamentos.

A publicacéo cientifica efetuada no contexto da dissertagdo, que foi submetido a revista
ACTA Chromatographica estd anexada a seguir, observando-se que os materiais e métodos

utilizados, bem como os resultados obtidos, encontram-se descritos na mesma.
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Summary. Febuxostat is a novel non purine drug indicated for the treatment of
hyperuricemia in gout. A reversed-phase liquid chromatography (RP-LC) method was
validated for the determination of febuxostat in pharmaceutical dosage forms. The LC
method was carried out on a XTerra C18 column (150 mm x 3.9 mm i.d.), maintained
at 25°C. The mobile phase consisted of water (pH 3.5) — acetonitrile (40:60, v/v), run
at a flow rate of 0.8 mL/min and using photodiode array (PDA) detection at 316 nm.
The chromatographic separation was obtained with retention time of 3.9 min, and
was linear over the range of 0.25 - 30 pg/mL (> = 0.9995). The specificity and
stability-indicating capability of the method was proven through degradation studies
and showing also, that there was no interference of the excipients. Moreover, the in
vitro cytoxicity test of the degraded products showed significant differences (p<0.05).
The accuracy was 100.54% with bias lower than 0.65%. The limits of detection and
guantitation were 0.08 and 0.25 pg/mL, respectively. Moreover, method validation
demonstrated acceptable results for precision, sensitivity and robustness. The
proposed method was applied for dissolution studies, and the analysis of tablet
dosage forms, contributing to assure the safety and therapeutic efficacy.

Key Words: Febuxostat, Hyperuricemia, Reversed-phase liquid chromatography,

Stability-indicating, Cytotoxicity, Validation
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Introduction

Febuxostat (TEI-6720) is a novel potent non-purine, selective inhibitor of
xantine oxidase (XO), orally administered that is indicated for the treatment of
hyperucaemia in patients with gout [1,2].

Febuxostat (2-(3-cyano-4-(2-methylpropoxy)phenyl-4-methylthiazole-5-
carboxylic acid (Fig. 1), is a novel non-purine with a empirical formula C1H16N203S,
and molecular weight of 316. It is a weak acid with pKa = 3.42. Is a potent inhibitor of
both the oxidized and reduced forms of XO, that catalysis the last two steps of purine
catabolism in humans: the oxidation of hypoxanthine to XO and of XO to uric acid,
and this may account for the greater potency and longer lasting hypouricemic activity
compared to the existing drugs. This mechanism is mediated by high affinity binding
to the enzyme in a molecular channel leading to the molybdenum-pterin active site.
The binding of febuxostat of XO persists independent of the redox-state of the
molybdenum cofactor and blocks substrate access to the active site [3]. After oral

administration, is rapidly absorbed from the gastrointestinal tract [4,5].

Fig. 1

A gradient RP-LC-MS/MS method using C;g column and detection at 315 nm
was applied to identify impurities profile of synthetic febuxostat active pharmaceutical
ingredient (API), with mobile phases of 0.01 M aqueous ammonium acetate pH 3.5
and acetonitrile [6]. An isocratic UPLC method was validated for the forced
degradation studies only for febuxostat API, using a C1g column and mobile phase of
ammonium acetate buffer pH 4.5 and acetonitrile [7]. Bioavailability and

pharmacokinetic studies of febuxostat were performed by isocratic RP-LC method
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with fluorescence detection at 320-380 nm, using a Cig column and mobile phase
composed of 0.032% glacial acetic acid in water:acetonitrile (55:45, v/v) with the
sensitivity of 0.01 pug mL™Y[8]. A LC-MS/MS using Cis column and acetonitrile-5 mM
ammonium acetate-formic acid (85:15:0.015, v/v/v) as the mobile phase, and with
positive ion electrospray ionization mode was validated for the determination of
febuxostat in human plasma with the sensitivity of 10.0 ng mL™[9].

Development and validation of stability-indicating methods, using the approach
of stress testing as determined by the ICH guideline [10], is highly recommended for
the quantitative analysis of pharmaceutical formulations and must be able to resolve
from its potential impurities and degradation products, and validated as
recommended [11,12]. Febuxostat is approved by FDA and EMA, but at the
moment, is not described in any Pharmacopoeia.

The aim of this research was to validate a stability-indicating RP-LC method
for the quantitative analysis of febuxostat in tablet dosage forms, and to evaluate the
degraded products by mass spectrometry and in vitro cytotoxicity test, contributing to
the development of methods to monitor stability and thereby to assure the quality,

safety and therapeutic efficacy.
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Experimental

Chemical and reagents

Febuxostat reference substance was purchased from Sequoia Research
Products (Oxford, UK). A total of seven batches of Uloric® (Takeda Pharmaceuticals,
North America, USA) tablets containing 40 and 80 mg of febuxostat were obtained
from commercial sources within their shelf life period and were identified by Arabic
numbers from 1 to 7. HPLC-grade acetonitrile was obtained from (Tedia, Fairfield,
USA). All chemicals used were of pharmaceutical or special analytical grade. For all
the analyses, ultrapure water was purified using an Elix 3 coupled to a Milli-Q

Gradient A10 system (Millipore, Bedford, USA).

Apparatus

A Shimadzu LC system (Shimadzu, Kyoto, Japan) was used equipped with a
SCL-10Ayp system controller, LC-10 ADyp pump, DGU-14A degasser, CTO-10Avp
column oven, SIL-10ADyp autosampler and a SPD-M10Ayp photodiode array (PDA)
detector. The detector was set at 316 nm and peak areas were integrated
automatically by computer using a Shimadzu Class VP® V 6.12 software program.

The MS experiments were performed on a triple quadrupole mass
spectrometer (Micromass, Manchester, UK), model Quattro LC, equipped with an
electrospray ionization (ESI) source in positive mode, set up in scan mode, using a
Masslynx (v 3.5) software program. A syringe pump (KD Scientific, Holliston, MA,

USA) was used to infuse the samples.
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Preparation of reference solution
The stock solution of febuxostat was prepared by weighing 10 mg of the
reference substance, transferred to individual 25 mL volumetric flask and diluted to
volume with acetonitrile, obtaining a concentration of 0.4 mg mL™. The stock solution
was stored at 2-8 °C protected from light, and daily diluted to 20 ug mL™ in mobile

phase.

Preparation of sample solutions
To prepare the sample solution, tablets containing 40 and 80 mg of febuxostat
were accurately weighed and crushed to a fine powder. An appropriated amount was
transferred into an individual volumetric flask, diluted to volume with acetonitrile, and
filtered through a 0.45 um membrane filter (Millipore, Bedford, USA), obtaining the
final concentration of 0.4 mg mL™ of the active pharmaceutical ingredient. This
solution was stored at 2-8 °C protected from light, and daily diluted to 20 ug mL™ in

mobile phase.

RP-LC method
The experiments were performed on a reversed-phase Waters (Dublin,
Ireland) XTerra Cig column (150 mm x 3.9 mm i.d., with a particle size of 5 ym and
pore size of 100 A). The LC system was operated isocratically at 25 °C using a
mobile phase of water (pH 3.5) - acetonitrile (40:60, v/v). This was filtered through a
0.45 um membrane filter (Millipore, Bedford, USA) and run at a flow rate of 0.8 mL

min™. The injection volume was 20 pL for both standard and samples. Other columns
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tested: Gemini Cyg (150 mm x 3.0 mm i.d., 5 pm, 110 A) (Phenomenex ,Torrance,
USA); ACE (150 mm x 4.6 mm i.d., 5 pm, 100 A) (ACT, Aberdeen, Scotland),
Symmetry Cig (250 mm x 4.6 mm i.d., 5 um, 100 A) (Waters, Dublin, Ireland); Jupiter
Cis (250 x 4.6 mm i.d., 5 um, 300 A) (Phenomenex ,Torrance, USA); Shim-pack

CLC-ODS C15 (250 x 4.6 mm i.d., 5 pm, 120 A) (Shimadzu, Kyoto, Japan).

Mass spectrometry method

The mass spectrometer conditions were optimized with direct injection of
febuxostat reference solution (20000 ng mL™) into the system. The best response
was obtained with electrospray capillary potential of 3.0 kV, cone voltage of 30 V, RF
lens voltage of 0.5 V, source temperature of 110 °C, and ESI probe temperature of
350 °C, respectively. Before the analysis, the samples were diluted to 20000 ng mL™
in acetonitrile:water (60:40, v/v), and introduced into the mass spectrometer by direct
infusion at 35 pL min™*. The mass spectrometry data were acquired in the m/z range

between 10 and 500 amu.

In vitro cytotoxicity test
The in vitro cytotoxicity method was performed as described elsewhere [13],
based on the neutral red uptake (NRU) assay, with the exposure of NCTC clone 929
cell line (mammalian fibroblasts, ATCC number CCL-1) to the degraded samples of
febuxostat. The pH of the samples was adjusted to 7.0, and the positive and diluent
controls, together with the febuxostat reference solution were included in the assay.

The NRU assay was performed on the 96-well microplate, maintained at 37 °C in a
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5% CO, incubator for 24 h, with the cell suspension having a density of about 2 x 10°
cells mL™. The neutral red released was evaluated by the addition of extractant
solution, and the absorbance measured at 540 nm using a microplate reader Thermo

Scientific Multiskan FC (Vantaa, Finland).

Validation of the RP-LC method
The method was validated using samples of pharmaceutical formulations with
the label claim of 40 mg by the determination of the following parameters: specificity,
linearity, precision, accuracy, limit of detection (LOD), limit of quantitation (LOQ) and

robustness, following the ICH guidelines [12].

Specificity
Specificity is the ability of the method to measure the analyte response in the

presence of its potential impurities [11]. The stability-indicating capability of the
method was determined by subjecting sample solution (0.4 mg mL™) to accelerated
degradation by acidic, basic, neutral, oxidative, and photolytic conditions to evaluate
the interference in the quantitation of febuxostat. After the procedures, the samples
were diluted in mobile phase to a final concentration of 20 ug mL™. A sample solution
prepared in 1 M hydrochloric acid was used for the acidic hydrolysis, and a sample
solution in 0.1 M sodium hydroxide for the basic hydrolysis evaluation. The solutions
were refluxed at 100 °C for 60 min and 15 min, respectively, cooled and neutralized
with acid or base, as necessary. For the study under neutral condition, the sample
solution was diluted in acetonitrile and heated at 80 °C for 2 h. Oxidative degradation
was induced by exposing the samples to 20% H,0, for 24 h. Photodegradation was
induced by exposing the samples to 200 watt hours/square meter of near ultraviolet

light for 2 h. The pH 7.0 was adjusted for the analysis and the samples were diluted
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with the mobile phase to a final concentration of 20 pg mL™. The interference of the
excipients of the pharmaceutical formulation was determined by the injection of a
sample containing only placebo added with febuxostat at a concentration of 20 g
mL™. Then, the stability-indicating capability of the method was established by
determining the peak purity of febuxostat in the degraded samples using a PDA
detector. Additionally, the febuxostat reference substance and the degraded samples

were evaluated by the in vitro cytotoxicity test.

Linearity

Linearity was determined by constructing three analytical curves, each one
with eight reference substance concentrations of febuxostat, including the LOQ, in
the range of 0.25 — 30 pg mL™ prepared in mobile phase. Before injection of the
solutions, the column was equilibrated for at least 30 min with the mobile phase
flowing through the system. Three replicates of 20 pL injections of the reference
solutions were made to verify the repeatability of the detector response. The peak
areas of the chromatograms were plotted against the respective concentrations of
febuxostat to obtain the analytical curve. The results were subjected to regression
analysis by the least squares method to calculate calibration equation and

determination coefficient.

Precision and accuracy
The precision of the method was determined by repeatability and intermediate
precision. Repeatability was examined by six evaluations of the same concentration
sample of febuxostat, on the same day, under the same experimental conditions. The

intermediate precision of the method was assessed by carrying out the analysis on
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three different days (inter-days) and also by other analysts performing the analysis in
the same laboratory (between-analysts). The accuracy was evaluated by the
recovery of known amounts of the reference substance added to sample solution to
obtain solutions at concentrations of 16, 20, and 24 pg mL™, equivalent to 80, 100
and 120% of the nominal analytical concentration, respectively. The accuracy was
calculated as the percentage of the drug recovered from the formulation and also
expressed as the percentage relative error (bias %) between the measured mean

concentrations and added concentrations.

Limit of detection and limit of quantitation
The limit of detection (LOD) and the Ilimit of quantitation (LOQ) were
calculated, as defined by ICH [12], using the mean values of three independent
analytical curves, determined by a linear regression model, where the factors 3.3 and
10 for the detection and quantitation limits, respectively, were multiplied by the ratio
from the standard deviation of the intercept and the slope. The LOQ was also

evaluated in an experimental assay.

Robustness
The robustness of an analytical procedure refers to its ability to remain
unaffected by small and deliberate variations in method parameters and provides an
indication of its reliability for the routine analysis. The robustness was determined by
analyzing the same samples (20 pg mL™) under a variety of conditions of the method
parameters, such as: flow rate, percent of acetonitrile, pH of buffer in mobile phase,
temperature and different columns. To assess the stability of sample solutions of

febuxostat, the samples were tested maintained for 48 h at 2-8 °C and also placed
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into the autosampler for 24 h at room temperature. The stability of these solutions
was studied by performing the experiment and observing any change in the

chromatographic pattern, compared with freshly prepared solutions.

System suitability test
The system suitability test was also carried out to evaluate the resolution and
repeatability of the system for the analysis to be performed, using five replicates
injections of a reference solution containing 20 ug mL™ of febuxostat. The parameters
measured were peak area, retention time, theoretical plates and tailing factor (peak

symmetry).

Analysis of pharmaceutical tablet dosage forms

For the quantitation of febuxostat in the pharmaceutical dosage forms, twenty
tablets containing 40 and 80 mg of febuxostat were separated, accurately weighed
and crushed to a fine powder. An appropriate amount of the tablet dosage form was
transferred into an individual volumetric flask, diluted to volume with acetonitrile and
filtered through a 0.45 pm membrane filter (Millipore, Bedford, USA), obtaining the
final concentration of 0.4 mg mL™ of febuxostat (stock solution). For the analysis, the
stock solution of each batch was diluted to appropriate concentration with mobile
phase, injected in triplicate and the percentage recoveries of the drug per tablet

calculated against the respective reference substance.
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Results and discussion

Optimization of chromatographic conditions

To obtain the best chromatographic conditions, the mobile phase was
optimized to provide sufficient selectivity and sensitivity in a short separation time.
Acetonitrile and methanol were tested as organic solvent, in different composition
mixtures with water. Acetonitrile with 0.01M ammonium acetate buffer pH 3.5 and 4.5
(70:30 v/v) showed sensitivity and lower retention time, but with peak impurity for the
pharmaceutical formulation. The composition of water-acetonitrile (40:60, v/v) was
selected due to peak symmetry (about 1.16), separation time of the APl and their
degraded products, and excipients of the pharmaceutical formulation, with
appropriate sensitivity and higher peak purity. For the selection of the best
wavelength detection a PDA detector was used. Columns from different sources
were evaluated, selecting the XTerra Cyg analytical column as it provides the best
chromatographic performance. The optimized conditions of the LC method were
validated for the analysis of febuxostat in pharmaceutical dosage forms.

A typical chromatogram obtained by the proposed RP-LC method,
demonstrating the resolution of the symmetrical peak corresponding to febuxostat is
shown in Fig. 2a,b. The retention time of (3.9 min) was adjusted to allow the
determination of the drug and the degradation products, without interference in the

peak purity, which is suitable for quality control laboratories.
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Method validation

A stability-indicating method is defined as an analytical procedure that
accurately quantifies the active ingredients without interference from degradation
products, process impurities, excipients or other potential impurities [14] as shown in
Fig. 2. Under the acidic conditions, a significant decrease of the area was observed,
with an additional peak eluting at 2.0 min. The basic condition exhibited decrease of
the area, and only one peak was detected at 0.9 min. The neutral condition resulted
in decrease of the area without any additional peak, indicating that the degradation
products were not detected by UV. Under the oxidative condition febuxostat content
exhibited significant decrease of the area with an additional peak at 2.0 min. The
photolytic condition showed significant decrease of the area with an additional peak
at 0.8 min. Previous results obtained using APl showed degradation only for the
basic condition [7]. The studies with the PDA detector showed that the febuxostat
peak was free from any coeluting peak, with values of peak purity index higher than
0.9999, thus demonstrating that the proposed method is specific for the analysis of

febuxostat in pharmaceutical formulations.

Fig. 2

The febuxostat reference substance and degradation samples were also
analysed by MS, with electrospray ionization in the positive mode. MS spectra
resulted in the identification of one degraded product in the acid, basic, photolytic and
oxidation conditions, with the m/z values of 70, 91, 102 and 143, respectively, as
shown in Fig. 3. Besides, evaluation of the main peak from RP-LC method showed

the m/z of 318, attributable to febuxostat.
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Fig. 3

The analytical curves constructed for febuxostat were found to be linear over
the range of 0.25 — 30 pg mL™. The value of the determination coefficient calculated
(r’ = 0.9995), y = (116772.33 + 4061.42) x + (1359.40 + 3315.60), where, X is
concentration and y is the peak absolute area) indicated the linearity of the analytical
curve for the method. Moreover, the relative standard error of slope can be used as a
parameter with respect to the precision of the regression, as a general acceptance
criterion for the linearity performance of the analytical procedure [12].

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 20 ug mL™, and the value obtained was 0.39%.

The intermediate precision was assessed by analyzing two samples of the
pharmaceutical formulation on three different days (inter-day); the mean values
obtained were 100.61 and 100.70% with RSD 0.57 and 0.62%, respectively.
Between-analysts precision was determined by calculating the mean values and the
RSD for the analysis of two samples of the pharmaceutical formulation by three
analysts; the values were found to be 100.53 and 100.82% with RSD 1.12 and

0.76%, respectively. The results are shown in Table I.

Table |

The accuracy was assessed from three replicate determinations of three
different solutions containing 16, 20 and 24 pg mL™ giving concentrations of 16.10,
20.08 and 24.14 pg mL™, respectively, with RSD lower than 0.58% (Table Il). The
recoveries obtained for febuxostat with a mean value of 100.54% and bias lower than
0.65%, demonstrated that the method is accurate within the desired range.

Table Il
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For the calculation of the LOD and LOQ, a calibration equation, y = 116772.33
x + 1359.40, was generated by using the mean values of the three independent
analytical curves. The LOD and LOQ were obtained by using the mean of the slope,
116772.33 £ 4061.42, and the standard deviation of the intercept of the independent
curves, determined by a linear regression line as 3315.60. The LOD and LOQ
calculated were 0.08 and 0.28 pug mL™?, respectively. The LOQ evaluated in an
experimental assay, with the precision lower than 5% and accuracy within £ 5%, was
found to be 0.25 pg mL™.

The robustness of the analytical procedure [15, 16] was determined by
analyzing samples containing 20 ug mL™ in triplicate, by the one-variable-at-a-time
(OVAT) approach. The results and the experimental range of the selected variables,
evaluated are given in Table Ill, together with the optimized values. Additionally, the
robustness was also evaluated and compared by the multi-variable-at-a-time (MVAT)
approach [16] at three levels (1 unit per parameter up or down around optimized
values). The results for the OVAT and MVAT procedures were within the acceptable
deviation (RSD<2%), and an analysis of the variance showed non-significant
differences (p > 0.05) for the dosage of the sample solutions. The analysis performed
with a wider level of variations of the pH, acetonitrile percentage and flow rate,
showed changes of the retention time related to the optimized conditions. Moreover,
the peak symmetry values were also evaluated showing non-significant differences (p
> 0.05).

The stability of reference and sample solutions was assessed after storage for
48 h at 2-8 °C, and also placed in to an autosampler for 24 h at room temperature,
showing non-significant changes (<2%), relative to freshly prepared samples, as
recommended [11].

Table Il
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A system suitability test was performed and the RSD values calculated for the
retention time, tailing factor and peak area were 0.48, 0.33 and 0.27%, respectively.
The number of theoretical plates was about 4535, with RSD of 0.95%. The
experimental results show that the parameters tested were within the acceptable

range (RSD < 2.0%), indicating that the system is suitable for the analysis intended.

Cytotoxicity evaluation
The cytotoxicity test of the degraded forms related to the intact molecule was
performed trying to detect some possible effects resulting from the instability of the
samples during storage. However, when subjected to degradation, such as acid,
basic hydrolysis, oxidative photodegradation and neutral conditions, increased
toxicity was detected with ICso = 16.13 pg mL™?, 19.43 ug mL™, 47.65 pg mL™, 63.76
ng mL™* and 64.02 pg mL™?, respectively, showing significant differences (p < 0.05)

related to the intact molecule with mean ICsp= 68.03 pug mL™.

Method application
The validated RP-LC method was applied for the determination of febuxostat
in tablet dosage forms, without prior separation of the excipients of the formulation,
as shown in Table IV. The results obtained for the pharmaceutical formulations were
in accordance with the label claim, between 96.30 and 104.57%. In addition a
dissolution test was developed for tablet dosage forms (n = 12), using USP
apparatus 2, 75 rpm rotation speed, and 900 mL of deaerated water with 0.5%

sodium lauryl sulphate at pH = 6.8 (adjusted with 85% o-phosphoric acid), as
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dissolution medium. The percentage of febuxostat released was quantified by the
RP-LC method showing dissolution greater than 86% at 15 and 30 min, with CV <
0.64%, meeting the specifications [17]. Moreover the method was also successfully
applied for the determination of febuxostat in human plasma with the liquid liquid
extraction conditions validated with the LLOQ of 1 pg/mL. Tablets were also
subjected to the physicochemical tests of weight variation, disintegration, hardness

and friability, meeting specifications.

Table IV

Conclusions

The results of the validation studies show that the RP-LC method is specific,
stability-indicating, accurate, and possess significant linearity and precision
characteristics without any interference from the excipients and degraded products,
as demonstrated also by MS studies. Therefore, the proposed method was
successfully applied for the quantitative analysis of febuxostat in pharmaceutical
dosage forms, contributing to improve the quality control and to assure the

therapeutic efficacy.
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Table I. Inter-day and between-analysts precision data of RP-LC for febuxostat in

samples of pharmaceutical formulation

Inter-days Between-analysts
Recovery®
Sample | Day | Recovery® (%) | RSD® (%) | Analysts RSD" (%)
(%)
1 101.25 A 101.74
1 2 100.44 0.57 B 100.35 1.12
3 100.14 C 99.50
1 101.35 A 101.40
2 2 100.09 0.62 B 99.95 0.76
3 100.67 C 101.10

*“Mean of three replicates.
’RSD = Relative standard deviation.
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Table Il. Accuracy of RP-LC for febuxostat in the formulations
Nominal Mean concentration .
I ! RSD® Accuracy Bias®
concentration measured?
| ) (%) (%) (%)
(ug mL™) (ug mL™)
16 16.10 0.58 100.65 0.65
20 20.08 0.37 100.40 0.40
24 24.14 0.27 100.58 0.58

@Mean of three replicates.

PRSD = Relative standard deviation.

°Bias = [(Measured concentration - Nominal concentration)/Nominal concentration] x 100.



Table Ill. Chromatographic conditions and range investigated during robustness

testing with the one-variable-at-a-time (OVAT) procedure

Range Febuxostat® Optimized
Variable RSD" (%)
investigated (%) value
3.3 98.30 0.63
Mobile phase pH 3.5 100.28 0.37 3.5
3.7 99.52 0.71
58 98.70 0.54
Acetonitrile (%)
60 99.88 0.32 60
62 101.52 0.52
0.6 98.78 0.64
Flow rate (mL min™) 0.8 100.23 0.26 0.8
1.0 99.07 0.70
Autosampler 24 h 100.19 0.67 -
Solution stability 2-8°C24h 99.98 0.24 -
2-8°C48h 98.48 0.49 -
Wavelength (nm) 210-320 - - 316

&Mean of three replicates.

PRSD = Relative standard deviation.
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Table IV. Determination of febuxostat in pharmaceutical dosage forms by the RP-LC

method
Theoretical amount Experimental amount
Sample mg per tablet mg Recovery (%) RSD" (%)

1 40 39.77 99.42 0.76
2 40 36.61 97.10 0.84
3 40 41.26 103.15 0.88
4 40 41.74 103.36 0.35
5 40 36.34 96.30 0.94
6 40 39.75 99.38 0.81
7 80 81.26 104.57 0.15

&Mean of three replicates
PRSD = Relative standard deviation
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Fig. 2.

(9)

(]

(&)

(d)

—
6.0

——
5.0

2.0

1.0

250

200

150-|

100

50]

7.0

4.0

3.0

0.0

Minutes



Fig. 3

Scan ES+
103 318
3.80e8 (a) Febuxostat
40
Intensity
43
61 99
262
19
A A A ——
020 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
m/z Scan ES+
43
3.80e8] (b)
318
— Febuxostat
Intensity
|| Degraded Product
‘.vu‘
70
61 1[1)3 L
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 (0, 300 320 340 360 360 400 420 440 460 480 500
| Degraded Product Scan ES+
3.8088] () i
61 103
318
. 43
Intensity {
40,
2
4
19 ‘
o4 |V L NPT T . T = | VR
20 40 B0 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

3.80e8 (d)
Intensi
ity 40
Jl Degraded Product
1 \‘2
ol
3.80e8] (e) 43 i
Intensity 0 || Degraded Product
143
61
19
0 R TIT

20 40 60 8

100 120 140 16

miz

318

318

- Febuxostat

Scan ES+

Febuxostat

™, V.
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

Scan ES+



61

Figure Captions:

Fig. 1. Chemical structure of febuxostat

Fig. 2. RP-LC chromatograms of febuxostat (20 pg mL™). (a) Febuxostat reference
solution: peak 1 = febuxostat. (b) Febuxostat sample solution: peak 1 = febuxostat.
(c) After acidic hydrolysis: peak 1 = febuxostat, peak 2 = degraded form. (d) After
basic hydrolysis: peak 1 = febuxostat, peak 2 = degraded form. (e) After neutral
conditions: peak 1 = febuxostat. (f) After oxidation: peak 1 = febuxostat, peak 2 =
degraded form, peak 3 = hydrogen peroxide. (g) After exposition to UV light: peak 1 =

febuxostat, peak 2 = photodegraded forms

Fig. 3. The full scan MS spectra of febuxostat. (a) febuxostat reference substance
solution, and after: (b) acidic condition: degraded product = m/z 70; (c) basic
condition: degraded product = m/z 91; (d) exposition to UV light: degraded product =

m/z 102; (e) oxidation condition: degraded product = m/z 143. Febuxostat = m/z 318
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4 DISCUSSAO

A andlise da matéria-prima e do produto farmacéutico acabado é importante para
assegurar a qualidade e eficacia terapéutica. O febuxostate foi lancado 2008 e 2009 e
encontra-se em uso clinico. Os métodos analiticos sdao fundamentais para a identificacéo,
quantificacédo, estudos de dissolucao e analises de farmacos, tanto em produtos farmacéuticos
quanto em matrizes bioldgicas. Nesse sentido, avangou-se para o estudo de metodologias de
acordo com as especificagdes descritas na literatura, necessarias para o controle da qualidade,
estabelecendo bases cientificas e tecnoldgicas para inclusdo em compéndios oficiais da area
(ICH, 1996; SHABIR, 2003).

Diversos parametros devem ser avaliados durante o desenvolvimento e validacdo de
um meétodo analitico de quantificacdo. Porém, também devem ser avaliadas caracteristicas do
método como simplicidade de execucdo, tempo necessario para realizar as analises, geracdo
de residuos e custos de materiais e equipamentos necessarios. Dentre 0s métodos existentes, a
CL € a técnica analitica mais utilizada para analises farmacéuticas, apresentando maior
sensibilidade e reprodutibilidade dos resultados e foi escolhida para a presente pesquisa.

Observa-se que a discussdo apresentada a seguir baseia-se no artigo ja submetido, e
identificado como ARTIGO 3.1.

A CL possibilita a separacdo e quantificacdo de diferentes componentes de uma
formulacdo farmacéutica através da escolha adequada dos parametros cromatograficos do
sistema como colunas, fase mével e método de deteccdo. Assim, desenvolveu-se e validou-se
0 procedimento para a determinacdo de febuxostate em formulagdes farmacéuticas, conforme
preconizado na literatura (ICH, 2005). Os parametros avaliados foram: especificidade,
linearidade, precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), exatiddo, limite de deteccéo,
limite de quantificacéo e robustez.

O método proposto empregou coluna cromatografica Cig, de amplo uso em
laboratdrios de controle de qualidade, com base nas caracteristicas estruturais do febuxostate.
A fase movel constituida por acetonitrila e &gua mostrou-se a mais adequada, proporcionando
tempo de retencdo reprodutivel de, aproximadamente, 3,9 minutos, boa eficiéncia (pratos
tedricos > 6000), seletividade e simetria (< 2%). Na avaliacdo da especificidade obtiveram-se
cromatogramas nos quais os picos dos produtos de degradacao encontraram-se bem resolvidos

em relacdo ao pico do padrdo (Figura 1), e sem interferéncia dos excipientes da formulagéo.
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Além disso, utilizando o detector de arranjo de diodos (DAD), verificou-se que a substancia
quimica de referéncia (SQR) permaneceu com elevada pureza em todas as determinacdes,
demonstrando especificidade e que o procedimento também pode ser usado para avaliacdo da
estabilidade.

O método apresentou regressdo linear significativa r> = 0,9995, na faixa de
concentragdo de 0,25 - 30 pg/mL. Os dados obtidos para a repetibilidade e precisdo
intermediéria apresentaram coeficientes de variacdo inferiores a 1,12% (Tabela 1), o que
mostra a precisdo do método proposto, destacando-se que a literatura preconiza coeficiente de
variacdo menor ou igual a 2%. O valor médio experimental do teste de exatiddo foi de
100,54%, demonstrando exatiddo significativa, pois o valor percentual sugerido € de 100+2%
em relacdo ao declarado (SHABIR, 2003; SHABIR et al., 2007). Na avaliacdo da robustez,
observou-se que as variagdes na propor¢do de acetonitrila, na vazdo da fase movel e nos
valores de pH alteraram os tempos de retencdo. Os resultados obtidos na verificacdo da
performance do sistema cromatografico apresentaram CV% inferiores a 2%, mostrando que o
equipamento e condicdes da metodologia sdo adequados para assegurar a exatiddo e precisao
dos dados analiticos (USP, 2012). Concluiu-se, portanto, que o método proposto cumpre 0s
requisitos preconizados pela literatura oficial, podendo ser empregado para analise de
febuxostate. A determinacdo quantitativa dos comprimidos selecionados para esse estudo
forneceu resultados médios entre 96,30 e 104,57%, conforme a tabela 4, estando de acordo
com os parametros de qualidade preconizados para produtos farmacéuticos entre 95 e 105%
(USP, 2012).

Paralelamente, desenvolveu-se o teste de dissolucdo com base na baixa solubilidade
em agua, testando diferentes condic¢Ges, meios e velocidades de rotagdo, até atingir a condicao
selecionada que apresentou o melhor perfil de liberacdo do farmaco. As condi¢Ges otimizadas
foram: 75 rpm (velocidade de rotacdo) e 900 mL de agua desaerada com 0,5% de lauril
sulfato de sodio a pH = 6,8 (ajustado com &cido orto-fosférico 85%), como meio de
dissolugéo, observando-se que ndo foram encontrados métodos neste sentido na literatura para
avaliacdo do perfil de dissolucdo de febuxostate empregando a CL-FR. Avaliou-se a
dissolucdo dos comprimidos (n = 12) e os perfis de dissolucdo mostraram percentagens de
farmaco dissolvidas superiores a 86% em 15 e 30 minutos, valores considerados adequados
conforme descrito na literatura (SHAH et al., 1995; FDA, 1997). Além disso, 0 método
também foi aplicado com sucesso para a determinacdo de febuxostate em plasma humano

com as condi¢des de extracdo liquido-liquido validados com o LLOQ de 1 pg /mL.
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Acrescenta-se que h& publicacbes sobre métodos de andlise para o febuxostate,
conforme descrito na revisdo da literatura, com as devidas limitacdes. Neste sentido, além de
publicados em revistas de menor impacto, com apresentagdo cientifica inadequada, observa-se
que os resultados foram expressos em ppm ou somente com valores de areas, sem célculos
estatisticos, estdo descritos com erros para o desvio padrdo e coeficiente de variacdo e as
tabelas ndo tém identificagio adequada, as figuras sdo repetitivas e formatadas
inadequadamente. Os estudos de validacdo foram realizados parcialmente, mas sem avaliar
interferéncia de excipientes, e os estudos de degradacdo incompletos, respectivamente
(KRISHNAREDDY et al., 2012; LAKADE et al., 2012; MUVVALA et al., 2012; KUMAR
etal., 2012; RAO et al., 2012; GHUNDA et al., 2012).

Observa-se também método estudado sem realizar estudo de degradacdo, mas testando
impurezas, sem especificar a substancia quimica de referéncia e as amostras usadas (REDDY;
SEKHAR, 2012). Testado em laboratorio (dado ndo-mostrado) observou-se baixo indice de
pureza do pico principal no comprimento usado. Além disso, Annapurna et al., (2012),
apresentaram os dados de area para os calculos de precisdo e ndo os teores, a robustez foi
citada como média de trés condi¢cbes diferentes, e o comprimento de onda selecionado €
inadequado pois a deteccdo no UV entre 200-224 nm, poderia apresentar interferéncia com
solventes organicos, conforme citado por Kowalski et al., 2005.

Demonstrou-se, portanto, a importancia e contribuicdo do método validado no
presente trabalho, com suas vantagens, podendo ser aplicado para estudos de estabilidade,

dissolucdo e controle da qualidade de produtos farmacéuticos.
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5 CONCLUSOES

v" Desenvolveu-se e validou-se método especifico, sensivel, preciso, exato e robusto por
cromatografia liquida em fase reversa para identificacdo e analise quantitativa de
febuxostate em produtos farmacéuticos, sugerindo sua aplicacdo para a area de controle da

qualidade.

v Analisaram-se produtos de degradacdo da substancia de referéncia, por espectrometria de

massas, identificados pelas suas massas caracteristicas.

v Realizaram-se estudos de citotoxicidade in vitro avaliando os efeitos das amostras
degradadas em relacdo a molécula integra, demonstrando-se diferenca significativa dos
resultados (P<0,05).

v" Desenvolveu-se teste de dissolugdo, estudando as condicOes e avaliando a percentagem
dissolvida dos comprimidos de febuxostate pelo método validado, demonstrando

resultados superiores a 86% em 15 e 30 minutos.

v' Conclui-se que o método estudado e validado representa contribuicdo no sentido de
estabelecer metodologia analitica, aprimorar o controle da qualidade e garantir a

seguranca e eficécia terapéutica do produto farmacéutico.
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