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RESUMO

Dissertagao de Mestrado
Programa de Pos-graduag@o em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOS PARA
AVALIACAO DE CLORIDRATO DE FEXOFENADINA

AUTORA: Daniele Carvalho de Oliveira
ORIENTADORA: prof. Dr.Clarice Madalena Bueno Rolim
DATA E LOCAL DA DEFESA: Santa Maria, 31 de marco de 2006

A fexofenadina ¢ um anti-histaminico ndo sedativo que age como antagonista seletivo
nos receptores periféricos H; da histamina, sendo usada no tratamento sintomatico de
manifestagdes alérgicas como medicamento de primeira escolha. O trabalho em questdo tem o
objetivo de determinar e validar metodologias fisico-quimicas, para a avaliacdo de cloridrato
de fexofenadina em comprimidos revestidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia e
eletroforese capilar de zona, ambas com deteccao por DAD, para fins de realizar estudos de
dissolugdo e comparar as metodologias quantitativas. Os dois métodos quantitativos
apresentaram-se lineares, especificos, exatos, precisos e robustos. A dissolucdo dos
comprimidos de 120 e 180 mg foi realizada nos meios de dgua destilada, HCL 0,1 M, tampdes
fosfato pH 4,5 e pH 6,8, utilizando o métodos das pas. Os perfis de dissolugdo obtido para as
formulagdes em cada meio foram comparados pelos fatores de comparagdo: fi, f, e ED,
apresentando resultados diferentes quanto a semelhanca das formulagdes. O método baseado
na aplicagdo de ANOVA na utilizacdo da eficiéncia de dissolug¢do (ED) ¢ mais discriminativo
que os f-fatores. Quando usamos o fator f2 como parametro de comparagdo, os meios nao
apresentaram diferenca nas formulagdes, mas somente no meio de HCI 0,1 M, as formulagdes
mostraram similaridade para os parametros fl, f2 e ED, podendo apresentar o mesmo
desempenho in vivo. Possibilitando a realizado de estudo de biodisponibilidade apenas com a
formulagdo de maior dosagem.Os métodos, CLAE eECZ, avaliados por analise de variancia,

apresentaram-se equivalentes para quantifica¢ao de cloridrato de fexofenadina.

Palavras-chaves: fexofenadina; cromatografia liquida; eletroforese capilar de zona;
dissolucao.



ABSTRACT
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The fexofenadina is an antihistamine non sedative that acts as antagonistic selective in
the outlying receivers H; of the histamine, being used in the symptomatic treatment of allergic
manifestations as medication of first choice. The project in subject has the objective of to
determine and to validate methods physical-chemistries, for the evaluation of fexofenadine
hydrochloride in covered tablets, for liquid chromatographic of high efficiency and zone
capillary electrophoresis, both with detection for diodo array detector, for ends of to
accomplish dissolution studies and to compare the quantitative methods. The two quantitative
methods presented linearity, accurate, precision, specificity and robust.Dissolution of tablets
of 120 and 180 mg was realize utilizing distillate water, HC1 0.1 M, buffer phosphate pH 4.5
and buffer phosphate pH 6,8 with dissolution medium, using apparatus II. The dissolution
profiles obtained of each medium were compared through the comparison factors: f;, f, and
ED. Different resultes were obted of the likeness the formulation.The method based on the
application of ANOVA in the use of the dissolution efficiency (ED) it is more discriminative
than the f-factors. If we used the factor f2 as comparison parameter, all the means don't
present difference in the formulations, but only in the medium of HCI1 0,1 M, the formulations
showed similarity for the parameters fl, f2 and ED, allowing to affirm that the two
formulations are similar and with same performance in alive. The described methods, HPLC
and CEZ, availability for variance analysis, presented equivalence for quantification of

fexofenadine hydrochloride.

Keywords: Fexofenadine, liquid chromatography, zone capillary electrophoresis, dissolution.



SUMARIO

L INTRODUGAOQ. ......ooovoiiiriirieeie s 19
L1 ODJEEIVO. ...ttt ettt et ettt naeeneen 22
L.1.1 ODJETIVOS GETAIS. .. .eeeueieeiiieiieeieeniieeieesieeeteesiteebeesseeeseessteesseesseesnseessaeenseensnas 22
1.1.2 ODbjJetiVOS €SPECTIICOS. .uiiuuriieiiieeiiieeiiieeitieeesiteesteeesteeesaeeesaeeessreeensaeessaeeenns 22
2. REVISAO DA LITERATURA..........coooiiiiiieeeeeeeeeeee e 23
2.1 Cloridrato de Fexofenadina.................ccoccooiiiiiiiiiiiiiiniccececee e 24
2.1.1 CoNSIAETagOeS ZETAIS......eeeiureeeeiieeiiieeeiireeaitreesreeesreeessseeessseesseeessseeesseesssseesns 24
2.1.2 MecaniSmO d€ ACA0........cccuuieiureeeeieeeciieeecireeecieeeeeteeeeeteeeeaeeeeaeeeereeesseeeeareeenns 25
2.1.3 QUIMIICA. ..eieiieeiie ettt ettt e ettt e e e ettt e e e e et e e e e eeaabeeeeearaeeeeenareeaeanns 25
2.1.4 Seguranga e tolerabilidade............ccceeviieiiieniiieiieie e 26
2.1.5 FarmacOdINAMICA. .....cccuueetieriieeiiesite ettt ettt ettt ettt beesaeeebee e 27
2.1.6 FarmacOCINEtICA. ....c.eeveruieiietieiteeiteste ettt s s 27
2.1.7 Contra-indicagdes € reag0es adVersas.........ccovvvveveirreriereerenieieesreseeeerenas 28
2.1.8 Interacdo com outros MediCaAMENLOS. .......cccuvveeieeirieeeeeiieeeeeeireeeeeeireeeeeeaaeee e 28
2.1.9 Métodos de determinacdo de cloridrato de fexofenadina................c.cccuveee.e. 29
2.1.9.1 Quantificacdo em formulagdes farmacéuticas...........cccccevvveeereeenreeennee. 29
2.1.9.2 Quantificagdo em fluidos biolOZICOS.......cccuevvieriieriieriieieeie e 30
2.1.10 Dissolugado de fexofenadina................ccoovviiieeiiiiiiieiiiiie e 32
2.2 Desenvolvimento e validacdo de metodologias para quantificacdo de
formulacoes farmaceutiCas.....................ocooiiiiiiiiii e 32
2.2.1 ESPecificidade.......cueevvieiiieiieeiieiiecie ettt ettt et 33
2.2.2 LAN@ArTAAde. ......eeeeuvieiiiiieiee ettt et et et e e nae e e nns 33
2.2.3 PIECISAO. . uvteuitieutteeiie ettt ettt ettt et e sat e et bt e st e bt et e bt st e nate et enaeeeaneens 33

2.2.4 EXAUAA0. c..cveiiieiieiteieeer ettt s 34



22 S RODUSEEZ. e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeneaaan 34

2.2.6 Limite de deteccdo e Limite de quantificago..........eceeveeeiiieniieiienieeieenias 35
2.3 DHSSOIUGAO. ...t et e e e e e 35
2.3.1 Importancia do teste de diSSOIUGAO. ......ccuerriieriiiiiieieeieeie e 35
2.3.2 Condigdes adequadas para a diSSOIUGAO........cccvveerieriieiiieiieeieeieeeee e 36
2.3.3 Ensaio de diSSOIUGAO. ......cccuviiiieeiiieeceiiee e e 37
2.3.4 Fatores que influenciam a dissolugao e os resultados do teste........................ 38
2.3.5 Comparagao de perfis de diSSOIUGAO.......cc.eevuiriiriiniiiiiiiieccseceeecce 39
2.3.5. 1 FAtOreS [1 € [ 2uuuiaiiiiiieiieciieeeete ettt et ea 39
2.3.5.2 Eficiéncia de diSSOIUGAO. .......cccuuiieeeiiiiiiieciiie e 41

3. MATERIAIS E METODOS........coooiiiiiiineiieeiseeeseeesseessesss s sssessneens 42
B MIAteITAL. ... 43
3.1.1 Produtos farmac@UEICOS. .......c.eeruuiiitieiiieiie ettt 43

3 1.2 PAAIOECS. ....eeeieneeeieiiteieee ettt sttt st 43
3.1.3 Reagentes € SOIVENTES. .......ieeuiieiiiieeiieeciie ettt ettt eve e e tae e e e 43
3.1.4 EQUIPAmMENtOS € ACESSOTIOS. . .ecvieruireiieriieeieenireeteesreenseesreenseessseesseesseesseeenne 44

B2 IMIEEOMOS. ...ttt ettt ettt e b e et e nae e 45
3.2.1 Métodos para caracterizagdo da substancia quimica de referéncia................. 45
3.2.1.1 Espectroscopia na regidao do infravermelho............cccceevvveevcieenceeennen. 45

3.2.1.2 Espectroscopia na regido do ultravioleta.........c..ccoceevevveneenenienennennnn. 45

3.2.2 Métodos para quantificagdo de cloridrato de fexofenadina............................ 46
3.2.2.1 Quantificagdo de cloridrato de fexofenadina por CLAE........................ 46

3.2.2.2 Quantificacao de cloridrato de fexofenadina por eletroforese capilar.... 46
3.2.3 Preparacao das SOIUGOES. ......ccueeiiiriieeiieeie ettt ettt ens 47
3.2.4 Validagao dos MEtOdOS.........oeeeiuiiiiieiiiiee e 48

3.2.4.1 Especificidade........coeviieiieiiieiiecieeieee e 48



3242 LINEATIAAAC. ... ..o s e e e e e e e e aens 48

3.2.4.3 PrECISAO...cueieutieeiie ettt ettt ettt ettt ettt ettt e et e bt e b aeas 48
3.2.4.4 EXAUIAA0. .. ceueeieieieeieeieeeee ettt 50

3.2.4.5 RODUSTEZ.c...eeiiieiieeie ettt ettt et 51

3.2.4.6 Limite de Quantificacdo (LQ) e Limite de Detec¢do (LD).................... 51

3.2.5 Andlises farmacotECNICAS. ......eerueeiiieriieeiierie ettt ettt ettt ens 51
3.2.5.1 Determinagao do peso MEAI0.........cvvieiieriieriieeieeiie et 51

3.2.5.2 Determinacgdo do teor de fArmaco............eeeeeevvvieiieiiiiie e, 52

3.2.5.3 Determina¢do da uniformidade de contetdo..........c..cceeveeeerieieiniieennenn. 52

3.2.6 Dissolucao de comprimidos de cloridrato de fexofenadina............................ 53
3.2.7 Comparagao dos perfis de dissolucao entre as formulagdes.............ceceueeeee. 54
3.2.8 Comparagao dos métodos utilizados...........cceeeerieniriineenieniiineeneniceeeeee 54

4. RESULTADOS E DISCUSSAQ........ccvririireiierireriesiesisssssessesiesisessses oo 56
4.1 Caracterizacao da substancia de referéncia..........................ccccceeviiiiiiniiiecennn. 57
4.1.1 Espectroscopia na regido do infravermelho............cccoviiiiiiniiiiiiiniiiiee 57
4.1.2 Espectroscopia na regiao do ultravioleta...........ccceeevrevieniienienieeieenieeveenen. 58

4.2 Determinacio e validacio dos métodos analiticos para quantificacdo de
cloridrato de fexofenadina....................cooooiiiiiiiniiiei e 60

4.2.1 Determinagao e valida¢ao do método para quantificagdo de cloridrato de

fexofenadina por CLAE..........cooiiiiiiieeeetee e 60
4.2.1.1 Seletividade......cc.coeuieiiiiiieieeeee e 61
4.2.1.2 Linearidade..........cooueiieriiiiieiierieeieees e 62
4.2.1.3 PrECISAO...ciiiiiiiieeeieeeiee ettt eeeear e e e e et e e e e e e e sennes yeeeennnes 65
4.2.1.4 EXAIAA0.....ecuteiiieieiieiteeeesee et 67
4.2.1.5 RODUSLEZ. ..t e 68
4.2.1.6 Limite de quantificagdo e Limite de Deteccao..........cecuereerereeneennnne. 69

4.2.2 Validacao da metodologia por ECZ.........ccccoeeiiiiiiiieeiiieeeeeee e 70



4.2.2.1 SELEtIVIAAAE. ... oo e e e e e rraee s 71

4.2.2.2 Linearidade. .........coouieiiiiiiieiie et 72
4.2.2.3 PIECISAO. e euteeiiieiieeiteetee ettt ettt sttt ettt e et 75
4.2.2.4 EXAIAAO....ccueiiiieeiieie ettt e e 77
4.2.2.5 RODUSEZ....ccueeeuieiieieeiiesieee ettt 78
4.2.2.6 Limite de quantificacdo e Limite de detecgao........occeevvievueenieeninennnen. 79
4.3 Analises farmacotécnicas. ............coocoeiiiiiiiiiiiiii e 79
4.3.1 Determinacao do PeSO MEI0.......eeruuirriieriieiieiieeiie ettt 79
4.3.2 Teor do fArMACO. ...cccutiiiiiiiiiiceieee e 81
4.3.3 Determinacao da uniformidade de contetdo..............ccoevveieeiiiiiieeciiieeeene. 82
4.4 Dissolucao de comprimidos de cloridrato de fexofenadina.............................. 83
4.5 Comparacio dos perfis de disSOIUGAO. ...............cooeiiiiiiiniiiiiiecs 88
S T B aOT 1 o e e e e 89
4.5.2 Eficiéncia de Dissolugao (ED)....cc.ceeciiieiiiieiieeieeeeeee e 90

4.6 Comparacio dos métodos utilizados para quantificacio de cloridrato de
fexofenadina...............coooiiiiiiii e 94
5 CONCLUSAO...........coiiiiiiieriiet et 97

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 100



FIGURA 1:

FIGURA 2:

FIGURA 3:

FIGURA 4:

FIGURA 5:

FIGURA 6:

FIGURA 7:

FIGURA 8:

FIGURA 9:

FIGURA 10

FIGURA 11

FIGURA 12

FIGURA 13

LISTA DE FIGURAS

Estrutura quimica do cloridrato de fexofenadina............cccceoervencennnnn.
Eficiéncia da dissolugao (ED)........eeecuiiiiiiieiiiieciie et
Espectro de infravermelho do padrdo de cloridrato de fexofenadina......

Espectro de ultravioleta do padrao de cloridrato de fexofenadina na
regido de 190 a 370 nm numa concentragio de 100 pg.mL’' em
TNETANOL. .ttt ettt

Perfil de absor¢do do cloridrato de fexofenadina em comprimentos de
ondas de 200, 210 € 230 NIML.....cooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e e

Cromatograma obtido da analise de uma solu¢do padrao de cloridrato
de fexofenadina (100 pg.mL™") usando o método proposto (A) e a
injecdo de uma mostra com fase movel - branco (B).......cccccceeevvennnnnnen.

Representagdo grafica da curva de calibragdo do padrao de cloridrato
de fexofenading (80 PL.ML ™). ...ovivieeeeeeeeeeeeeeeeeee e

Eletroferogramas de cloridrato de fexofenadina (40 pg.mL™) (A) e
padrio interno nimesulida (25pg.mL™) (B), inje¢do de uma amostra
branco com padréo interno nimesulida (25 pg.mL™) (C).veveveeeveeeane

Representacao grafica da curva de calibragcdo do padrdo de cloridrato
de fexofenadina para a validagdo da linearidade em EC.........................

Perfis obtidos para a dissolu¢ao de comprimidos de 120 mg de
cloridrato de fexofenadina nos quatro meios (agua destilada, HCI 0,1
M, tampao fosfato pH 4,5 e tampao fosfato pH 6,8), aparato II, 50
1PM, 37 CC E 0,5 CCiiiiiiee et

Perfis obtidos para a dissolugdo de comprimidos de 180 mg de
cloridrato de fexofenadina nos quatro meios (agua destilada, HCI1 0,1
M, tampao fosfato pH 4,5 e tampao fosfato pH 6,8) ), aparato II, 50
1PM, 37 CC E 0,5 CCeiiiiiiee e

Curvas de calibracdo (A) e (B) realizadas paralelamente com a disso-
lucao para controle das condi¢des de analise..........ccceeevuveeecieeenieeenineennns

Comparacao dos os perfis de dissolug¢ao das formulac¢des de cloridrato
de fexofenadina de 120 e 180 mg obtidos nos meios de (A) agua
destilada, (B) HCI1 0,1 M, (C) tampao fosfato pH 4,5 e¢ (C) tampao
TOSTAtO PH 6,8t

59

59

63

72

73

87

87

88

14



TABELA 1:

TABELA 2:

TABELA 3:

TABELA 4:

TABELA 5:

TABELA 6:

TABELA 7:

TABELA 8:

TABELA 9:

TABELA 10:

TABELA 11:

TABELA 12:

TABELA 13:

TABELA 14:

TABELA 15:

LISTA DE TABELAS

Condigdes testadas no desenvolvimento de diferentes perfis de
dissolu¢do de comprimidos contendo cloridrato de fexofenadina............

Areas absolutas obtidas na determinacdo da curva de calibracdo do
cloridrato de fexofenadina por cromatografia liquida..............ccceeeuneennnee.

Parametros relativos a reta de calibragdo do método analitico para
quantificagdo de cloridrato de fexofenadina em CLAE.................c...........

Valores dos tratamentos estatisticos de cloridrato de fexofenadina em

Precisdo intra-dia da metodologia para quantificacdo de cloridrato de
fexofenadina por CLAE.........ccoi it

Precisdo inter-dia da metodologia analitica para quantificagdo de
cloridrato de fexofenadina por CLAE..........cccccoeviiiiiiiviiniecieeeeeeeee,

Precisdo inter-analistas da metodologia analitica para quantificacao de
cloridrato de fexofenadina por CLAE...........cccceoiiiiniininiiicieee

Exatiddo do método para quantificacdo de cloridrato de fexofenadina
Dados relacionados a investigagdo da robustez do método de
ANALISE. .ttt sttt
Resultados da razdo das areas de cloridrato de fexofenadina pelas
areas de nimesulida (padrdo interno) obtidas na determinacao da curva

de calibragdo do cloridrato de fexofenadina por eletroforese capilar......

Parametros relativos a curva de calibragdo do método analitico para
quantifica¢do de cloridrato de fexofenadina por eletroforese capilar......

Valores dos tratamentos estatisticos de cloridrato de fexofenadina em
Concentragao de cloridrato de fexofenadina obtida das determinagdes
das seis amostras por EC para comprovar a repetibilidade do método

no mesmo dia (Precisao MNra-dia)........cceeeveeeueereeeiieniieeniienieeee e

Precisdo inter-dia da metodologia analitica para quantificacdo de
cloridrato de fexofenadina por EC..........cccoeeviiieiiiiiiiieeeeeeeeee e

Precisdo inter-analistas da metodologia analitica para quantificacdo de
cloridrato de fexofenadina por EC...........cccccoeviiiiiiiniiniieieieeeee e,

63

64

64

66

67

68

69

73

74

74

75

76

15



TABELA 16:

TABELA 17:

TABELA 18:

TABELA 19:

TABELA 20:

TABELA 21:

TABELA 22:

TABELA 23:

TABELA 24:

TABELA 25:

Exatiddo do método para quantificacdo de cloridrato de fexofenadina

Dados relacionados a investigagdo da robustez do método de analise....

Valores individuais em “mg” e em porcentagem obtidos para determi-
nacdo de peso-médio (PM), desvio padrdo (DP) e limites inferior e
superior permitido para os comprimidos analisados...........ccccceeveeeruveennns

Resultados da analise do teor de comprimidos de cloridrato de fexofe-
nadina nas amostras das duas formulagdes (120 e 180 mg) por
cromatografia Hquida..........cccoveeeiiiiieiiie e

Resultados da andlise do doseamento de comprimidos de cloridrato de
fexofenadina nas amostras das duas formulagdes (120 e 180mg) por
eletroforese capilar..........cceoviieiiiiiiiiiiee e

Uniformidade de contetdo de principio ativo em amostras de
comprimidos de cloridrato de fexofenadina de 120 e 180mg.................

Valores médios da concentracdo (mg) e porcentagem (%) dissolvidas
de comprimidos de cloridrato de fexofenadina (120 e 180 mg) na
condigdo I (4gua destilada), nos tempos de coletas
determinAdOS. .....oueeuiiriieiiiiereee e

Valores médios da concentragdo (mg) e porcentagem (%) dissolvidas
de comprimidos de cloridrato de fexofenadina (120 e 180 mg) na
condig¢do II (HC1 0,1 M), nos tempos de coletas determinados...............

Valores médios da concentragdo (mg) e porcentagem (%) dissolvidas
de comprimidos de cloridrato de fexofenadina (120 e 180 mg) na
condicdo III (tampao fosfato pH 4,5), nos tempos de coletas
eterMINAAOS. ....eeeiiieiieeieee ettt

Valores médios da concentragdo (mg) e porcentagem (%) dissolvidas
de comprimidos de cloridrato de fexofenadina (120 ¢ 180 mg) na
condicdo IV (tampado fosfato pH 6.,8), nos tempos de coletas
EterMINAAOS. ..c.eeeiiiiiieeiee e

TABELA 26: Valores de f; f, obtidos da comparagao das dissolugdes entre as duas

TABELA 27:

TABELA 28:

formulagdes de comprimidos de cloridrato de fexofenadina nos meios
EESTAAOS. ...ttt

Valores da eficiéncia de dissolugdo (%) obtidos para comprimidos de
120 mg de cloridrato de fexofenadina em um ensaio com 12 cubas.......

Valores da eficiéncia de dissolucdo (%) obtidos para comprimidos de
180mg de cloridrato de fexofenadina em um ensaio com 12 cubas........

78

78

80

81

82

83

84

85

85

86

90

90



TABELA 29:

TABELA 30:

TABELA 31:

TABELA 32:

TABELA 33:

TABELA 34:

TABELA 35:

Andlise da varidncia dos resultados experimentais obtidos para
eficiéncia de dissolugdo de cloridrato de fexofenadina (120 ¢ 180mg)
NA CONAIGAOD L..vviiiiiiiiiiii e e e

Andlise da varidncia dos resultados experimentais obtidos para
eficiéncia de dissolug¢do de cloridrato de fexofenadina (120 e 180mg)
Na coNAiGa0 IL......cccuiiiiiiiiiecc e

Andlise da varidncia dos resultados experimentais obtidos para
eficiéncia de dissolu¢do de cloridrato de fexofenadina (120 e 180mg)
na condicao IL. ...

Andlise da varidncia dos resultados experimentais obtidos para
eficiéncia de dissolug¢do de cloridrato de fexofenadina (120 e 180mg)
Na CONAICAD IV e e

Resultado do doseamento de comprimidos de 120 e 180 mg de
fexofenadina realizado em CLAE e EC.........ccccccoinininininiiiiiicncnn

Comparagao dos métodos, CLAE e EC, através do tratamento estatisti-
co do doseamento de comprimidos de cloridrato de fexofenadina de
120 mg, por ANOVA ...t

Comparagao dos métodos, CLAE e EC, através do tratamento estatisti-
co do doseamento de comprimidos de cloridrato de fexofenadina de
180 Mg, pOr ANOV A ... ettt s teee e

92

92

93

95

95



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLO

ACN: Acetonitrila

ANOVA: Analise de Variancia

AUC: Area Sobre a Curva

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria

CLAE: Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia

Cmax: Concentragdo Plasmatica Maxima

CLAE-EM/EM: Cromatografia liquida
acoplada ao espectrometro de massa

CV%: Coeficiente de Variacao Percentual

DAD: diodo array detector

DPR: Desvio Padrao Relativo

ED: Eficiéncia da Dissolugao

ECZ: Eletroforese Capilar de Zona

fy: fatores de semelhanca

f,: fatores de diferenca

FDA: Food and Drug Administration

°C: Graus centigrados

GL: Graus de liberdade

ICH: International = Conference on

Harmonization
IV: Infravermelho
Kv: quilovoltes

LD:Limite de Detecgao

LQ:Limite de Quantificacao

M: Molaridade

mg: Miligramas

mL: Mililitro

mm: milimetros

mM: Milimol

nL: nanolitros

nm: nandmetros

ODS: Octadecilsilano

PM: Peso médio

QTc: Complexo do inicio da onda Q ao
inicio da onda T

r: coeficiente de correlagdo de Pearson

RMN: Ressonancia magnética nuclear

r.p.m.: Rotagdes por minutos

SQR: Substancia quimica de referéncia

USP: The Uniteds States Pharmacopeia

UV: Ultravioleta

V: Volume

ng: Micrograma

ul: Microlitro

<: menor

>: maior



Introducao



20

1 INTRODUCAO

O aprimoramento da farmacotécnica através da tecnologia farmacéutica e do controle
de qualidade envolveu varias etapas, evoluindo desde a década de quarenta em que a
qualidade de um medicamento resumia-se a verificagdo da quantidade de principio ativo na
dosagem correta para que o mesmo fosse aprovado pelo controle de qualidade até a
introdu¢do das boas praticas de fabricagdo e da qualidade total que viriam controlar
rigorosamente todos os passos da industria farmacéutica e assegurar total confianga nos
resultados finais de produgao (STORPIRTIS, 1999).

As ultimas décadas foram marcadas pelo avanco da tecnologia farmacéutica que
possibilitou facilitar o desenvolvimento da sintese e fabricagdo de muitos farmacos novos.
Este crescente mercado econdmico industrial propiciou o surgimento de inumeras outras
formas farmacéuticas tidas como alternativas disponiveis a terapéutica. Este acelerado
crescimento de formulagdes similares foi controlado por meio da evolu¢do de métodos
analiticos que vieram para avaliar os pardmetros fisico-quimicos, microbiologicos e
bioldgicos de modo a assegurar a eficacia clinica destes medicamentos (STORPIRTIS, 1999).

O progresso na darea das Ciéncias Farmacéuticas, desde o surgimento da
Biofarmacotécnica na década de sessenta, veio esclarecer a comunidade farmacéutica,
pregando que o produto deve liberar o principio ativo na quantidade e na velocidade
adequadas ao seu objetivo terapéutico, possibilitando a constatagdo de que além do produto
ser tecnicamente perfeito, estdvel e de aparéncia estética, deve também assegurar que sejam
obtidos parametros de seguranca e eficacia clinica apds a administragdo (PEZOA et al., 1990;
PORTA, 1999).

A biodisponibilidade de formas farmacéuticas solidas estd intimamente ligada a
capacidade do farmaco nela incorporado ser absorvido adequadamente, em termos de
quantidade e velocidade, o que dependera da dissolu¢do ou solubilizagdo dessa forma
farmacéutica em condicdes fisiologicas e da permeabilidade do farmaco através das
membranas do trato gastrintestinal. Desse modo, a dissolugdo in vitro pode ser relevante para
o desempenho in vivo, posto que é o passo inicial que devera ser dado antes dos ensaios
clinicos (AMIDON et al., 1995). Os produtos farmacéuticos submetidos ao registro na
ANVISA, além dos dados relacionados a formulacdo, processo de fabricacdo, controle de

qualidade e biodisponibilidade, os quais sdo indicativos da eficacia e do desempenho do
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medicamento, devem incluir também os resultados de dissolu¢do (GRAY, 2002; BRASIL,
2003a).

Dentro deste contexto de evolucdo da qualidade dos farmacos, fica claro a necessidade
de aprimorar os procedimentos desde o desenvolvimento e fabricagdo até o registro dos
medicamentos, cumprindo todas as diretrizes regulamentadas pelos 6rgaos competentes, a fim
de liberar um produto seguro e de qualidade ao consumidor.

As doengas alérgicas, num contexto mundial nos dias de hoje, mantém uma alta
prevaléncia, sendo um problema inclusive de paises desenvolvidos como os Estados Unidos,
onde a rinite alérgica afeta em média 20% da populagdo. No Brasil, a incidéncia mantém a
média dos paises desenvolvidos, acometendo mais de 17 milhdes de pessoas, independente de
idade ou classe social (CASALE et al., 2003; ABAI, 2005).

O mercado dos anti-histaminicos ¢ muito grande em fun¢do do seu largo uso. Os
primeiros medicamentos dessa classe manifestavam efeitos colaterais indesejaveis como a
sonoléncia e o torpor, o que tornaria a sua administragdo diaria muito perigosa devido a
dificuldade que o usudrio teria ao realizar suas atividades didrias. Com a grande demanda no
uso de anti-histaminicos, houve a necessidade de aperfeicoar os medicamentos existentes,
requerendo a essas exigéncias foi langado ao mercado o cloridrato de fexofenadina
(DUBUSKE, 2001).

A fexofenadina ¢ um anti-histaminico nao sedativo, que age como antagonista seletivo
nos receptores periféricos H; da histamina, ¢ usada no tratamento sintomatico de
manifestagdes alérgicas como medicamento de primeira escolha (SIMONS et al., 2002;
BENDER et al., 2003). Muitos anti-histaminicos ndo sedantes se transformam em metabolitos
ativos e ndo ativos apoOs serem ingeridos, em contraposi¢cdo, a fexofenadina apresenta uma
dose oral de agdo potente e seletiva, sendo ativa sem requerer biotransformacdo prévia,
apresentando um metabolismo de aproximadamente 5% do total da dose (MEEVES &
APPAJOSYULA, 2003).

A fexofenadina ¢ absorvida facilmente por via oral, sendo os picos plasmaticos
atingidos dentro de 1 a 3 horas apds a administragdo (SIMPSON & JARVIS, 2000). Sua
excrecdo ocorre sob a forma inalterada pelas vias biliares e renais, com meia vida de
eliminacdo de 11 a 15 horas (RUSSEL et al, 1998). Estudos mostram que nao ha necessidade
de ajustes da dosagem deste fArmaco para grupos especiais de risco como idosos, pacientes
com deficiéncias renais ou hepaticas e criangas a partir dos seis anos de idade (MASON et al.,

1999).
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Devido a importancia clinica do cloridrato de fexofenadina, o desenvolvimento de
metodologias que possam aprimorar o controle da qualidade deste medicamento ¢
fundamental para garantir sua seguranga e eficdcia teraplutica. Nesse sentido o
desenvolvimento de metodologias utilizando diferentes equipamentos e a correlagdo dos
resultados, proporciona uma visdo ampla com as vantagens e desvantagens dos avancos
analiticos, para que se possa avaliar a qualidade dos produtos farmacéuticos desde o

desenvolvimento até a garantia da manuten¢do da estabilidade.

1.1 Objetivo

1.1.1 Objetivos gerais

Determinar e validar metodologias fisico-quimicas para a caracterizacao e avaliagao
de cloridrato de fexofenadina em comprimidos revestidos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia e eletroforese capilar, ambas técnicas com detecgdo em DAD, para fins de realizar

estudos de dissolucao e de comparagdo de metodologias quantitativas.

1.1.2 Objetivos especificos

e Desenvolver e validar método para analise quantitativa e dissolugdo de cloridrato de

fexofenadina em comprimidos por CLAE em fase reversa, com deteccao em DAD;

e Desenvolver e validar método para anélise quantitativa de cloridrato de fexofenadina

em comprimidos por eletroforese capilar, com detec¢ao por DAD;

e Determinar peso médio, uniformidade de conteudo de comprimidos de 120 e 180 mg;

e Desenvolver e comparar perfis de dissolu¢ao para comprimidos de 120 e 180 mg;

e Comparar os resultados obtidos nos métodos utilizados para quantificacdo de

cloridrato de fexofenadina.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cloridrato de fexofenadina

2.1.1 Consideracoes gerais

A histamina foi descoberta em 1911 por Dale e Laidlow, mostrando-se ser mediadora
na patogénese da anafilaxia, asma, rinite alérgica e urticaria. Armazenada, principalmente nos
granulos citoplasmaticos de células de mastocitos e basofilos nos tecido e no sangue
respectivamente. O primeiro anti-histaminico H; (mais importante receptor) surgiu em 1937,
mas farmacos seguros, somente em 1945 com a difenidramina, que mais tarde foi condenada
por seus efeitos no sistema nervoso central (LLANES & GRANT, 2000).

Nos anos 80, a industria farmacéutica buscava um anti-histaminico que fosse de agao
mais especificamente periférica, ndo sendo capaz de atravessar a barreira hemato-encefalica.
Em 1982, a terfenadina apresentava-se como o pilar do tratamento de muitas doengas
alérgicas e sem o indesejavel efeito ndo-sedante, no entanto, com efeitos colaterais
cardiovasculares graves reportados pela primeira vez em 1989, podendo até ser capaz de
promover uma arritmia ventricular fatal (DAVIES et al., 1989; DUBUSKE, 1999;
PAAKKARI, 2002). Posteriormente, constatou-se que a agdo farmacologica da terfenadina
provinha quase que exclusivamente do seu metabdlito ativo a fexofenadina (PINTO et al.,
1999; PRATT et al.,1999; BENDER et al., 2003).

Os anti-histaminicos mais modernos, onde se enquadra a fexofenadina, apresentam
uma eficdcia e seguranga que promovem uma melhor qualidade de vida aos pacientes com

desordens alérgicas, proporcionando-lhes um cotidiano normal (DUBUSKE, 1999).

A fexofenadina foi aprovada pelo FDA em dezembro de 1996 (PINTO et al., 1999),
sendo uma nova substiancia quimica da classe dos anti-histaminicos de segunda-geracgao,

atualmente considerada pela literatura como de terceira-geragao (CHAE & THARP, 2000;
GELFAND, 2002; HINDMARCH, 2002; PAAKKARI, 2002).
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2.1.2 Mecanismo de acao

A fexofenadina tem seu mecanismo de acgdo antagonista aos receptores H; da
histamina, sendo clinicamente efetiva no tratamento das rinites alérgicas sazonais e urticarias
idiopaticas cronicas (SIMPSON & JARVIS, 2000; KAWASHIMA et al., 2002; SIMONS et
al., 2002).

A agdo ¢ eficazmente apresentada sem mostrar nenhuma afinidade pelos canais
cardiacos retificadores de K', ndo tendo nenhum potencial para prolongar o intervalo de
freqiiéncia de batimentos cardiacos (QTc) ou para causar arritmias cardiacas sérias
(BERNSTEIN et al., 1997; DUBUSKE, 1999; PRATT et al., 1999; MEEVES &
APPAJOSYULA, 2003). Possuindo caracteristica genuinamente ndo-sedante, muito eficaz e
de acdo réapida, a fexofenadina fez de sua descoberta um avango no tratamento de alergias
(PRATT et al., 1999; PRENNER et al., 2003). Hoje sua administracdo ¢ indicada na
terapéutica como de primeira linha (SIMPSON & JARVIS, 2000; SIMONS et al., 2002;
PRENNER et al., 2003).

2.1.3 Quimica

Tem como nome quimico: 4cido benzeno, 4-[1-hidroxi-4-(4-hidroxidifenilmetil)-1-
piperidinil]butil)-a,a-dimetil-hidrocloridrico. Seu peso molecular ¢ de 538,12, a formula

molecular é C3,H39NO4 HCIL. e sua representacao estrutural ¢ apresentada na Figura 1.

Figura 1 - Estrutura quimica do cloridrato de fexofenadina (Merck Index, 2001).
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O cloridrato de fexofenadina estd disponivel no mercado farmac€utico como
medicamento referéncia Allegra®, nas apresentacdes de 60 mg, 120 mg e 180 mg, sustentadas
em formulagdes solidas de comprimidos revestidos e capsulas, os quais sdo absorvidos

rapidamente por via oral.

2.1.4 Seguranca e tolerabilidade

A fexofenadina ¢ clinicamente segura e bem tolerada em populacdes especiais, sendo
comprovados através de estudos com triagens clinicas em individuos adultos, pacientes
idosos, pacientes com insuficiéncia renal ou hepatica e em criangas a partir dos seis anos de
idade (MASON et al., 1999; CHAE & THARP, 2000; THOMPSON et al., 2000; PRENNER
et al., 2000; MEEVES & APPAJOSYULA, 2003; WAHN et al., 2003). Estudos controlados
com placebos demonstraram que em adultos a fexofenadina ¢ tdo bem tolerada em doses
repetidas de até 690 mg (2 vezes ao dia), durante 28 dias e 240 mg (1 vez ao dia), durante 12
meses (RUSSEL et al, 1998).

A cardiotoxicidade foi descartada por ndo haver bloqueio dos canais cardiacos de
potassio em animais (SIMPSON & JARVIS, 2000) e em humanos (WOOSLEY,1996) ¢
também por ndo serem percebidas alteragcdes nos parametros eletrocardiograficos do intervalo
de QTc, dos pacientes tratados com fexofenadina, apenas variagoes em relagdo ao valor basal,
que ndo foram significativamente diferentes das observadas com o placebo (BERSTEIN,
1997, PRATT et al., 1999; DUBUSKE, 2001; PAAKKARI, 2002). Em voluntarios sadios
doses altissimas de 1400 mg de fexofenadina foram administradas por dia durante quatro
semanas e também testes com dosagens de 800 mg ndo produziram nenhum efeito sobre os
valores de QTc (ROBBINS et al., 1998; PRATT et al.,1999).

A fexofenadina ¢ um anti-histaminico nao lipossoluvel, sendo incapaz de atravessar a
barreira hemato-encefalica e de produzir alteragdes na capacidade psicomotora, portanto, nao
apresenta disturbios sedativos como sonoléncia (RUSSEL et al., 1998; HINDMARCH, 2002,
et al. 2002). Hindmarch et al. em 2002, realizaram um estudo com 15 pessoas sadias, as quais
foram dados 360 mg de cloridrato de fexofenadina e posteriormente aplicados uma série de
testes de fungdo cognitiva e performance psicomotora. Os resultados foram comparados com
pessoas que ingeriram um placebo e concluiu-se que a fexofenadina € livre de efeitos centrais.

Nao foram observados diferengas significativas na freqiiéncia das reacdes adversas nos

subgrupos de pacientes em relacdo a sexo, idade, raca ou peso (RUSSEL et al., 1998).
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2.1.5 Farmacodinamica

Os estudos farmacodinamicos destacam-se no sentido de buscar afinidade entre o
efeito do farmaco ¢ a concentragdo dele no sitio de acao (SIMONS, 2002).

A fexofenadina foi desenvolvida para oferecer uma dose oral de acao anti-histaminica
potente e seletiva sendo ativa sem exigir metabolizagao hepatica (RUSSEL et al., 1998).

Estudos in vitro e in vivo demonstraram que a fexofenadina inibe significantemente a
liberagdo de histamina pelos mastdcitos, ndo possui efeitos anticolinérgicos ou bloqueadores
dos canais de célcio e produz ag¢do antagonista, dose-dependente, dos efeitos desagradaveis
provocados pela liberagdo de histamina (ABDELAZIZ et al., 1998; SIMONS et al., 2002;
WATANABE, et al., 2003; TANNERGREN et al., 2003; RIDOUT et al., 2003).

A fexofenadina apresenta agdo anti-histaminica, sem provocar reagdes adversas como
alteragdes colinérgicas (boca seca, mucosas secas) e adrenérgicas (mudanca na freqiiéncia
cardiaca ou pressdo arterial) e sem afetar o desempenho psicomotor, ndo provocando

sonoléncia (BERSTEIN et al., 1997; RIDOUT et al., 2003).

A fexofenadina tem mostrado in vitro, também apresentar uma agdo anti-inflamatoria
pela modulacao da liberagdo de mediadores pro-inflamatorios e sua adesdo a células do

epitélio nasal humano (ABDELAZIZ, et al., 1998; 2002; MARONE et al. 2003).

2.1.6 Farmacocinética

As propriedades farmacocinéticas da fexofenadina ndo apresentaram diferengas ao
serem avaliadas em estudos de dose tnica e multipla (RUSSEL et al., 1998; THONPSOM et
al., 2000; PRENNER et al., 2000). A area sobre a curva (AUC) e a concentracao plasmatica
maxima (Cy,.x) foram proporcionais as doses, considerando que a liberagdo ¢ meia-vida de
eliminacdo permaneceram constantes (RUSSEL et al., 1998).

Os comprimidos revestidos de fexofenadina sdo absorvidos facilmente por via oral e
mantém sua agdo prolongada, sendo necessaria sua administracdo apenas uma vez ao dia. Os
picos plasmaticos sdo atingidos dentro de 1 a 2 horas apds a administracdo (SIMPSON &
JARVIS, 2000). A biodisponibilidade do farmaco ¢ pelo menos de 33%, e sua distribui¢do

consiste na ligacdo com as proteinas plasmatica em 70%, predominantemente albumina e o;-
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glicoproteina acida (SIMONS et al., 2002). A fexofenadina nao ¢ afetada por alimentos e
conseqiientemente, ndo ¢ necessario nenhum ajuste posologico.

A fexofenadina foi desenvolvida para oferecer uma dose oral de agdo anti-histaminica
potente e seletiva sendo ativa sem depender da ativagdo do citocromo P450.
Aproximadamente 5% da dose total é metabolizada pelo figado e somente 0,5-1,5% ¢
convertido pelo citocromo P450. O restante do medicamento ¢ em média 80% recuperado sob
a forma inalterada nas fezes e 12% na urina (CHAE & THARP, 2000; AMICHAI et al.,
2001).

Estima-se que a meia-vida plasmatica terminal da fexofenadina em individuos adultos

sadios varia de 11 a 15 horas, com predominio da eliminagao biliar (RUSSEL et al., 1998).

2.1.7 Contra-indicacoes e reacoes adversas

A fexofenadina em todos os seus estudos anteriores nao apresentou nenhuma reagao
adversa estatisticamente procedente e também nenhuma contra-indica¢do do produto, somente
¢ desaconselhada as pessoas que possuem possiveis reagdes alérgicas aos constituintes da

formula (SIMPSON & JARVIS, 2000).

2.1.8 Interacio com outros medicamentos

Alguns estudos foram realizados para fins de comprovar a interagdo da fexofenadina
com outros medicamentos, como: eritromicina, cetoconazol, tioglitazone, verapamil,
probenecida, rifampicina e St John’s.

A co-administragdo de eritromicina ou cetoconazol com fexofenadina resulta em
substancial aumento na concentracdo plasmatica de fexofenadina (SIMPSON & JARVIS,
2000).

A tioglitazona, medicamento usado no controle diabético, reduziu a AUC da
fexofenadina em aproximadamente 40 %, em estudo in vivo em 12 pacientes (LOI, 1999).

Estudos sugeriram que o verapamil aumenta a exposi¢do de fexofenadina

provavelmente por causa de um aumento na sua biodisponibilidade através da inibi¢ao da P-
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glicoproteina. A probenecida aumenta significativamente a AUC de fexofenadine, como
resultado de uma pronunciada redugao no clearance renal. (YASUI-FURUKORI et al., 2004).
Hamman et al. em 2001 comprovaram que a rifampicina causava uma reducdo na
biodisponibilidade de fexofenadina pela inducao de P-glicoproteinas intestinais.
Uma tnica dose de St John’s, medicamento dietético natural, resultou em significante

inibicao de P-glicoproteinas intestinais (WANG et al., 2002).

2.1.9 Métodos para quantificacio de cloridrato de fexofenadina

2.1.9.1 Quantificacio em formula¢des farmacéuticas

Em 2005 foi desenvolvido e validado, por Breier et al., método por eletroforese capilar
com deteccdo espectrofotométrica no visivel (220 nm) propondo a quantificagdo de cloridrato
de fexofenadina em cépsulas. O estudo foi desenvolvido utilizando um capilar de silica
fundida nas dimensdes de 47 cm de comprimento total (39,5 cm de comprimento efetivo/até o
detector) x 75 um de diametro interno. O potencial utilizado foi de 20 Kv. As inje¢des das
amostras foram realizadas no modo hidrodinamico (50 mBar/5 s). O eletrélito de trabalho foi
uma solugdo tampao de tetraborato de s6dio decahidratado 20 mM (sem consideragdes sobre
o pH). Nao foi utilizada nenhuma substancia como padrdo interno.

Também Breier et al., em 2004, desenvolveram e validaram método por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detec¢do espectrofotométrica no UV, para a
quantificagdo de cloridrato de fexofenadina em capsulas. Os autores utilizaram coluna de fase
reversa Cjg (250 x 4,0 mm, 5 pm) LiChrospher” e fase movel composta por tampio de acetato
de amoénio 5 mM em pH 3,2 e metanol (50:50, V/V), com fluxo de 1,0 mL.min’l, com
deteccao em 220 nm. O volume de inje¢do foi de 20 puL e tempo de retengdo do farmaco foi
de 6 minutos. Os resultados indicaram linearidade, precisdo e exatiddo, dentro de um intervalo

de 20 a 80 pg.mL™".

Radhakrishna & Reddy (2002) desenvolveram e validaram um método por
cromatografia liquida em fase reversa para a determinacdo simultdnea de cloridrato de
fexofenadina e suas impurezas que sdo compostos correlatos ceto-acido e meta-isomero do
farmaco. Utilizaram uma coluna Cg Eclipse XDB (150 x 4,6 mm, Sum), a fase movel

utilizada foi fosfato de trietilamina 1% com ajuste de pH em 3,7, acetonitrila e metanol em
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volumes de 60, 20 e 20% respectivamente, o fluxo de arraste foi de 1,2 mL.min-1. O tempo
de retencao do cloridrato de fexofenadina foi de aproximadamente 13,5 minutos. A detec¢do
foi em ultravioleta (UV) em comprimento de onda de 210 nm. O método apresentado foi

seletivo, preciso, exato e indicativo da estabilidade.

Gazy et al. (2002) fizeram a determinacdo de quatro anti-histaminicos, dentre eles a
fexofenadina,  utilizando  trés  diferentes  processos  espectrofotométricos e
espectrofluorimétricos. O primeiro método foi baseado na reagdo dos farmacos acima citados
com tintura purpura de bromocresol para formar complexo de pareamento idnico extraivel
com cloroférmio e subseqiientemente medido espectrofotometricamente. O segundo método
foi com eosina que formou com os farmacos complexos de pareamento i6nicos que foram
medidos, sem extragdo, por espectrofotometria e espectrofluorimetria. O ultimo método
envolveu reacdo de condensagdo catalitica entre os fArmacos e uma mistura de anidridos de
acidos organicos (anidrido acético e acido citrico) onde os grupamentos amino terciarios dos
farmacos agem como bases catalisadoras. O produto da condensagdo foi medido
espectrofotometricamente. Os métodos propostos foram satisfatorios para a analise dos anti-

histaminicos em formas de dosagem comercializadas.

2.1.9.2 Quantificacao em fluidos biologicos

Fu et al. (2004) apresentaram um estudo para deteccdo de fexofenadina em plasma
humano por cromatografia liquida acoplada com espectrometria de massa (CLAE-EM/EM)
utilizando ioniza¢do quimica a pressdo atmosférica. A fase movel consistia em uma mistura
de acetonitrila, acetato de amonio 10 mM e acido formico em concentragdes de 90:10:0,1%
(V/V/V). Utilizaram uma coluna IBD Ultra (3,2 mm x 50 mm, 3 pm), com um fluxo de
arraste de 0,5 mL.min-1 e o tempo de corrida foi de 4 minutos.

Uno et al. (2004) desenvolveram um método para determinagdo de fexofenadina por
cromatografia liquida com detec¢do por fluorescéncia (excitagdo em 220 nm e emissao em
290 nm). A amostra foi extraida do plasma por fase sélida. A fase movel utilizada para
cromatografia foi tampao fosfato 0,05 M e acetonitrila (40:60, V/V) e a coluna utilizada foi
uma Cg Inertisil® (150 mm x 4,6 mm, 5 pm), com aquecimento de 40°C ¢ o fluxo de arraste
de 1 mL.min-1.

Tannergren et al. (2003) investigaram o principal mecanismo de transporte in vivo de

fexofenadina envolvido na absor¢do intestinal e a biodisponibilidade deste medicamento em
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humanos. As concentracdes de fexofenadina contidas nas matrizes biologicas foram
detectadas e quantificadas através de metodologias validadas para cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detec¢do em UV (220 nm) e cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa (CLAE-EM/EM). Para a quantificacdo utilizaram coluna Cig
Nucleosil” de fase reversa ¢ fase movel composta de tampéo fosfato pH 5,0, acetonitrila e
metanol (40, 25 e 35, V/V/V), com fluxo de arraste de 1 mL.min-1 e volume de inje¢ao de 20
pL.

Hofmann et al. (2002) realizaram a validagdo de metodologia por cromatografia
liquida combinada com espectrometria de massa (LC-MS/MS) para determinagdo de
fexofenadina em plasma humano e urina. As amostras bioldgicas foram colhidas de
voluntarios em um intervalo de tempo de 72 horas ap6s a ingestdo oral de uma dose de 180
mg de fexofenadina. A extrag¢do foi liquido-liquido. Para a separagdo utilizaram uma coluna
Cis LUNA Phenomenex (10 cm x 2,0 mm, 3 pm), a fase mével usada foi acetato de amonio

12 mM e acetonitrila (40:60, V/V) em um fluxo de arraste de 0,25 mL.min"".

Hamman et al. (2001) estudaram os efeitos farmacocinéticos da administracao de
rifampicina na presenca de fexofenadina através da quantificacdo de fexofenadina no plasma
e soro dos voluntarios que utilizaram os dois medicamentos. O método usado foi extragdo em
fase solida seguido pela determinagdo por cromatografia liquida em fase reversa com detector
de fluorescéncia. Foi utilizada uma coluna Cg Brownlee com elui¢do isocratica de fase movel
composta por acetato de amoénio pH 7,0 e acetonitrila, com volumes de 55% e 45%
respectivamente, mantendo fluxo de arraste de 1 mL.min" e monitorado por fluorescéncia

(excitacao em 230 nm e emissao em 280 nm).

Gergov et al. (2001) realizaram silmultaneamente a quantificacdo de 18 anti-
histaminicos em sangue por cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de massa (LC-
MS/MS). A fase movel utilizada foi acetonitrila e tampao de acetato de amonio (10 mM,

0,1% acido formico, pH 3,2), a coluna utilizada foi uma C;s.

2.1.10 Dissolucao de fexofenadina

Ha apenas um artigo na literatura contemplando o desenvolvimento e a validagdo de

testes de dissolugdo para cloridrato de fexofenadina em capsulas e comprimidos (BREIER et
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al., 2005). Os autores utilizaram os aparatos pa e cesta para comprimidos e capsulas
respectivamente, onde trés formulacdes diferentes de comprimidos e duas de cépsulas foram
avaliadas. As formulagdes foram testadas em HC1 0,01 M, HC1 0,1 M e em tampao fosfato pH
6,8. Os parametros de comparagdo entre os perfis obtidos foram os fatores de semelhanga (f;)

e de diferenga (f,), e eficiéncia da dissolugdo (ED).

2.2 Desenvolvimento e validacio de metodologias para quantificacio de

formulacdes farmacéuticas

O desenvolvimento da industria farmacéutica esta em constante ascensdo, sendo
necessario cada vez mais a introdugdo de métodos capazes de facilitar a rotina. Durante o
desenvolvimento farmacéutico de um produto, a andlise do farmaco ¢ necessaria nas diversas
fases do processo, como estudo de formulacdo e de estabilidade. A falta de métodos
confidveis de avaliagdo da qualidade dos produtos farmacéuticos limita a eficiéncia dos
programas de validacdo e da vigilancia desses produtos (SWARTZ & KRULL, 1998;
MEHTA, 1997).

A validagdo de um método ¢ um processo continuo que comega no planejamento da
estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e transferéncia. Para
registro de novos produtos, todos os 6rgdos reguladores do Brasil e de outros paises exigem a
validacdo da metodologia analitica e, para isso, a maioria deles t€ém estabelecido documentos
oficiais que sdo diretrizes a serem adotadas no processo de validagdao (ICH, 1996; BRASIL,
2003b; UNITED STATES, 2004).

A validagdo de métodos assegura a credibilidade nas andlises de rotina fornecendo
evidéncias documentadas de que o método realiza exatamente o pretendido, para tal ¢
essencial que os estudos de validacdo sejam representativos e conduzidos de modo que a
variagdo da faixa de concentracdo e os tipos de amostras sejam adequados (UNITED
STATES, 2004).

A validagdo rotineiramente ¢ realizada seguindo as diretrizes dos guia de
procedimentos analiticos como ICH (1996) e a USP 28 (2004), que indicam quais devem ser
os parametros de analise de uma validagdo (linearidade, especificidade, precisdo, exatiddo,

robustez, limite de deteccdo e limite de quantificagdo).
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2.2.1 Especificidade

A especificidade de um método representa a capacidade de avaliar de forma
inequivoca as substancias em exame na presenca de componentes que poderiam interferir com
a sua determinagdo em uma amostra complexa.

A especificidade pode ser normalmente obtida de duas maneiras:

» Comparando a matriz isenta da substancia de interesse e a matriz adicionada com esta
substancia (padrao), sendo que neste caso, nenhum interferente deve eluir no tempo de
retencdo da substidncia de interesse, que deve estar bem separada dos demais
compostos presentes na amostra;

» Através da deteccdo com detectores modernos (arranjo de diodos, espectrometro de
massas), que comparam o espectro do pico obtido na separacdo com o de um padrao e

utiliza-se isto como uma indica¢do da presenca do composto puro.

2.2.2 Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método de fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo da substdncia em exame, dentro de uma variacdo conhecida.
Sua determinacdo ¢ efetuada através da construcdo da curva de calibragdo com a solugao

padrdo de diversas concentragdes.

2.2.3 Precisao

A precisdo representa o grau de repetibilidade entre os resultados de analises
individuais quando o procedimento ¢ aplicado diversas vezes em uma mesma amostra
homogénea, em idénticas condi¢des de ensaios.

A precisdo pode ser medida através da repetibilidade, da precisdo intermediéria e da
reprodutibilidade. A repetibilidade ¢ efetuada através de véarias andlises, nas mesmas
condi¢des em curto intervalo de tempo. Essa determinacdo deve ser feita a partir de um
minimo de nove determinagdes, contemplando o limite de variacdo do método, ou seja, trés
concentragdes (baixa, média e alta), com trés réplicas cada, ou a partir de no minimo seis

determinagdes a 100% da concentracdo teste. A precisdo intermedidria expressa o efeito das
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variagdes dentro do laboratorio devido a eventos como diferentes dias, analistas ou
equipamentos. A reprodutibilidade se refere ao uso do procedimento analitico em diferentes
laboratdrios, como parte de um estudo colaborativo.

A precisdo normalmente ¢ expressa através de coeficiente de variagdo percentual
(CV%) ou desvio padrio relativo (DPR), e pode ser avaliada através de testes estatisticos
como o Teste F. Normalmente métodos que quantificam substancias em formulacdes

farmacéuticas requerem um CV<2%.

2.2.4 Exatidao

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor referéncia aceito como verdadeiro. E
expressa como percentual de resposta (% de recuperagdo) que pode ser obtida através do
ensaio de uma quantidade conhecida da substancia em exame incorporada em um meio de

composi¢ao definida.

2.2.5 Robustez

A robustez corresponde a capacidade de um método de ndo ser afetado por uma
pequena e deliberada modificacdo em seus pardmetros, como por exemplo: propor¢do e pH da
fase movel, temperatura, comprimento de onda, estabilidade da solugdo analitica, tempo de
extragdo, variacdo na porcentagem dos volumes de alguma substincia da fase modvel, entre

outras.

2.2.6 Limite de deteccao e limite de quantificacao

O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentragao da substancia em exame
que pode ser detectada com um certo limite de confiabilidade, mas nao necessariamente
quantificada, utilizando um determinado procedimento experimental. O LD pode ser
detectado experimentalmente através do método visual ou calculado através dos métodos:

relacdo sinal-ruido e baseado em parametros da curva analitica.
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O limite de quantificagdo (LQ) representa a menor concentragdo da substancia em
exame que pode ser quantificada com precisdo e exatiddo, utilizando um determinado
procedimento experimental. Como o LD, o LQ ¢ expresso em uma concentracdo, mas sendo
necessario haver precisdo e exatiddo em sua determinagdo. Pode ser determinado da mesma
maneira do LD, utilizando um dos métodos: visual, relagdo sinal-ruido ou baseado em

parametros da curva analitica.

2.3 DISSOLUCAO

A evolucdo tecnoldgica no desenvolvimento e produ¢do de medicamentos exige o
cumprimento de diretrizes regulamentadas para prevenir os riscos na qualidade e seguranca
dos produtos. A garantia da qualidade ¢ um importante aspecto a ser considerado desde o
projeto até a liberagdo do produto ao consumidor, sendo o seu cumprimento fiscalizado pelos
orgdos oficiais que exigem que as empresas produtoras realizem ensaios de controle de
qualidade em todas as fases do processo de fabricagdo. Os estudos de dissolugdo in vitro
constittem um dos instrumentos essenciais para avaliacdio das propriedades
biofarmacotécnicas das formulacdes (SKOUG et al., 1997).

A dissolugao pode ser resumidamente definida como o processo pelo qual um farmaco
¢ liberado de sua forma farmacéutica, tornando-se disponivel para ser absorvido pelo
organismo. Alguns autores definem como a quantidade de um farmaco, que a partir de um
estado solido, passa a solugdo por unidade de tempo, sob interface liquido/sélido, com
temperatura e composi¢cao do solvente padronizado (MARCOLONGO, 2003; CHOWDARY
& RAJYALAKSHMI, 1987).

O teste de dissolugdo ¢ exigido para todas as formas farmacéuticas solidas orais nas
quais a absor¢do do principio ativo € necessdria para que o produto exerca seu efeito

terapéutico (MARQUES & BROWN, 2002).

2.3.1 Importancia do teste de dissolugio

A dissolugdo nos liquidos do trato gastrintestinal ¢ um passo limitante para que formas

farmacéuticas solidas e solidos dispersos/suspensos em liquidos sejam capazes de transpor
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membranas biologicas e exercer seus efeitos clinicos, pois a rapidez do processo de
dissolucdo pode afetar a velocidade e extensao da absor¢ao de farmacos e conseqiientemente
sua atividade farmacologica (ROLIM et al., 2005).

Nos primeiros estagios do desenvolvimento farmacotécnico, a dissolucdo ¢ util para
identificar varidveis criticas na produgdo, escolher entre diferentes formulagdes, otimiza-las e
fazer avaliagdes de risco. Durante a fase de produgdo sdo importantes para a liberagao dos
lotes e testes de estabilidade. Também sdo muito uteis para avaliar o impacto que certas
mudangas, como equipamento ou local de fabricagdo, podem ter sobre o produto. O teste de
dissolugdo ¢é requisito fundamental tanto na fase de desenvolvimento quanto apds aprovagao
do produto (SKOUG et al., 1997; GRAY, 2002; MARCOLONGO, 2003; MANADAS, 2002;
ABUZARUR-ALOUL,1997).

Com base nestas consideragdes gerais, os ensaios de dissolugdo in vitro para formas
farmacéuticas orais, tais como comprimidos e cépsulas, sdo utilizados para garantir a
qualidade lote a lote, orientar o desenvolvimento de novas formulagdes e assegurar a
uniformidade da qualidade e do desempenho do medicamento depois de determinadas

alteracdes (MARQUES & BROWN, 2002).

2.3.2 Condicoes adequadas para a dissolucio

Alguns requisitos devem ser avaliados antes da validagdo propriamente dita do
método, pois contribuem para a adequabilidade do mesmo, tais como: utilizagdo de
equipamento calibrado, condigdes sink, influéncia do filtro e estabilidade da solu¢do amostra.
O conhecimento dos fatores que afetam a dissolucdo e seu controle favorece a obtengao de
resultados reprodutiveis (MAROLONGO, 2003).

A definigdo do termo sink pode variar de acordo com a fonte bibliografica. Pode ser
definido como n3o menos que trés vezes o volume de meio necessario para obter a solugao
saturada do farmaco dentro de uma faixa de 500 — 1000 mL. Entretanto, atualmente se aceita
que 5 a 10 vezes do volume de saturagdo ¢ suficiente para manter as condigdes Sink. Isto deve
ser mantido para evitar que a velocidade de dissolugdo seja influenciada, artificialmente, pela
aproximagdo da satura¢do durante a realizagdo do teste. Também, devido as condigdes Sink
obtidas naturalmente in vivo, os estudos para determinar as taxas de dissolugao in vitro devem
ser conduzidos obedecendo a esse pardmetro (MARQUES, 2002; MARCOLONGO, 2003,
BRASIL, 2003).
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2.3.3 Ensaio de Dissolucio

Os ensaios de dissolucdo devem ser realizados em condic¢des tais como: método da
cesta 50/100 r.p.m. ou pa 50/75/100 r.p.m. Para gerar um perfil de dissolucdo, sugere-se obter,
no minimo, cinco pontos de amostragem dos quais, trés correspondam a valores de
porcentagem de farmaco dissolvido menores que 65% e o Ultimo ponto seja relativo a um
tempo de coleta igual a, pelo menos, o dobro do tempo anterior. Para medicamentos de
dissolugdo rapida pode ser necessaria amostragem em intervalos menores (5 ou 10 minutos).
Para medicamentos com farmacos altamente soluveis que apresentam dissolucao rapida, um
teste de dissolucdo de um tnico ponto (60 minutos ou menos) que demonstre dissolucao de,
no minimo, 85% ¢ suficiente para controle da uniformidade lote a lote. Para medicamentos
contendo fairmacos pouco soliveis em agua, que se dissolvem lentamente, recomenda-se um
ensaio de dissolu¢ao de dois pontos, ou seja, um em 15 minutos e outro a 30, 45 ou 60
minutos, para assegurar 85% de dissolu¢cdo (BRASIL, 2003a; UNITED STATES, 2004).

Os meios de dissolucdo sugeridos primeiramente sdo agua, HCI 0,1 M e solucdo
tampao de pH 1,2 a 6,8 (FDA,1997). Um outro fator a ser considerado na escolha do meio de
dissolugdo ¢ a classificacdo biofarmacéutica do farmaco. Farmacos da classe 1 (alta
solubilidade e alta permeabilidade) dissolverdao bem em qualquer meio aquoso, desde que nao
haja qualquer problema de desintegragao. Ja para os farmacos de classe II (baixa solubilidade
e alta permeabilidade) ¢ preciso haver cuidado na escolha do meio, que dependera, também
do grau de ioniza¢do do farmaco. Alguns meios propostos sdo claramente ndo fisiologicos, o
que pode ser aceitavel para controle de qualidade, mas ndo quando se deseja fazer alguma
interferéncia sobre o comportamento in vivo da formulagdo (GALIA et al., 1998). Para
produtos que contenham farmacos insoliveis ou poucos soliveis em agua recomenda-se o uso
de um surfactante (FDA, 1997).

Nos ensaios quando se avalia o perfil de dissolucdo deve-se fazer ao final de cada
coleta a reposi¢dao do meio e utilizar o fator de correcdo no calculo da eficiéncia da dissolucao

(ARONSON, 1993),
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2.3.4 Fatores que influenciam a dissolucio e os resultados do teste

Abdou (1989) e Storpirtis (1999) descreveram inimeras variaveis que podem interferir

nos resultados de um ensaio de dissolu¢do, podendo ser dependentes do sélido a ser

dissolvido, do meio de dissolugdo ou relacionados ao processo de fabricacdo. Todos devem

ser considerados, mas alguns devem ser rigorosamente monitorados para obten¢do de

resultados confidveis. Alguns exemplos:

A solubilidade do farmaco (s6lido) a ser dissolvido no meio de dissolugdo - € o fator
que mais afeta a velocidade de dissolugdo. Estd relacionado a natureza quimica da
substancia, ao polimorfismo e as impurezas presentes;

A superficie livre das particulas - relacionada ao didmetro médio das particulas e a
porosidade;

Temperatura do meio de dissolugao;

Velocidade de agitagdo do sistema;

Composi¢cdo do meio — relacionada aos constituintes (sais ou outras substancias
dissolvidas), viscosidade, pH, tensdo superficial, presenca de adsorvente;

Processos de fabricacdo — tempo de mistura, tempo de secagem, forca de compressao,
entre outros adquirem importancia fundamental na validagdo do processo de
fabricagao;

Componentes da formulacao — novos métodos de preparacdo de formas de liberagao
dos farmacos, permitem a inovagao farmacéutica apropriada a velocidade de liberagao

que se deseja.

2.3.5 Comparacio de perfis de dissolucao

A comparacdo de perfis de dissolugdo ¢ tutil para selecionar formula¢des durante o

processo de desenvolvimento farmacotécnico, avaliar a estabilidade, otimizar formulagdes,

avaliar o efeito de determinadas alteracdes em produtos ja em comercializagdo, como

ferramenta no controle de qualidade lote a lote e, também para estabelecer a semelhanga entre

uma nova formula¢do genérica e seu produto de referéncia (MARCOLONGO, 2003;
ADAMS et al., 2001).
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Visto que o estudo in vitro pode ser relevante para prever o desempenho in Vvivo,
estudos comparativos de perfis de dissolugdo tém sido utilizados como um dos critérios para
se isentar a exigéncia de realizacdo de estudos de bioequivaléncia para dosagens menores de
um determinado medicamento (BRASIL, 2003b).

Existem varios métodos propostos na literatura para a realizacdo da comparacio de
perfis de dissolucdo divididos em modelos dependentes e modelos independentes. Os
primeiros podem ainda ser divididos em ordem zero, primeira ordem, Hixson-Crowell e
outros. Os métodos modelo independentes sio ANOVA, teste de razdo ou testes combinados

(fy e f,) (YUKSEL et al., 2000; COSTA & LOBO, 2001).

2.3.5.1 Fatores f; e f,

Acredita-se que entre todos os métodos possiveis os fatores de semelhancga, f1, e
diferenca, f2, sdo os mais usados pela facilidade de aplicagdo e interpretagdo, o que leva varios
orgaos regulatorios, como FDA e ANVISA a adota-los, especialmente f,, como indicativo da
semelhanca entre perfis de dissolugdo.

O método modelo independente simples consiste em dois fatores: i, que calcula a
porcentagem de diferenca entre dois perfis avaliados em tempos de coletas iguais e
corresponde a uma medida de erro relativo entre os perfis, e f, que é uma medida de
semelhanca entre as porcentagens dissolvidas de ambos perfis.

Esses fatores foram propostos em 1996 por Moore e Flanner e sdo representados por
duas equagdes que avaliam a diferenca entre a porcentagem de farmaco dissolvido por

unidade de tempo entre um produto teste e outra referéncia (MOORE & FLANNER, 1996).

Sao definidos pelas seguintes equagdes:

fl={[Z" . R—=Tyl/[E" s Rt ]} x 100
2 =50 log {[1 + (1/n) Z" 1 (R¢— T)*]'** x 100}
onde:
n = numero de tempos de coleta;

Rt = valor de porcentagem dissolvida no tempo t, obtido com o medicamento de

referéncia ou com a formulagdo original (antes da alteracdo);
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Tt = valor de porcentagem dissolvida do produto teste ou da formulagdo alterada, no

tempo t.

O critério para que os dois perfis sejam considerados semelhantes sdo: fi=0a 15 e fo=
50 a 100.

A equacdo correspondente ao fator f; pode ser considerada uma perturbagdo na
formula de erro relativo. Ela aproxima o erro percentual das duas curvas. O erro € zero
quando os perfis do teste e referéncia sdo idénticos e aumenta proporcionalmente com a
diferenga entre os perfis (MOORE & FLANNER, 1996).

A equacdo de f, ¢ uma transformagdo logaritmica da soma do quadrado do erro. O
resultado ¢ 100 quando as curvas sdo idénticas e diminui, podendo chegar a 0, conforme a
diferenga entre os perfis aumenta (MOORE & FLANNER, 1996). Para uma diferenga, por
exemplo, de 2% o valor minimo de f, é 83, enquanto que para uma diferenga de 20%, o
minimo ¢ 36 (SHAH, 1998).

Para aplicar o perfil f, deve-se considerar:
avaliar doze unidades;
empregar no minimo cinco pontos de coleta;

incluir apenas um ponto acima de 85% de dissolug@o para ambos os produtos;

vV V VYV V

para permitir o uso de médias, os coeficientes de variagdo para os primeiros
pontos (15 minutos, por exemplo) ndo devem exceder 20%. Para os demais
pontos considera-se 0 maximo de 10%;

Nos casos em que a dissolugdo for muito rapida, apresentando valor igual ou superior
a 85% de farmaco dissolvido em 15 minutos, para os fatores fi e f2 perdem os seus poderes

discriminatorios e, portanto, ndo € necessario calcula-los (BRASIL, 2003b).

2.3.5.2 Eficiéncia de dissolucao

A eficiéncia de dissolug@o ¢ outro pardmetro utilizado para fazer a comparacao entre
formulagdes, citada pela primeira vez por Khan e Rhodes em 1972 (KHAN, 1972). Esta pode
ser definida como area sob a curva de dissolugdo até um tempo t expressa como porcentagem
da 4rea do retangulo que corresponderia a 100% de dissolugdo no mesmo tempo ou o

necessario (Figura 2).
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Figura 2 - Eficiéncia da dissolugdo (ED) (Khan, 1975).

Todos os valores de ED obtidos foram estatisticamente verificados por meio de analise

de varidncia (ANOVA).

Para realizar comparagdes € necessario estabelecer previamente o intervalo e aplica-lo
a todas as formulagdes testadas. O conceito de eficiéncia de dissolu¢do apresenta algumas
vantagens, tais como a plotagem dos dados em um unico grafico, permitindo que se fagca uma
rapida comparagdo entre um grande nimero de formulagdes e a correlagdo com dados in vivo

da absor¢dao (KHAN, 1975).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Produtos farmacéuticos

= Comprimidos contendo 120 mg de cloridrato de fexofenadina, com o nome comercial
de Allegra®, fabricados pela Aventis Pharma Ltda, lote 501962, fabricados em 01/2005
e validos até 12/2008.

=  Comprimidos contendo 180 mg de cloridrato de fexofenadina, com o nome comercial
de Allegra®, fabricados pela Aventis Pharma Ltda, lote 402943, fabricados em 04/2004
e validos até 03/2007.

Excipientes contidos em ambos: celulose microcristalina, amido de milho pré-
gelatinizado, croscarmelose sodica, estearato de magnésio,
hidroxipropilmetilcelulose, polividona, didxido de titanio, silica anidra coloidal,

macrogol 400, 6xido de ferro rosa e amarelo.

3.1.2 Padroes

A substancia quimica de referéncia do cloridrato de fexofenadina foi gentilmente
fornecida pela Industria Farmacéutica Aventis Pharma Ltda, com teor declarado de 99,7%,
identificada pelo lote n® 126442.

A substancia utilizada como padrdo interno nas analises por eletroforese capilar foi

nimesulida, matéria-prima fornecida pela Industria Dellaware.

3.1.3 Reagentes e solventes

e Acetato de sodio, Tedia
e Acetonitrila, Tedia

e Acido bérico, Tedia
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Acido orto-fosfoérico 85%, Merck
Acido cloridrico, Merck

Agua destilada

Agua purificada

Brometo de potassio (KBr)
Citrato de sodio, Tedia

Etanol, Tedia

Hidréxido de sodio, Merck
Metanol, Tedia

Trietilamina, Merck

Tetraborato de s6dio decahidratado, Tedia

3.1.4 Equipamentos e acessOrios

Aparelho de dissolugdo com amostrador automatico, Vankel VK 7010

Balanga analitica, Sartorius

Banho de ultrasson, CTA

Bomba de vacuo, Tecnal

Coluna cromatografica de fase reversa Synergi fusion® C;g (150 mm x 4,6mm d.i., 4
um), Phenomenex

Cromatdgrafo liquido Shimadzu equipado com controlador SCL-10 ADvp, com bomba
modelo LC-10AD, detector UV/VIS com arranjo de diodos (DAD), em comprimento
de onda varidvel modelo SPD-10 Avp, injetor automatico com “loop” variavel SIL-10
ADwp e integrador automatico computadorizado através do software CLASS VP
Capilares de silica fundida com ID de 75 pum e OD de 360 um, Agilent

Destilador, Biomatic

Espectrofotometro de infravermelho Nicolet Magna 550, com detector DTGS KBr
Sistema de eletroforese capilar, Agilent

Materiais descartaveis (seringas, luvas, mascara, etc)

Membrana filtrante de nylon, porosidade 0,45 um, 47 mm, Sartorius

Membrana filtrante de celulose regenerada, porosidade 0,45 um, 13 mm, Sartorius
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e Membrana filtrante de celulose regenerada com porosidade de 0,22 um e 13 mm de
diametro, Sartorius

e Micropipetas de volume ajustaveis, P 10, P 100, P 200, P 1000, P 5000, P 10000,
Gilson

e pHmetro, Thermo Orion

e Purificador de 4gua, Labconco

e Sistema de filtracdo Millipore

e TermoOmetro de imersdo, Incoterm

e Vidrarias (becker, balao volumétrico, pipetas volumétricas, bastdes de vidro, etc)

3.2 METODOS

3.2.1 Métodos para caracterizaciio da substincia quimica de referéncia

Estao disponiveis no mercado substancias quimicas de referéncias (SQR) oficiais, as
que constam nos compéndios oficiais e as ndo oficiais, com alto grau de pureza que precisam
ser caracterizadas por métodos especificos e ndo constam nos compéndios oficiais (SWARTZ

& KRULL, 1998).

3.2.1.1 Espectroscopia na regifio do infravermelho da fexofenadina

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho da SQR de cloridrato de
fexofenadina foi obtido em espectrofotometro Nicolet Magna 550, com detector DTGS KBr,

utilizando pastilhas de brometo de potassio contendo cloridrato de fexofenadina.

3.2.1.2 Espectroscopia na regiao do ultravioleta da fexofenadina

O espectro de absorcao na regido do ultravioleta para a SQR em metanol foi tragado
de 190 a 370 nm através do detector espectrofotométrico com arranjo de diodos (DAD) do

aparelho de cromatografia liquida.
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3.2.2 Métodos para quantificacio de cloridrato de fexofenadina

3.2.2.1 Quantificacao de cloridrato de fexofenadina por CLAE

O método de quantificagdo de cloridrato de fexofenadina desenvolvido por CLAE foi
com detecgao espectofotométrica com arranjo de diodos em comprimento de onda de 210 nm.
A coluna utilizada foi C;g fase reversa (150 mm x 4,6 mm d.i. 4 um), Phenomenex®com pré-
coluna, mantidas em aquecimento controlado de 40 °C. A fase movel utilizada foi trietilamina
1% com pH 3,2 ajustado com acido fosfoérico 85%, acetonitrila e metanol em volumes de
50:30:20 (V/V/V). O volume de injecdo foi de 20 uL e o fluxo de arraste de 1,0 mL.min™". O
tempo de corrida foi 6 minutos, com elui¢do do pico em 4,1 minutos. O método determinado
foi validado conforme recomendado pela Resolug¢ao RDC 135/2003 (2003), USP 28 (2004) e
ICH (1996).

Os constituintes da fase movel foram filtrados, separadamente, sob vacuo, através de
membrana de nylon com porosidade 0,45 pm e 47 mm de didmetro. A coluna foi previamente
estabilizada, através da passagem de fase movel até obter uma linha base satisfatéria (em
média 40 minutos), com fluxo de arraste de 1,0 mL.min"'. Todas as amostras foram filtradas
em membrana de celulose regenerada com porosidade de 0,45 um e 13 mm de diametro, antes

de serem analisadas.

3.2.2.2 Quantificacdo de cloridrato de fexofenadina por Eletroforese

Capilar deZona (ECZ)

O método de quantificagdo de cloridrato de fexofenadina desenvolvido por
eletroforese capilar de zona (ECZ) Agilent, com detec¢do espectrofotométrica com arranjo de
diodos em comprimento de onda de 210 nm. O capilar utilizado foi de silica fundida revestido
por uma camada externa de poliimida, que lhe confere resisténcia mecanica, com as seguintes
dimensdes: 50 um de didmetro interno, 48,5 cm de comprimento total e 40 cm de
comprimento efetivos para separacdo, mantida em aquecimento controlado de 25°C. O
tampao utilizado como eletrolito de trabalho foi tetraborato de sddio decaidratado 20 mM,

com pH 9,3 ajustado com hidroxido de s6dio 1 M. Para uma obten¢ao fidedigna dos valores
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em relacdo as possiveis variagdes instrumentais de analise utilizou-se a substancia nimesulida
como um padrao interno (PI). O tempo de corrida foi 6 minutos, com elui¢ao dos picos de
cloridrato de fexofenadina e nimesulida (padrao interno) em 3 e 4,3 minutos, respectivamente.
A tensdo de separagdo aplicada foi de 20 kV. Na separacdo, a fexofenadina se apresenta como
um anion (pH 9,3), em conseqiiéncia, a inje¢ao ¢ feita no catodo de 50 mBar/5s..

O capilar foi lavado todos os dias com hidréxido de s6dio (NaOH) 0,1 M por 5
minutos € com 4gua ultra-pura por mais 5 minutos. Entre cada inje¢do o capilar foi
condicionado com NaOH 0,1 M por 2 minutos, agua ultra-pura por 2 minutos e eletrdlito de
trabalho por mais 3 minutos. O pés-condicionamento foi feito apenas com agua ultra-pura.

O método determinado foi validado conforme recomendado pela USP 28 (2004) e
ICH, (1996), também foram tomados como referéncia alguns autores. (RIBANI et al., 2004;
OWENS et al., 2002)

O tampao e as amostras foram filtrados através de membrana de celulose regenerada

com porosidade de 0,22 pm e 13 mm de didmetro.

3.2.3 Preparacao das solucoes

As solugdes mae (das amostras ¢ do padrao) foram todas preparadas dissolvendo os
padrdes e os comprimidos em metanol, No total foram preparadas quatro solugdes-mae, a
partir das quais foram realizadas todas as dilui¢des.

Foram preparadas duas solu¢des mie de concentragdo 1 mg.mL™, a partir dos padrdes
de nimesulida e cloridrato de fexofenadina: pesou-se 50 mg dos padrdes e dilui-se em 50 mL
de metanol em baldo de 50 mL. Duas solu¢des-mie, também de 1 mg.mL"', foram preparadas
a partir da diluicdo em metanol do comprimido macerado de fexofenadina de 120 e 180 mg
(uma solucdo de cada formulagdo): foi determinado o peso médio de 10 comprimidos dentro
de um gral, retirou-se uma aliquota equivalente a 100 mg de cloridrato de fexofenadina e
dilui-se em 100 mL de metanol em balao de 100 mL.

A solucdo-mae feita a partir da formulacdo de 120 mg foi utilizada somente para
realizar doseamento em CLAE e ECZ. A solugcdo-mde de 180 mg foi utilizada para

doseamento e também para validagao.
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3.2.4 Validaciao dos métodos

As validagdes foram realizadas conforme critérios relatados nos guias de validagdo,
como ICH (1996), USP 28 (2004). Os parametros avaliados foram: especificidade,
linearidade, precisao (repetibilidade e precisdo intermedidria), exatiddao, robustez, limite de

detec¢do e limite de quantificacao.

3.2.4.1 Especificidade

A especificidade dos métodos foi determinada pelas andlises das injecdes da fase
movel da CLAE e nimesulida diluida em tampao borato de EC para comprovar a inexisténcia
de interferentes. A manutencdo da linha base no tempo de retencdo do cloridrato de
fexofenadina ¢ uma comprovacao que nao ha interferentes.

A verificagdo da presenga ou auséncia de interferentes foi também avaliada através da

determinagdo da pureza do cloridrato de fexofenadina por detector de DAD.

3.2.4.2 Linearidade

A determinacao da linearidade foi efetuada através da construgdo da curva de
calibragdo com solugdes padrdo de cloridrato de fexofenadina de diversas concentragdes: 10,
25, 50, 100, 150 e 200 pg/mL para a CLAE e 5; 10; 30; 40; 50; 70 e 80 ug/mL para a EC. As
solucdes foram obtidas a partir da retirada de aliquotas de amostras da solu¢cdo mae padrao (1
mg/mL) de cloridrato de fexofenadina e diluidas com fase movel (CLAE) ou tampao (EC) de
modo a atingir as concentragdes desejadas. As curvas de calibragdo foram construidas a partir

das médias das areas absolutas das trés curvas que foram preparadas em trés dias diferentes.

3.2.4.3 Precisao

A precisdo foi determinada a partir da média de seis amostras na concentragdo de

100% da concentracdo de trabalho feitas em triplicata em um mesmo dia, sob as mesmas
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condigdes (repetibilidade). A precisao intermedidria foi realizada a partir de analises

realizadas em diferentes dias, sob as mesmas condigdes.

» Precisao intra-dia

Preparou-se seis solugdes de 100 pg.mL™" (para CLAE) e de 40 pg.mL™ (para EC) de
cloridrato de fexofenadina a partir da solu¢do padrdo, sendo consideradas amostra teorica
100% (ou 99,7% que ¢ a pureza do padrdo). As seis amostras foram analisadas em triplicata e

suas médias foram comparadas entre si obtendo um coeficiente de variagcdo percentual.

» Precisao inter-dia
Foram preparadas trés solucdes de 100 pg.mL"' de fexofenadina por dia, durante trés
dias, e o resultado das trés amostras diarias (determinadas em quadruplicatas para CLAE e

triplicatas para EC) foram comparadas com a média do dia.

» Precisao inter-analistas

Foram preparadas sete solugdes de 100 pg.mL", uma dada como padrio 100% (ou
99,7% que ¢ a pureza do padrdo) de cloridrato de fexofenadina e as outras como amostras,
trés amostras foram feitas por um analista e trés por outro analista. A média percentual (n= 5)
de cada amostra foi comparada com a solu¢ao padrao, o coeficiente de variacao foi calculado

entre as amostras preparadas por diferentes analistas.

> Célculos

A concentragdo de cloridrato de fexofenadina nas amostras de comprimidos foram

obtida através da seguinte expressao:

CA = (AA . CSQR) / ASQR

Onde:

Ca = Concentracao de cloridrato de fexofenadina na amostra
Ax= Area média absoluta da amostra

Csor = Concentragdo da SQR

Agqr = drea média absoluta da SQR
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O valor percentual de cloridrato de fexofenadina nas amostras foi calculado pela

expressao abaixo:

Ca% = (Ca . 100) / Cr

Onde:

Ca% = Concentracao percentual da amostra
Ca = Concentracao de cloridrato de fexofenadina encontrado na amostra
Cr = Concentragao teorica de cloridrato de fexofenadina na amostra

Asqr = area média absoluta da SQR

3.2.4.4 Exatidao

Foram preparadas trés diferentes concentragdes experimentais correspondentes a 80,
100 e 120% da concentragdo trabalho, no caso da CLAE, 80, 100, 120 ug.mL'l, € uma
amostra padrio de 100 pg.mL™" de cloridrato de fexofenadina. Foi feita a analise comparativa
do percentual obtido das médias (n=5) das trés amostras experimentais com o da amostra
padrao tedrica. O referido parametro foi determinado pela média das porcentagens obtidas nas
trés concentragdes correlacionas a 100%, obtendo um coeficiente de variagdo também
calculado.

Para EC foi determinado da mesma maneira, somente utilizando concentragoes de 32,
40 ¢ 48 pg.mL™" a partir da solu¢io mie de lmg/mL da amostra, as quais foram comparadas

com a mostra padrio de 40 pg.mL"™". Todas as determinagdes foram feitas em triplicata.

> Cilculo

Ceg/Cr.100%

Onde:

Cg = Concentragao média experimental

Cr = Concentragao tedrica
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3.2.4.5 Robustez

A robustez foi avaliada por pequenas modificagdes menos nas condi¢des
estabelecidas. Para CLAE foram as seguintes: alteragcdo do fluxo de arraste para 0,8 e 1,2 mL,
mudanga no volume de inje¢do para 10 e 30 puL, modificagao da temperatura da coluna para
30, 35 e 45 °C, foram também proporcionadas alteragcdes, no pH a fase movel para 3,0 e 3,4 ¢
nas concentracdes de acetonitrila e metanol (25/25 e 35/15 (V/V). Para EC foram realizadas:
alteracdes na molaridade do tampao para 19 mM e 21 mM; no pH do tampao para 9,2 ¢ 9.4;
na temperatura do capilar para 23 e 27 °C. Todas os resultados obtidos a partir dessas
alteracdes nas condi¢cdes cromatograficas e eletroforéticas foram comparadas com resultados

de analises obtidos em condigdes normais e verificadas sua variagdo percentual.

3.2.4.6 Limite de Quantifica¢cao (LQ) e Limite de Deteccao (LD)

O Ilimite de quantificagdo e deteccdo foram calculados e determinados
experimentalmente, mantendo exatiddo e precisdo aceitdveis para o LQ, baseando-se no

desvio padrao do intercepto (o) e na inclinagdo da curva de calibragdo (IC):

LD=33c LQ=100c
IC IC

Onde:

c: Desvio padrao médio do intercepto;

IC: Inclinacdo da curva de calibragdo.

3.2.5 Analises farmacotécnicas

3.2.5.1 Determinacio do peso médio

Para a determinacdo do peso médio dos comprimidos foram escolhidas aleatoriamente,

vinte unidades de cada formulagdo de cloridrato de fexofenadina (120 e 180 mg), as quais
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foram pesadas individualmente. O peso-médio foi determinado conforme descrito na
Farmacopéia Americana (2004) e Farmacopéia Brasileira IV ed. (1988), obedecendo as
variagdes possiveis.

A variagdo aceitavel no teste de peso médio de comprimidos:

Peso-médio dos ... Desvio percentual
comprimidos

At€ 80,0 ME oo 10,0

Entre 80 € 250 Mg c.eeveeiiieeieeeeee e 7,5
Acima de 250 MZ  .ooeiiieeee e 5,0

3.2.5.2 Determinacao do teor de farmaco

Prepararam-se trés solucdes amostra de cada formulacao de cloridrato de fexofenadina
da seguinte maneira: foram triturados 10 comprimidos obtendo-se um pd, deste p6 foi retirado
exatamente o equivalente a meio peso médio dos comprimidos, que foi transferido para balao
volumétrico de 100 mL, acrescentou-se 60 mL de metanol e manteve-se em banho
ultrassonico por 15 minutos, completando posteriormente o volume com metanol. Apds
filtragdo uma aliquota foi retirada e diluida com fase movel até a concentracao trabalho de
100 pg.mL™". Essas trés solugdes amostras foram comparadas com uma solugio padrio e a
média das trés determinacdes resultaram no teor de principio ativo para cada formulagao. Do
mesmo modo foram preparadas amostras de 40 pg.mL, solugdo trabalho do método de

eletroforese capilar, utilizando o tampao borato.

3.2.5.3 Determinacio da uniformidade de conteudo

A determinagdo da uniformidade de contetido para os comprimidos foi realizada
conforme descrito na Farmacopéia Brasileira IV edigao — métodos gerais (1988).

Foram avaliados 10 comprimidos de cada produto. As amostras foram preparadas
transferindoum comprimido para baldo volumétrico de 100 mL, acrescentando 60 mL de
metanol e mantendo em banho ultrassdnico por 15 minutos, completando posteriormente o
volume com metanol. Apoés filtragdo uma aliquota foi retirada e diluida com fase moével até a

concentragdo de trabalho de 100 pg.mL™. Essas dez solu¢des amostras foram comparadas
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com uma solucao padrao. O limite de variagdo do teor para os dez comprimidos analisados
deve estar entre 85 e 115% do valor estipulado na embalagem e o coeficiente de variagdo

deve ser menor ou igual a 6%.

3.2.6 Dissolucio de comprimidos de cloridrato de fexofenadina

Estudos preliminares com o aparato 1 USP (cestas) permitiu optarmos em realizar os
testes definitivos apenas com o aparato 2 (pas). A dissolucdo foi realizada utilizando cubas
com 900 mL de meio em temperatura de 37°C £ 0,5 e velocidade de rotacao de 50 rpm. Para a
obtencdo dos diferentes perfis de dissolugcdo utilizaram-se quatro meios distintos: agua
destilada, HCI 0,1 M e tampdes fosfato com pH de 4,5 e 6,8. Doze comprimidos de cada
formulagdo, para cada meio, foram analisados. Na tabela 1 estdo apresentadas as condigdes

utilizadas para realizar os quatro perfis de dissolugdo para cada formulagao.

Tabela 1 — Condigdes testadas no desenvolvimento de diferentes perfis de dissolugdao de
comprimidos contendo cloridrato de fexofenadina

Condicao Aparato Meio (900 mL) Velocidade(r.p.m.)
I 2 (pa) Agua destilada 50
II 2 (pa) HCI0,1 M 50
11 2 (pa) Tampao fosfato pH 4,5 50
v 2 (pd) Tampao fosfato pH 6,8 50

No intervalo de tempo de cada amostra, o volume exato de amostra retirada foi
igualmente reposta a cuba do meio em questdo. As coletas foram feitas nos seguintes
intervalos de tempos: 2, 5, 7, 10, 15, 30, 45, 60 e 120 minutos e posteriormente as
concentragdes de fexofenadina em cada amostra foram determinada pelo método de CLAE
descrito no item 4.2.2. A porcentagem cumulativa de substancia liberada foi plotada versus o

tempo, para que dessa maneira pudesse ser obtido o perfil de liberagéo in vitro.
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Nos célculos da percentagem dissolvida levou-se em consideragdo o teor do farmaco,
as concentragdes nas aliquotas retiradas e corrigidas devido a reposigdes de meio em cada

tempo.

Para garantir a permanéncia das condigdes iniciais até o final das analises foram
preparadas duas curvas semanais com sete pontos (1; 5; 10; 50; 100; 150; 200 pg/mL) para
comprovar a veracidade da amostra padrdo, a qual foi comparada todas as outras amostras, €

linearidade do método.

3.2.7 Comparacio dos perfis de dissolucdo entre as formulacoes

Os perfis de dissolugdo obtidos para as formulagdes de 120 e 180 mg de cloridrato de
fexofenadina, em cada meio utilizado, foram primeiramente comparados através dos fatores
de comparagéo f; (fator de diferenca) e f, (fator de semelhanga) usando a porcentagem média

dos valores liberados na dissolug¢do de cada formulagdo nos quatro meios.

Posteriormente a comparagdo das formulagdes foi feita através da eficiéncia de
dissolugdo (ED). Através do programa ORINGIN 5.0 foram determinadas as areas sob a curva
da percentagem de dissolugcdo de cloridrato de fexofenadina versus tempo individualmente
para doze unidades de comprimidos de cada formulacdo. A ED foi calculada pela seguinte

equacgao:

ED% = Area sob a curva x 100
Retangulo y'*

Todos os valores de ED obtidos foram estatisticamente verificados por meio de analise

de variancia (ANOVA).

3.2.8 Comparacao dos métodos utilizados

Os dois métodos desenvolvidos neste trabalho para a quantificagdo de cloridrato de

fexofenadina (CLAE e EC) tiveram os resultados de seus teores comparados. Os resultados
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obtidos, por CLAE e ECZ, para as amostras de comprimidos de 120 e 180 mg de cloridrato de

fexofenadina foram comparados através de ANOVA.



Resultados e discussoes
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao da substancia de referéncia

4.1.1 Espectroscopia na regido do infravermelho

A caracterizagdo da SQR de cloridrato de fexofenadina por espectroscopia de

infravermelho esta representada na Figura 3.
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Figura 3 — Espectro de infravermelho do padrdo de cloridrato de fexofenadina.

Segundo Silverstein & Webster (1998), as absor¢des apresentadas pelo espectro de IV

da Figura 3 indicam, para SQR, a presenca dos grupos funcionais alcanos, alcool, 4cido
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carboxilico, aromatico e grupamento piperidinico. Para os grupamentos alcanos foram
identificadas as bandas de deformagio axial de C-H em 2940 e 2890 ¢cm™, de intensidade
forte a moderada, além das bandas de deformacao angular caracteristicas de CH, em 1450 cm’
"¢ 753 cm ' de intensidade moderada a intensa. As bandas caracteristicas de alcoois sdo
alargadas e absorvem fortemente em 3360 cm™', apresentam também deformagio axial de C-O
em 1023 cm™. Para o grupamento 4cido carboxilico a molécula de cloridrato de fexofenadina
apresenta uma banda intensa de deformagio axial de C=0 em 1710 cm™. As bandas mais
importantes e que fornecem mais informagdes sobre a estrutura dos compostos aromaticos sao
encontradas na regido de baixas freqiiéncias, entre 750 a 700 cm’'. Estas bandas intensas
resultam de deformacdao angular fora do plano das ligagdes C-H do anel. As bandas de
deformagdo angular no plano aparecem na regido de 1300 a 1000 cm™. Na regido de 2000 a
1860 cm™ aparecem bandas fracas de combinagdo e harmonicas. O aspecto das bandas nesta
regido ¢ caracteristico do modo de substitui¢ao do anel, no caso da fexofenadina existem anéis
monossubstituiveis e um anel dissubstituivel em posi¢ao para. Para o anel monossubstituido

aparecem nessa regido quatro bandas caracteristicas e para o dissubstituido duas bandas. Para

o grupamento piperidinico a estrutura apresenta deformago axial de C-N em 400 cm’.

4.1.2 Espectroscopia na regido do ultravioleta

A caracterizagdo da SQR através do espectro de ultravioleta (detector fotométrico com

arranjo de diodos) esta representado na Figura 4.

A escolha do melhor comprimento de onda para ser utilizado estd representado na

Figura 5.
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Figura 4 — Espectro de ultravioleta do padrao de cloridrato de fexofenadina na regido de 190 a

370 nm numa concentragdo de 100 pg.mL™' em metanol.
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Figura 5 —Perfil de absorcao do cloridrato de fexofenadina em comprimentos de ondas de 200,
210 e 220 nm.

A caracterizagdo da substincia quimica de referéncia foi feita através de
espectroscopia nas regides do UV, através do detector de DAD, por ser uma técnica
disponivel nos equipamentos utilizados tanto em CLAE como em EC, e do IV, pela
disponibilidade, rapidez e custo relativamente baixo. A substincia quimica de referéncia,
cloridrato de fexofenadina, por ndo estar relacionada nos compéndios oficiais, deveria ser
realizado uma analise utilizando métodos de determinagdo de pureza como RMN (ressonancia

magnética nuclear). Optamos por realizar somente testes com IV e espectro por DAD por se
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tratar da SQR certificada e fornecida pela empresa detentora da patente do referido produto no

mercado mundial.

Apos realizarmos testes de solubilidade predefinidos optamos por utilizar metanol
como solvente da SQR. O comprimento de onda foi estabelecido através da varredura na
regido de 190 a 370 nm através do detector DAD e cromatografia liquida utilizando uma
solucdo de 100 pg.mL" de cloridrato de fexofenadina em metanol. A melhor absor¢io foi
detectada em 200 nm, como mostra na Figura 4 e 5, mas sabendo-se que este ¢ o limite
sugerido para as andlises cromatograficas, devido a possivel interferéncia da absor¢do do

metanol, preferiu-se utilizar 210 nm para proceder as analises.

4.2 Determinacéo e validacdo dos métodos analiticos para quantificacdo de
cloridrato de fexofenadina

As técnicas de separagdo utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
eletroforese capilar (EC) vém se destacando na area analitica pela capacidade de realizarem
analises qualitativas e quantitativas em amostras farmacéuticas (RIBANI et al., 2004). A
CLAE, por ser uma técnica largamente conhecida, tem, em seu historico literario, trabalhos
publicados apresentando o cloridrato de fexofenadina como base de quantificag¢do, dentre eles,
apenas dois sdo validados para formulacdes farmacéuticas (RADHAKRISHNA & REDY,
2002; BREIER et al. 2004). Ja a EC por ser uma técnica relativamente nova, serviu como
suporte técnico para a realizagdo de apenas um trabalho de quantificagdo de cloridrato de
fexofenadina em cépsulas (Breier et al., 2005), que foi publicado simultaneamente ao término

do nosso, realizado em comprimidos.

4.2.1 Determinacéo e validacdo do método analitico para quantificacdo de
cloridrato de fexofenadina por CLAE

Durante o desenvolvimento do método de quantificacdo por CLAE, véarias outras
condi¢des foram testadas até ser determinada uma que pudesse quantificar a SQR e amostras
de comprimidos em condi¢gdes vantajosas, com precisdo e exatidao. Testou-se como fase
estacionaria as colunas: Cig Phenomenex®, Cis Shim-pack CLC-ODS Shimadzu® e Cs

Phenomenex™. Varias fases moveis foram testadas em diferentes propor¢des tais como:
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metanol e agua 50:50, 40:60 e 75:25 (V:V); acetonitrila e 4gua 70:30, 60:40, 35:65 e 45:55
(V:V), acertando o pH em 3,0; acetato de amonio SmM e acetonitrila (pH 3,0) 50:50 e 47:53
(V:V); acetato de amodnio 1mM e acetonitrila (pH 3,0) 47:53 (V:V); acetonitrila e tampao
fosfato 10 mM (pH 3,2) 40:60 (V:V); trietilamina 1%, acetonitrila ¢ metanol 50:30:20,
50:35:15 e 50:40:10, (V:V:V) ambas fases moveis testadas em pH de 9,0 a 9,3. Fez-se
também testes de variacdo da temperatura da coluna (25 a 40 °C), de fluxo (0,5 a 2 mL min™)

e inje¢do (10 a 40 uL).

Ap0ds os testes experimentais, optou-se por utilizar coluna C;s Phenomenex”, como
fase estacionaria, trietilamina 1% pH 3,2, acetonitrila e metanol 50:30:20 (V:V:V), como fase
movel, o que proporcionou boa resolucao do pico e rapidez na analise (tempo de corrida igual
a 6 minutos), com tempo de reten¢do do cloridrato de fexofenadina de 4,1 minutos. Neste
método ndo utilizamos tampao como fase movel, ja que o uso deste na rotina de controle de
qualidade ¢ prejudicial ao equipamento ¢ a coluna, o que ¢ uma grande vantagem em
comparagao a outros trabalhos da literatura (BREIER et al. 2004). A utilizacdo de uma coluna
Cis ao invés de uma Cg, como utilizaram os autores Radhakrishna & Reddy (2002), que
obtiveram o tempo de retengdo do fairmaco em 13,5 min, diminuiu muito o tempo de analise

garantindo rapidez a rotina analitica.

4.2.1.1 Seletividade

A Figura 6 apresenta o cromatograma (A) de cloridrato de fexofenadina e (B) amostra
branco — Fase movel analisados por CLAE e detec¢do por DAD. Através do detector DAD foi

determinada a pureza de pico: 99,999%.



62

5007
B 1:210 nm, 8 nm
400 .
] A) Fexofenadina 100 pg.mL"!
] B) Branco
300-
S
<
E ]
2007
] A
100+
07 B
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0

Minutos

Fase movel: trietilamina 1% pH 3,2, acetonitrila e metanol 50:30:20 (V:V:V); fase estacionaria: coluna Cig
Phenomenex”; detecgdo: espectrofotométrica com arranjo de DAD em 210 nm; injegio: 20 ug.mL'l.

Figura 6 - Cromatograma obtido da andlise de uma solugdo padrdo de cloridrato de
fexofenadina (100 pg.mL™") usando o método proposto (A) e a injecio de uma mostra com

fase movel - branco (B).

O método de validacdo para CLAE apresentou seletividade como ¢ mostrado na
Figura 6, onde elucida o cromatograma (A) de cloridrato de fexofenadina na concentracao
trabalho (100 pg.mL™) e o cromatograma (B) da fase mével, servindo como uma amostra
branco. Verifica-se que no tempo de retengdo da SQR o cromatograma manteve sua linha
base, nao apresentando nenhum interferente. Também se utilizou o detector de DAD que

forneceu uma pureza de pico de 99,999%, considerando-o puro.

4.2.1.2 Linearidade

A linearidade do método foi determinada através da curva de calibragdo representada
pela faixa de concentragio de 10 pg.mL™ a 200 pg.mL™. Os valores experimentais obtidos
para a construgdo da curva de calibragdo do cloridrato de fexofenadina por cromatografia

liquida estdo apresentados na Tabela 2 e na Figura 7. Os parametros relativos a curva de
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calibracao estdo na Tabela 3. Os valores dos tratamentos estatisticos dos dados experimentais

obtidos para curva de calibracao estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 2 — Areas absolutas obtidas na determinacdo da curva de calibragdo do cloridrato de
fexofenadina por cromatografia liquida

Areas absolutas

Conce;t[i‘?ao Média CV%
(ng.mL") | dia 11 dia 111 dia
10 617837 612665 609837 613446 0,66
25 1268972 1264245 1280888 1271368 0,67
50 2375391 2397514 2370631 2381179 0,60
100 4645537 4605089 4692115 4647580 0,94
150 6801479 6802824 6852852 6819052 0,43
200 9050166 9036031 9072214 9052804 0,20
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Figura 7 — Representacdo grafica da curva de calibrag@o do cloridrato de fexofenadina (SQR)
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Tabela 3 - Parametros relativos a reta de calibragdo do método analitico para quantificagao de

cloridrato de fexofenadina em CLAE

Parametro

Resultado

Faixa de linearidade
Equagdo: y=bx + a
*Coeficiente angular (b) £ desvio padrao
**Coeficiente linear (a) £+ desvio padrio

Coeficiente de correlagao (r)

10 — 200 pg.mL"

Y =44436x + 168738

44436 + 74,39

168738 +294,4

0,99997

* Inclinagdo da curva
**Intercepto da curva

Tabela 4 — Valores dos tratamentos estatisticos de cloridrato de fexofenadina em CLAE

o Soma dos .
Fonte de variagio GL Variancia F*

Quadrados

Entre 5 1,6598 . 10" 3,3197. 10" 58893,19 (4,46)

-regressao linear 1 1,6598 10" 1,6598 . 10" 294457,22 (8,86)

-desvio da linearidade 4 4,90664 . 10° 1,2266 . 10° 2,18 (3,11)

Residuo 12 6,7642 . 10° 5,6369 . 10°

Total 17 1,6599 . 10"

*Valores entre paréntese correspondem aos valores criticos de F para P <0,01.

Na avaliacdo da linearidade, os resultados apresentaram boa correlagdo linear entre

uma faixa extensa de concentracio (10 pg.mL™” a 200 pg.mL™). A curva padrio obteve

coeficiente de correlagdo de 0,99997, com a variagdo percentual entre as médias das areas das

trés curvas de 0,25 a 1,05%. O tratamento estatistico (ANOVA) dos resultados obteve valores

criticos de F para um P < 0,01, ndo apresentando diferenca significativa entre as trés curvas,

como esta representado nas Tabelas 2, 3 e 4 e Figura 7, ndo havendo desvio da linearidade.
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4.2.1.3 Precisao

A precisdo verificada no mesmo dia, em dias alternados e analistas diferentes estdo

representadas pelas tabelas 5, 6 e 7, respectivamente.

Tabela 5 — Precisdo intra-dia do método para quantificagdo de cloridrato de fexofenadina por

CLAE

Amostra teérica®  Amostra experimental Pureza Cv
Amostras 1 1 o o

(Hg-mL™) (Hg.mL™) (%) (%)

1 99,7 99,1

2 99,7 99,2

3 99,7 99,7
99,9 0,64

4 99,7 100,5

5 99,7 100,5

6 99,7 100,3

*Pureza declarada do padrdo = 99,7%
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Tabela 6 - Precisdo inter-dia do método analitico para quantificacdo de cloridrato de

fexofenadina por CLAE
Dia Amostra® Pureza® (%) Média CV (%)
1 99,89
1 2 100,52 100,2 0,32
3 100,30
1 99,89
2 2 99,61 99,7 0.16
3 99,62
1 99,89
3 2 100,41 99,9 0,46
3 99,50
Inter-dia - - 99,9 0,25

* Amostra de comprimidos de cloridrato de fexofenadina
®Média das 5 replicatas (CV = 0,22 a 0,96).
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Tabela 7 - Precisao inter-analistas da metodologia analitica para quantificagao de cloridrato de

fexofenadina por CLAE

Amostra Analista Pureza® (%) Média CV (%)

A 97,91

1 98,7 1,17
B 99,54
A 98,12

2 98,1 0,01
B 98,11
A 98,70

3 99,3 0,79
B 99,81

Inter-analista - - 98,7 0,61

*Média de cinco replicatas (CV = 0,19 a 0,93).

A precisdo intra-dia refere-se a média percentual de seis determinacdes (99,1; 99,2;
99,7; 100,5; 100,5 e 100,3%) que foi igual a 99,9% com um coeficiente de variagdo de 0,64%
(Tabela 5). A precisdo inter-dia foi a média percentual da média de trés determinagdes diarias,
por trés dias (100,2; 99,7 e 99,9%) que foi igual a 99,9% com um coeficiente de variagdo
igual a 0,25% (Tabela 6). A precisdo inter-analistas foi 98,7% com coeficiente de variagao
entre as trés amostras de dois diferentes analistas igual a 0,61% (Tabela 7). Os baixos valores
de coeficiente de variacdo obtidos neste estudo confirmam a precisdo do método analitico

para quantificacdo de cloridrato de fexofenadina por cromatografia liquida.

4.2.1.4 Exatidao

A exatiddao do método determinada conforme descrito no item 4.2.4.4., foi de 100,2%

e esta relacionada na Tabela 8.
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Tabela 8 — Exatidao do método para quantificagao de cloridrato de fexofenadina em CLAE

Amostra tedrica  Amostra experimental® Amostra experimental® Exatiddo Cv
(ng.mL™) (ng.mL™) (%) (%) (%)
80 80,15 100,19
100 100,46 100,46 100,20 0,32
120 119,78 99,82

*Médias das cinco replicatas de amostras de comprimidos analisadas (CV = 0,21 a 0,77).

A exatidao foi de 100,20% com um coeficiente de variacdo igual a 0,32% entre os
resultados das analises das trés diferentes concentragdes (100,19; 100,46 ¢ 99,82%), como

pode ser visualizado na Tabela 8, demonstrando ser satisfatorio para o método.

4.2.1.5 Robustez

A robustez do método foi comprovada alterando diversas condi¢cdes de analises e os

dados estdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 — Dados relacionados a investigagao da robustez do método de analise

Variavel _Cond_l(;ao Fexofenadina® (%)  Valor otimizado
investigada
luxo d 0,8 100,74
Fluxo de arraste 1,0
(mL.min™") 1,0 99,70
1,2 98,77
30 100,65
Temperatura da coluna 35 99,95 40
) 40 99,70
45 99,81
10 99,48
Vol de injeca 2
olume de injecao 20 99.70 0
(uL)
30 99,05
25:25 99,22
Porcentagem . 30:20
ACN:Metanol 30:25 99,70
35:15 99,64

*M¢édia de trés replicatas (contetido encontrado em relagdo ao tedrico

As andlises de robustez mostraram que o método € capaz de sofrer pequenas alteragdes
sem causar uma variacdo maior nos resultados obtidos para estas (< 2%) como confirma a

Tabela 9.

4.2.1.6 Limite de quantificacéo e limite de deteccéo

O limite de quantificagdo do método calculado e determinado experimentalmente foi

de 0,05 pg.mL™", mantendo-se a precisio e exatiddo.

O limite de deteccio calculado para o método foi de 0,02 pg.mL’', mas
experimentalmente se conseguiu um valor menor, de 0,0020 pg.mL™, mostrando a boa

sensibilidade do método.
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4.2.2 Validacéo da metodologia por ECZ

O método para quantificagdo de cloridrato de fexofenadina em comprimidos por
CLAE desenvolvido e validado neste trabalho, mostrou-se, seletivo, linear, preciso, exato e
robusto, resultando em um método simples e confiavel, podendo ser utilizado em analises de
rotina para o controle de qualidade de formulagdes farmacéuticas de cloridrato de

fexofenadina.

Para os testes preliminares de quantificacdo de substincias através de eletroforese
capilar ¢ de sumdria importancia o conhecimento do pKa da mesma, porque serd escolhido
como eletrolito o tampao que consegue manter estavel o sistema em um pKa mais proximo

possivel ao da substancia.

Do mesmo modo o pH da substancia deve ser exaustivamente testado com o maximo
de cuidado, porque, por menor que seja a modificagdo pode ocorrer uma alteragdo na
ionizagdo do farmaco, ja que afetar as cargas do soluto e da forga eletrosmético (EOF) sao
afetadas, ocorrendo modificagdes na velocidade de migragdo dos picos causando variagdo na
analise. A EC ¢ um método suscetivel a muitas variacdes o que faz necessario a utilizacao de
um padrdo interno para controle das analises, garantindo boa reprodutibilidade e baixa
variagdo das areas dos picos, uma prova dessa necessidade é que praticamente ndo ha artigos
que venham a quantificar qualquer farmaco sem utilizar um padrao interno como seguranca,
onde a razdo dessas substancias seria um valor realmente aceitavel (ALTRIA et al., 1995;
OWENS et al., 2002; GERVASIO et al., 2003; GOMEZ et al., 2005, KOVALSKI et al.,
2005). Neste contexto acreditamos que este trabalho apresenta vantagens relevantes em
relagdo a Breier et al.(2005), que apresenta um método sem uso de padrdo interno e nao

fornece o pH do eletrdlito utilizado.

No desenvolvimento do método de quantificagdo por EC, foram testadas varias
condi¢des. Os tampoes testados como eletrolitos foram determinados conforme a semelhanga
dos seus pKas com os apresentados pela fexofenadina (PETRI, et al., 2005; YASUI-
FURUKORI, et al., 2005): pKa = 4,25 relativo ao grupamento carboxilico e pKa = 9,53
relativo ao grupamento piperidinico. Foram testados como eletrolitos, os tampdes: tetraborato
de soédio 10, 20 e 30 mM, acido borico 10, 20 e 30 mM, CHES 20 mM ambos em pH 9,0; 9,2;
9,3; 9,4; 9,5; 9,8, acetato de sdédio 20 mM em pH 4,5 e 4,8; foram testado capilar com e sem

buble (buble= dispositivo aumenta a sensibilidade do método, aumentando o percurso optico),
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tensao de 30 Kv e 20 Kv. A cetirizina e a nimesulida foram testadas como padrao interno, mas
a cetirizina nao alcangou os resultados esperados, sendo a nimesulida o padrdo interno

escolhido.

Optou-se por utilizar tetraborato de sodio decaidratado 20 mM acertando pH em 9,3
como eletrdlito de trabalho e nimesulida como padrao interno, apresentando tempo de corrida
igual a 6 minutos, com tempo de retengdao do cloridrato de fexofenadina de 3 minutos. A
tensdo aplicada foi de 20 KV (em rampa, 1Kv/s), com inje¢do hidrodindmica de 50 mBar/s. O
método de validagdo para EC apresentou seletividade como ¢ mostrado na Figura 8,
apresentando os Eletroferogramas de cloridrato de fexofenadina (40 pg.mL™) (A) e padrio
interno nimesulida (25pg.mL") (B), inje¢io de uma amostra branco com padrio interno
nimesulida (25 pg.mL™) (C) proporcionalmente a diluigdo da solugdo trabalho, a fim de
simular a amostra branco, a qual, manteve a linha base no tempo de retengdo da SQR. Usou-
se também o recurso da pureza de pico fornecida pelo DAD que foi igual a 99,9999%,

considerando o pico puro.

4.2.2.1 Seletividade

A Figura 8 apresenta os eletroferogramas obtidos da analise de uma solugdo padrao de
cloridrato de fexofenadina (40 pg.mL™) (A) e de padrdo interno nimesulida (25ug.mL™") (B) e
injegdo de uma amostra branco com padrio interno nimesulida (25 pg.mL™) (C), dentro das
condi¢des propostas pelo método de EC. Através do detector DAD foi verificada uma pureza

de pico igual a 99,9999%.
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Eletrolito de trabalho: tetraborato de sédio decaidratado 20 mM, pH 9,3, padrao interno: nimesulida, tensao
aplicada de 20 KV (em rampa, 1Kv/s), injecao hidrodindmica de 50 mBar.

Figura 8 - Eletroferogramas de cloridrato de fexofenadina (40 pg.mL™) (A) e padrio interno
nimesulida (25pug.mL™") (B), inje¢do de uma amostra branco com padrio interno nimesulida

(25 pg.mL™) (C).

O método de validacao para EC apresentou seletividade como ¢ mostrado na Figura §,
apresentando os Eletroferogramas de cloridrato de fexofenadina (40 pg.mL™) (A) e padrio
interno nimesulida (25pg.mL") (B), inje¢io de uma amostra branco com padrio interno
nimesulida (25 pg.mL") (C) proporcionalmente a diluigio da solugdo trabalho, a fim de
simular a amostra branco, a qual, manteve a linha base no tempo de retencao da SQR. Usou-
se também o recurso da pureza de pico fornecida pelo DAD que foi igual a 99,9999%,

considerando o pico puro.

4.2.2.2 Linearidade

O método foi linear na faixa de concentragdo de 5 pg.mL" a 80 ug.mL™". Os valores
experimentais obtidos para a constru¢do da curva de calibragdo do cloridrato de fexofenadina
referentes a diferentes concentragdes realizadas em trés dias por eletroforese capilar estdo
representados na Tabela 10 e na Figura 9. O coeficiente de variacdo percentual (CV%) das

areas obtidas foi de 0,08 a 1,75%. Os parametros relativos a curva de calibragdo estdo na
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Tabela 11. Os valores dos tratamentos estatisticos dos dados experimentais obtidos para curva

de calibragdo estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 10 — Resultados da razdo das areas de cloridrato de fexofenadina pelas areas de
nimesulida (padrdo interno) obtidas na determinagdo da curva de calibragdo do cloridrato de

fexofenadina por eletroforese capilar

Concentracéo Fexofenadina/Nimesulida
1 CV%

(ng.mL™) I dia Il dia 11 dia Média
5 0,088964 0,0866380 0,0856790 0,0870936 1,93
10 0,200232 0,197957 0,2010490 0,1997460 0,80
30 0,669712 0,6538580 0,6630080 0,6621926 1,20
40 0,904289 0,8932170 0,9088890 0,9021316 0,89
50 1,150966 1,1310590 1,1657360 1,1492536 1,51
70 1,621815 1,6039290 1,6590120 1,6282520 1,72
80 1,846166 1,8350110 1,8931410 1,8581060 1,66
2,000000 -

& 1,500000 -

=

£ 1,000000 -

< 0,500000 -
0,000000 T T T T T T T T 1

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0 80,0 90,0

Figura 9 — Representacdo grafica da curva de calibracdo do padrdo de cloridrato de
fexofenadina para a validagdo da linearidade em EC

Concentragdo (ug/ml)
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Tabela 11 - Parametros relativos a curva de calibracdo do método analitico para quantificagdao
de cloridrato de fexofenadina por eletroforese capilar

Parametro Resultado
Faixa de linearidade 5-80 ug.mL"
Equagdo: y=bx + a Y =0,0236x — 0,037
*Coeficiente angular (b) £ desvio padrao 0,037 £ 0,0026
**Coeficiente linear (a) £+ desvio padrio 0,0236 + 0,0003
Coeficiente de correlagao (r) 0,99999

* Inclinagdo da curva
**Intercepto da curva

Tabela 12 — Valores dos tratamentos estatisticos de cloridrato de fexofenadina em EC

) Soma dos o
Fonte de variacéo GL Variancia F*
Quadrados

Entre 6 8,084101 1,347350 6482,08 (2,85)
-regressao linear 1 8,082999 8,082999 38887,171 (4,6)
-desvio da linearidade 5 0,001102 0,000220 1,06 (2,85)
Residuo 14 0,002910 0,000208
Total 20 8,087011

*Valores entre paréntese correspondem aos valores criticos de F para P <0,01.

Na avalia¢do da linearidade, os resultados apresentaram correlagdo linear adequada
entre uma faixa de concentragio de 5 pg.mL' a 80 pgmL'. A curva padrio obteve
coeficiente de correlacdo de 0,9999, com a variacdo percentual entre as médias das areas
absolutas das trés curvas de 0,08 a 1,75% como ¢ representado na Figura 9 e Tabelas 10 e 11.
O tratamento estatistico (ANOVA) efetuado sobre os valores das areas absolutas obtidas das
trés curvas de calibracao do cloridrato de fexofenadina obteve valores de F para um P < 0,01,

como esta representado na Tabela 12, ndo havendo diferenca significativa entre as mesmas.
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4.2.2.3 Precisao

A precisdo verificada no mesmo dia, em dias alternados e analistas diferentes estdo

representadas pelas tabelas 13, 14 el5 respectivamente.

Tabela 13 - Concentragdo de cloridrato de fexofenadina obtida das determinacdes das seis

amostras por EC para comprovar a repetibilidade do método no mesmo dia (precisdo intra-

dia)

Amostras  Amostra tedrica®  Amostra experimental Pureza CV
(Hg.mL™) (Hg.mL") (%) (%)

1 99,7 100,26

2 99,7 98,64

3 99,7 99,98
99,8 1,21

4 99,7 101,45

5 99,7 98,28

6 99,7 100,70

*Pureza declarada do padrdo = 99,7%
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Tabela 14 - Precisdo inter-dia da metodologia analitica para quantificagdo de cloridrato de

fexofenadina por EC

Dia Amostra Pureza® (%) Média CV (%)

1 98,24

1 2 101,06 100,00 1,53
3 100,70
1 98,17

2 2 100,68 99,99 1,59
3 101,14
1 100,54

3 2 100,89 99,99 1,25
3 98,56

Inter-dia - - 99,99 1,8

*M¢édia das 5 replicatas das amostras de comprimidos (CV = 0,04 a 1,84).
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Tabela 15 - Precisdo inter-analistas da metodologia analitica para quantificagdao de cloridrato

de fexofenadina por EC
Amostra Analista Pureza® (%) Média CV (%)
A 102,36
1 101,0 1,95
B 99,60
A 101,43
2 100,9 0,81
B 100,28
A 98,14
3 99,0 1,2
B 99,84
Inter-analista - - 100,3 1,13

*Média de trés replicatas (CV% = 0,00 a 1,42).

A precisdao do método foi demonstrada através da repetibilidade (intra-dia) e precisao
intermedidria (inter-dias e entre-analistas). A precisdo intra-dia refere-se a média percentual
de seis determinagdes: 100,26; 98,64; 99,98; 101,45; 98,28 e 100,7 que foi igual a 99,8% com
um coeficiente de varia¢ao de 1,21% (Tabela 13). A precisao inter-dia foi a média percentual
da média de trés determinagdes didrias, por trés dias (100,0; 99,99 e 99,99%) que foi igual a
99,99% com um coeficiente de variacdo igual a 1,8% (Tabela 14). A precisdo inter-analistas
foi 100,3% com coeficiente de variagdo entre as trés amostras de dois diferentes analistas
igual a 1,13% (Tabela 15). Os valores de coeficiente de variagao (< 2%) obtidos neste estudo
confirmam que a precisao do método analitico ¢ adequado para quantificagao de cloridrato de

fexofenadina por eletroforese capilar.

4.2.2.4 Exatidao

A exatiddo do método foi de 99,87% e estad indicada na Tabela 16.
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Tabela 16 — Exatidao do método para quantificacao de cloridrato de fexofenadina em CLAE

Amostra tedrica Amostra experimental® Exatidao CcVv
(ug.mL™) (ug.mL™) (%) (%)

80 79,76
100 98,57 99,87 1,40

120 121,61

*Média das trés replicatas das amostras de comprimidos analisadas (CV = 0,15 a 1,89)

A exatidao do método foi de 99,87% com um coeficiente de variagdo igual a 1,40%
entre o resultado das analises das trés diferentes concentragdes (99,32; 98,57 e 101,34%),
como pode ser visualizado na Tabela 16, mostrando ser aceitdvel para quantificagdo de

cloridrato de fexofenadina.

4.2.2.5 Robustez

A robustez do método foi comprovada alterando diversas condigdes de analises e os

dados estao apresentados na Tabela 17.

Tabela 17 — Dados relacionados a investiga¢do da robustez do método de andlise

. Condicao A .
Variavel investigada Fexofenadina® (%)  Valor otimizado
; 19 97,34 20
Molaridade
20 99,70
(mM) ’
21 98,04
‘ 23 99,19
Temperatuora do capilar 25 99.7 25
O
27 99,92
9,2 112,51
pH do tampao 9.3 99,7 99,3
9,4 92,39

*Meédia de trés replicatas
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As analises de robustez mostraram que o método ¢ capaz de sofrer alteragdes em
algumas variaveis da analise como: na molaridade do tampao e na temperatura do capilar, sem
causar uma variagdo maior nos resultados obtidos, com exce¢do do pH, ndo sendo robusto

como ¢ representado na Tabela 17.

4.2.2.6 Limite de quantificacao e limite de deteccao

O limite de quantificagdo calculado e determinado experimentalmente foi igual a 1
pg.mL™, mantendo a precisio e exatiddo. O limite de deteccdo calculado e determinado
experimentalmente para o método foi de 0,3 pg.mL’, mostrando a boa sensibilidade do

método.

O método para quantificacdo de cloridrato de fexofenadina em comprimidos por EC
desenvolvido e validado neste trabalho, mostrou-se, seletivo, linear, preciso, exato e robusto,
resultando em um método simples e confidvel, podendo ser utilizado em analises de rotina

principalmente no controle de qualidade.

4.3 Analises farmacotécnicas

4.3.1 Determinacédo do peso medio

A tabela 18 apresenta os resultados do teste de peso médio das amostras de 120 e 180

mg de cloridrato de fexofenadina.
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Tabela 18 — Valores individuais em “mg” e em porcentagem obtidos para determinagdo de
peso-médio (PM), desvio padrao (DP) e limites inferior e superior permitido para os

comprimidos analisados.

Comprimidos 120 mg 180 mg
1 3934 593,8

2 401,1 604,2

3 398.0 591,2

4 393,6 593,7

5 398,1 602,0

6 392,0 595,6

7 400,3 593,2

8 401,8 600,6

9 408,1 603,0

10 405,1 593.5

11 399,8 600,1

12 405,7 606,7

13 394,7 585,7

14 392,2 598.5

15 396,0 594,1
16 402,9 5958,3

17 398,5 592,3

18 406,9 597.,8

19 402,2 587,0

20 389,2 588,7

PM + DP 399,0 + 5,37 595,9 + 5,71

Ccv 1,35 0,96
Limite* inferior 379,05 566,10
Limite* superior 418,98 625,69

*Limite permitido para a variagdo de peso de comprimidos com mais de 300 mg = variagdo de 5%

(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988)

O peso médio dos comprimidos de cloridrato de fexofenadina em sua formulagdo
referéncia (Allegra®™) apresentou resultados satisfatorios, dentro do limite possivel de variagdo

referente a seu peso unitirio, ou seja, os comprimidos de 120 e 180 mg pesavam,
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respectivamente, 399, 0 £ 5,37 e 596, 9 £ 5,71 sendo que a variagdo entre o limite inferior e

limite superior a eles permitidos foi verificado ser 5%, o que mostra a Tabela 18.

4.3.2 Teor do farmaco

A analise do teor de cloridrato de fexofenadina nas amostras das formulagdes de 120 e

180 mg por cromatografia liquida ¢ mostrada na tabela 19.

Tabela 19- Resultados da andlise do teor de comprimidos de 120 e 180 mg de cloridrato de

fexofenadina por cromatografia liquida.

120 mg 180 mg
Analise  Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra  Amostra
1 2 3 1 2 3
1 100,86 102,35 102,28 96,92 100,31 97,34
2 101,01 103,61 101,39 96,97 99,89 97,30
3 101,18 103,45 101,83 97,05 100,31 97,26
Média 101,0 103,1 101,8 97,0 100,2 97,3
DP 0,16 0,69 0,45 0,07 0,24 0,04
CV (%) 0,16 0,67 0,44 0,07 0,24 0,04

DP = Desvio padrao
CV% = Coeficiente de variag@o percentual

Foi realizado doseamento de comprimidos de 120 e 180 mg por EC para poder ser

comparado estatisticamente com os resultados obtidos por CLAE (Tabela 20).
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Tabela 20- Resultados da analise do doseamento de comprimidos de 120 e 180 mg

decloridrato de fexofenadina por eletroforese capilar.

120 mg 180 mg
Analise  Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra  Amostra
1 2 3 1 2 3

1 99,70 100,85 97,40 99,70 100,90 101,20

2 98,01 101.9 99,8 99,80 99,20 100,40

3 97,90 100,01 98,12 100,70 99,00 98,99
Média 98.24 100,91 98.44 99,9 99,7 100,2
DP 1,39 0,95 1,25 0,62 1,04 1,12
CV (%) 1,39 0,95 1,25 0,62 1,04 1,12

DP = Desvio padrao
CV% = Coeficiente de variagdo percentual

4.3.3 Determinacgéo da uniformidade de contetdo

O resultado dos testes de uniformidade de contetido nas amostras das formulagdes de

120 e 180 mg de cloridrato de fexofenadina estdo representados na tabela 21.
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Tabela 21 - Uniformidade de contetdo de principio ativo em amostras de comprimidos de

cloridrato de fexofenadina de 120 ¢ 180 mg

Comprimidos 120mg 180 mg
% %
1 101,98 102,36
2 110,16 100,11
3 102,67 103.,4
4 101,38 99,70
5 105,36 100,31
6 96,20 99,77
7 103,98 103,63
8 96,78 101,71
9 101,41 100,71
10 101,41 106,16
Média 102,1 101,80
DP 4,00 2,11
CV (%) 3,92 2,07

DP = Desvio padrao
CV% = Coeficiente de variag@o percentual

A analise farmacotécnica da uniformidade do conteido das duas formulagdes

apresentou resultados dentro do limite de variagdo aceitavel.

4.4 Dissolucao de comprimidos de cloridrato de fexofenadina

As formas farmacéuticas so6lidas sdo elaboradas de modo a possibilitar a administracao
de farmacos por via oral, tendo em vista as inumeras vantagens da mesma, porém como
mencionado anteriormente nesse trabalho, a liberacdo do principio ativo contido nessas
formas ¢ relativamente complexa, dai a fundamental importancia de uma correta formulagao
quando do desenvolvimento de uma preparacao dessa natureza. Diante disso a importancia de

estudo de dissolug¢do in vitro se torna fundamental.
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Durante a investigacao para definir condi¢des adequadas a serem aplicadas no teste de
dissolugdo para comprimidos de fexofenadina foram aplicados os métodos 1 e 2 (cesta e pa),
meios sugeridos pelos compéndios oficiais (BRASIL, 2003a) como agua destilada, HCI 0,1
M, tampao fosfato pH 4,5 e 6,8 e velocidades 50 e 75 rpm.

Na fase preliminar, usando condigdes Sink, constatou-se que o cloridrato de
fexofenadina ¢ soluvel em agua destilada, HCl 0,1 M e tampdes fosfato pH 4,5 ¢ 6,8. A
velocidade de rotacdo mais adequada foi 50 r.p.m. As concentragdes de fexofenadina nos
meios de dissolugdo foram avaliadas pelo método de CLAE inicialmente validado e proposto,
obtendo coeficientes de variacdo de 0,72 a 10,79 (n=12). As curvas do perfil de liberagao
foram obtidas plotando a porcentagem de medicamento liberado versus tempo (Figura 10 e
11).

Os resultados dos estudos de dissolu¢do das duas formulagdes (120 e 180 mg) de
comprimidos de cloridrato de fexofenadina por CLAE realizados utilizando as condic¢des

descritas na Tabela 1, estdo apresentados nas Tabelas 22 a 25 e Figuras 10 e 11.

Tabela 22 — Valores médios da concentracdo (mg) e porcentagem (%) dissolvida de
comprimidos de cloridrato de fexofenadina (120 e 180 mg) na condi¢ao I (dgua destilada), nos

tempos de coletas determinados.

Agua destilada

Tempo (min) 120 mg 180 mg
mg % mg %
2 26,98 22,49 28,91 16,06
5 69,02 57,52 86,72 48,18
7 77,93 64,94 105,63 58,68
10 89,19 74,32 116,69 64,83
15 96,17 80,14 129,37 71,87
30 102,51 85,42 4491 80,50
60 104,92 87,43 154,42 85,79
120 105,87 88,22 156,41 86,89
CV (%) 0,95-10,73 1,20 - 9,85

CV% = Coeficiente de variag@o percentual



85

Tabela 23 — Valores médios da concentracdo (mg) e porcentagem (%) dissolvidas de

comprimidos de cloridrato de fexofenadina (120 e 180 mg) na condigao I (HCI 0,1 M) nos

tempos de coletas determinados

HCI1 0,1 M
Tempo (min) 120 mg 180 mg
mg % mg %
2 7,43 6,19 8,45 4,69
5 19,53 16,27 25,25 14,03
7 26,18 21,82 35,69 19,83
10 30,98 25,82 43,76 2431
15 40,12 33,43 56,95 31,64
30 58,67 48,89 87,23 48,46
60 81,37 67,81 25,48 69,71
120 102,94 85,78 52,66 84,81
CV (%) 2,99 - 10,26 2,62 —10,57

CV% = Coeficiente de variagdo percentual

Tabela 24 — Valores médios da concentracdo (mg) e porcentagem (%) dissolvidas de

comprimidos de cloridrato de fexofenadina (120 e 180 mg) na condigdo III (tampao pH 4,5)

nos tempos de coletas determinados

Tampaéo fosfato pH 4,5

Tempo (min) 120 mg 180 mg
mg % mg %
2 9,34 11,21 10,96 6,09
5 25,78 30,94 33,84 18,80
7 33,76 40,51 42,03 23,35
10 38,94 46,73 54,05 30,03
15 46,53 55,84 71,38 39,65
30 62,05 74,46 95,19 52,88
60 74,51 89,41 114,33 63,52
120 84,64 101,57 144,48 80,27
CV (%) 1,81 —10,27 1,51 -10,79

CV% = Coeficiente de variagdo percentual
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Tabela 25 — Valores médios da concentracdo (mg) e porcentagem (%) dissolvidas de

comprimidos de cloridrato de fexofenadina (120 e 180 mg) na condi¢do IV (tampao pH 6,8)

nos tempos de coletas determinados

Tampéo fosfato pH 6,8

Tempo
(min) 120 mg 180 mg
mg % mg %
2 25,04 20,87 30,47 16,93
5 84,98 70,81 113,06 62,81
7 95,38 79,48 138,81 77,11
10 101,90 84,92 149,37 82,98
15 107,83 89,86 157,40 87,44
30 108,84 90,70 170,35 94,64
60 107,99 89,99 179,30 99,61
120 109,44 91,20 180,16 100,09
CV (%) 1,14-9,89 0,63 -10,31

CV% = Coeficiente de variagdo percentual

Quando utilizados

(O]

meios:

agua destilada e tampao fosfato pH 6.8,

aproximadamente 80% da fexofenadina foi liberada em 15 minutos de ambas as dosagens, por

outro lado, para os meios HCI 0,1 M e tampao fosfato pH 4,5 foi necessario 60 minutos para

dissolver 80% dos farmacos (Tabelas 22 a 25).

Os perfis de dissolugdo mostraram-se adequados aos requisitos minimos para

aplicagdo do fator-f de comparagdo, isto ¢, apresentar no minimo trés pontos do perfil com

porcentagem de liberagdo menor que 65% nos primeiros 15 minutos e apenas um ponto acima

de 85%, coeficiente de variagdo menor que 20% nos pontos até¢ 15 minutos e menor que 10%

nos demais pontos (Tabelas 22 a 25).
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Figura 10 — Perfis obtidos para a dissolugdo de comprimidos de 120 mg de cloridrato de
fexofenadina nos quatro meios (agua destilada, HCI 0,1 M, tampao fosfato pH 4,5 e tampao

fosfato pH 6,8), aparato II (pd), 50 rpm, 37 °C + 0,5 °C.
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Figura 11 — Perfis obtidos para a dissolugdo de comprimidos de 180 mg de cloridrato de
fexofenadina nos quatro meios (agua destilada, HCI 0,1 M, tampao fosfato pH 4,5 e tampao

fosfato pH 6,8) ), aparato II (pa), 50 rpm, 37 °C + 0,5 °C.
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Para garantir a permanéncia das condigdes iniciais até o fim das analises foram feitas

duas curvas semanais com sete pontos (1; 5; 10; 50; 100; 150; 200 pg/mL) representadas na

Figura 12.
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Figura 12 — Curvas de calibracdo (A) e (B) realizadas paralelamente com a dissolucdo para

controle das condigdes de analise.

Para certificar a permanéncia das condi¢gdes de analise por CLAE e manutengdo da

linearidade do método fez-se uma curva semanal para controle, que pode ser verificada na

Figura 12.

4.5 Comparacéao dos perfis de dissolucéo

Breier et al.em 2005 realizaram validagdo de dissolugdo para comprimidos (trés

formulagdes) e capsulas (duas formulagdes) por CLAE. Utilizou-se trés meios de dissolugdo:

HC1 0,1 M, HC1 0,01 M e tampao fosfato pH 6,8. Os perfis de dissolugdo foram comparados

através dos f-fatores ¢ ED e ndo apresentaram similaridade nem para capsulas nem para

comprimidos nos meios de dissolugao propostos.

A Figura 13 mostra a comparacdo dos perfis de dissolucdo das formulagdes de

cloridrato de fexofenadina obtidos nos meios de dgua destilada, HCl 0,1 M, tampao fosfato

pH 4,5 e tampao fosfato pH 6,8.
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Figura 13 - Comparacdo dos perfis de dissolucdo das formulagdes de cloridrato de
fexofenadina de 120 e 180 mg obtidos nos meios de (A) agua destilada, (B) HC1 0,1 M, (C)
tampao fosfato pH 4,5 e (D) tampao fosfato pH 6.,8.

45.1 Fator f, f,

Os valores de f; f, obtidos da comparagdo dos perfis de dissolugdo entre as duas
formulagdes de comprimidos de cloridrato de fexofenadina de 120 e 180 mg nos meios

testados estdo apresentados na Tabela 26.
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Tabela 26 - Valores de f; f, obtidos da comparagdodos perfis de dissolugdo entre as duas

formulac¢des de comprimidos de cloridrato de fexofenadina nos meios testados.

Agua HCI0,1 M Tampéo pH 4,5 Tampéo pH 6,8
f1 9,3 -40,04 4,59 — 14,86 20,01 — 53,37 5,71 -14,97
) 55,92 - 59,90 84,97 — 87,20 53,55 -173,42 61,62 — 69,55

4.5.2 Eficiéncia de Dissolucéo (ED)

Os valores de eficiéncia de dissolucdo, os respectivos desvios padrdo e os coeficientes

de variacdo percentual obtidos para os comprimidos encontram-se nas Tabelas 27 e 28.

Tabela 27 — Valores da eficiéncia de dissolucdo (%) obtidos para comprimidos de 120 mg de

cloridrato de fexofenadina, em ensaio com 12 cubas

120 mg
Amostra Agua destilada HCI 0.1 M Tamggo;"gsfato Tamgla_llo ef,%SfatO
1 82,98 60,36 67,92 86,63
2 82,92 59,60 67,62 88,42
3 83,27 60,78 66,03 87,00
4 82,86 62,11 66,33 86,04
5 81,61 59,11 68,16 86,04
6 82,86 66,34 67,95 88,39
7 82,04 58,74 68,52 86,76
8 82,85 60,84 67,59 87,63
9 83,76 61,47 67,36 87,33
10 82,79 59,46 62,29 87,14
11 84,21 58,58 69,20 88,56
12 84,27 59,19 69,17 88,73
Média 83,04 60,61 67,35 87,44
DP 0,78 2,20 1,86 0,87
CV % 0,94 3,62 2,76 1,00

DP = Desvio padrao
CV% = Coeficiente de variagdo percentual
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Tabela 28 — Valores da eficiéncia de dissolucao (%) obtidos para comprimidos de 180 mg de

cloridrato de fexofenadina em um ensaio com 12 cubas

180 mg
Amostra Agua destilada HCI 04 M Tampéo fosfato Tampéo fosfato

pH 4,5 pH 6,8
1 8,57 60,0 59,75 90,86
2 79,88 57,50 58,31 92,25
3 81,32 61,50 61,87 91,93
4 76,13 62,73 56,98 93,14
5 78,91 62,95 58,38 92,56
6 80,74 64,70 59,97 94,45
7 80,79 60,74 59,75 94,75
8 78,78 56,86 58,31 94,95
9 79,85 60,59 61,87 94,48
10 80,48 58,50 56,98 95,92
11 80,70 59,07 58,39 96,21
12 78,67 59,44 58,78 96,10
Média 79,69 60,70 59,11 93,44

DP 1,44 2,04 1,60 1,26

CV% 1,81 3,36 2,71 1,35

DP = Desvio padrao

CV% = Coeficiente de variagdo percentual

Os resultados dos tratamentos estatisticos (ANOVA) a que foram submetidos os

valores de eficiéncia de dissolug¢do obtidos para comprimidos de 120 e 180 mg encontram-se

na Tabela 29 a 32.
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Tabela 29 — Analise de variancia dos resultados experimentais obtidos para eficiéncia de

dissolucdo de cloridrato de fexofenadina (120 e 180 mg) na condigao I (dgua destilada)

o Soma dos o
Fonte de variacao GL Variancia F*
guadrados
Entre 1 67 67 50,25 (4,3)
Residuo 22 29 1
Total 23 97

* Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P < 0,05.

Tabela 30 — Analise de variancia dos resultados experimentais obtidos para eficiéncia de

dissolu¢do de cloridrato de fexofenadina (120 e 180 mg) na condicao II (HCI 0,1 M)

_ Soma dos o
Fonte de variacéo GL Variancia F*
quadrados
Entre 1 0 0 0,01 (4,3)
Residuo 22 98 4
Total 23 99

* Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P < 0,05.

Tabela 31 — Andlise de variancia dos resultados experimentais obtidos para eficiéncia de
dissolugdo de cloridrato de fexofenadina (120 e 180 mg) na condicdo III (tampao fosfato pH
4.5)

_ Soma dos o
Fonte de variacao GL Variancia F*
guadrados
Entre 1 72 72 53,63 (4,3)
Residuo 22 30 1
Total 23 102

* Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P < 0,05.
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Tabela 32 — Analise de variancia dos resultados experimentais obtidos para eficiéncia de
dissolucdo de cloridrato de fexofenadina (120 e 180 mg) na condi¢do IV (tampao fosfato pH
6,8)

o Soma dos o
Fonte de variacéo GL Variancia F*
quadrados
Entre 1 216 216 183,36 (4,3)
Residuo 22 26 1
Total 23 242

* Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P < 0,05.

H4 inimeros modelos de comparacao para perfil de dissolucdo, neste trabalho optamos
em aplicar f1/f2 e eficiéncia de dissolucdo (ED) para comparar as duas formula¢des nos
quatro meios. Aplicando-se o teste ANOVA foi evidenciada diferenca significativa para os
dados de Eficiéncia de dissolugdao (ED) na comparagao de formulagdes na maioria dos meios
(Tabelas 29 a 32). Somente o meio de HC1 0,1 M apresentou resultados satisfatorios para os
dois fatores de comparagao (Fator-f ¢ ED).

Quando aplicados os parametros de compara¢do fi/f, nos meios analisados foi
observado que as duas formulagdes podem ser consideradas semelhantes para os meios de
HCI 0,1 M e tampao fosfato pH 6,8. Os valores de f; e f, ficaram entre 4,59 ¢14,86 e entre
84,97 e 87,20 para HCI e 5,71 a 14,97 e entre 61,62 e 69,55 para tampao fosfato pH 6,8,
conforme Tabela 26. Através do parametro f, (valores > 50), todos os perfis de dissolugdo de
ambas as formulagdes podem ser consideradas semelhantes para todos os meios (Tabelas 27 a
33, Figura 13).

Pelos resultados obtidos a condicdo que sugerimos para avaliar a quantidade
dissolvida para comprimidos de cloridrato de fexofenadina ¢ o método 2 (pé), meio HCI 0,1
M, rotacao 50 r.p.m.

Os perfis de dissolu¢do ndo foram semelhantes, segundo os fatores de comparacgao fi/f,
quando os meios, tampao fosfato pH 4,5 e agua foram utilizados. Tal fato pode indicar que
estes meios sao mais sensiveis para discriminar diferencas entre os medicamentos, oriundas
das formulagdes e/ou técnicas de fabricacdo empregadas. Entretanto acreditamos que ndo € o
caso da formulacdo em questdo por se tratar de um produto referéncia e fabricado com as
mesmas condi¢des de validacdo de processos, excipientes e farmaco da mesma origem. Esta

caracteristica deve ser observada quando trabalhamos com novas féormulas ou alteracdo na



94

constituicdo dos componentes da formulagdo ou ainda na produgdo e desenvolvimento de
genéricos.

De acordo com os resultados apresentados pelas analises de variancias (ANOVA)
aplicados a eficiéncia de dissolucdo poderiamos considerar que este método de comparagdo ¢
mais discriminativo que o fator-f de acordo com Costa e Lobo, (2001). Entretanto em analise
de rotina aplicar fator-f é mais simples, direta e pratica, além de ser muito bem aceito pelos

orgdos regulatorios como FDA, ANVISA e EMEA.

As formulacdes de 120 e 180 mg de cloridrato de fexofenadina em comprimidos
apresentaram eficiéncias de dissolu¢ao comparaveis, em HCI 0,1 M, de acordo com a analise

de variancia dos resultados experimentais para P<0,05 (Tabela 30)

Se nos usarmos o fator fp, como parametro de comparagao, nao ha diferenca entre as
formulagdes para os quatro meios testados. Para o meio de dissolugdo: HCI 0,1 M as
formulagdes mostraram resultados similares para os trés pardmetros de comparagio utilizados
neste estudo: f, f, ¢ ED, permitindo afirmar que as duas formula¢des sdo semelhantes ¢
podem apresentar o mesmo desempenho in vivo ¢ o estudo de biodisponibilidade pode ser

realizado apenas com a formulacdo de maior dosagem.

4.6 Comparacédo dos metodos utilizados para quantificacéo de cloridrato de

fexofenadina

Na Tabela 33 estdo apresentados os resultados de teor obtidos para comprimidos de
120 e 180 mg de fexofenadina por CLAE e EC. A analise comparativa dos métodos, por

ANOVA, para cada concentracao, encontram-se nas Tabelas 34 e 35, respectivamente.



95

Tabela 33 — Resultado do doseamento de comprimidos de 120 e 180 mg de fexofenadina

realizado em CLAE e EC

Amostra 120 mg 180mg
CLAE (%) EC (%) CLAE (%) EC (%)
1 101,02 97,92 97,2 99.9
2 103,14 100,99 100,16 99,7
3 101,84 98,44 97,3 100,2
Meédia 102 99,12 98,22 99,93
CV (%) 1,05 10,66 1,71 0,25

Tabela 34 — Comparacao dos resultados do doseamento por CLAE e ECZ de comprimidos de
fexofenadina de 120 mg por ANOVA

o Soma dos o
Fonte de variacao GL Variancia F*
guadrados
Entre 1 11,56 11,56 6,62 (7,71)
Residuo 4 6,99 1,75
Total 5 18,55

* Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P <0,01.

Tabela 35— Comparagdo dos resultados do doseamento por CLAE e ECZ de comprimidos de
fexofenadina de 180 mg, por ANOVA

o Soma dos o
Fonte de variacéo GL Variancia F*
guadrados
Entre 1 4,40 4,40 3,05 (7,71)
Residuo 4 5,78 1,44
Total 5 10,18

* Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P <0,01.

A CLAE ¢é o método mais utilizado na Industria farmacéutica e areas afins,
principalmente no controle de qualidade, mas embora, seja a ferramenta analitica mais

empregada para a maioria das preparagdes farmacéuticas, € preciso salientar o crescente uso
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da eletroforese capilar, sendo uma interessante alternativa a CLAE, devido as vantagens
apresentadas, com sua simplicidade inerente de separacdo, rapidez, redugdo dos custos

operacionais (FURLANETTO et al., 2001; YARDIMCI & OZALTIN, 2005)

A eletroforese capilar ¢ uma técnica relativamente nova. Os primeiros trabalhos
publicados datam da década de 70, entretanto o trabalho pioneiro em eletroforese capilar em
solucdo livre ou eletroforese capilar de zona (CZE) utilizando capilares com didmetro
menores (<100 pm) foi Jorgenson e Lukacs em 1981. A partir de entdo, vem sendo utilizada
por um numero cada vez maior de pesquisadores em diversas dreas inclusive na induastria
farmacéutica, como importante método analitico (SANTOS & TAVARES, 2000;
FERNANDEZ et al., 2003; ALTRIA et al., 2005).

A principal vantagem da eletroforese capilar em relacdo as outras técnicas de
separacdo ¢ a maior eficiéncia e resolu¢do obtidas em um tempo menor de analise e com a
utilizagdo de volumes pequenos da amostra ¢ do eletrdlito de trabalho, o que diminui
consideravelmente os custos com reagentes quimicos. A EC também tende a um diminuto
custo de manutengdo quando comparada a CLAE, visto que ndo ocorrem problemas como alta
pressdo das bombas, vazamento de solventes e o valor elevado das colunas sdo eliminados

(JAGER & TAVARES, 2001; OWENS et al., 2002).

Neste trabalho, os métodos utilizados, CLAE e ECZ, foram comparadas através da
plotagem dos resultados obtidos por doseamento (Tabelas 20 e 33) de comprimidos de 120 e
180 mg de cloridrato de fexofenadina (medicamento referéncia) em ANOVA, os resultados
obtidos de F foram menores que o valor critico de 7,71 correspondente a um P < 0,01,
comprovando que as validacdes se equivalem, ou seja, os métodos utilizados apresentam a
mesma eficiéncia na quantificagdo de comprimidos (120 e 180 mg) de cloridrato de
fexofenadina. Os resultados das andlises estatisticas podem ser visualizados nas Tabelas 34 e

35.



Conclusao
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5 CONCLUSAO

Baseando-se nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

e As andlises espectroscopicas (IV e UV) permitiram a confirmagdo da substancia

quimica como sendo o cloridrato de fexofenadina;

e O método desenvolvido para quantificagdo de cloridrato de fexofenadina em
comprimidos, através de cromatografia liquida apresentou resultados adequados para
os parametros: especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo, robustez, limite de

detecgdo e limite de quantificacdo;

e O método por CLAE foi utilizado com sucesso para a quantificacdo das concentracoes

de cloridrato de fexofenadina obtidas nos estudos de perfil de dissolucao.

e O método desenvolvido através de eletroforese capilar de zona, nas condigdes
experimentais estabelecidas, mostrou-se especifico, linear, preciso, exato, sensivel e

robusto para analise quantitativa de cloridrato de fexofenadina em comprimidos;

e As analises farmacotécnicas realizadas, determinacdo do peso médio e uniformidade
de contetdo, apresentaram resultados satisfatdrios, apresentando-se de acordo com as

especificagdes farmacopéicas gerais;

e Os parametros de comparacao ED, f; e f, foram utilizados nesse trabalho e
apresentaram valores diferenciados para cada meio utilizado, mas satisfatorios na
comparagdo dos perfis de dissolu¢do para formulagdes farmacéuticas de cloridrato de

fexofenadina;

e As formulagdes de 120 e 180 mg de cloridrato de fexofenadina em comprimidos
apresentaram eficiéncias de dissolucdo comparaveis, em HCI 0,1 M, de acordo com a

analise de varidncia dos resultados experimentais para P<0,05;
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Nao houve diferenca entre as formulagdes para os quatro meios testados quando usou-
se o f,. Para 0 meio de dissolucdo HC1 0,1 M as formula¢des mostraram resultados
similares para os trés parametros de comparagdo utilizados neste estudo (f;, f, e ED),
permitindo afirmar que as duas formulacdes sdo semelhantes e podem apresentar o
mesmo desempenho in vivo, podendo ser realizado estudo de biodisponibilidade

apenas com a formulagao de maior dosagem.

O método de comparacao Eficiéncia de Dissolu¢do foi mais discriminativo que o
fator-f, entretanto em analise de rotina aplicar fator-f ¢ mais simples, direto e pratico,

além de ser muito bem aceito pelos o6rgdos regulatorios como FDA, ANVISA e

EMEA;

A andlise comparativa feita por ANOVA entre os dois métodos ndo demonstrou
variagao significativa para um P < 0,01, sendo caracterizada a equivaléncia entre os

mesmeos.
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