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RESUMO

Dissertacéo de Mestrado
Programa de Pos-graduacéo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

CETIRIZINA: VALIDACAO DE METODOLOGIA, AVALIACAO
BIOFARMACOTECNICA E ESTUDO PRELIMINAR DA
ESTABILIDADE

AUTORA: Lisiane Bajerski
ORIENTADORA: Prof2 Dr2 Simone Gongalves Cardoso
DATA E LOCAL DA DEFESA: Santa Maria, 10 de marco de 2006.

A cetirizina € um anti-histaminico de segunda geragdo utilizado no alivio dos sintomas
fisicos da rinite alérgica, apresentando a vantagem de possuir rdpido inicio de acdo, efeito
prolongado e menor atividade colinérgica e sedativa, quando comparada com os demais
compostos da mesma classe. Encontra-se comercidmente disponivel na forma de
comprimidos, solucdo oral e cdpsulas manipuladas. Ndo existem, até o momento, monografias
em codigos oficiais para controlar a qualidade desse farmaco em suas formas farmacéuticas.
Neste trabalho foram desenvolvidos e validados métodos de quantificagdo e de avaliaco da
dissolucdo do fa&rmaco em comprimidos e capsulas. Estudo comparativo entre algumas
formulagBes disponiveis comerciamente, bem como estudo preliminar da estabilidade dos
comprimidos, foram também realizados. Os métodos desenvolvidos e validados para
determinacdo quantitativa foram: espectrofotometria na regido do ultravioleta, cromatografia
liquida e eletroforese capilar, 0os quais apresentaram linearidade, precisdo e exatiddo. As
condi¢es selecionadas para o teste de dissolugdo foram 900 mL de HCI 0,1N como meio,
utilizando p& para comprimidos e cesta para capsulas, com velocidade de rotagdo de 50 rpm.
O estudo comparativo realizado demonstrou que alguns produtos apresentaram desvios da
qualidade. Verificou-se, também, que caracteristicas importantes para formas farmacéuticas
solidas de uso oral foram ateradas apos trés meses de armazenamento a 40°C + 2°C e 75% +
5% de umidade relativa

Palavras-chaves: cetirizina, validago, estabilidade, dissolucéo, estudo comparativo.



ABSTRACT
Master Dissertation
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

CETIRIZINE: VALIDATION OF METHODOL OGY,
BIOPHARMACEUTICAL EVALUATION AND PRELIMINARY
STABILITY STUDY

AUTHOR: Lisiane Bajerski
ADVISER: Simone Goncalves Cardoso
LOCAL AND DATE OF DEFENSE: Santa Maria, March 10", 2006.

Cetirizine is an antihistamine of second-generation used to relieve physical symptoms
of alergic rhinitis. The benefits of possessing initia fast action, delayed effect and less
cholinergic and sedative activity, comparing with other compounds of the same class are
highlighted. The drug is commercially available as tablets, ora solution and compounded
capsules. There are no official monographs, up to this moment, to control the quality of this
drug in its pharmaceutical forms. In the present work, methods for the quantification and
dissolution evauation of the drug in tablets and capsules were developed and validated.
Comparative studies among some commercially formulations and a preliminary stability
study of tablets were aso conducted. UV spectrophotometry, liquid chromatography, and
capillary electrophoress methods were developed and validated for quantitative
determination, and showed linearity, precision and accuracy. The selected conditions for the
dissolution test were 900 mL of 0.1 N HCI as medium, using paddies for tablets and basket
for capsules, with rotation speed of 50 rpm. The comparative study presented that some
products showed quality deviations. Moreover, we observed that important characteristics for
solid oral pharmaceutical formulations were modified after three months storage at 40°C +

2°C and 75% * 5% relative humidity.

Keywords: cetirizine, validation, stability, dissolution, comparative study.
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1. INTRODUCAO

A reacdo aérgica é definida como sendo a susceptibilidade frente a uma substancia
especifica ou antigeno responsavel pela producdo de anticorpos do tipo imunoglobulina E
(IgE). Estes anticorpos estdo presentes em células como mastocitos e basofilos, que sdo
encontrados no trato respiratorio, gastrintestinal e na pele. Quando ativados por substancias
sensibilizadoras ou agentes fisicos trauméticos, produzem a histamina, a qual causa sintomas
como rinite, coceira, urticéria, eczemas, dermatite, entre outros (PAUL, 1993).

A cetirizina (Figura 1), principal produto do metabolismo da hidroxizina (ansiolitico
suave e anti-histaminico em doses dtas) e antagonista de segunda geracéo do receptor Hj, do
grupo das piperazinas, atravessa a barreira hematoencefalica em pequenas quantidades e nas
doses recomendadas produz pouca sonoléncia (GENCO & GABOS, 1987).

Quimicamente, a cetirizina, é descrita como dicloridrato do &cido (RS)-2-[2-[4-[(4-
clorofenil)fenilmetil] piperazin-1-il]etoxi] acético. Sua férmula empirica € CyH7Cl3N2Os,
com peso molecular de 461,8. Apresenta-se na forma de um pd branco, solivel em &gua e
praticamente insol(ivel em acetona e diclorometano (FARMACOPEIA BRITANICA, 2003).

No mercado brasileiro este farmaco encontra-se disponivel com mais de 20 nomes
comerciais como Zyrtec ® (Glaxo Wellcome), Zetalerg ® (UCI FARMA), Zetir ® (Abbott),
Zinetrin ® (Stiefel), Cetirizin ® (Sintofarma), Alerlisn ® (Menarini), Aletir ® (Bunker),
entre outros. As principais apresentagdes farmacéuticas séo em comprimidos de 10 mg,
solugdo oral de 1 mg/mL e cpsulas manipuladas.

Cl 0 COOH
(\Nf’"\“v’ S

N

T
e

2HCI

Figura 1 — Estrutura quimica do dicloridrato de cetirizina (FARMACOPEIA BRITANICA, 2003).
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Por se tratar de um farmaco sintetizado ha menos de 25 anos os estudos realizados
sdo principamente de cardter farmacoldgico. Na literatura cientifica encontram-se descritos
alguns métodos para avaliacdo da cetirizina em suas formas farmacéuticas, no entanto, alguns
deles ndo sdo de facil execucdo em rotina de controle de qualidade. Existe apenas um método
oficial disponivel para andlise em matéria-prima da cetirizina na Farmacopéa Briténica de
2003.

Com base no exposto, o presente trabalho contemplou um estudo de controle de
qualidade da cetirizina, abrangendo o desenvolvimento e validagdo de métodos, avaliagdo da
liberacdo do farmaco in vitro, andlise comparativa entre produtos contendo este anti-
histaminico e estudo preliminar da estabilidade dos comprimidos de cetirizina.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivos Gerais

Desenvolver e validar metodologia para avaiar a qualidade de comprimidos e cdpsulas
manipuladas de cetirizina

1.1.2 Objetivos Especificos

Desenvolver e validar métodos para andlise quantitativa de cetirizina em
comprimidos e cdpsulas manipuladas através de espectrofotometria na regido do
ultravioleta, cromatografia liquida e eletroforese capilar;

Redlizar estudo comparativo entre os métodos propostos;

Desenvolver e validar métodos de dissolucdo para cetirizina nas formas

farmacéuticas de comprimidos e capsulas manipuladas;

Resdlizar estudo de equivaléncia farmacéutica para avaliar a intercambiabilidade de

alguns produtos comerciais;

Realizar estudo preliminar de estabilidade térmica para comprimidos de cetirizina
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consider agOes Gerais

A rinite alérgica é caracterizada pela inflamagdo da mucosa nasal, resultante de uma
resposta imediata ou tardia mediada pela imunoglobulina IgE. Esse tipo de doenca
respiratério é considerado um problema de salde publica nos Estados Unidos, onde cerca de
20 a 40 milhdes de pessoas, incluindo 10 a 30% de adultos e 40% de criangas, sd0 afetadas
anualmente. Mais de 6 bilhdes de dblares foram gastos no ano de 2000 com a prescricdo de
medicamentos para essa doenca nesse pais. A rinite esta freqlientemente associada com outras
doencas crénicas das vias respiratérias, sendo que aproximadamente 67% dos pacientes com
rinite também possuem concomitantemente asma e hiperatividade brénquica. Além disso,
também est4 associada com o fator de pré-disposicdo a sinusite, inflamagdo do tubo de
eustaguio, otite média entre outras complicagBes. A predisposicdo ou fatores de risco para a
rinite alérgica inclui um histérico familiar atipico, que apresenta elevados niveis sanguineos
de IgE antes dos 6 anos de idade (PORTNOY & DINAKAR, 2004). No Brasil, a rinite
acomete de 15% a 25% dos brasleiros, ou sga mais de 17 milhdes de pessoas,
independentemente de idade ou classe social (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE ALERGIA
E IMUNOPATOLOGIA, 2005).

Pesguisas no tratamento de rinite alérgica e outras doengas alérgicas tém enfatizado o
desenvolvimento de anti-histaminicos orais, ndo sedativos e de alta eficiéncia, mas nédo
exibindo os inconvenientes frequentemente associados com sintomas de sedagéo,
cardiotoxicidade, depressdo central e arritmia cardiaca (GELFAND et al., 2004).

Os anti-histaminicos estdo entre os medicamentos mais utilizados nos casos de
doencas aérgicas. Mesmo que tenham similar eficacia no tratamento de pacientes com
rinoconjuntivite alérgica, urticaria e outros distUrbios aérgicos, diferem na estrutura quimica,
farmacologia clinica e potencial toxicoldgico (SIMONS, 2002).

A classe de anti-histaminicos de primeira geracdo H; tem sido muito usada no
tratamento e alivio dos sintomas associados a rinite aérgica sazonal. Os anti-histaminicos H;
tais como feniramina, difeniramina, azatadina e azelasting, por serem mais apolares, estéo
associados a numerosos efeitos adversos, devido a sua capacidade de atravessar a barreira
hematoencefdlica (GONZALES & ESTES, 1998). O uso desses tém sido limitado pela
sedacdo e efeitos colaterais colinérgicos (SIMONS, 2002).
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Os farmacos da segunda geracdo, dedoratading, acrivasting, cetirizina, levocetirizinag,
ebasting, fexofenadina, loratadina e mizolastina, por serem mais polares, assumem vantagens,
pois ndo atravessam facilmente o sistema nervoso central causando, assm, menores efeitos
colinérgicos, como sedacdo e boca seca, sintomas estes comumente vistos na primeira geragcao
dessa classe (GONZALES & ESTES, 1998; SIMONS, 2002).

Pertencente a classe piperazinica dos anti-histaminicos antagonistas seletivos dos
receptores periféricos H; da histaming, a cetirizina, metabdlito humano da hidroxizina, é uma
mistura racémica, onde o isdmero R (levocetirizind) é considerado mais ativo (TILLEMENT
et al., 2003; SIMONS, 2003).

2.2 Caracteristicas far macocinéticas

Estudos farmacocinéticos demonstram que a cetirizina é rapidamente absorvida pelo
organismo, atingindo sua concentragdo maxima (T méx) em aproximadamente 1+0,5 hora
apos a administracdo oral. Encontra-se cerca de 93% ligada as proteinas plasméticas. Com
apenas uma administracdo didria, a cetirizina apresenta tempo de agdo correspondente a 24
horas, meia-vida de 6,5-10 horas e volume aparente de distribuicdo de 0,56 L/Kg. Cerca de
65% deste farmaco € excretado de forma inalterada pela urina (SIMONS, 2002; ARLETTE,
1992).

2.3 M ecanismo de acao

O mecanismo de agcdo primé&rio dos antagonistas dos receptores H; é a ligacéo
competitiva a estes receptores localizados nas terminagdes nervosas, musculos e glandulas
epiteliais. A cetirizina, assm como outros farmacos pertencentes a esta classe, provocam uma
alteracdo conformacional destes receptores impedindo, desse modo, que a histamina ligue-se a
eles. Além do efeito anti-histaminico, esta sendo descoberto que os receptores antagonistas H;
possuem outras propriedades farmacologicas, as quais ndo sdo uniformemente distribuidas
entre os fa&rmacos desta classe. A elevada afinidade seletiva dessa classe de farmacos aos
receptores Hi e peguena interacdo com 0s receptores muscarinicos, colinérgicos, alfa-
adrenérgicos e serotoninicos diminui reacbes como secura na boca, disfuncdo rendl,
constipagdo, diplopia, hipotensdo, taquicardia e ganho de peso. Recentes estudos tém

demonstrado que a reducdo desses efeitos esta ligada a acdo anti-inflamatéria dos receptores
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antagonistas Hj, os quais estdo relacionados com a liberacdo de mediadores pro-inflamatérios
(SIMONS, 2003; GELFAND et al., 2004).

Os anti-histaminicos que apresentam efeitos anti-inflamatdrios nas doses terapéuticas
podem modificar os efeitos dos mediadores inflamatdrios in vivo nas doses comparadas
aquelas usadas clinicamente. Inversamente, se os efeitos anti-inflamatérios necessitam de
doses maiores que aquelas normamente recomendadas para as reagdes aérgicas, receptores
H;, com uma janela terapéutica mais ampla e com um menor potencia sedativo podem ser
mais eficazes que os anti-inflamatérios (GELFAND et al., 2004).

2.4 Reag0es adver sas e inter agoes

Os efeitos adversos da cetirizina na coordenagdo motora ocorrem em todas as
dosagens usadas (5,10 e 20 mg). Os disturbios motores acontecem uma hora apls a
administracdo, isso se deve a répida velocidade de penetracdo do f&rmaco no cérebro. Nas
concentracfes de 10 e 20 mg a cetirizina pode causar, em adultos, distlrbios psicomotores
bastante significativos (DUBUSKE, 2001).

Este medicamento possui como inconveniente efeito ocular ndo desgjado, o qual
caracteriza-se por visdo borrada e conjuntivite. Efeitos sistémicos da administragdo oral
S80 mais raros e incluem comumente sonoléncia, boca seca e fadiga (FRAUNFELDER &
FRAUNFELDER, 2004).

A cetirizina ndo interage concomitantemente com outras medicagdes, ndo causa
efeitos cardiacos adversos e ndo esta associada a casos de teratogenicidade (PORTNOY &
DINAKAR, 2004).

Estudos clinico-farmacoldgicos tém demonstrado que a administracdo simulténea de
etanol e diazepam com cetirizina ndo resultam na interagcdo adversa entre as medicagdes nem
sequer a potencidizacdo pela cetirizina de distUrbios psicomotores induzidos pelo acool
(ARLETTE, 1992).

N&o existem casos de doencgas hepéticas devido ao uso desta medicacdo. Estudos pré-
clinicos toxicolégicos redizados em animais mostram que a cetirizina ndo tem capacidade
teratogénica e carcinogénica (ARLETTE, 1992).
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2.5 Indicacbes

A cetirizina possui eficacia clinica ndo s6 em doengas respiratorias, mas também na
reducdo dos sintomas relacionados a urticaria. Concomitantemente, esse farmaco diminui a
duracdo e a quantidade de preparacBes anti-inflamatérias tdpicas necess&rias para 0
tratamento de dermatite atdpica (PORTNOY & DINAKAR, 2004).

Ensaios conduzidos em modelos animais demonstraram que a cetirizina é atamente
eficaz na prevencdo de ataques de bronco-espasmo e reagdes alérgicas, ambos induzidos pela
histamina, tanto in vivo quanto in vitro. Estudos revelam que esta substancia € seletiva para
receptores H; e tem minima agdo sobre os receptores afa-adrenérgicos, dopaminérgicos e
serotoninicos. A cetirizina bloqueia os efeitos periféricos da histamina sem impedir sua
liberacdo (ARLETTE, 1992).

2.6 M étodos de deter minacéo

Vé&rios métodos tém sido descritos na literatura para determinagdo de cetirizina em
comprimidos e solugdo oral. A Farmacopéa Britanica (2003) apresenta monografia para
andlise de teor da matéria-prima, por volumetria de neutraizacdo em meio aquoso, com
deteccdo potenciométrica do ponto fina. Disponibiliza, ainda, a determinagdo das substancias
relacionadas desse farmaco por cromatografia liquida, utilizando como fase mével uma
mistura de &cido sulfarico diluido, &gua e acetonitrila (0,4:6,6:93,0 V/V/V), coluna de silica
(250 nm x 4,6 mm d.i), fluxo de 1 mL/minuto e detecgdo em 230 nm. Entretanto, ndo foram
encontrados métodos para avaliacdo desse farmaco em capsulas manipuladas.

Um método por cromatografia liquida foi desenvolvido e validado por Jaber et
al.(2005) para determinacdo de impurezas e conservantes constituintes de formulagdes de
comprimidos e solugdo ora de cetirizina. O sistema cromatogréafico foi constituido de coluna
Cis Hypersil (5 um, 250 nm x 4,6 mm d.i), deteccdo em 230 nm, fase mével congtituida de
uma mistura de dihidrogenofosfato 0,05M : acetonitrila: metanol: tetrahidrofurano (12:5:2:1,
VIVIVIV) pH 5,5 e vaz&o de 1,0 mL/minuto. O método mostrou-se especifico, indicativo da
estabilidade, exato, preciso e robusto podendo ser utilizado como uma alternativa ao método
da Farmacopéia Britanica para a determinac@o de impurezas relacionadas & cetirizina.

Rudaz et al. (2003) desenvolveram método por cromatografia liquida acoplada a

espectrometro de massa para andlisar as substancias relacionadas da cetirizina em
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comprimidos. As amostras foram analisadas usando coluna ciano e fase movel constituida de
acetato de amobnio 50mM pH 7,0 e acetonitrila (35:65).

Para determinagcdo da cetirizina em comprimidos e solucdo oral, por cromatografia
liquida de dlta eficiéncia, Paw et al. (2002) propuseram uma fase moével constituida por
tampéo fosfato 0,067M e acetonitrila (50:50), coluna Nova-Pak C;g e deteccdo em 227 nm. O
método demonstrou ser rapido, Smples e exato.

Parthasaradhi et al. (1993) redizaran andlise quantitativa da cetirizina em
comprimidos por cromatografia liquida de dta eficiéncia. Empregou-se coluna pBondapack®
Cis de 10mu de aco inoxidavel com fase mével congituida de acetonitrila
dihidrogenofosfato de potassio (70:30, V/V), fluxo de 1 mL/minuto e deteccéo em 230 nm. O
método proposto foi preciso e exato, com percentua de recuperacdo no intervalo de 99,2 —
99,7%.

Mahgoub et al. (2003) desenvolveram método espectrofotométrico com o uso da 12
derivada, para determinagdo de pseudoefedrina combinada com fexofenadina, cetirizina e
loratading, utilizando HCI 0,AIN como diluente. A justificativa dos autores para 0 uso da
derivada deve-se & baixa absortividade da pseudoefedrina na regido do ultravioleta, ao
contrério dos outros farmacos estudados em associagdo. A cetirizina apresentou trés maximos
de absorcdo nas condigdes estabelecidas pelos autores. 2254; 2345 e 238 nm. O
comprimento escolhido para andlise foi 225,4 nm. O método foi répido, de baixo custo e
adeguado para uso em controle de qualidade da cetirizina em associagéo.

Métodos espectrofotométricos (derivada e colorimétrico) e cromatograficos foram
propostos por El-Wadlily et.al. (1998) para determinagcdo de cetirizina em comprimidos. Por
espectrofotometria, determinou-se o farmaco, diluido em &gua, através de primeira e segunda
derivada, cujas curvas apresentaram amplitudes em 239 nm e 243-233 nm. Para 0 método
colorimétrico, as amostras foram submetidas a uma reagcdo entre o sal sodico da cetirizina,
solubilizada em um solvente polar como dimetilformamida e cloranil, e detectadas em 556
nm. Para o méodo cromatogréfico foram utilizadas as seguintes condi¢es. coluna
Bondapack C;s, com fase movel acetonitrila e dihidrogenofosfato de aménio 0,01M (32:68),
contendo 0,1% de tetrabutilamdnio hidrogeno sulfato pH 3,0 e vazé de 2,0 mL/minuto.
Todos 0s métodos mostraram-se adequados, no entanto 0 método por segunda derivada foi

mais sensivel.



30

Outros meétodos colorimétricos tém sido propostos por aguns autores para
determinagdo de cetirizina em comprimidos e solugdo oral (GAZY et al.,2003; BASAVAIAH
& CHARAN, 2002; MAKHIJA & VAVIA, 2001; BASAVAIAH et al.,1999).

Trés métodos simples e precisos foram apresentados por Gazy et.al. (2002) para
determinagdo da cetirizina, fexofenadina, loratadina e crivastatina em comprimidos e matéria-
prima. O primeiro método, por espectrofotometria na regido do visivel, baseou-se na reagdo
dos farmacos com azul de bromocresol, formando um complexo de pareamento iénico
extraivel com cloroférmio, com méaximo de absor¢do para cetirizina em torno de 407 nm. O
segundo baseou-se na reagdo de pareamento idnico dos farmacos com a eosina, sem posterior
extragdo. O complexo formado com a cetirizina foi analisado em 539 nm, por
espectrofotometria e em 550 nm, por espectrofluorimetria (Aex (NM) = 330 e Amax (NmM) = 550).
O ultimo método envolveu reagdo de condensacdo catalitica entre os farmacos e mistura de
anidridos de &cidos orgénicos (&cido citrico e anidrido acético). O complexo referente a
cetirizina foi avaliado em 543 nm, por espectrofotometria. O método fluorimétrico foi
considerado mais sensivel que o espectrofotométrico.

Basavaiah & Charan (2002) desenvolveram método para avaliar cetirizina em matéria-
prima e em formas farmacéuticas (comprimidos e solucdo oral). O méodo foi baseado na
reacdo de pareamento idnico entre o farmaco e vermelho de alizarina utilizando tamp&o
Clarks-Lubs pH 3,2. O complexo formado foi extraido com cloroférmio e analisado em 440
nm.

Makhija & Vavia. (2001) desenvolveran método por cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia para determinagdo da estabilidade e quantificagdo simulténea de
pseudoefedrina e cetirizina. Os autores empregaram placas de aluminio, com silica gel 60F-
254, como fase estacionéria e acetato de etila: etanol: aménia a 20% (7: 1,5: 1) como eluente.
As amostras de pseudoefedrina associada a cetirizina foram submetidas a degradacdo forcada
em condi¢des &cidas (HCL 1M), alcalinas (NaOH 1M) e oxidativas (H20,), com aquecimento
a 70°C por 2 horas. Essas solugdes foram posteriomente neutralizadas e diluidas até 2 mg/mL,
antes da aplicacdo nas placas cromatogréficas. Houve o0 aparecimento da manchas adicionais
somente para a amostra tratada com peroxido de hidrogénio indicando, assim, que houve
oxidagéo da cetirizina

Basavaiah et al. (1999) determinaram a cetirizina, através do seu cloreto, por formagéo
de complexo com difenilcarbazona e mercurio |1 e deteccdo em 540 nm. Além deste método,
0S autores sugeriram, também, a determinagdo de cloretos do anti-histaminico através de uma
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titulagdo com Nitrato de Mercurio, usando como indicador difenilcarbazona e azul de
bromocresol. Os métodos empregados mostraram-se adequados para quantificagdo da
cetirizina em comprimidos.

Em 2001, Hidalgo utilizou a espectrofotometria ultravioleta direta e derivada para o
doseamento da cetirizina em comprimidos e solugdo oral. O primeiro método empregou como
diluente HCl 0,IN e leituras em 231 nm, enquanto que o segundo utilizou a derivada de
primeira ordem a 238,75 e 225 nm, com o mesmo diluente. Os métodos apresentaram boa
linearidade, precisdo e exatiddo. A autora cita, no seu trabalho, que Parthasaradhi et.al. (1993)
desenvolveram um procedimento direto e simples para andlise do dicloridrato de cetirizina em
preparagdes farmacéuticas solidas, por espectrofotometria na regido do ultravioleta, utilizando
&gua e leituras em 232 nm. O método apresentou boa linearidade, demonstrando ndo haver
interferéncias dos excipientes dos comprimidos durante a analise.

Likar et al. (2005) desenvolveram e validaram teste de dissolucdo para comprimidos
de 10 mg de cetirizina associado com 240 mg de pseudoefedrina. O método utilizou aparato 2
(p8), 50 rpm, 1000 mL de &gua desaerada como meio de dissolucéo e tempos de coleta de 15
minutos a 24 horas. O sistema cromatogréfico utilizado para a quantificagdo do farmaco
empregou coluna C;g Zorbax (5 um, 15 cm x 4,6 mm d.i), fase movel constituida de uma
mistura de fosfato de sodio 0,AM pH 6,5: metanol (1:1, V:V), vazéo 1,0 mL/minuto, deteccéo
em 214 nm, temperatura de 30°C e volume de 10 pL de injecéo.

Método para andlise quantitativa dos enantibmeros da cetirizing, em comprimidos e
solugdo oral, por eletroforese capilar, foi vaidado por Mikus et al. (2005). A
enantioseparacdo foi realizada através do emprego de ciclodextrina b-sulfatada, seletor quiral,
coseletor, corrente de ions, meio tampédo pH 5,2, fluxo eletrosmético, deteccdo em 231 nm e
fexofenadina como padréo interno. Os critérios de validagdo utilizados foram sensibilidade,
linearidade, precisdo, exatiddo e robustez. O método proposto apresentou ata resolucdo e
seletividade para a determinagdo dos enantiomeros da cetirizina em suas formas

farmacéuticas.
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2.7 Descricdo (FARMACOPEIA BRITANICA, 2003)

Nome quimico: Dicloridrato de (RS)-2-[2-[4-[(4-clorofenil)fenilmetil] piperazin-1-
illetoxi] &cido acético;

For mula molecular : C,;H27ClsN2Os.

Peso molecular: 461,8;

Composicdo elementar : C 54,42%, H 5,83%, Cl 23,33%, N 6,05%, O 10,37%;
Ponto de fusio: 210,0°C-215,0°C;

Descrigdo: po branco;

Limite de teor declarado: 99,0% a 100,5%;

Solubilidade: muito soliivel em &gua, praticamente insollivel em acetona e cloreto de

metileno.
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3. CAPITULO | - CARACTERIZACAO DA SUBSTANCIA
QUIMICA DE REFERENCIA (SQR)

3.1 Introducéo

A pureza das substancias de referéncias é de fundamental importancia para a validacao
dos métodos analiticos. Segundo o FDA, existem duas categorias de SQR: compendiais, as
guais sdo obtidos de fontes como USP e ndo necessitam de caracterizagdo posterior e as néo
compendiais, que sd aguelas com elevado teor de pureza, mas que devem ser,
cuidadosamente caracterizadas para garantir sua identidade, poténcia e pureza (SWARTZ &
KRULL, 1998).

A cetirizina, disponivel na forma de dicloridrato, possui apenas monografia para
andlise de sua matéria-prima na Farmacopéia Britanica, 2003. Em virtude da SQR do farmaco
em estudo poder ser classificada como ndo compéndial, foi redlizada sua identificagdo
utilizando diferentes andlises como determinacdo da faixa de fusdo, métodos espectroscopicos
(RMN *H e RMN *3C), espectrofotométricos (ultravioleta e infravermelho) e cromatogréficos
(camada delgada e cromatografia liquida), além de testes quantitativos, como andlise de
determinacdo de &gua (Karl-Fisher) e teor (volumetria de neutralizagdo em meio aquoso).

3.2 Substancia quimica de refer éncia (SQR)

Utilizou-se como SQR matéria-prima proveniente da Sintéica Importadora e
Distribuidora Farmacéutica (S&o Paulo/SP,Brasil). O teor declarado (99,90%), lote (712 281
101) e validade (30 de junho de 2006) encontram-se especificados no certificado de andlise
enviado pelo fornecedor.

3.3 Identificacdo da SQR

3.3.1 Deter minagéo da faixa de fusao
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A faixa de fusdo da cetirizina SQR foi determinada através de aparelho digital modelo
MQAPF-301 Microquimica, em triplicata, através do método do bloco metalico aquecido.
A Tabela 1 apresenta os valores das determinagdes da faixa de fusdo de SQR.

Tabela 1- Valores obtidos na determinagdo da faixa de fusdo da cetirizina SQR.

Amostra Faixa de fusao
1 210,3-213,8°C

2 210,1-213,6°C

3 210,0-213,9°C
Média 210,1-213,7°C

Os valores obtidos encontram-se em acordo com a faixa de fusdo de 210,0 - 215,0°C

estabelecida pela Farmacopéia Britanica, 2003.

3.3.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *H (RMN *H)

O espectro de RMN 'H da cetirizina SQR foi obtido em espectrofotdmetro Bruker
modelo DPX 400, registrado a 400 MHz, usando DMSOd6 como solvente. O espectro
correspondente esta apresentado na Figura 3.

A andlise dos dedocamentos quimicos dos hidrogénios estdo de acordo com a
literatura (SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000). As atribuigdes estdo indicadas na Figura 2.
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Figura 2 - Estrutura quimica da cetirizina SQR e atribui¢des dos deslocamentos de hidrogénios obtidos com
RMN H.
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Figura 3- Espectro de RMN *H da cetirizina SQR (400 MHz, DMSOd6 ).

O singleto apresentado na regido de 11,00 ppm pode ser atribuido ao hidrogénio do
grupamento hidroxila. Os multipletos entre 7,00-7,15 ppm correspondem aos hidrogénios dos
anéis benzénicos. O hidrogénio ligado ao carbono do anel piperazinico encontra-se na regido
de 5,19 ppm. A regido correspondente aos hidrogénios metilénicos ligados aos oxigénios dos
grupamentos carbonila e éter, encontram-se na faixa de 4,31 e 3,47 ppm, respectivamente. Os
singletos em 2,46 e 2,53 ppm referem-se, respectivamente, ao anel piperazinico e ao radica

metileno ligado a este anel.

3.3.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de **C (RMN *C)

O espectro de RMN *C da cetirizina SQR foi obtido em espectrofotémetro Bruker
modelo DPX 100, registrado a 100 MHz, usando DMSOd6 como solvente. O mesmo

encontra-se na Figura 5.
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As atribuicbes dos carbonos da cetirizina SQR n&o foram encontrados na literatura
consultada. As mesmas foram descritas baseadas nos deslocamentos quimicos encontrados na
literatura pertinente. As atribuicdes estdo indicadas na Figura 4 (SILVERSTEIN &
WEBSTER, 2000).
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Figura 5- Espectro de RMN *C da cetirizina SQR (100 MHz, DMSOd6).

O snd referente ao carbono pertencente ao radical carboxila encontra-se em 176,0
ppm. Na regido de absor¢éo dos carbonos arométicos aparecem os sinais de 143,0 e 131,3
ppm, atribuidos aos carbonos destes anéis. O sind em 62,9 ppm representa o carbono da
ligacdo entre os dois anéis arométicos e piperazinico. Os carbonos ligados aos anéis
arométicos, encontram-se em 129,8; 129,4; 129,0; 128,4 e 126,0 ppm. Os sinais em 75,4 e
69,3 ppm representam os carbonos ligados ao grupamento éter. Os carbonos pertencentes ao
anel piperazinico apresentam sinais em 56,1 e 52,8 ppm, e em 54,0 ppm, o qual refere-se ao

carbono que faz ligagdo com o N deste anel.
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3.3.4 Espectrofotometria na regido do infravermelho

O espectro de absor¢éo na regido do infravermelho foi obtido em espectrofotdmetro
FTIR Shimadzu, modelo 8001, utilizando pastilhas contendo cetirizina SQR e brometo de
potéssio. Para a obtencdo da mesma, misturou-se 1,5 mg da SQR com 150 mg de brometo de
potéssio, previamente dessecado a 105 °C. A Figura 6 apresenta o espectro na regido do
infravermelho da cetirizina SQR onde verificam-se as seguintes bandas principais (cmY):
3416; 3047; 2991, 2945; 2647; 2509; 2366; 1700; 1495 e 1429.
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Figura 6- Espectro naregido do infravermelho da cetirizina SQR.

As atribuicdes das bandas caracteristicas ndo foram encontradas na literatura
consultada. As mesmas foram descritas baseadas na literatura pertinente (SILVERSTEIN &
WEBSTER, 2000).

A banda fraca na regigo de 3416 cm™ refere-se as vibragdes -OH do radical carboxila,
enquanto que as bandas de média intensidade, entre 3047 a 2366 cm™, podem ser atribuidas s
deformagbes axiais da ligagdo N-C do anel piperazinico. A banda de forte intensidade na
regido de 1700 cm™ pode ser referente ao radical C=0 do &cido carboxilico. O grupamento -
C-O-C- d4 origem a bandas de média intensidade na regido de 1137 cm . Nafaixa entre 916
a 532 cm™* encontram-se as deformacdes angulares pertencentes ao radical —CH fora do plano

do anel aromético.
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3.3.5 Egpectrofotometria naregido do ultravioleta (UV)

Foram tracados espectros de absor¢do molecular na regido de 200-400 nm, das
solucBes de cetirizina SQR, na concentracdo de 20 pg/mL, diluidas em &gua destilada e HCI
0,1N, em espectrofotometro UV/VIS, Milton Roy, modelo Spectronic Genesys 2.

Nos espectros de absorcdo molecular da cetirizina SQR, apresentados na Figura 7,
observa-se somente um méximo de absor¢do de 232 nm, o qual pode ser atribuido as
transices eletrénicas n — n* arométicas presentes na molécula do farmaco. Este maximo de

absorc¢do encontra-se de acordo com a Farmacopéia Britanica, 2003.

o @
1 002 2320 2,190 2320
Ahs Abg
0 000 0.000
2000 nm 4000 w00 0 MM 4000

Figura 7 — Espectros de absor¢do molecular na regido de 200 - 400 nm das solugdes de cetirizina SQR em &gua
destilada (1) e HCI 0,1N (2), na concentracdo de 20 pg/mL.

3.3.6 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Os sistemas de €eluicdo foram constituidos por hidroxido de aménio: metanol: cloreto
de metileno (1: 10: 90) (FARMACOPEIA BRITANICA, 2003) e acetato de etila, metanol e
hidroxido de aménio (7: 1,5: 1) (MAKHIJA & VAVIA, 2000), os quais foram denominados
de sstema 1 e 2, respectivamente. As solucdes de cetirizina SQR, na concentracéo final de
2000 pg/mL, foram preparadas em agua destilada e submetidas a banho ultra-sbnico por 5
minutos. Foram aplicados 10 pL das solugdes, as quais foram transferidas para cubas
previamente saturadas com os sistemas eluentes. Apds o desenvolvimento dos cromatogramas
até 10 cm do ponto de aplicacdo as placas foram retiradas da cuba e deixadas secar a
temperatura ambiente. A seguir, realizou-se a visualizagdo das manchas, através da exposicao
das placas a luz UV em 254 nm. Posteriormente determinaram-se os valores dos fatores de
retencdo (Rf). As andlises foram realizadas em triplicata.

Os sstemas eluentes utilizados permitiram a visualizagdo de manchas levemente
amareladas correspondentes a SQR, cujos valores de Rf encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2 - Vaores referentes & média de trés determinagdes de Rf obtidos para a cetirizina
SQR por cromatografia em camada delgada.

Sistema eluente Rf
Hidréxido de amdnio: metanol: cloreto de metileno (1: 10: 90) 0,17
Acetato de etila, metanol e hidréxido de ambnio (7: 1,5: 1) 0,21

Os resultados revelaram que os dois sistemas de eluentes utilizados apresentaram
valores de Rf baixos, provavelmente, devido a presenca do hidréxido de aménio na fase

maével, o qual aumentou a afinidade da cetirizina pela fase estacionéria.

3.3.7 Cromatogr afia liquida (CL)

As andlises por cromatografia liquida utilizaram método validado de acordo com o
item 4.6.1 do Capitulo |1, em cromatégrafo liquido, Shimadzu SLC-10 Avp. O cromatograma
e 0 espectro de absorcdo molecular, obtido por DAD, da solucéo de cetirizina SQR, na
concentracdo de 20 pg/mL, estdo apresentados na Figura 8. A andise do pico principal,
aproximadamente em 6,8 minutos, revelou um percentual de 99,99% de pureza,
demonstrando ndo haver a presenca de impurezas.
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Figura 8 - Cromatograma (1) obtido com a solucdo de cetirizina SQR, na concentracdo de 20 pug/mL, no tempo
zero. Espectro (2) da solugdo de cetitizina SQR, na concentracdo de 20 pg/mL, obtido por DAD. Condicdes
cromatogréficas: coluna Luna Phenomenex® RP;g (250 mm x 4 mm, 5 pm); fase movel: acetonitrila / &cido
fosférico 0,1% pH 3 ajustado com trietilamina (60:40) (v:v); vaz&o: 1 mL/ min; volumeinjetado: 10 pL.
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3.4 Determinacao de agua

Para determinar a umidade contida na cetirizina SQR foi utilizado o método de Karl-
Fischer, empregando titulador automético, segundo Farmacopéia BrasileiralV ed. (1988).
Foram pesados aproximadamente 120 mg do conteido da matéria-prima. Para determinar a

percentagem de umidade contida nos produtos utilizou-se o seguinte calculo:

% de umidade = (gasto do reagente de Karl Fischer x FC) x 100
guantidade de amostra (mg)

Onde:
FC = fator de correcéo do reagente de Karl-Fisher

A Tabela 3 apresenta os valores encontrados na andlise da determinacdo da
percentagem de &gua, em triplicata, da cetirizina SQR por Karl-Fisher.

Tabela 3 - Vaores obtidos na determinagcdo de agua presente na cetirizina SQR pelo método
de Karl-Fisher.

Amostra Umidade (%)
1 0,72
2 0,71
3 0,72
Média 0,72

Os resultados obtidos demonstram que a cetirizina SQR apresentou um percentual
inferior a 1% de umidade. N&o existe, no entanto, especificacdo farmacopéica para o limite de

umidade da cetirizina em matéria-prima.

3.5 Deter minacgao da pureza

A determinagcdo do teor de cetirizina SQR foi obtido em potenciometro digital Field
Lab, utilizando método de titulagdo potenciométrico em NaOH 0,1N, conforme Farmacopéia
Britanica, 2003.
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A Tabela 4 apresenta os valores encontrados na andlise quantitativa, em triplicata, da

cetirizina SQR por potenciometria.

Tabela4 - Valores obtidos na determinagdo do teor da cetirizina SQR por potenciometria.

Amostra Teor (%)
1 99,21
2 99,21
3 99,21
Média 99,21

Os resultados encontraram-se dentro da especificac8o farmacopéica, aqua permite

uma variagdo entre 99,0-100,5%.

3.6 Conclusdes

Tendo em vista os resultados obtidos nas andlises qualitativas e quantitativas da
matéria-prima, as quais contribuiram para garantir a qualidade do fa&rmaco, péde-se utilizar,
entdo, a mesma como substancia quimica de referéncia.
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4. CAPITULO Il - DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE
METODOL OGIA DE ANALISE QUANTITATIVA

4.1 Introducao

A credibilidade nos procedimentos aplicados no controle de qualidade de
medicamentos € um fator essencial na indUstria farmacéutica, para isto € necess&rio que o
método andlitico empregado segja validado, assegurando, assm, a confiabilidade dos
resultados obtidos (GOMES, 2003).

A escolha de um método depende, por sua vez, de vérios fatores, tais como: natureza
do farmaco, complexidade, pureza e quantidade de amostra, bem como, do proposito do
método, ou sga, qudlitativo, semi-quantitativo ou quantitativo. As disponibilidades
econdmicas, de equipamentos e reagentes, devem também, ser consideradas (AVENDANO,
1993; MEHTA, 1997).

Diretrizes sobre a validagdo de procedimentos analiticos estdo disponiveis atuamente
no ICH, 1996, na USP 28, 2004 e em outros, os quais indicam que 0s principais parametros a
serem avaliados na validacdo de um método devem ser:

Especificidade ou sensitividade

Representa a capacidade do método de avaliar de forma inequivoca a substancia em
exame na presenca de componentes, como excipientes, impurezas ou produtos de degradacéo,

gue possam interferir na determinagcdo de uma mistura complexa.
Linearidade

Corresponde a capacidade do método de fornecer resultados proporcionais a
concentragdo da substéncia em estudo, dentro de uma faixa de variagdo conhecida. Os
resultados devem ser analisados por métodos estatisticos apropriados, como, por exemplo, o
célculo de regressdo linear pelo método dos minimos quadrados. A curva padr&o obtida deve
demonstrar o coeficiente de correlagdo linear e o intercepto da reta, sendo estabelecida pela

andlise de, no minimo, cinco concentracOes diferentes.
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Limites de deteccéo (L D) e quantificacao (L Q)

O LD representa a menor concentragdo do farmaco que o processo andlitico pode
diferenciar, mas ndo quantificar com precisdo sob condi¢des experimentais e 0 LQ a menor
concentracdo da substncia em andlise avaliada pelo méodo, com exatiddo e precisio
aceitéveis.

Precisao

Corresponde ao grau de concordancia entre os resultados de andlises individuais
quando o método é aplicado diversas vezes em uma mesma amostra homogénea, em idénticas
condicOes de testes.

A precisdo pode ser avdiada pelo grau de repetibilidade, precisdo intermediaria ou
reprodutibilidade. A repetibilidade (ICH, 1996) € determinada através de varias andlises, nas
mesmas condigdes, em um curto intervalo de tempo. Essa determinacéo deve ser feita a partir
de um minimo de nove determinacdes, contemplando o limite de variagdo do método, ou sgja,
trés concentractes (baixa, média, alta), com trés réplicas cada, ou a partir de no minimo de
seis determinagdes a 100% da concentragdo teste. A precisdo intermedidria expressa o efeito
de variagOes intra-laboratoriais devido a eventos diferentes como diferentes dias, analistas ou
equipamentos. A reprodutibilidade refere-se a0 uso do procedimento andlitico em diferentes
laboratérios, como parte de um estudo colaborativo.

E expressa normalmente através do coeficiente de variagdo percentual (CV%) ou
desvio padréo relativo (DPR), e pode ser avaliada através de testes estatisticos como o teste F.

Exatidao

Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados e um
valor aceito como referéncia. Pode ser expressa como o percentua de resposta obtido através
do ensaio de uma quantidade conhecida da substéncia em exame incorporada em um meio de
composicdo definida. Este parémetro deve ser analisado ap6s o estabelecimento da
linearidade e da especificidade, podendo ser calculada como a percentagem de recuperacéo da

quantidade conhecida da substéancia quimica de referéncia adicionada a amostra.



Robustez

Corresponde a capacidade de um méodo ndo ser afetado por uma peguena e
deliberada modificagdo em seus parametros, como por exemplo: propor¢cdo e pH da fase
moével, temperatura, comprimento de onda, estabilidade da solucdo anditica, tempo de

extracdo, entre outras.

A literatura indica que ndo existe necessdade de avaliar todos os parametros de
performace analitica. O tipo de méodo e seu respectivo uso determinam quais parametros
devem ser investigados. Para os ensaios de determinacdo quantitativa a especificidade, a
precisdo, a exatidéo e a linearidade devem ser consideradas (ICH, 1996; USP, 2004; KRULL
& SWATZ, 1998).

No presente capitulo serdo apresentados os métodos por espectrofotometria na regido
do ultravioleta (UV), cromatografia liquida (CL) e eletroforese capilar (EC), os quais foram
validados para determinacdo quantitativa do dicloridrato de cetirizina em matéria-prima,
comprimidos e cdpsulas manipuladas. A comparacdo dos métodos propostos esta, igualmente,

apresentada neste capitulo através de andlise estatistica

4.2 Produtos far macéuticos

Comprimidos de 10 mg do dicloridrato de cetirizina. (Produto A / Referéncia)
Excipientes: lactose; talco; didxido de titanio; polietilenoglicol; eudragite E; estearato de

magnésio; polivinilpirrolidona e amido de milho.

Cépsulas manipuladas de 10 mg do dicloridrato de cetirizina. (Produto D).
Excipientes: lactose; estearato de magnésio; amido de milho; polivinilpirrolidona e

hydroxipropilmetilcelulose.
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4.3 Solventes e reagentes

Agua destilada purificada;

Acetonitrilagrau HPLC, Tedia;

Acido fosférico PA, Merck;

Acido cloridrico PA, Merck;

Gés Hélio, White Martins,

Hidréxido de sbdio PA, Merck;

Hidroxido de sodio 0,1M, Agilent Technologies;
Metanol PA, Tedia;

Peroxido de hidrogénio PA,V etec;

Solucéo tampéo pH 4,0, Merck;

Solucéo tampéo pH 7,0, Merck;

Tetraborato de sddio decaidratado PA, Merck;
Trietilamina, Merck.

4.4 Equipamentos e acessorios

Balanca analitica, Sartorius;

Banho ultra-sonico, Thornton;

Bomba de vécuo, modelo 141 Primar;

Camara ultravioleta 254 nm, Cromato-V ue;

Capilar de silicafundida (40 cm x 50 um), Agilent Technologies;

Coluna cromatografica, Luna Phenomenex RP-18 (250 mm x 4,0, 5 um);
Cromatografo liquido Shimadzu SLC-10 ADvp equipado com bomba modelo LC-
10AD, detector com comprimento de onda variavel UV/VIS modelo SPD-10 ADvp,
controlador SCL-10 ADvp, integrador automético computadorizado através de
programa Class VP® software e injetor automético Rheodyne com “loop” de 20 pl
(Shimadzu; Kyoto, Japan);

Cubetas de quartzo 10 mm, 6030-UV Hellma;

Espectrofotdmetro UV / VIS, Milton Roy, modelo Spectronic Genesys 2;

Filtro de celulose regenerada 13 mm x 0,45 um, Sartorius;
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Lampada ultravioleta, Sankyo Denki Tuv 30 W/G 30 T8, 254 nm;

Manta de aguecimento, Fisatom;

Membrana filtrante de acetato de celulose 0,45 pum, Millipore;

Papel filtro quantitativo faixa preta, Framex;

Pipetador, Tranferpette Brand;

Potenciometro digital Field Lab;

Sistema de Eletroforese Capilar Agilent Technologies CE, detector com comprimento
de ondavariavel UV/VIS/IDAD;

Sistema de filtragdo, Millipore;

4.5 Espectrofotometria naregiao do ultravioleta (UV)

A andlise da cetirizing, através do método espectrofotométrico na regido do
ultravioleta, empregou como diluente &gua e deteccdo em 232 nm. Realizou-sg,
simultaneamente, a validagcdo do método utilizando como diluente HCI 0,1N, uma vez que
futuramente seria desenvolvido e validado méodo de dissolugdo deste farmaco em suas
formas farmacéuticas, neste mesmo solvente. Para vaidagd do método utilizaram-se,
inicialmente, os produtos A e D, com posterior aplicagdo aos demais.

4.5.1 Validagdo do método analitico

Parametros como especificidade, linearidade, limite de deteccéo (LD) e limite de
quantificacdo (LQ), precisdo (repetibilidade e precisdo intermedi&ria), exatiddo e robustez
foram utilizados para a validacdo dos métodos.

4.5.1.1 Especificidade

Avaliou-se a possivel interferéncia dos excipientes na determinagdo da cetirizina.
SolugBes de amostras simuladas dos excipientes contidos nos comprimidos e cépsulas
manipuladas foram elaboradas em diluigdes equivalentes a SQR, em agua. As solugdes foram
comparadas quanto ao perfil dos espectros obtidos.
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4.5.1.2 Preparo da Curva de Ringbom

Com a finalidade de determinar a faixa ideal de concentracdo, na qual o método
espectrofotométrico na regido do ultravioleta apresenta linearidade, foram construidas curvas
de Ringbom, utilizando &gua ou HCI 0,1N como diluente. A partir de uma solugdo de 100
ng/mL da SQR transferiram-se, com auxilio de bureta, aliquotas, variando entre 0,4 a 3,4 mL,
para baldes volumétrico de 10 mL. Completaram-se os volumes com &gua ou HCl 0,1N,
obtendo-se solugBes com concentragdes varidveis entre 4 a 34 pg/mL. As leituras das
absorvancias foram realizadas em 232 nm, utilizando-se cubetas de 1 cm de caminho Optico e
0s respectivos diluentes como branco. A partir dos resultados construiram-se as curva de
Ringbom plotando-se os valores de 100% - %T versus concentracdo em escala logaritimica

4.5.1.3 Linearidade: Curva de calibracao

A partir da solucdo de cetirizina SQR de 100 pg/mL transferiram-se, com auxilio de
bureta, aliquotas de 1,0; 1,5; 2,0; 25 e 3,0 mL para bades volumétricos de 10 mL.
Completaram-se os volumes, com &gua ou HCI 0,1N, obtendo-se solugdes com concentracdes
de 10, 15, 20, 25 e 30 pg/mL. As leituras foram efetuadas em 232 nm utilizando os mesmos
diluentes como branco. As curvas foram preparadas em trés dias diferentes. Com os valores
das absorvancias, em funcdo da concentracéo da cetirizina, foram calculados os coeficientes
de correlagdo e a equacdo da reta de cdibragdo. Os resultados foram submetidos a andlise
estatistica de variancia (ANOVA).

4.5.1.4 Limites de deteccao (L D) e quantificacdo (L Q)

Os LD e LQ foram determinados a partir dos dados da curva de calibragéo, utilizando
a seguinte equacéo (ICH, 1996):

LD =330 LQ=10c
IC IC
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Onde:

o: Desvio padrdo médio do intercepto;

IC: Inclinagdo da curva de calibracéo.

45.1.5 Precisao

A precisdo do método foi avaliada através dos coeficientes de variacdo percentual
obtidos durante a determinacdo da cetirizina em comprimidos e cdpsulas manipuladas nos
testes de repetibilidade (intra-dia, n = 6) e precisdo intermediéria (inter-dias, n = 2) realizados.

Preparo das amostras e SQR

Determinou-se o peso médio de 20 comprimidos e 0 peso do contelido de 20 capsulas
manipuladas, conforme Farmacopéia Brasleira |V Edicdo (1988). Trituraram-se 0s
comprimidos até a formagdo de um pé homogéneo. Misturaram-se os contetidos das capsulas
manipuladas. Foram transferidos o equivalente a 10 mg de cetirizina, provenientes do peso
médio de 20 unidades de cada amostra para baldes volumétricos de 50 mL, solubilizando-se
com auxilio de 25 mL de &gua ou HCI 0,IN. Apds banho ultra-sbnico por 5 minutos,
completaram-se 0s volumes com os mesmos diluentes e filtraram-se as solugbes com papel
filtro quantitativo, desprezando-se os primeiros 5 mL. Aliquotas de 1 mL do filtrado foram
transferidas para balGes volumétricos de 10 mL, a fim de se obter solugdes de 20 ng/mL. Em

paralelo, prepararam-se solucgdes de cetirizina SQR na mesma concentragéo.

Cdculos

A concentragdo de cetirizina em comprimidos e capsulas manipuladas foi determinada
pela seguinte equacao:

C= (AA . CSQR) / ASQR

Onde:

Aa: Absorvancia da solugéo de cetirizina nas amostras,
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Csor:  Concentragdo da SQR;
Asor:  Absorvancia média da SQR.

A percentagem de cetirizina nas amostras comerciais foi calculada pela seguinte
equacao:

C% = (CA . P)/ Cr

Onde:

Ca . Concentracéo percentual amostras,

P.  Purezada SQR;

Cr: Concentracdo tedrica da solucéo de cetirizina amostra.

4.5.1.6 Exatidao: Teste de Recuperacao

Para o0 teste de recuperacdo das amostras de comprimidos e cdpsulas manipuladas,
transferiram-se aliquotas de 1,2 mL de uma solucdo de 100 pg/mL, preparada em &gua ou
HCl 0,1N, das amostras para baldes volumétricos de 10 mL, denominados A, R;, R; e Rs.
Adicionaram-se aliquotas de 0,6, 0,8 e 1,0 mL da solucdo de SQR de 100 ug/mL aos baldes
R1, Rz e R3, respectivamente. Simultaneamente, foram preparadas solugdes de amostra e SQR
na concentragdo de 12 pug/mL de cetirizina, denominadas de A e SQR, respectivamente
conforme Tabela 5.

Tabela 5 - Preparo das solucbes para o teste de recuperacéo da cetirizina, em comprimidos e
cdpsulas manipuladas, preparadas em agua ou HCl 0,1N, utilizando espectrofotometria na
regido do ultravioleta.

Baldo volumétrico Volume (mL.) da Volume (mL.) da Concentracao
de 10 mL solucéo amostra solucéo SQR ( /mL)Q
(100 pg/mL) (100 pg/mL) 19
A 1,2 - 12,0
R1 1,2 0,6 18,0
R2 1,2 0,8 20,0
R3 1,2 1,0 22,0

SQR - 1,2 12,0
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Cdélculo para o teste de recuperacdo

As percentagens de recuperacdo da cetirizina SQR foram calculadas através da
seguinte equacdo, conforme a AOAC (Association of Official Analytical Chemists,1990):

R% = [(CA — CNA)/ Cp] P

Onde:

Ca: Concentragéo de cetirizina encontrada na amostra adicionada de SOR;
Cna: Concentragao de cetirizina encontrada na amostra ndo adicionada de SQR,;
Cp.  Concentracdo de cetirizina SQR (ng/mL) adicionada a amostra;

P.  Purezada SQR.

45.1.7 Robustez

A robustez do método foi avaliada através da andise da estabilidade das solucdes de
cetirizina SQR, na concentracdo de 20 pg/mL, diluidas em &gua ou HCI 0,1N, a 4°C e a
temperatura ambiente. Ap6s os tempos de 0 e 48 horas, leituras foram realizadas em 232 nm,

utilizando os mesmos diluentes como branco.
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4.5.2 Resultados

A Figura 9 apresenta os espectros obtidos no estudo da interferéncia dos excipientes

nos métodos propostos.
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Figura 9 — Espectros de absor¢do molecular na regido do ultravioleta das solugbes de cetirizina SQR (1) e
amostras simuladas de exci pientes dos comprimidos (2) e capsulas manipul adas (3), obtidos em agua, e solugdes
de cetirizina SQR (4) e amostras smuladas de excipientes dos comprimidos (5) e capsulas manipuladas (6),
obtidos em HCI 0,1N, na concentragdo de 20 pg/mL.
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A Figura 10 representa as curvas de Ringbom, preparadas em égua e HCI 0,1N,
obtidas apOs conversdo dos valores de transmitancia encontrados para um intervalo de
concentracdo de 4,0 e 34,0 pg/mL.
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Figura 10 - Representacdo grafica das curvas de Ringbom da cetirizina SQR, preparadas em agua (1) e HCI
0,1N, (2), obtidas pelo método espectrofotométrico naregido do ultraviol eta.

Na Tabela 6 encontram-se as absorvancia médias correspondentes a cetirizina, obtidas
na curva de calibragdo, referentes a cada diluicdo da SQR. Os coeficientes de variagéo
percentua médio das absorvancias obtidas foram de 0,36 e 0,26, em &gua e HCl 0,1N

respectivamente.
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Tabela 6 - Absorvéancias da cetirizina SQR obtidas para elaboragéo da curva de calibragéo, em
adgua e HCI 0,1N, por espectrofotometria naregido do ultravioleta.

Diluente Concentracao Absorvancias
(Hg/mL) 1° dia 2° dia 3 dia Médiazepm CV%
10,0 0,329 0,322 0,331 0,327 £ 0,003 1,44
15,0 0,486 0,481 0,479 0,482 £+ 0,002 0,75
Agua 20,0 0,647 0,634 0,645 0,642 + 0,004 1,09
25,0 0,808 0,792 0,791 0,797 £ 0,005 1,20
30,0 0,962 0,953 0,959 0,958 + 0,003 0,48
10,0 0,351 0,351 0,361 0,354 + 0,003 1,63
15,0 0,523 0,526 0,538 0,529 + 0,004 1,50
HCl 0,1N 20,0 0,690 0,692 0,704 0,695 + 0,004 1,09
25,0 0,866 0,853 0,887 0,869 + 0,099 1,97
30,0 1,039 1,027 1,067 1,044 + 0,012 1,97

e.p.m = erro padrdo da média
CV% = coeficiente de variago percentual

A representacdo da curvas de calibragcdo e das equagdes da reta em agua destilada e

HCI 0,1N, obtidas por regressdo linear pelo méodo dos minimos quadrados, encontram-se na

Figura 11.
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Figura 11 - Representacdo grafica das curvas de calibracdo e das equacies das retas da cetirizina SQR, em agua
(1) eHCI 0,1N (2), ohtidas pelo méodo espectrofotométrico na regido do ultraviol eta.
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As Tabelas 7 e 8 apresentam os valores dos tratamentos estatisticos sobre os valores
experimentais obtidos paras as curvas de calibragdo, em &gua e HCI 0,1N, através de andlise
de variancia. Os valores referentes a andlise dos limites de deteccdo (LD) e quantificagdo
(LQ), calculados através das equagdes descritas no item 4.5.1.6, encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7 - Andlise de variancia (ANOVA) das absorvancias, em agua e HCl 0,1N, obtidas
para elaboragdo das curvas de calibragdo da cetirizina SQR, por espectrofotometria na regiao
do ultravioleta.

Diluente Fontesdevariacdo  GL Soma dos Variancia F*
Quadrados
Entre concentracdes 4 0,74548 1,8.10" 4,7.10°(3,49)
-regressdo linear 1 0,74544 7,4.10" 1,9.10%(4,96)
Agua  -desvio dalinearidade 3 40.10° 1,0.10° 0,32 (3,71)
Residuo 10 3,9. 10" 4,0.10°
Tota 14 0,74587
Entre concentragbes 4 0,8872 22.10" 1,2.10% (348)
-regressao linear 1 0,8871 89.10% 51.10% (4,96)
HCl 0,AN  -desvio dalinearidade 3 80.10° 30.10° 0,15 (3,71)
Residuo 10 17.10° 17.10%
Totd 14 8.9.10"

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

Tabela 8 - Resultados das curvas de calibragdo, em &gua e HCI 0,1N, obtidos pelo método dos
minimos quadrados, por espectrofotometria na regido do ultravioleta

Resultados
Parametros Agua HCI 0,1N

Faixa de linearidade 10 — 30 pg/mL 10 — 30 pg/mL

Equacdo: y =bx + a y =0,0315x + 0,0107 y =0,0344x + 0,0105
Inclinagdo (b) + desvio padréo 0,0315 + 0,0020 0,0344 + 0,0008
Intercepto (@) + desvio padréo 0,0107 + 0,0030 0,0105 + 0,0067

Coeficiente de correlagéo (r) 1,000 0,999
Limite de deteccéo (LD) 0,34 ng/mL 0,64 ng/mL

Limite de quantificagéo (LQ) 1,04 ng/mL 1,95 ng/mL
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Os vaores experimentais obtidos nos doseamentos dos comprimidos e capsulas
manipuladas de cetirizina, referentes a precisdo do método, em agua, assim como os valores
dos tratamentos estatisticos por andlise de variancia (ANOVA) inter-dias, encontram-se na
Tabela 9.

Tabela 9 - Vaores experimentais referentes a determinaco de cetirizina e andlise de variancia
(ANOVA) da precisdo inter-dias de comprimidos e capsulas manipuladas, em agua, obtidos
por espectrofotometria naregido do ultravioleta

Comprimidos (%) Capsulas manipuladas (%)
AMmostras 1° dia 2° dia 1° dia 2° dia

1 99,59 99,29 98,21 98,07

2 99,75 100,36 98,36 97,76

3 98,83 98,68 98,82 97,46

4 100,51 - 98,98 ;

S 100,67 - 99,28 -

6 100,82 - 99,74 -
Media 100,03 99,44 98,90 97,76
ep.m 0,20 0,18 0,23 0,17
CV% 0,50 0,32 0,58 0,31

ANOVA F calculado F calculado
Inter-dias 1,08 3,45

e.p.m = erro padrdo da média.
CV % = coeficiente de variacao percentual.
F calculado para P < 0,05 (5,59).

A Tabela 10 apresenta os valores experimentais obtidos nos doseamentos e os valores
dos tratamentos estatisticos por andlise de variancia (ANOVA) inter-dias dos comprimidos e
cdpsulas manipuladas de cetirizina, referentes a precisdo do método, em HCI 0,1N.

Na Tabela 11 encontram-se os resultados obtidos nos testes de exatidédo por
recuperacdo da SQR dos comprimidos e capsulas manipuladas da cetirizina, obtidos por
espectrofotometria naregido do ultravioleta, em dgua e HCI 0,1N.
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Tabela 10 - Valores experimentais referentes a determinagdo de cetirizina e andise de
variancia (ANOVA) da precisdo inter-dias de comprimidos e capsulas manipuladas, em HCI
0,1N, por espectrofotometria naregido do ultravioleta

Comprimidos (%)

Cépsulas manipuladas (%)

Amostras

1° dia 2° dia 1° dia 2° dia

1 102,60 103,40 102,96 101,98

2 102,88 103,69 102,40 102,98

3 102,88 103,55 103,39 102,27

4 103,16 - 102,54 -

5 103,94 - 103,25 -

6 104,30 - 102,40 ]
Média 103,29 103,55 102,82 102,41
ep.m 0,28 0,08 0,18 0,29
CV% 0,65 0,14 0,43 0,50

ANOVA F calculado F calculado
Inter-dias 1,61

e.p.m = erro padrdo da média.

CV % = coeficiente de variacdo percentual.
F calculado para P < 0,05 (5,59).

Tabela 11 - Resultados experimentais referentes aos testes de recuperagdo para 0S
comprimidos e capsulas manipuladas de cetirizing, em &ua e HClI 0,AN, por
espectrofotometria naregido do ultravioleta

R (pg/mL
SQR (pg/mL) QR (ng/mL) % Recuperagao
Amostra o Recuperada
Adicionada i} ,
Agua HCI 0,1N Agua HCIO,AIN
6,0 6,21 6,07 103,50 101,17
Comprimidos 8,0 8,13 8,23 101,62 102,87
10,0 10,43 10,27 104,10 102,70
6,0 5,98 6,03 99,66 100,50
Cépsulas manipuladas 8,0 8,08 8,30 101,00 103,75
10,0 9,92 10,11 99,20 101,10
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4.5.3 Discussao

A espectrofotometria na regido do ultravioleta, por ser um método fécil, rapido e de
custo relativamente baixo, tem sido amplamente utilizada para a quantificagdo de farmacos
(CLURCZAK, 1998).

Existem alguns métodos na literatura para determinagc@o de cetirizina em comprimidos
envolvendo a espectrofotometria na regido do visivel, mas a maioria necessita de extracéo ou
utiliza solventes de toxicidade elevada. Como mencionado anteriormente, Hidalgo (2001) e
Parthasaradhi et.al. (1993) desenvolveram métodos por espectrofotometria direta para andlise
da cetirizina em comprimidos. No entanto, 0 acesso a esses trabalhos sO ocorreu apos 0
desenvolvimento dos métodos apresentados no presente estudo.

Muitos solventes estdo disponiveis para andlise na regido do ultravioleta e a escolha
dos mesmos deve ser baseada na solubilidade da substéncia a ser andisada Para a
identificacdo da cetirizina SQR por espectrofotometria na regido do ultravioleta, a
Farmacopéia Britanica (2003) indica a utilizagdo de HCI 0,1N, motivo pelo qua esse diluente
foi utilizado. Devido sua solubilidade em é&gua, avaliou-se, também, o emprego desse
diluente.

A especificidade do método foi avaliada através da pesquisa da possivel interferéncia
dos excipientes dos comprimidos e cdpsulas manipuladas na determinacdo quantitativa da
cetirizina, utilizando &gua e HCl 0,1N como diluentes. De acordo com 0s espectros obtidos
para a SQR e as respectivas amostras simuladas dos comprimidos e cdpsulas (Figura 9),
constatou-se que o método foi especifico apenas para &gua, demonstrando ndo haver
interferéncia dos excipientes nesse diluente no comprimento de onde de méxima absor¢do. Os
resultados desse trabalho estdo de acordo com o estudo de especificidade realizado por
Hidalgo (2001), a qual afirma a falta de especificidade do método em HCI 0,1N, a partir da
concentracdo de 20 pg/mL.

A intensidade de uma banda de absor¢édo no ultravioleta é usuamente expressa como
absortividade molar a uma absor¢do maxima, x maximo ou log x méximo. A absortividade
molar aparente calculada para a cetirizina em agua e HCl 0,1N a 232 nm foi de 11.024 mol ~

'em?e12.114 mol *cm™

, respectivamente.
Foi empregada a curva de Ringbom para verificar o intervalo 6timo de concentracdo
para qual o método pode ser utilizado. Observou-se, através dessa, que houve linearidade na

faixa de de 10 a 30 ug/mL, conforme apresentado na Figura 10, para ambos os diluentes.
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Foram desenvolvidas trés curvas em diferentes dias, sendo calculadas as absorvancias
médias obtidas para tragcar a curva padréo, conforme Figura 11. Os resultados apresentaram
boa correlagcdo linear entre as absorvancias obtidas e a concentracéo da cetirizina SQR, nos
intervalos de 10,0 a 30,0 ug/mL, em &gua e HCI 0,1N. As equacdes das retas para 0 método
foram respectivamente: y =0,0316x + 0,0107, com coeficiente de correlacdo de 1,000 em
&gua, y =0,0344x + 0,0105, com coeficiente de correlagdo de 0,999 em HCI 0,1N. A Tabela 8
resume oS parametros das curvas padroes. Os dados da linearidade foram validados pela
andlise de variancia (ANOVA) que demonstrou significativa regressdo linear e nenhum
desvio dignificativo da linearidade (P < 0,05). Os resultados comprovaram a validade do
método em relagdo a linearidade.

A sensibilidade do método espectrofotométrico foi avaliada através da determinacdo
dos limites de deteccéo (LD) e quantificacéo (LQ) da cetirizina (Tabela 8). Os valores obtidos
parao LD e LQ de acordo com o célculo foram de 0,34 pg/mL e 1,04 ug/mL, em é&gua, e
0,64 ug/mL e 1,95 pg/mL, em HCI 0,1N, respectivamente, indicando boa sensibilidade do
método.

A precisdo do método analitico foi demonstrada através da repetibilidade (intra-dia) e
precisdo intermediaria (entre-dias). Os valores experimentais obtidos para a determinacdo da
cetirizina nas amostras, no mesmo dia e nas mesmas condi¢des, foram 100,03% e 98,90%, em
&gua, e 103,29% e 102,82%, em HCl 0,1N, para comprimidos e capsulas manipuladas,
respectivamente. Nas andlises realizadas no segundo dia obteve-se 99,44% e 97,76%, em
&gua, e 103,55% e 102,41%, em HCl 0,1N, para comprimidos e capsulas manipuladas,
respectivamente (Tabela 9). Os baixos valores de coeficiente de correlacéo (< 2%) obtidos
neste estudo caracterizam o méodo como preciso. A ANOVA indicou que ndo houve
diferenca significativa entre as diferentes andlises redlizadas na avaliagdo da precisdo inter-
dias do método (Tabelas 9 e 10).

A exatiddo do método proposto (Tabela 11) foi determinada através do teste de
recuperacao da cetirizina SQR, em agua e HCI 0,1N. As percentagens de recuperacdo média
obtidas foram de 103,07 % e 99,95%, em &gua, e 102,25% e 101,78%, em HCI 0,1N, para
comprimidos e capsulas manipuladas, respectivamente. Os resultados encontrados
caracterizam o método como exato.

Na andlise dos resultados referentes a robustez do método, observou-se que as
solugdes de cetirizina SQR submetidas a0 teste de estabilidade, na concentracdo de 20 pg/mL,
preparadas em &gua e HCl 0,1N, apresentaram reducdo nos valores das leituras de suas
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absorvancias em relacdo aos valores originais, apos 48 horas. As solugdes diluidas em &gua,
estocadas a 4°C e a temperatura ambiente, apresentaram diminuicdo de 6,62% e 8,47% em
suas absorvancias, e as diluidas em HCl 0,1N, reducéo de 6,39% e 5,55%, respectivamente.
N&o houve alteracéo no méximo de absor¢ao.

Os métodos propostos mostraram-se  adequados, apresentando simplicidade,
linearidade, precisdo e exatiddo. Verificou-se, no entanto, que existe interferéncia dos
excipientes, em HCI 0,1N, demonstrando, assm, fata de especificidade para esse diluente.
Andlises edtatisticas realizadas entre os dois métodos, demonstraram diferenca significativa

entre oS mesmos.

4.6 Cromatogr afia liquida (CL)

As condigdes cromatograficas experimentais padronizadas encontram-se descritas na
Tabela12.

Tabela 12 - CondigBes experimentais utilizadas no método analitico por cromatografia
liquida.

Caracteristicas Descricéo

Coluna Luna Phenomenex® RP-18 (250 mm x 4,0 mm, 5 um)

Fase movel Acetonitrila: Solugdo A (40:60, V:V)
Solugdo A : Acido fosférico 0,1 % pH 3,0 (gjustado com
trietilamina)

Comprimento de onda 232 nm

Vazéo 1,0 mL/minuto

Volume de injegcdo 20 ul

Os componentes da fase movel foram misturados e filtrados, sob vécuo, através de
membrana de nylon 0,45 mm e 47 mm de didmetro, e desgazeificados com gas hélio durante
10 minutos. A coluna foi previamente estabilizada, através da passagem da fase mével,
durante 30 minutos, na vazéo de 1 mL/minuto. Apés estabilizagdo do sistema as solugdes da
SQR e das amostras foram filtradas em membrana de celulose regenerada com porosidade de

0,45 nm, antes de serem injetadas no cromatografo liquido no volume de 20 plL.
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4.6.1 Validagdo do método analitico

A vdlidacdo do método analitico por cromatografia liquida utilizou os seguintes
parametros. especificidade, linearidade, LD e LQ, precisdo (repetibilidade e preciséo
intermediéria), exatiddo e robustez. Para os testes de linearidade, precisdo, LD e LQ e
exatiddo foram empregados os mesmos procedimentos descritos nos itens 4.5.1.3, 4.5.1.4,
4.5.1.5 e 4.5.1.6, respectivamente, do método espectrofotométrico na regido do ultravioleta
Neste item, encontram-se descritos apenas 0s procedimentos para os testes de especificidade e
robustez.

4.6.1.1 Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através de estudos de degradacdo forcada da
SQR sob condi¢des hidroliticas (&cida e alcalina), oxidativas (H,O, 30V) e fotaliticas (luz UV
254 nm). No acompanhamento desse estudo foram avaliados 0s seguintes parametros. pureza
do pico e percentagem de érea referente a cetirizina, redizada através do programa CLASS
VP 6.14. Os espectros da cetirizina e dos produtos de degradacdo formados foram obtidos por
detector de arranjo de diodos (DAD) e foram tragados na faixa de 200 a 400 nm.

Preparo da SQR nas condi¢es normais (tempo zero)

Pesou-se, andliticamente, 10 mg da SQR e transferiu-se para baldo volumétrico de 100
mL. Completou-se 0 volume com &gua destilada, obtendo-se solugdo na concentragdo de 100
pg/mL. Transferiu-se aliquota de 2,0 mL para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o
volume com &gua destilada, obtendo-se solucéo na concentragéo de 20 pg/mL.

Hidrdlise &cida e alcalina

SolugBes de cetirizina SQR, na concentragdo de 1 mg/mL, preparadas em HCl 1N e
NaOH 1N, foram submetidas a refluxo, sob temperatura de 70°C, durante 4 horas. Apés este
periodo, transferiram-se aliquotas de 1 mL da solucéo refluxada para baldes volumétricos de
50 mL e efetuaram-se as neutralizagdes das amostras com 1 mL de NaOH 1N e HCI 1N,
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respectivamente, para hidrélise &cida e acalina. Completaram-se 0s volumes com é&gua

destilada para obtencéo de solugdes com concentracéo de 20 pg/mL.

Degradacéo oxidativa

Preparou-se solugdo de cetirizina SQR na concentracdo de 1 mg/mL, a temperatura
ambiente e protegida da luz, em peréxido de hidrogénio 30V. Apds o intervalo de 4 horas,
aliquotas de 1 mL foram retiradas para baldes volumétricos de 50 mL. Completaram-se 0s
volumes com &gua destilada para obtencéo de solugcdo com concentragdo de 20 pg/mL.

Degradacgéo fotolitica

SolugBes aquosas de cetirizina SQR, na concentragdo de 1 mg/mL, foram transferidas
para cubetas de quartzo e vidro. As solucdes foram irradiadas por luz UV 254 nm a uma
distancia de 40 cm da lampada. O p6 da SQR, em vidro de relégio, foi igualmente irradiado
nas mesmas condi¢Bes descritas anteriormente. Aliquotas de 1 mL das solucfes e 10 mg do
p6 foram transferidas, apds o intervalo de 4 horas, para baldes volumétricos de 50 mL e
solubilizadas com auxilio de 25 mL de &gua destilada. Completaram-se os volumes com o

mesmo diluente para obtencdo de solugdes de 20 pg/mL.

4.6.1.2 Robustez

A robustez do método anditico foi avaliada através de variacbes nas condigdes
cromatogréficas estabelecidas, tais como: utilizagdo de trés coluna de diferentes fabricantes
(Merck, Luna Phenomenex e Hypersil) com as mesmas dimensdes e especificagOes,
modificagdo no comprimento de onda, de 232 para 238 nm, e mudanca na proporcao de fase
mével (60% para 40%). Para este teste foram preparadas solucBes de cetirizina SQR,
comprimidos e cdpsulas manipuladas, na concentracdo de 20 ug/mL, conforme descrito no
item 4.5.1.4.
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A especificidade do método foi testada através dos estudos de degradacdo forcada da

SQR em meios &cido, alcalino, oxidativo e fotolitica. Os cromatogramas das solugdes, na

concentracdo tedrica de 20,0 pug/mL, obtidos nos tempos iniciais (tempo zero) e apds o

periodo de degradacdo estdo apresentados nas Figura 12. O tempo inicial zero refere-se a

aliquota da amostra retida antes de ser submetida a condi¢do de degradacéo.
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Figura 12 - Cromatogramas da degradacéo forcada da cetirizina SQR (C = 20 pg/mL) em meio acido HCI 1M
tempo zero (A1) e 4 horas (A2), em meio alcalino NaOH 1M em tempo zero (B1) e 4 horas (B2), meio oxidativo
H,O, em tempo zero (Cl) e 4 horas (C2) e fotdlise em tempo zero (D1) e 4 horas (D2).Condigoes
cromatogréficas: coluna Luna Phenomenex® RP;g (250 mm x 4 mm, 5 pm); fase movel: acetonitrila / &cido
ortofosférico 0,1% pH 3 ajustado com trietilamina (60:40) (v:v); vaz&o: 1 mL/ min; volumeinjetado: 10 pL.
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Na Figura 13 estdo apresentados os cromatogramas obtidos para a cetirizina SQR e
para as amostras de comprimidos e capsulas manipuladas. Os tempos de retencdo das
amostras foram semelhantes com aquele obtido com a SQR.
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Figura 13 - Cromatogramas obtidos por cromatografia liquida das solucfes aguosas da cetirizina SQR (1)
(TR=6,79), dos comprimidos (2) (TR=6,79) e capsulas manipuladas (3) (TR= 6,71), na concentracdo de 20
pg/mL. CondicBes cromatograficas: coluna Luna Phenomenex® RPy (250 mm x 4 mm, 5 um); fase méve:
acetonitrila/ &cido ortofosforico 0,1% pH 3 ajustado com trietilamina (60:40) (v:v); vaz&o: 1 mL/ min; volume
injetado: 10 pL.

A Tabela 13 apresentam os valores experimentais obtidos na construcéo da curva de
calibracéo da cetirizina. A representacdo da curva de calibragdo e a equagdo da reta, obtida
por regressdo linear pelo método dos minimos quadrados, encontram-se na Figura 14. O
coeficiente de variagdo percentual médio das &reas obtidas foi de 0,99%.
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Tabela 13 - Areas absolutas obtidas na determinagio da curva de calibracdo da cetirizina
SQR, por cromatografia liquida.

5 Areas Absolutas
CO?:;;T)@O 1° dia > dia Faa | edaxepm  CV%
10,0 347988 346279 342076 345748+ 2548 0,74
15,0 515097 516004 508830  513613+4135 0,81
20,0 685404 687515 678330  683760+4778 0,70
25,0 865147 861714 840300  855750+13413 1,57
30,0 1035689 1033419 1016673 1030260+ 11846 115

e.p.m = erro padrdo da média
CV% = coeficiente de variagdo percentual

Eggggg | y =34223x + 13636
r =0,999
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Figura 14 - Representag&o gréfica da curva de calibracdo da cetirizina SQR, por cromatografia liquida.

As Tabelas 14 e 15 apresentam os valores dos tratamentos estatisticos sobre os valores
experimentais obtidos para a curva padrédo. Os vaores dos limites de detecgdo (LD) e
quantificacgo (LQ), calculados através da equacdo descrita no item 4.5.1.6, encontram-se na
Tabela 14.



Tabela 14 - Resultados da curva de calibragéo,

para o método, por cromatografia liquida.
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obtida pelo método dos minimos quadrados,

Parametros Resultados
Faixa de linearidade 10— 30 pg/mL
Equacdo: y =bx + a y = 34223x + 1363,6
Inclinag&o (b) + desvio padréo 34223 £ 675
Intercepto (@) + desvio padréo 1363,6 + 1262
Coeficiente de correlagéo (r) 0,999
Limite de deteccéo (LD) 0,28 ng/mL
Limite de quantificagéo (LQ) 0,84 ng/mL

Tabela 15 - Andlise da variacdo (ANOVA) das areas absolutas, obtidas para obtencdo da
curva de calibragdo da cetirizina SQR, por cromatografia liquida.

Soma dos
Fontes de variacéo GL Variancia F*
Quadrados

Entre concentraces 4 8,7847.10 22.10" 2,9.10°(3,48)
-regressdo linear 1 8,7842.10 * 88.10" 1,2 .10 *(4,96)
-desvio da linearidade 3 49.10° 1,6.10' 0,22 (3,71)
Residuo 10 7,3.10°8 7,3.10°
Total 14 88.10"

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

Os vaores experimentais obtidos nos doseamentos dos comprimidos e capsulas

manipuladas de cetirizing, referentes a precisdo do método, encontram-se na Tabela 16.

Na Tabela 17, encontram-se os resultados do teste de exatidado por recuperagcdo da

SQR dos comprimidos e cdpsulas manipuladas da cetirizina.
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Tabela 16 - Vaores experimentais referentes a determinagdo de cetirizina em comprimidos e
cdpsulas manipuladas e andlise de variancia (ANOVA) da precisdo inter-dias, por
cromatografia liquida

Comprimidos (%) Capsulas manipuladas (%)
Amostras
1° dia 2° dia 1° dia 2° dia

1 100,83 102,82 96,72 99,16

2 101,50 100,72 96,04 97,24

3 102,22 101,62 99,87 99,35

4 100,81 - 98,25 -

5 103,10 - 96,60 -

6 100,76 - 97,18 -
Média 101,54 101,72 97,44 98,58
e.p.m 0,95 1,05 1,40 1,17
CV% 0,95 1,00 1,43 1,19

ANOVA F calculado F calculado
Inter-dias 0,07 1,45

e.p.m = erro padrdo da média.
CV % = coeficiente de variacao percentual.
F calculado para P < 0,05 (5,59).

Tabela 17 - Resultados experimentais do teste de recuperacéo da cetirizina em comprimidos e
cdpsulas manipuladas, por cromatografia liquida.

Quantidade de SQR (pg/mL)

Amosiras Adicionada Recuperada % de Recuperacdo
6,0 5,87 97,83
Comprimidos 8,0 8,15 101,80
10,0 10,07 100,70
6,0 6,01 100,16
Cépsulas 8,0 8,17 102,12

10,0 9,85 98,50
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4.6.3 Discussao

Dentre os méodos cromatogréficos, a cromatografia liquida congtitui-se em um
procedimento bastante utilizado em razéo de sua versatilidade. A possibilidade de variacéo
dos mecanismos de separacdo pela adequada escolha da coluna, fase mével e método de
deteccdo, permite a utilizagdo dessa técnica nas mais diversas fases de estudo de produtos
farmacéuticos. A cromatografia liquida necessita, entretanto, de equipamento e reagentes de
maior custo, 0 que pode tornar-se uma limitagdo para aguns laboratérios de controle de
gualidade de medicamentos (SKOOG et al., 2002).

Na literatura sdo encontrados alguns métodos para andlise de cetirizina em
comprimidos e solucdo ora por cromatografia liquida. No entanto, as condi¢cBes propostas
nestes estudos tornam pouco prética a aplicacdo destes métodos em controle de qualidade
rotineiro, uma vez que utilizam solugdes tampdo como fase mével (PARTHASARADHI et
al., 1993; PAW et al., 2002; RUDAZ et al, 2003; JABER et al, 2005). Procedimentos mais
simples, répidos e de fécil execucdo podem ser desenvolvidos e, assim, empregados.

As condicdes cromatograficas utilizadas no desenvolvimento do método
cromatografico foram influenciadas pelas propriedades fisico-quimicas da cetirizina, tais
como polaridade e solubilidade. A cetirizina € muito solivel em &gua, possuindo, portanto
caréater polar.

O método proposto empregou coluna cromatogréfica Cyg em virtude desta ser a mais
utilizada em laboratérios de controle de qualidade. Véarias fases moveis foram testadas em
diferentes proporgdes, tais como: dgua:metanol, dgua:acetonitrila. A fase mével congtituida de
&cido ortofosforico 0,1% (v:v) pH 3,0 com trietilamina : acetonitrila (60:40), mostrou-se
adequada, proporcionando um tempo de retencdo reprodutivel de aproximadamente sete
minutos, boa eficiéncia (pratos tedricos > 5000), com picos de boa resolucdo, seletividade e
smetria (< 2%).

Para andlise da especificidade do método submeteu-se a cetirizina SQR a degradacdo
forcada em meio &cido, acalino, oxidativo e fotolitico.

Na hidrélise &cida e acdina, apds 4 horas, houve aumento de 10,90% e 1,65%,
respectivamente, das é&reas referentes ao pico da SQR, que apresentou pureza de 99,99%, sem
variagdo no tempo de retencdo. N&o houve a formagdo de picos adicionais em ambas as
condigoes testadas (Figura 12).
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Na oxidagdo quimica com H,O, 30V, por 4 horas, observou-se o aumento de 12,83%
da area referente ao pico da SQR, gue apresentou pureza de 99,99%. N&o houve formacéo de
picos adicionais nem variagdo do tempo de retencdo (Figura 12).

ApGs 4 horas de fotdlise, verificou-se a reducéo de 7,0% da érea do pico referente a
SQR. O grau de pureza manteve-se elevado (99,99%) e ndo houve variagdo significativa no
tempo de retengdo (Figura 12).

Como pode ser observado nos cromatogramas obtidos no estudo de degradacéo
forcada ndo ocorreu a formagdo de picos adicionais em relacdo a cetirizina. Utilizando o
detector de diodos, pode-se verificar o pico referente a cetirizina SQR manteve sua pureza em
todas as determinagdes. Ndo foram verificadas, também, interferéncia de solventes, impurezas
ou excipientes nos cromatogramas (Figura 13).

Os resultados obtidos avaliaco da linearidade do método mostraram que as solucdes
de cetirizina SQR apresentaram correlacdo linear entre as éreas e as concentragdes obtidas nos
intervalos utilizados. Gréficos da concentragdo versus area foram plotados e demonstraram
boa linearidade na faixa de 10,0 a 30,0 pg/mL (Figura 14). A equagdo da reta obtida para o
método foi: y = 34223x + 1363,6, com coeficiente de correlacdo de 0,999.

A andlise de variancia (ANOVA), efetuada sobre os valores das &reas absolutas
obtidas das curvas de calibragdo da cetirizina, cujos elementos estdo determinados na Tabela
15, demonstraram que a regressdo linear é significativa, ndo havendo desvio de linearidade
(P<0,05). De acordo com ICH, para fins de quantificagdo, a faixa de variacdo pode encontrar-
se entre 80 a 120% da concentragdo de trabalho. No presente estudo, a faixa utilizada foi de
50 a 150% da concentracdo de trabalho.

O método cromatogréfico foi avaliado em relacdo a sua sensibilidade, através da
determinagéo dos limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ). Os valores calculados para o
LD e LQ foram 0,28 pg/mL e 0,84 ug/mL, respectivamente (Tabela 14). Solugdes de
cetirizina SQR, nessas concentragdes, foram preparadas e analisadas, confirmando os valores
tedricos. Os valores de LD e LQ indicam boa sensibilidade do método.

A precisdo do método analitico foi demonstrada através da repetibilidade (intra-dia) e
precisdo intermedidria (entre-dias). Os vaores experimentais médios obtidos para a
determinagdo da cetirizina nas amostras, no mesmo dia e nas mesmas condi¢bes, foram
101,54% e 97,44% para comprimidos e cdpsulas manipuladas, respectivamente. Nas andlises
realizadas no segundo dia obteve-se 101,72% para comprimidos e 98,58% para capsulas
manipuladas. A ANOVA indicou que nd houve diferenca significativa entre as analises
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realizadas em diferentes dias (Tabela 16). Os baixos valores de coeficiente de correlagdo (<
2%) obtidos neste estudo caracterizam 0 método como preciso.

A exatiddo do método proposto foi determinada através do teste de recuperacdo da
cetirizina SQR. As percentagens de recuperacdo media de 100,03 % e 100,16%, para
comprimidos e cdpsulas manipuladas, respectivamente, encontram-se descritas na Tabela 17.
Os resultados encontrados demonstraram boa exatidéo do método.

A robustez do método foi testada através de pequenas modificagdes nas condigdes
cromatogréficas propostas. A fim de verificar a smetria do pico foram testadas trés colunas
cromatogréficas Cig (250 mm x 4,0 mm d.i., 5u) das marcas Merck, Luna Phenomenex e
Hypersil com vazdes de 1,0 mL/minuto. Os cromatogramas revelaram que apenas a coluna
Luna Phenomenex apresentou picos com melhor resolugdo, simetria e menor tempo de
retencdo. A modificagdo do comprimento de onda de 232 para 238 nm ndo resultou em
variacdo significativa dos resultados. Os teores meédios obtidos em 232 nm (comprimidos =
102,82%, capsulas manipuladas = 99,35%) foram maiores que em 238 nm (comprimidos =
100,62%, capsulas manipuladas = 101,24%), no entanto em ambas as condigdes testadas o
coeficiente de variagcdo foi inferior a 2%. A partir de variacbes na composi¢do da fase movel,
constatou-se que volumes inferiores a 40% de acetonitrila resultam em um aumento no tempo
de retencéo em relagdo ao observado nas condi¢des otimizadas, assm como perda de simetria
do pico. Desse modo, pdde-se constar que as condi¢Bes utilizadas caracterizam o método
como robusto.

Redlizou-se, simultaneamente, a validagdo do método empregando-se as mesmas
condi¢des descritas na Tabela 12, mas utilizando HCl 0,1N como diluente para 0 preparo da
SQR e amostras, uma vez que futuramente seria desenvolvido e vadidado méodo de
dissolucdo da cetirizina em suas formas farmacéuticas neste mesmo solvente. Na Tabela 18

encontram-se os resultados da validag&o do método cromatogréfico.
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Tabela 18 - Resultados experimentais referentes ao ensaio de validagdo do método utilizando
HCI 0,1N como diluente, por cromatografia liquida.

Parametros Resultados
Faixa de linearidade 10 — 30 pg/mL
Equacdo: y =bx + a y =0,0363 — 0,0583
Coeficiente de correlagéo (r) 1,000
Limite de deteccéo (LD) 0,09 ng/mL
Limite de quantificagéo (LQ) 0,26 nmg/mL

Comprimidos Cépsulas manipuladas

Repetibilidade 100,29% (CV% = 0,71)  101,27% (CV% = 0,81)
Precisio intermediaria 100,74% (CV% = 0,92)  100,70% (CV% = 1,11)
Exatiddo (recuperacéo média) 100,05% 100,22%

Os resultados obtidos na validagd do método por cromatografia liquida, utilizando
HCl 0,IN como diluente, foram semelhantes aos encontrados em &gua, indicando que ndo
existe diferenca entre os diluentes empregados no preparo da SQR e amostras.

O método proposto mostrou-se adequado, apresentando, especificidade, linearidade,
precisdo e exatidao, podendo ser empregado para o controle de qualidade da cetirizina.

4.7 Eletrofor ese capilar (EC)

As condicBes eletroforéticas utilizadas para andlise da cetirizina por eletroforese
capilar encontram-se descritas na Tabela 19.
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Tabela 19 - CondicOes experimentais utilizadas no método analitico por eletroforese capilar.

Caracteristicas Descricao
Capilar de silica fundida 40 cm de comprimento e 50 nm de didmetro
Eletrdlito Tampéo tetraborato de sodio decaidratado 20mM pH 9,3
Tensdo aplicada 20KV (emrampa, 1KV/s)
Injecdo hidrodindmica 50 mBar
Tempo de injegcdo 5 segundos
Comprimento de onda 232 nm
Pré-condicionamento 2 minutos NaOH 0,1M; 2 minutos H»O; 3 minutos eletrolito
Pbs-condicionamento 3 minutos H,O
Temperatura de andlise 25°C+1°C

O detrdlito para andlise foi congtituido por uma mistura de tamp&o tetraborato de
sodio decaidratado 20 mM, com valor de pH gustado para 9,3. Esta solugdo foi filtrada, sob
vécuo, através de membrana de nylon 0,45 nm e 47 mm de didmetro, e desaerada em banho
ultra-sbnico durante 10 minutos. A ativagdo do capilar ocorreu antes da primeira andise
eletroforética com lavagens de solucéo de hidréxido de sddio 1M, agua ultrapura e eletrélito
por 15 minutos, respectivamente. Para as demais andlises o capilar foi submetido a um pré-
condicionamento através da lavagem com solucdo de hidroxido de sodio 1M, &gua ultrapura e
eletrdlito por 2, 2 e 3 minutos, respectivamente. Apos migracdo de cada amostra, o capilar foi
submetido ao pos-condicionamento, conforme descrigdo da Tabela 19.

As solucbes de cetirizina SQR e dos comprimidos e cdpsulas manipuladas foram
diluidas na solucdo tampéo tetraborato de sddio decaidratado 20 mM pH 9,3, na concentragcdo
de 50 pg/mL. Adicionou-se como padrdo interno (Pl) solugdo de nimesulida, previamente
solubilizada em acetonitrila, na mesma concentracdo. As solugdes preparadas com as formas
farmacéuticas foram posteriormente filtradas em papel filtro quantitativo, sendo
posteriormente submetidas a filtracdo em membrana de celulose regenerada com porosidade

de 0,45 nm, antes de serem injetadas no sistema eletroforético.
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4.7.1 Validagdo do método analitico

Foram avaliados os seguintes parametros analiticos: especificidade, linearidade, LD e
LQ, precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), exatiddo e robustez. Os LD e LQ foram
calculados empregando-se as equagdes discutidas no item 4.5.1.4.

4.7.1.1 Especificidade

Foram pesados, analiticamente, o equivalente a 10 mg de cetirizina SQR e 10 mg de
nimesulida Pl e transferidos para bal& volumétrico de 20 mL. Dissolveu-se com 10 mL de
solucéo tampdo tetraborato de sodio decaidratado 20 mM pH 9,3 e completou-se o volume
com o mesmo diluente. Desta solucdo foi retirada aiguota de 1 mL e transferida para baléo
volumétrico de 10 mL, obtendo-se a concentracdo de 50 ng/mL de cetirizina e nimesulida.

Paralelamente, foram preparadas solu¢bes de amostra smulada (ASE), contendo os
excipientes presentes nos comprimidos e capsulas manipuladas, em conformidade com o peso
médio de cada produto farmacéutico, utilizando diluicdo equivalente a solucdo de cetirizina
SQR e solugdo tampdo como diluente. Os eletroferogramas obtidos com a solugcdo de
cetirizina SQR foram comparados a0 das amostras simuladas de excipientes, para a
verificagdo da provéavel interferéncia dos excipientes na determinagdo quantitativa deste

farmaco.

4.7.1.2 Linearidade: Curva de calibracao

A partir da solugdo de cetirizina SQR e nimesulida Pl na concetracéo de 200 pg/mL
transferiram-se, com auxilio de bureta, aiquotas de 1,0; 2,5; 5,0; 12,5, 25,0; 50,0 e 75,0 mL
para baldes volumétricos de 100 mL. Completaram-se 0s volumes, com solucdo tampédo de
tetraborato de sddio decaidratado 20 mM pH 9,3, obtendo-se soluces com concentracdes de
2, 5, 10, 25, 50, 100 e 150 pg/mL. As curvas foram preparadas em trés dias diferentes. Com
os valores das areas, em funcdo da concentrag@o da cetirizina e nimesulida, foram calculados
os coeficientes de correlagdo e a equacdo da reta de calibragdo. Os resultados foram
submetidos a andlise estatistica de variancia (ANOVA).
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4.7.1.3 Precisao

A precisdo do método foi avaliada através dos coeficientes de variacdo percentual
obtidos durante a determinacdo da cetirizina em comprimidos e cdpsulas manipuladas nos
testes de repetibilidade (intra-dia, n = 6) e precisdo intermediéria (inter-dias, n = 2) realizados.

Preparo das amostras e SQR

Trituraram-se os comprimidos até a formagdo de um pé homogéneo. Misturaram-se 0s
conteldos de 20 cpsulas manipuladas. Foram transferidos o equivalente a 10 mg de
cetirizina e 10 mg de nimesulida Pl para baldes volumétricos de 20 mL, solubilizando-se com
auxilio de 10 mL de solucéo tampéo tetraborato de sodio decaidratado 20 mM pH 9,3. ApGs
banho ultra-sbnico por 5 minutos, completaram-se os volumes com os mesmos diluentes e
filtraram-se as solugbes com papel filtro quantitativo, desprezando-se os primeiros 5 mL.
Aliquotas de 1 mL do filtrado foram transferidas para baldes volumétricos de 10 mL, a fim de
se obter solugbes de 50 ng/mL. Em paraelo, prepararam-se solugdes de cetirizina SQR e

nimesulida Pl na mesma concentragéo.

Cdculos

A concentragdo de cetirizina em comprimidos e capsulas manipuladas foi determinada

de acordo com a seguinte equacao:

C= [(AA/AP|) / (ASQR/API )] . CSQR

An:  Areada solugdo de cetirizina nas amostras;
Ap.  Areada solucio de nimesulida padro interno;
Asor: Areada solucdo de cetirizina SQR;

Csor:  Concentragdo da solugéo de cetirizina SQR.
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A percentagem de cetirizina nas amostras comerciais foi calculada pela seguinte
equacao:

C% = (CA . P)/ Cr

Onde:

Ca . Concentragéo percentual das amostras;

P.  Purezada SQR;

Cr: Concentracdo tedrica da solucéo de cetirizina amostra.

4.7.1.4 Exatidao

Aliguotas de 4, 5 e 6 mL, de uma solucdo de 100 ug/mL das amostras e SQR, foram
transferidas para baldes volumétricos de 10 mL. Completaram-se 0s volumes, com tampao
tetraborato de sodio decaidratado 20 mM pH 9,3, obtendo-se solucfes nas concentracdes de
40 ng/mL, 50 pg/mL e 60 ug/mL, respectivamente. Em cada bal&o volumétrico foi adicionado
um volume de 5,0 mL da solucéo de nimesulida PI, na concentragéo de 100 ug/mL. Para cada

concentracdo foram preparadas 3 solugdes.

Cdélculo para o teste de exatidao

Para 0 célculo da exatiddo do método utilizou-se a seguinte equacdo, conforme RE
899 (BRASIL, 2003a):

C% = Ce/ Cr . 100%

Onde:
Ce: Concentracdo média experimental;
Cr: Concentracdo tedrica
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4.7.1.5 Robustez
Foram redlizadas modificagdes nas condicbes eletroforéticas propostas, tais como:
modificagbes no pH, na concentragcdo do tampéo tetraborato da fase mével e temperatura do

sstema. Solugdes de cetirizina SQR e nimesulida PI, ambos na concentragéo de 50 pg/mL,

foram preparadas conforme no item 4.7.1.3 e avaliadas nas diferentes condic¢oes.

4.7.2 Resultados

A Figura 15 apresenta os eletroferogramas obtidos na andlise de interferéncia dos

excipientes no método proposto.

C
25
201 B
151
10 ASE Capsula manipulada
ASE Conprimido
5] Brf'ancn / ) A, )
i { !
'l ]T]L ) 1 IL
I — —
1 2 3 4 5 :

min
Figura 15 — Eletroferogramas obtidos através da andlise por detroforese capilar das solugdes de amostras
simuladas de excipientes (ASE) de comprimido e capsula manipulada e branco. A= Solugdo tampéo; B =
Nimesulida padrdo interno e C = Cetirizina substancia quimica de referéncia (50 pg/mL). Condigoes
eetroforéticas: capilar de silica fundida (40 cm x 50 nm); fase movel: Tampéo tetraborato de sdio decaidratado
20mM pH 9,3; tensdo aplicada: 20 KV (em rampa, 1KV/s); injecdo hidrodindmica: 50 mBar e tempo de injecéo:
5 segundos.

A Tabela 20 apresenta os valores experimentais obtidos na construcéo da curva de
calibracéo da cetirizina. A representacéo da curva de calibracéo e equacdo da reta, obtida por

regressdo linear pelo método dos minimos quadrados, encontram-se na Figura 16. O

coeficiente de variagdo percentual médio das &reas obtidas foi de 1,27%.
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Tabela 20- Areas absolutas obtidas na determinaco da curva de calibragio da cetirizina SQR
por eletroforese capilar.

Concentraggo Areas Absolutas Média+ ep.m CV%
(ng/mL) 1° dia 2° dia 3° dia

2,0 0,019123 0,019533 0,019667 0,019441 + 0,001 1,46

50 0,055125 0,055638 0,056210 0,055658 + 0,001 0,98

10,0 0,115400 0,112343 0111744  0,113162+0,001 1,73

25,0 0,289912 0,291316 0,286120 0,289116 + 0,002 0,93
50,0 0,590385 0,593430 0,581996 0,588604 + 0,003 1,01
100,0 1,178135 1,174049 1,200572  1,184252+0,008 1,21
150,0 1,777167 1,765220 1,818314  1,786900+ 0,016 1,56

e.p.m = erro padrdo da média.
CV% = coeficiente de variaco percentual .

2000 1 y=00119x-0,0064
1,500 - r=0999

1,000 -
0,500 -

Areaabso uta (mAU)

0,000

0 50 100 150 200
Concentr agéo (ng/mL)

Figura 16 - Representagéo gréfica da curva de calibragdo da cetirizina SQR, obtida por e etroforese capilar.

As Tabelas 21 e 22 apresentam os valores dos tratamentos estatisticos sobre os valores
experimentais obtidos para a curva padréo, através de andlise de varidncia. Os valores
referentes a andlise dos limites de deteccéo (LD) e quantificagdo (LQ), calculados através da
equacdo descritano item 4.5.1.6, encontram-se na Tabela 21.
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Tabela 21 - Resultados da curva de calibracdo, obtida pelo método dos minimos quadrados,
para o método por eletroforese capilar.

Parametros Resultados
Faixa de linearidade 2—150 pg/mL
Equacdo: y =bx + a y = 0,0119x — 0,0064
Inclinacdo (b) + desvio padréo 0,0119 + 0,0002
Intercepto (@) + desvio padréo 0,0064 + 0,0045
Coeficiente de correlagéo (r) 0,999
Limite de deteccéo (LD) 1,24 ng/mL
Limite de quantificagéo (LQ) 3,78 mg/mL

Tabela 22 - Andlise da variacdo (ANOVA) das areas absolutas, obtidas para obtencdo da
curva de calibragdo da cetirizina SQR, por eletroforese capilar.

Fontes de variacéo GL Soma dos Variancia F*
Quadrados
Entre concentraces 6 8,140 1,3 9,2 . 10°(4,46)
-regressio linear 1 8,137 8,1 5,5 . 10%(8,86)
-desvio da linearidade 5 27.10° 55. 10" 3,8 (4,69)
Residuo 14 23.10° 1,5.10*
Tota 20 8,142

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

Os vaores experimentais obtidos nos doseamentos dos comprimidos e capsulas
manipuladas de cetirizina, referentes a precisdo do método, encontram-se na Tabela 23.
Na Tabela 24, encontram-se os resultados do teste de exatidado por recuperagcdo da

SQR dos comprimidos e cdpsulas manipuladas da cetirizina.
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Tabela 23 - Vaores experimentais referentes a determinagdo de cetirizina em comprimidos e
cdpsulas manipuladas e andlise de variancia (ANOVA) da precisdo inter-dias, obtidos por
eletroforese capilar.

Amosiras Comprimidos (%) Capsulas manipuladas (%)
1° dia 2° dia 1° dia 2° dia

1 98,88 99,33 99,26 96,80

2 100,79 100,60 96,81 96,69

3 99,05 100,06 100,13 98,16

4 98,92 - 99,71 -

5 100,28 - 97,93 -

6 101,22 - 99,88 -
Média 99,86 100,00 98,95 97,22
e.p.m 0,42 0,37 0,53 0,48
CV% 1,04 0,64 1,32 0,84

ANOVA F calculado F calculado
Inter-dias 0,04 4,27

e.p.m = erro padrdo da média.
CV % = coeficiente de variacdo percentual.
F calculado para P < 0,05 (5,59).

Tabela 24 - Resultados experimentais referentes ao teste de exatiddo da cetirizina em
comprimidos e capsulas manipuladas por eletroforese capilar.

Comprimidos Cépsulas manipuladas
Conomtiaco “ngiia v S g™y,
experimental* experimental*
40 40,99 102,77 40 39,12 97,80
50 51,00 102,00 50 50,41 100,82
60 61,08 101,80 60 58,77 97,96
*n=3.

Os resultados das éreas absolutas dos picos, correspondentes a razéo entre a cetirizina
SQR e nimesulida PI, obtidos através de pequenas ateragdes nas condi¢bes eletroforéticas
otimizadas, estd demonstrados na Tabela 25.
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Tabela 25 — Efeitos da variacdo do pH e molaridade da fase movel e temperatura do sistema
nas &eas absolutas dos picos e coeficiente de variacdo percentua da cetirizina SQR e
nimesulida PI.

Variaveis Areas absolutas CV%
pH 9,3 0,478430
pH 9,2 0,482493 4,01
pH 9,4 0,514418
19 mM 0,482493
20mM 0,493460 2,16
21 mM 0,503824
23°C 0,478923
25°C 0,482493 0,48
27°C 0,482106

* cada valor representa a média de trés determinagoes.
CV% = coeficiente de variaco percentual .

4.7.3 Discussao

Atualmente, a eletroforese capilar (EC) encontra-se bem estabelecida como técnica
analitica, ndo s por ser considerada uma aternativa a cromatografia liquida, mas também por
apresentar caracteristicas como alta eficiéncia de separacéo (tipicamente acima de 10° pratos
tedricos), baixo consumo de amostras (nL) e reagentes (mL), tempo de andlise reduzido e dto
grau de automacdo (SILVA, 2003). Esta técnica assume vantagens sobre a cromatografia em
termos de simplicidade, rapidez e custo reduzido, uma vez que problemas como alta presséo
das bombas, vazamento de solventes e valor elevado das colunas sdo eliminados
(KOVALSKI, 2005).

As condigBes eletroforéticas utilizadas no desenvolvimento do método foram baseadas
na nos valores de pKa (2,19, 2,93 e 8,00) da cetirizina (LIKAR et al., 2005) e pH da solucéo
tampdo utilizada. Pequenas variacbes nesses parametros influenciam diretamente, ndo s6 na
resolucéo e tempo de migracdo dos picos, mas também naionizacdo do farmaco.

Para garantir boa reprodutibilidade e baixa variacdo das &reas do pico da cetirizing,
empregou-se como padrdo interno a nimesulida, a qual apresentou, ndo sO excelente
solubilidade no diluente utilizado, mas também baixo tempo de retencéo e boa resolucéo em

relacdo ao pico principal.
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O teste de especificidade do método foi avaliada através da pesquisa da possivel
interferéncia dos excipientes dos comprimidos e cpsulas manipuladas na determinacéo
quantitativa da cetirizina. De acordo com os perfis eletroforéticos obtidos foi possivel
congtatar que as ASE ndo interferiram na andlise quantitativa da cetirizina, visto que 0s
eletroferogramas ndo apresentaram picos adicionais (Figura 15).

Os resultados obtidos avaliagdo da linearidade do método mostram que as soluctes de
cetirizina SQR apresentaram correlagdo linear entre as areas e as concentragdes obtidas nos
intervalos utilizados. Graficos da concentracdo versus area (Figura 16) foram plotados e
demonstraram boa linearidade na faixa de 2,0 a 150,0 pg/mL. A equacéo da reta obtida para o
método foi: y = 0,0119x — 0,0064, com coeficiente de correlagdo de 0,999.

A andlise de variancia (ANOVA) efetuada sobre os valores das areas absolutas obtidas
das curvas de calibracdo da cetirizina, cujos elementos estdo determinados na Tabela 22,
demonstraram que a regressdo linear € significativa, ndo havendo desvio de linearidade (P<
0,05). Para fins de quantificagdo a faixa de variagdo pode variar de 80 a 120% da
concentragdo de trabalho. No presente estudo a faixa utilizada foi de 4,0 a 300% da
concentracdo de trabalho.

A sensibilidade do método de EC foi avaliada através da determinacdo dos limites de
deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) da cetirizina no sistema eletroforético (Tabela 21). Os
resultados indicam que o método utilizado apresenta boa sensibilidade com valores baixos de
LD eLQ 1,24ug/mL e 3,78 pg/mL, respectivamente.

A precisdo do método analitico foi demonstrada através da repetibilidade (intra-dia) e
precisdo intermediaria (entre-dias). Os valores experimentais obtidos para a determinacdo da
cetirizina nas amostras, no mesmo dia e nas mesmas condigdes, foram 99,86% e 98,95% para
comprimidos e capsulas manipuladas, respectivamente. Nas andlises realizadas no segundo
dia obteve-se 100,00% para comprimidos e 97,22% para cdpsulas manipuladas. Os baixos
valores de coeficiente de correlacdo (< 2%) obtidos neste estudo caracterizam 0 método como
preciso. A ANOVA indicou que ndo houve diferenca significativa entre as diferentes analises
realizadas na avaliacdo da precisdo do método eletroforético (Tabela 23).

A exatiddo do método proposto foi determinada através da diferenca percentual entre
as médias e o valor verdadeiro aceito (Tabela 24). As percentagens média obtidas foram de
102,19% e 98,86%, para comprimidos e cpsulas manipuladas, respectivamente. Os

resultados encontram-se dentro dos limites aceitaveis de 95 a 105%.
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A robustez do método (Tabela 25) foi testada, com auxilio de solucbes da cetirizina
SQR e nimesulida Pl, na concentracdo de 50 pug/mL, através de pequenas modificacBes nas
condigdes do método. Observou-se que os valores da razéo entre as &reas absolutas da
cetirizina SQR e nimesulida Pl ndo apresentaram variages de CV % superiores a 2% ap0s as
variagOes na temperatura do sistema. No entanto, constatou-se variagdo superior a 2% quando
foram realizadas modificagdes no valor do pH (CV% = 4,01) e na concentragdo da solucéo
tampdo da fase movel (CV% = 2,19). As mudancas redlizadas ndo ateraram os tempos de
retencéo e os perfis dos eletroferogramas da SQR e do Pl. Assm, pode-se afirmar que o
método desenvolvido € robusto em relagdo a variagcdo da temperatura do sistema, mas ndo
quanto as modificagdes do pH e concentracéo da fase movel.

Com base na avdiacdo dos resultados obtidos, através da andlise dos parémetros
andliticos, verificou-se que o méodo proposto mostrou-se adequado, apresentando
smplicidade, especificidade, linearidade, precisdo e exatidao, podendo ser empregado para o

controle de qualidade da cetirizina em comprimidos e capsulas manipuladas.

4.8 Compar acéo dos métodos propostos

No presente trabalho, foram desenvolvidos e validados trés métodos:
espectrofotometria naregido do ultravioleta, cromatografia liquida e eletroforese capilar.

Os trés métodos propostos apresentam diferencas significativas entre s em termos de
smplicidade, rapidez e custo. A espectrofotometria na regido do ultravioleta € um método de
facil execucdo e baixo custo. Embora tenha apresentado precisdo e exatiddo, verificou-se
haver interferéncia dos excipientes, quando empregou-se HCI 0,1N como diluente, tornando,
assim, o método inadequado para fins de quantificagdo. Quando utilizou-se agua, essa
interferéncia ndo foi observada, permitindo aplicacdo do método.

A cromatografia liquida € uma técnica versétil e amplamente utilizada, mas apresenta
custo mais elevado que a espectrofotometria. Requer, também, maior treinamento por parte do
andlista, no entanto possui a vantagem da automacdo. Esse método apresentou resultados
precisos e exatos, com tempo de andlise bastante curto.

A eletroforese capilar possui como grande vantagem, 0 baixo consumo de solventes.
Entretanto, ainda ndo € amplamente na prética de controle de qualidade, em virtude do

elevado custo do equipamento.
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Os resultados experimentais obtidos para a determinagdo quantitativa de cetirizina em
amostras de comprimidos e cdpsulas manipuladas (n=6), pelos trés métodos validados neste
estudo (Espectrofotometria na regido do ultravioleta, Cromatografia Liquida, empregando
&gua, e Eletroforese Capilar), foram comparados estatisticamente por ANOVA e estéo
representados na Tabela 26.

Tabela 26 — Andlise de variancia dos resultados obtidos nos doseamentos de cetirizina nas
amostras de comprimidos, obtidos pelos métodos validados (Espectrofotometria na regido do
ultravioleta, Cromatografia liquida e Eletroforese capilar).

Soma
Produto Fontesde GL dos Variancia F*
variacao guadrados
Entre métodos 2 10,25 5,13 5,96 (6,36)
Comprimidos Residuo 15 12,91 0,86
Total 17 23,16
Entre métodos 2 8,80 4,40 3,30 (6,36)
Cépsulas manipuladas  Residuo 15 19,99 1,33
Total 17 28,79

*Valores entre parénteses correspondem ao valor critico de F para P < 0,01.

Os resultados da andlise comparativa através da andlise de varidncia (ANOVA)
demonstraram que ndo houve diferenca significativa entre os teores obtidos com os diferentes
métodos (P < 0,01) para ambas as formas farmacéuticas.

Contatou-se, desse modo, que ambos os métodos desenvolvidos podem ser
intercambiaveis e adequados para andlise de rotina em controle de qualidade da cetirizina em
comprimidos e capsulas manipuladas.
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5. CAPITULO |11 —DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE
METODO DE DISSOLUCAO PARA COMPRIMIDOS E
CAPSULAS

5.1 Ensaio de dissolucéo

A absorcdo de farmacos apOs administracdo ora, a partir de formas farmacéuticas
solidas, depende da liberagdo do mesmo da sua forma farmacéutica, da sua dissolugdo ou
solubilizagdo sob condigbes fisiologicas e de sua permeabilidade através do trato
gastrintestinal (ANSARI, KAZEMIPOUR & TALEBNIA, 2004). Fatores relacionados ao
paciente, tais como fisiologia da membrana, fluxo sangliineo e pH do trato gastrintestinal,
bem como fatores relacionados ao farmaco e formulagdo, como solubilidade e natureza
quimica do farmaco, polimorfismo, coeficiente de particdo, quirdidade, tamanho de
particulas, entre outros, tornam o processo de absorcdo complexo e varidvel. Qualquer fator
que afete a desagregacdo ou a dissolucdo pode afetar a biodisponibilidade do féarmaco
(STORPIRTIS, 1999).

Os estudos de dissolucéo in vitro constituem-se em um dos instrumentos essenciais
para avaliacdo das propriedades biofarmacéuticas das formas farmacéuticas solidas de uso
oral, fornecendo informagdes Uteis tanto para a pesquisa e desenvolvimento quanto para a
producdo e controle de qualidade. O desenvolvimento farmacotécnico permite avaliar novas
formulacOes e estabelecer correlagdo com os dados obtidos in vivo, através da cinética de
dissolucdo (MANADAS et al., 2002). Durante a fase de producéo e controle de qualidade
permite-se detectar desvios de fabricacdo, uniformidade do produto e reprodutibilidade lote a
lote (MARQUES, 2002).

O teste de dissolucdo avalia a quantidade de farmaco dissolvido, em um determinado
volume de meio, mantido a temperatura de 37°C + 0,5°C, apds determinado periodo de
tempo, utilizando-se equipamento com dispositivo para promover agitagdo do meio, a uma
dada velocidade de agitagdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA IV ed, 1988; USP 28, 2004).
Para formulacfes de liberagdo imediata a porcentagem dissolvida de farmaco € determinada,
normalmente, apds um Unico tempo de coleta. A avaliagdo da porcentagem dissolvida em
vérios tempos de coleta (perfil de dissolugdo) €, no entanto, mais conclusiva em relagdo a
coleta em um Unico ponto (ADAMS et al, 2001; MARCOLONGO, 2002).
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Atuamente os estudos de dissolucdo tém sido bastante aplicados para demonstrar
intercambialidade para fins de registro de equivaléncia farmacéutica de medicamentos
genéricos e dSmilares bem como para isentar estudos de biodisponibilidade
relativalbioequivaléncia para algumas dosagens do mesmo produto. Conforme legislacéo
especifica (BRASIL, 2004) essa isencdo pode ser obtida se existir estudo de bioequivaléncia
realizado com o produto referéncia para uma das dosagens (geralmente a mais ata) e se
houver comprovacdo de que todas as dosagens do produto apresentam perfis semelhantes.
Para os fa&rmacos classificados como classe | (ata solubilidade e ata permeabilidade),
acredita-se que possam ser isentos de estudos de bioequivaléncia, desde que os produtos
apresentem dissolucdo répida, ou sgja, superior a 85% em 15 minutos (STORPIRTIS et al.,
2004).

Muitos farmacos ndo possuem monografia oficial, e sdo ainda escassos na literatura
estudos de desenvolvimento de métodos de dissolucdo. Para esses farmacos, existe a
necessidade de desenvolver ensaios de dissolucdo que possam prever 0 comportamento in
vivo dos mesmos (MANADAS et al., 2002). A avdiagcdo do perfil de dissolucdo, em trés
diferentes meios, na faixa de pH fisiolégico (pH de 1,5 a 7,5) € recomendada como suporte no
desenvolvimento e otimizagdo do método de dissolucdo, bem como no estabelecimento de
correlagdes in vivo-in vitro (ADAMS et al., 2001; MOORE & FLANNER et al., 1996; FDA,
1997).

Segundo Marques (2002), sdo inimeros os desafios no desenvolvimento e validagdo
de métodos de dissolucdo, devido a variabilidade intrinseca do método e devido a
variabilidade de fatores que podem afetar o processo de dissolugéo. Alguns estudos tém
demonstrado e discutido essa variabilidade (QURESHI & MCGILVEKAY, 1999; SLEWERT
et al., 2002)

Dessa forma, um controle cuidadoso das condigdes experimentais € necess&rio para
reduzir a variabilidade teste-a-teste, para garantir a confiabilidade e reprodutibilidade do teste
e para garantir que pequenas alteragdes na formulacdo ou no processo de producdo sgjam
detectadas (FORTUNATO, 2005, MARQUES, 2002).

Dentre os principais parametros que devem ser avaliados no desenvolvimento de um
método de dissolugdo citam-se: a avaliacdo da influéncia dos filtros, escolha de método de
quantificaco preciso e especifico bem como utilizagcdo de equipamento calibrado. Para a

escolha do meio de dissolucdo, caracteristicas como pKa, solubilidade e estabilidade do
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farmaco em funcdo do pH, bem como a faixa de dosagem do mesmo devem ser avaliadas
(FDA, 1997; MARQUES, 2002; MARCOLONGO, 2002; FORTUNATO, 2005).

O Sistema de Classificagéo Biofarmacéutica deve ser considerado na escolha do meio
de dissolucdo. Farmacos da classe | (ata solubilidade e alta permeabilidade) dissolvem-se
bem em qualquer melo aquoso, enquanto que para os da classe Il (baixa solubilidade e ata
permeabilidade) deve-se avaliar o grau de ionizagdo do farmaco na escolha do meio
(MARCOLONGO, 2002). Segundo Fortunato (2005), métodos discriminativos podem ser
dificeis para compostos da classe |.

O volume de meio a ser utilizado em um teste de dissolugdo depende da condicéo sink,
gue pode ser definida como uma quantidade de solvente ndo inferior a 3 vezes o volume de
meio necessario para obter a solugdo saturada do farmaco. Entretanto, atualmente, aceita-se
gue um volume de 5 a 10 vezes 0 necessario para saturacdo, sgja suficiente para manter as
condi¢des sink (MARQUES, 2002; ABDOU, 1989).

A validacdo de métodos andliticos utilizados para determinacdo de caracteristicas de
desempenho, como é o caso dos testes de dissolucdo, deve incluir a avaliagdo da linearidade,
precisdo e exatidao, especificidade, limite de deteccdo e quantificagdo (USP 28, 2004). Dentre
esses fatores, a precisdo tem sido o parametro considerado de extrema importancia para
garantir a confiabilidade dos resultados (ANSARI, KAZEMIPOUR & TALEBNIA, 2004).

Os comprimidos de cetirizina sdo produzidos por cerca de doze diferentes indUstrias
nacionais, totalizando aproximadamente 30 apresentacdes deste farmaco. Existem ainda,
como forma farmacéutica ndo oficial, as cépsulas manipuladas desse anti-histaminico, as
quais sdo produzidas por uma infinidade de farmécias magistrais. Neste contexto
desenvolveu-se e validou-se método para avaiar a percentagem dissolvida desse farmaco em
comprimidos e capsulas manipuladas avaliando, também, o emprego dos métodos de
quantificac8o, por espectrofotometria na regido do ultravioleta e cromatografia liquida,
previamente validados.

Durante o desenvolvimento do método de dissolucdo, foi publicado por Likar et al.
(2005) artigo envolvendo avaliagdo da % dissolvida de cetirizina, em comprimidos, em
associacdo com pseudoefedrina. Dados referentes a dissolucdo em cépsulas ndo foram

encontrados na literatura consultada
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5.2 Compar acédo de perfis de dissolucao

Como mencionado anteriormente, a avaliacdo do perfil de dissolugdo em diferentes
meios é recomendada como suporte no desenvolvimento dos testes de dissolucdo. E utilizada,
também, para comparar produtos de diferentes fabricantes, otimizar formulagcbes e para
avaliar a influéncia de alteragdes realizadas na formulagdo (ADAMS et al., 2001; MOORE &
FLANNER et al., 1996).

Diversos métodos tém sido propostos na literatura para redlizar a comparacdo entre
perfis de dissolugdo, os quais podem ser classificados como métodos estatisticos, método
modelo independente e modelo dependente. Anova e teste t sdo classificados no primeiro
grupo. Testes de razéo ou testes combinatérios, como f; e f,, s80 considerados modelo
independente, enquanto que alguns métodos como ordem zero, primeira ordem, Hixson-
Crowell, Higushi, quadrético, Baker-Lonsdale, Korsmeyer-Peppas e modelo de logistica sdo
considerados modelo dependente (COSTA & LOBO, 2001).

Dentre os métodos citados os fatores f; (semelhanca) e f, (diferenca) sdo os de mais
facil aplicacéo e interpretacdo e tém sido adotados por 6rgaos como FDA, ANVISA e EMEA
para comparar perfis de dissolucéo. Para estimar esses fatores sdo utilizadas duas equagtes
que avaliam a diferenca entre a percentagem de fa&rmaco dissolvido por unidade de tempo
entre um produto teste e outro de referéncia(MOORE & FLANNER, 1996).

Os fatores f; e f, sGo calculados através das equacles 1 e 2 abaixo. Para que exista
semelhanga entre os perfis, os fatores devem encontrar-se na faixa de 0 a 15 e 50 a 100,
respectivamente paraf; ef..

f]_ = {[ Znt_l (Rt —Tt)] / [ Znt_l Rt]} X 100

Equacédo 1

f,=50log{[ 1+ (1/n) "1 (R — T)?] > x 100}

Equacéo 2
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Onde:

Rt= porcentagem de farmaco dissolvido do produto de referéncia em um tempo t;
T= porcentagem de farmaco dissolvido do produto teste em um tempo t;

n= numero de coletas.

Para aplicagdo dos fatores f1 e f2 deve-se (FDA, 1997, BRASIL, 2003):

- avaliar doze unidades;

- empregar no minimo cinco pontos de coleta;

- incluir apenas um ponto acima de 85% de dissolugdo para ambos o0s produtos,

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

A aplicacdo desses métodos, principalmente f2, € criticada por alguns autores, que
indicam que os critérios sdo muito amplos e pouco discriminativos (MARCOLONGO, 2002).
Além disso, a comparacdo de perfis através desses métodos fica prejudicada para farmacos
com alta liberac&o.

A eficiéncia de dissolucdo é outra forma de comparar perfis e pode ser definida pela

seguinte equagéo:

ED % = ASC (to-t) x 100
ASC ()

Onde:

ASC: Areasobre acurva;
to: Tempo inicid;

tf: Tempo final;

ASC (1r): Area sobre a curvatotal do retangulo.

Para redlizar comparagBes através da ED% é necessario estabelecer previamente o
intervalo e aplicklo a todas as formulagdes testadas. O conceito de eficiéncia de dissolucéo
apresenta algumas vantagens. A primeira € que a plotagem dos dados em um Unico grafico
permite que se faca uma comparacdo répida entre um grande nimero de formulagdes. A
segunda é que esses dados podem estar, teoricamente, relacionados com dados in vivo
(KHAN, 1975; MARCOLONGO, 2002).
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A comparagcdo dos perfis de dissolucdo de agumas especialidades farmacéuticas
contendo cetirizina comercializadas no mercado nacional foram redlizadas. Os resultados
dessa comparacdo estdo apresentados, no entanto, no Capitulo IV, referente ao estudo de
equivaléncia farmacéutica

5.3 Solventes e reagentes

Os solventes e reagentes utilizados foram os mesmos empregados no Capitulo 11, item
4.3.

5.4 Equipamentos e acessorios

Balanca analitica, Sartorius;

Banho ultra-sonico, Thornton;

Bomba de vacuo, modelo 141 Primar;

Centrifuga Biomatic;

Cromatografo liquido Shimadzu SLC-10 ADvp equipado com bomba modelo LC-
10AD, detector com comprimento de onda varidvel UV/VIS modelo SPD-10 ADvp,
controlador SCL-10 ADvp, integrador automatico computadorizado através de
programa Class VP® software e injetor automético Rheodyne com “loop” de 20 pl
(Shimadzu; Kyoto, Japan);

Coluna cromatografica, Luna Phenomenex RP-18 (250 mm x 4,0, 5 um);

Cubetas de quartzo 10 mm, 6030-UV Hellma;

Dissolutor, Pharma Test WII Dissolution Test instrument Apparatus, modelo VK 7000
(Germany);

Espectrofotémetro UV / VIS, Milton Roy, modelo Spectronic Genesys 2;

Filtro de celulose regenerada 13 mm x 0,45 um, Sartorius;

Manta de aguecimento, Fisatom;

Membrana filtrante de acetato de celulose 0,45 pum, Millipore;

Papel filtro quantitativo faixa preta, Framex;

Pipetador, Tranferpette Brand;

Potenciometro digital Field Lab;



Sistema de filtragdo, Millipore;

Termdmetros, Incoterm.

5.5 Desenvolvimento e validacdo do método de dissolucdo

89

Diversas condi¢des de dissolucdo foram testadas, de acordo com o método gera da

USP 28 (2004), as quais encontram-se descritas na Tabela 27. Utilizou-se equipamento

Pharma Test, equipado com seis cubas. Nessa etapa, aplicaram-se as condicbes de | a VI, para

os comprimidos (Produto A), e VII a XllI, para as capsulas manipuladas (Produto D),

utilizando 3 unidades de cada forma farmacéutica. A temperatura foi mantida a 37,0°C *

0,5°C. ApGs a definicdo das condicbes adequadas, verificou-se a influéncia dos filtros, a

estabilidade da cetirizina no meio de dissolugdo. A validagdo do método de quantificacdo e o

perfil de dissolugdo, com doze unidades de cada forma farmacéutica, foram realizados

posteriormente.

Tabela 27 - CondicOes testadas durante o desenvolvimento do método de dissolucdo para

comprimidos e capsulas manipuladas de cetirizina.

Condicoes Aparato Meio (900 mL) Velocidade (rpm)

| 1 (cesta) HCI 0,01N 50

I 1 (cesta) HCI 0,01N 75
1 1 (cesta) HCI 0,1N 50
IV 1 (cesta) HCl 0,1N 75
\% 1 (cesta) Tampéo pH 6,8 50
VI 1 (cesta) Tampéo pH 6,8 75
VII 2 (pd) HCI 0,01N 50
Vil 2 (pd) HCl 0,01N 75
IX 2 (pd) HCI 0,1N 50
X 2 (pd) HCI 0,1N 75
XI 2 (pd) Tampéo pH 6,8 50
X1l 2 (pd) Tampéo pH 6,8 75

Redlizou-se coleta manual de 10 mL de meio nos intervalos de 15, 30 e 60 minutos,

com posterior reposicdo do mesmo volume de meio a 37,0°C £+ 0,5°C. A determinagdo da

percentagem de farmaco dissolvido foi readlizada por espectrofotometria na regido do

ultravioleta e cromatografia liquida, sem posterior diluicdo, apods filtracdo das amostras. Para
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andlise das amostras por cromatografia liquida empregou-se filtro quantitativo e membrana,
enquanto que para as andises por espectrofotometria no ultravioleta empregou-se apenas 0
filtro quantitativo.

Nos célculos da % dissolvida levou-se em consideragdo o teor do farmaco, as
concentracOes nas aliquotas retiradas e as devidas corregdes referentes as retiradas de farmaco
e reposicdo de meio em cada tempo.

5.5.1 Influéncia dofiltro

Prepararam-se solugbes de SQR e amostra no meio de dissolugdo, com posterior
comparagdo da concentragdo de cetirizina antes e apds a filtracdo, empregando a
espectrofotometria no ultravioleta

Avaliacio da SQR

Pesou-se 11,11 mg de cetirizina SQR e transferiu-se para bald volumétrico de 100
mL com auxilio de 50 mL de HCl 0,1N. Solubilizou-se e completou-se o0 volume com o
mesmo diluente. Homogeneizou-se e transferiu-se 1 mL da solucéo para baldo volumétrico de
10 mL e completou-se o volume com HCI 0,1N, obtendo-se solugdo com concentracdo final
de 11,11 ng/mL. Resalizou-se leitura da absorvancia dessa, a qual foi utilizada como referéncia
(sem filtragdo). A seguir, a mesma solucdo foi dividida em trés aiquotas e novas leituras
foram realizadas. A primeira foi submetida a centrifugacdo, enquanto que a segunda e a
terceira foram filtradas em papel filtro quantitativo e membrana de celulose 0,45 mm,

respectivamente.

Avaliacdo das amostras

Amostras simuladas de excipientes (ASE), dos comprimidos e cépsulas manipuladas,
acrescidas de 10 mg de SQR, foram preparadas e dissolvidas em 900 mL de HCI 0,IN a
37,0°C £ 0,5°C. Ap6s 30 minutos de dissolucdo a 50 rpm, com aparato 1 (cesta) para capsulas
e 2 (pd) para comprimidos, aliquotas de 10 mL de cada cuba foram retiradas e filtradas em
papel filtro quantitativo, com descarte dos primeiros mililitros, e quantificadas. A seguir,
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realizou-se 0 mesmo procedimento, utilizando no entanto, membrana de acetato de celulose
de 0,45 mm para filtracdo da amostra. Os resultados obtidos foram avaliados em funcéo da

concentracdo original das solugdes ndo filtradas.

5.5.2 Estabilidade de solugbes da SQR e amostras no meio de dissolucao

A avdiagdo da estabilidade das solugbes de cetirizina SQR e das amostras de
comprimidos e cépsulas manipuladas no meio de dissolucéo foi analisada em temperatura

ambiente, ao abrigo daluz, durante 24 horas e a temperatura de 37,0°C + 0,5°C, por 2 horas.

Preparo da SQR

Pesou-se 11,11 mg de cetirizina SQR e transferiu-se para bald volumétrico de 1000
mL com auxilio de 500 mL de HCl 0,IN e agitou-se mecanicamente por 10 minutos.
Solubilizou-se e completou-se 0 volume com 0 mesmo diluente, obtendo-se uma solugéo com
concentracdo final de 11,11 ng/mL, a qual foi filtrada e analisada por espectrofotometria no
ultravioleta e cromatografia liquida.

Estocou-se, ao abrigo da luz, em temperatura ambiente, durante 24 horas, em torno de
100 mL dessa solugdo. Outro volume, de aproximadamente 900 mL, foi transferido para uma
cuba de dissolugdo e mantido a 37,0°C = 0,5°C, durante 2 horas. Decorrido os tempos
determinados, novas aiquotas foram retiradas destas solugdes e, apds filtracdo, foram
analisadas por espectrofotometria no ultravioleta e cromatografia liquida.

Preparo das amostras

Amostras simuladas de excipientes dos comprimidos e capsulas manipuladas,
acrescidas de 11,11 mg de SQR, foram preparadas e transferidas para baldes volumétricos de
1000 mL, com auxilio de 500 mL de HCl 0,1N. Agitou-se mecanicamente por 15 minutos.
Solubilizou-se e completou-se 0 volume com 0 mesmo diluente, obtendo-se uma solugéo com
concentracdo final de 11,11 ng/mL, a qual foi filtrada e analisada por espectrofotometria no

ultravioleta e cromatografia liquida.
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Retirou-se volume em torno de 100 mL da solugéo e conservou-a ao abrigo da luz, em
temperatura ambiente, durante 24 horas. Outra aliquota de aproximadamente 900 mL foi
transferida para uma cuba de dissolugdo e mantida a 37,0°C + 0,5°C, durante 2 horas.
Decorrido o tempo determinado, novas aliquotas foram retiradas destas solucBes e apos

filtrac&o foram analisadas por espectrofotometria no ultravioleta e cromatografia liquida.

5.5.3 Validacdo do método de quantificacdo da percentagem de farmaco

dissolvido

5.5.3.1 Avaliago da especificidade

Foram utilizadas ASE dos comprimidos e cdpsulas manipuladas, empregando-se as
seguintes condi¢des. 900 mL HCI 0,1N a 37°C + 0,5°C, 50 rpm, equipamento 1 (cépsulas) e 2
(comprimidos) e tempo de 30 minutos. Andlise utilizando as capsulas sem contetdo foi
igualmente redlizada. As amostras foram filtradas e avaliadas por espectrofotometria no
ultravioleta e cromatografia liquida.

5.5.3.2 Precisao

Determinou-se a repetibilidade do método através da andlise de seis comprimidos e
cdpsulas manipuladas do mesmo lote, no mesmo dia e num segundo dia. Apds decorridos 30
minutos do teste, empregando as seguintes condicdes: 900 mL de HCI 0,1N a 37°C £ 0,5°C,
50 rpm, aparato 1 (cdpsulas) e 2 (comprimidos), a % dissolvida do fa&rmaco foi determinada
por espectrofotometria no ultravioleta e cromatografia liquida para ambas as formas
farmacéuticas. Foram calculados a média e o coeficiente de variagdo. Os resultados da %
dissolvida de cetirizina em comprimidos e capsulas manipuladas, obtidas pelos dois métodos
em dias diferentes, foram comparados estatisticamente.
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5.5.3.3 Exatidao

A exatiddo do método foi avdiada através do percentual de recuperacdo de uma
quantidade conhecida da SQR adicionada a ASE.

Foram preparadas trés amostras smuladas de excipientes de cada forma farmacéutica,
as quais foram adicionados 80% (8,88 ng/mL), 100% (11,11 ng/mL) e 120% (13,32 ng/mL)
da quantidade declarada de SQR.

Procedeu-se a dissolugdo por 30 minutos, empregando-se as seguintes condicdes. 900
mL de HCI 0,AN a 37°C £ 0,5°C, 50 rpm, aparato 1 (cépsulas) e 2 (comprimidos). Foram
retiradas aliquotas de 10 mL de cada cuba, as quais foram filtradas e analisadas por
espectrofotometria naregido do ultravioleta e cromatografia liquida

5.5.4 Perfil de dissolucao

O pefil de dissolucéo (percentagem de farmaco dissolvida versus tempo) foi
conduzido utilizando doze unidades de comprimidos e cdpsulas manipuladas, nas condicdes
IX e lll, respectivamente. Aliquotas de 5 mL foram retiradas nos intervalos de 5, 10, 15, 20,
30 e 60 minutos, repondo-se 0 mesmo volume com HCl 0,1N a 37°C £ 0,5°C, e filtradas, sem
posterior diluicBo, para andlise por espectrofotometria na regido do ultravioleta e
cromatografia liquida

5.6 Resultados
Os resultados obtidos, por espectrofotometria na regido do ultravioleta e cromatografia

liquida, para as condi¢bes | a XII propostas no desenvolvimento do método de dissolucéo para
comprimidos e capsulas manipuladas encontram-se nas Tabelas 28 e 29 e nas Figuras 17 a 18.
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Tabela 28 — Vaores percentuais de cetirizina dissolvida nos 3 meios de dissolugdo obtidos
para os comprimidos, por espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV) e cromatografia
liquida (CL), aparato p4, em 50 e 75 rpm.

B ~
% Tempo HCI 0,01N HCI 0,IN Tampéo pH 6,8
o] (minutos)
04 uv CL uv CL uv CL
15 100,13 99,40 105,47 94,76 105,05 102,28
e
g' 30 103,89 103,15 108,34 94,76 109,56 109,34
re}
60 111,89 110,74 109,65 95,23 111,82 110,70
15 120,19 118,31 108,25 99,02 106,18 113,64
€
E 30 12256 11837 11058 99,68 110,69 119,66
N~
60 125,18 118,92 114,35 101,35 115,48 121,48
130 1)
104 - T
= —=—HCI 0,01N, 50 rpm
= 78 —%—HCI 0,01N, 75 rpm
B HCl 0,IN, 50 r pm
A 5o ——HCI 0,IN, 75 rpm
X Tampdo pH 6,8, 50 r pm
26 | —A&— Tampdo pH 6,8, 75 rpm
0 T T T T T )
0O 10 20 30 40 50 60
Tempo (minutos)
2
130
104 =
3 —e—HCI 0,01N, 50 r pm
> 84/ —=— HCI 0,01N, 75rpm
o / HCI 0,1N, 50 rpm
8 52 —*—HCI 0,AN, 75 rpm
X Tampé&o pH 6,8, 50 r pm
26 - —e— TampdopH 6,8, 75 rpm
0 T T T T T 1
0O 10 20 30 40 50 60
Tempo (minutos)

Figura 17 - Perfis de dissolucdo dos comprimidos de cetirizina, obtidos por espectrofotometria no ulltravioleta
(1) e cromatografia liquida (2), utilizando aparato cesta a 37°C + 0,5°C.
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Tabela 29 — Valores percentuais de cetirizina dissolvida nos 3 meios de dissolugdo obtidos
para as capsulas manipuladas, por espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV) e
cromatografia liquida (CL), aparato cesta, em 50 e 75 rpm.

zg Tempo HCI 0,01N HCI 0,1N Tampéo pH 6,8
§ (minutos) -y, cL uv cL uv cL
15 28,97 28,77 37,51 29,00 36,27 19,05
gl 30 59,90 41,48 68,35 51,87 67,57 36,36
? 60 90,31 89,52 97,37 76,94 103,36 86,44
15 52,30 54,31 73,84 71,45 67,74 47,13
L% 30 103,42 83,77 88,48 87,80 109,28 75,72
" 60 116,00 107,19 116,97 11466 113,79 101,03
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Figura 18 - Perfis de dissolugdo das cdpsulas manipuladas de cetirizina, obtidos por espectrofotometria no
ulltravioleta (1) e cromatografia liquida (2), utilizando aparato cestaa 37°C £+ 0,5°C.
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Os resultados referentes a influéncia dos filtros na filtracdo das solugdes contendo

SQR e amostras de cetirizina encontram-se na Tabela 30.

Tabela 30 - Vaores experimentais obtidos durante a andlise da interferéncia do filtro no
ensaio de dissolucéo de comprimidos e cipsulas manipuladas.

Solucéo Absorvancias* % CV%
SQR sem filtragdo 0,392 -
SOR filtrada com filtro quantitativo 0,386 - 1,01
SOR filtrada com membrana 0,384 -
ASE dos comprimidos centrifugado 0,416 106,01
ASE dos comprimidos filtrada com filtro quantitativo 0,417 107,92 0,89
ASE dos comprimidos filtrada com membrana 0,411 106,92
ASE das capsulas centrifugado 0,417 106,27
ASE das cpsulas filtrada com filtro quantitativo 0,417 107,92 0,86
ASE das capsulas filtrada com membrana 0,409 106,40

* Asleturas correspondem a média de 3 determinages.

CV% = coeficiente de variacao percentual referentes as absorvancias.

Os espectros das amostras simuladas de excipientes de comprimidos e cépsulas

manipuladas e dos invélucros das capsulas sem contelido estéo apresentados, na Figura 19.
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Figura 19 - Espectros de absor¢do na regido do ultravioleta obtidos com as amostras simuladas de excipientes
dos comprimidos (1), capsulas manipuladas (2) e capsulas manipuladas sem conteddo (3), apds dissolugdo em
HCI 0,1 N a37°C + 0,5°C, 50 rpm, utilizando aparato pa, para comprimidos, e cesta para capsul as.

A Figura 20 apresenta os cromatogramas das ASE de comprimidos e capsulas

manipuladas de cetirizina e dos involucros das cdpsulas sem contetdo.
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Figura 20- Cromatogramas obtidos com a SQR, amostra simulada de excipiente do comprimido (ASE —
comprimido) e capsula (ASE — capsula) e capsula sem contelido, apds dissolucdo em HCI 0,AN a 37°C £ 0,5°C,
rotacdo de 50 rpm, com aparato 1 e 2.

A Tabela 31 apresenta os resultados encontrados na determinagéo da estabilidade da

SQR e das amostras de comprimidos e cipsulas manipuladas no meio de dissolucao.

Tabela 31 - Vaores experimentais obtidos apdés o ensaio de estabilidade da SQR,
comprimidos e capsulas manipuladas de cetirizina em HCI 0,1N, por espectrofotometria na
regido do ultravioleta (UV) e cromatografia liquida (CL).

SQR Comprimidos Cépsulas
Condicoes

uv CL uv CL uv CL

Antes do tratamento 99,90 99,90 103,88 102,10 104,63 104,30

2 Horas 100,39 101,30 104,01 103,53 104,52 103,55
24 Horas 101,15 100,18 103,38 100,36 105,12 104,07
CV% 0,61 0,74 0,32 1,55 0,30 0,76

CV% = coeficiente de variaco percentual .

As Tabelas 32 e 33 apresentam os valores experimentais obtidos na determinacdo da
% dissolvida de cetirizina, em comprimidos e cdpsulas manipuladas, bem como a andlise de
variancia entre dias e méodos diferentes, obtidos por espectrofotometria na regido do
ultravioleta e cromatografia liquida, respectivamente.



98

Tabela 32 - Valores experimentais referentes a determinacdo da percentagem dissolvida de
cetirizina em comprimidos em dias diferentes, obtidos por espectrofotometria na regido do

ultravioleta e cromatografia liquida.

% dissolvida de cetirizina

Amostras Primeiro dia Segundo dia
uv CL uv CL
1 103,85 96,37 104,78 98,29
2 100,83 96,26 105,67 100,97
3 102,89 96,31 105,03 99,04
4 105,27 98,03 103,73 97,67
5 106,95 95,39 100,05 96,70
6 102,90 97,09 101,72 94,63
Média 103,78 96,57 103,50 97,88
CV% 2,04 0,93 2,11 2,19
F calculado
ANOVA
uv CL
Entre-dias 0,05 1,90
Entre met_odos 58,71* 20,17*
Intra-dias
CV % = coeficiente de variacdo percentual.
F calculado para P < 0,05 (4,96).

* Vaor significativo.
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Tabela 33 - Valores experimentais referentes a determinacdo da percentagem dissolvida de
cetirizina em capsulas manipuladas em dias diferentes, obtidos por espectrofotometria na
regido do ultravioleta e cromatografia liquida.

% dissolvida de cetirizina

Amostras Primeiro dia Segundo dia
uv CL uv CL
1 70,07 54,52 78,40 61,31
2 79,37 63,64 70,08 56,00
3 67,79 51,48 69,03 53,63
4 60,02 55,57 80,37 69,60
5 75,72 58,63 77,56 61,13
6 73,87 57,34 76,39 62,34
Média 71,14 56,86 75,31 60,67
CV% 9,58 1,27 6,18 9,16
F calculado
ANOVA
uv CL
Entre-dias 1,53 1,81
Entre met_odos 19,25+ 24, 47*
Intra-dias
CV % = coeficiente de variacdo percentual ,.
F calculado para P < 0,05 (4,96).

* Vaor significativo.

Os resultados encontrados no teste de recuperacéo da SQR de ASE de comprimidos e
cdpsulas manipuladas da cetirizina, obtidos por espectrofotometria na regido do ultravioleta e

cromatografia liquida, encontram-se na Tabela 34.
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Tabela 34 - Resultados experimentais referentes ao teste de recuperacdo por
espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV) e cromatografia liquida (CL) para os
comprimidos e capsulas manipuladas de cetirizina.

Quantidade de SQR (lg)

AMogras Adicionada Recuperada % de Recuperacdo
(Hg/mL) uv cL uv cL
8,88 9,22 9,17 103,85 103,30
Comprimidos 11,11 11,51 11,38 103,63 102,46
13,32 13,80 13,60 103,64 102,12
8,88 9,12 8,74 102,76 98,43
Cépsulas manipuladas 11,11 11,54 11,07 103,88 99,64
13,32 13,35 12,90 100,27 96,83

Os resultados obtidos para os perfil de dissolucdo com doze unidades de comprimidos
(1) e cépsulas manipuladas (2), por espectrofotometria no ultravioleta e cromatografia liquida,

nas condicdes validadas, estéo representadas na Figura 21.
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Figura 21 - Perfis de dissolugdo dos comprimidos (1) e capsulas manipuladas (2) de cetirizina, obtidos por
espectrofotometria no ulltravioleta e cromatografia liquida, utilizando as condicdes validadas a 37°C + 0,5°C.

5.7 Discussao

As formas farmacéuticas solidas administradas por via oral s8o amplamente prescritas
na prética médica. A eficacia do farmaco a partir dessas formulactes depende, dentre outros
fatores, da desagragagéo, solubilizagdo e absor¢cdo do mesmo. Medicamentos fabricados sob
diferentes condigdes, com diferentes componentes na formulagdo ou mesmo lotes sucessivos
de um mesmo produto podem apresentar desempenhos distintos no organismo. Devido a isso,
€ necessario avaliar as propriedades biofarmacotécnicas dos diferentes produtos existentes
para um mesmo farmaco através dos estudos de dissolucéo in vitro (MARCOLONGO, 2002).
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A cetirizina € comercializada no Brasil na forma de comprimidos e solucéo oral. Os
comprimidos sdo produzidos por, pelo menos, onze laboratérios diferentes, encontrando-se
em torno de 16 apresentacbes no mercado. E encontrada, também, na forma de cépsulas,
manipuladas por diferentes farmécias em todo o Brasil.

Embora a cetirizina faga parte da lista dos fa&rmacos considerados de alta prioridade
para elaboracd de monografias, conforme estabelecido no Forum nimero 31 (5) da
Farmacopéia Americana, de setembro/outubro de 2005, ndo existem, até o0 presente,
monografias para as formas disponiveis comercialmente.

Com base no exposto, foi desenvolvido e validado méodo para verificar essa
importante caracteristica das formas farmacéuticas solidas de uso oral, que é a andlise da % de
liberac8o do féarmaco contribuindo, assm, para indicar a intercambialidade ou ndo entre as
diferentes formulacOes existentes.

Para 0 desenvolvimento de um teste de dissolucéo necessita-se de selecdo criteriosa
das condi¢bes de ensaio, que deve ser orientada no sentido de se obter o maximo poder
discriminatério e resultar na capacidade de deteccdo de eventuais desvios dos padrBes de
gualidade inicialmente propostos (MANADAS et al., 2002).

O delineamento do ensaio de dissolucéo foi baseado nas propriedades fisico-quimicas
da cetirizina, a qual é facilmente solivel em égua (solubilidade 3 100 mg/mL) e apresenta
valores de pKade 2,19, 2,93 e 8,0 (LIKAR et al., 2005). A cetirizina encontra-se prescrita na
forma de dicloridrato, na concentragdo méxima de 10 mg, (KASIM et al, 2004). E
rapidamente absorvida pelo organismo, atingindo concentragdo maxima em aproximadamente
1 £ 0,5 horas (SIMONS, 2002). Devido a essas caracteristicas, € um farmaco que pode ser
classificado na classe | de acordo com a Classificagdo Biofarmacéutica (KASIM et al., 2004).

Com base nessas consideragdes foram testadas diversas condicOes, enumeradas de | a
XIl, com o intuito de definir aguela com melhor poder discriminatério na liberacdo de
cetirizina das formas farmacéuticas em estudo. Diferentes aparatos, meios e rotagdes foram
testados (Tabela 27). Embora a cetirizina sgja facilmente sollvel em &gua, optou-se por nao
avaliar a dissolucéo nesse meio por diversas razdes tais como: a qualidade da fonte de coleta,
gue pode variar de um local para outro, ao pH, que pode alterar-se em funcdo do dia e durante
o teste, a falta de capacidade tamponante e similaridade da mesma com os meios fisiol6gicos
(MARQUES, 2002). O método proposto por Likar et al. (2005) utilizou, no entanto, gua

como meio de dissolugéo.
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O volume de meio de dissolucéo pode variar entre 500 a 1000 mL, sendo o volume de
900 mL o mais empregado (MARQUES, 2002). Devido ao fato da cetirizina ser um farmaco
gue pode ser classificado como de alta solubilidade e alta permeabilidade, optou-se por usar
900 mL de meio, pois, segundo Abdou (1989), para a maioria dos farmacos, com excegdo
dagueles pouco sollvels, cercade um litro de meio é suficiente.

Os perfis de dissolucéo obtidos nas diferentes condigdes testadas estdo apresentados
nas Figuras 17 e 18.

Verificou-se, nos comprimidos, que em todos os meios testados a % dissolvida de
cetirizina foi superior a 90%, ja em 15 minutos, como seria esperado para farmacos com ata
solubilidade. N&o foram constatadas diferencas significativas entre os resultados obtidos para
0 aparato pa ou cesto, bem como para as diferentes rotactes. As % dissolvidas de cetirizina
em HCl 0,01N foram bastante elevadas e apresentaram alta variabilidade entre as unidades.
Os resultados obtidos com tampé&o pH 6,8 foram semelhantes aos encontrados para HCl 0,1 N,
mas apresentaram maior variabilidade em relagdo a esse meio (Tabela 28).

Para capsulas foram observadas variagfes tanto em relacdo ao meio (as porcentagens
dissolvidas foram inferiores a 85% em 15 minutos), quanto aos aparatos e rotagoes utilizados.
Através da comparacdo das % dissolvidas entre 0s meios testados, constatou-se que o melhor
entre eles seria 0 tampdo fosfato de potassio pH 6,8, por ter apresentado maior % de cetirizina
liberada, ao contrario do HCI 0,01N e 0,1N, que revelaram resultados semelhantes e inferiores
a0 tampdo. No entanto, em virtude da menor variabilidade detectada nas andlises redlizadas
em HCI 0,1N, optou-se por escolher esse como meio de dissolucdo. Devido ao fato, das
cdpsulas manipuladas permaneceram flutuando durante o uso do aparato 2 (pa), originando,
desse modo, resultados com grande variabilidade, descartou-se a uso dessa condi¢éo (Tabela
29).

Segundo Fortunato (2005), métodos discriminativos podem ser dificels para
compostos da classe I, por esse motivo, neste estudo as condi¢bes de dissolugdo foram
baseadas em funcéo da menor variabilidade verificada no meio de dissolugdo durante o tempo
de andlise. Sendo assim, escolheram-se as condi¢des 1 X (aparato 2, 900 mL de HCI 0,1N e
rotacdo de 50 rpm) e Il (aparato 1, 900 mL de HCI 0,1N e rotacéo de 50 rpm), para 0s
comprimidos e capsulas manipuladas, respectivamente.

Para avaliar se a condi¢éo escolhida seria discriminativa para as capsulas manipuladas,
foram testados outros dois produtos manipulados. Os resultados comprovaram que a baixa %
de cetirizina liberada foi observada apenas para as cpsulas utilizadas na validagdo do
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método, ja que essas apresentavam em sua formulagdo um excipiente derivado da celulose,
capaz de retardar a velocidade de dissolucdo, o hidroxipropilmetilcelulose (HPMC). Sendo
assim, justifica-se 0 uso da rotagéo de 50 rpm, uma vez que se tivesse sido escolhida a de 75
rpm as % dissolvidas teriam sido muito mais elevadas e incoerentes para os demais produtos.
Concluiu-se, entdo, que as condigdes escolhidas para as cdpsulas foram consideradas
adequadas.

Nessa primeira etapa verificou-se, ainda, diferengas significativas entre os resultados
obtidos nos dois métodos empregados. Para ambas formas farmacéuticas, os percentuais de
cetirizina obtidos pelo método espectrofométrico foram superiores aos obtidos por
cromatografia liquida, sugerindo a presenca de interferentes, os quais foram posteriormente
avaliados. Andisou-se, também, a influéncia dos filtros, a estabilidade das solucGes bem
Como a precisdo e a exatiddo dos métodos de quantificacao.

Doais tipos diferentes de filtros foram avaliados: filtro quantitativo e membrana de
acetato de celulose de 0,45 um, para verificar possivel liberacdo de material para as soluces
ou dteracdes significativas na concentracdo do farmaco. Verificou-se, também, a influéncia
da centrifugacdo. Nessa avaliagdo utilizou-se apenas 0 método espectrofotométrico na regido
do ultravioleta, pois amostras néo filtradas ndo devem ser utilizadas em cromatografia liquida,
para evitar danos no equipamento e/ou na coluna cromatogréfica. Nao houve alteracéo
significativa nas leituras das absorvancias, tanto para a SQR, quanto para os comprimidos e
cdpsulas manipuladas, antes e apods a filtragdo com filtro quantitativo ou membrana de
celulose de 0,45 pm (Tabela 30).

Os valores experimentais obtidos na determinacéo da estabilidade das solugbes da
SQR e amostras de comprimidos e capsulas manipuladas ndo sofreram ateracdo, apds 0s
intervalos de 2 e 24 horas (Tabela 31).

A possivel interferéncia de impurezas nas andlises realizadas por espectrofotometria
na regido do ultravioleta, foi avaliada através das leituras das amostras simuladas de
excipientes (ASE), de ambas as formas farmacéuticas, e do envélucro gelatinoso das cdpsulas
(capsula vazid). Os resultados comprovaram que tanto as ASE, quanto os envélucros (Figura
19) apresentam absorcdo em 232 nm (Figura 19). Para cromatografia liquida essas
interferéncias ndo foram observadas (Figura 20).

A precisdo do método foi demonstrada pela repetibilidade (intra-dia) e precisdo
intermediéria (entre-dias), através da avaiacdo de 6 unidades de comprimidos e capsulas
manipuladas, utilizando os dois métodos de quantificagdo propostos. Para comprimidos, o
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valor experimental médio da % dissolvida de cetirizina, obtido por espectrofotometria na
regido do ultravioleta, foi de 103,78%, para amostras analisadas no mesmo dia e de 103,50%
para andlises redlizadas no 2° dia. Por cromatografia liquida, as médias foram de 96,57% e
97,88%, para 0 1° e 2° dias, respectivamente. Os coeficientes foram considerados adequados
indicando, assim, boa precisdo do método. Para as cépsulas manipuladas, os valores
experimentais obtidos por espectrofotometria na regido do ultravioleta, referentes ao 1° e 2°
dias, foram de 71,14% e 75,31%, respectivamente. Os resultados encontrados por
cromatografia liquida foram de 56,86% e 60,67%, respectivamente, para 0 mesmo dia e para
dias diferentes. N& houve diferenca significativa (P<0,05), entre as andlises inter-dias,
empregando espectrofotometria e cromatografia, tanto para comprimidos, quanto para
cdpsulas manipuladas. A andlise comparativa entre 0s métodos comprovou gue existe
diferenca significativa para ambas as formas farmacéuticas (Tabelas 32 e 33).

A exatiddo do método de dissolucdo foi determinada através do teste de recuperacéo
da cetirizina SQR adicionada as amostras simuladas dos excipientes (ASE) de comprimidos e
cdpsulas manipuladas, diluidas em HCI 0,1N. As percentagens de recuperacdo médias obtidas
foram de 103,79% e 100,52%, por espectrofotometria na regido do ultravioleta e 102,40% e
98,96%, por cromatografia liquida, para comprimidos e capsulas manipuladas,
respectivamente (Tabela 34). Os resultados encontrados caracterizam o método como exato.

Embora os resultados obtidos por espectrofotometria no ultravioleta tenham
apresentado precisdo e exatiddo, verificou-se que houve interferéncia dos excipientes, o que
demonstra que 0 mesmo ndo € adequado para fins de avdiacdo da % de dissolvida de
cetirizina

As especificagdes para determinagcdo da quantidade de farmaco dissolvido envolvem
uma quantidade minima dissolvida em determinado intervalo de tempo. Muitas monografias
oficiais, estabelecem que nd menos que 75% do farmaco deve estar dissolvidos em 45
minutos. A Farmacopéia Britanica (2003) adota esse critério para quase totalidade das
monografias. No entanto, o FDA recomenda que parateste de controle de qualidade lote a lote
de farmacos altamente sollveis a especificagd de um Unico ponto, com 85% de principio
ativo dissolvido em 60 minutos ou menos, € considerada suficiente. Face a0 exposto, sugere-
se como especificacdo para o dicloridrato de cetirizina, 85% de farmaco dissolvido em 30
minutos, em HCl 0,1N (Figura 21).
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6. CAPITULO IV — ANALISE COMPARATIVA DE ALGUNS
PRODUTOS CONTENDO DICLORIDRATO DE CETIRIZINA

6.1 Introducao

Atualmente no mercado brasileiro, é possivel encontrar trés tipos de medicamentos:
referéncia, genérico e similar.

O medicamento referéncia é, geramente, o inovador cuja biodisponibilidade foi
determinada durante o desenvolvimento do produto e que teve sua eficacia e seguranca
comprovadas por meio de ensaios clinicos, antes da obtencéo do registro para comercializagdo
(STORPIRTIS, 1999).

O medicamento genérico € aquele que contém o mesmo farmaco, mesma dose, mesma
forma farmacéutica e é administrado pela mesma via e com a mesma indicagdo terapéutica
apresentando mesma eficacia e seguranca que o medicamento referéncia, comprovada por
testes de bioequivaléncia, sendo com esse intercambidvel. O medicamento similar possui 0
mesmo farmaco, mesma concentracdo e forma farmacéutica, via de administracdo, posologia
e indicacdo terapéutica, preventiva ou diagndstica, do medicamento de referéncia, podendo
diferir somente em caracteristicas relativas ao tamanho e forma do produto, prazo de validade,
embalagem, rotulagem, excipientes e veiculos, devendo sempre ser identificado por nome
comercial ou marca. O medicamento similar ndo pode ser intercambiavel. Trata-se de uma
alternativa terapéutica cujos resultados podem ser diferentes do medicamento referéncia.

A intercambiabilidade entre 0 genérico e seu respectivo medicamento de referéncia
baseia-se no conceito de equivaléncia terapéutica entre os mesmos, geralmente assegurada
pela comprovacdo de equivaléncia farmacéutica, da bioequivaléncia e das boas préticas de
fabricacéo e controle de qualidade (SHARGEL & YU, 1999; WHO, 1999; STORPIRTIS,
2004; BRASIL, 2003b).

A comparagdo da equivaléncia farmacéutica entre dois medicamentos pode ser
avaliado por meio de testes in vitro (SHARGEL & YU, 1999; WHO, 1999; STORPIRTIS,
2004).

Neste contexto, de acordo com Storpirtis et al. (2004), é importante salientar que a
bioequivaléncia e, consequentemente, a intercambialidade entre os medicamentos genérico e
referéncia pode estar comprometida se caracteristicas como as propriedades fisicas e fisico-
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quimicas do farmaco, bem como os componentes da formulagdo e processo de fabricacdo néo
forem levadas em consideracdo durante o desenvolvimento farmacotécnnico de ambos os
produtos.

Para 0 medicamento genérico, o fabricante deve investir no desenvolvimento
farmacotécnico de um produto que cumpra com as mesmas especificages in vitro, em relacdo
ao medicamento de referéncia (DIGHE, 1999).

Por essa razéo, determina-se que 0s estudos de equivaléncia farmacéutica devem ser
compostos por testes de identificagdo da matéria-prima, andlises fisicas e fisico quimicas
como peso médio, % de umidade, uniformidade de contelido e teor, para comprimidos e
cdpsulas e desintegracdo, friabilidade e dureza apenas para os comprimidos, aém dos testes
de perfil de dissolucdo. Caso ndo conste nos compéndios oficiais, 0 método analitico deve ser
desenvolvido e validado pela industria fabricante e co-vaidada pelos centros habilitados em
andlises de medicamentos genéricos (BRASIL, 2004).

As capsulas manipuladas constituem-se em outra forma amplamente empregada no
Brasil. Nos Ultimos anos observa-se um aumento significativo do nimero de farmécias
magistrais. De acordo com a Associagdo Nacional de Farmacéuticos Magistrais
(ANFARMAG), existiam no Brasil, em 1998, cerca de 3100 farmécias e, em 2002, esse
namero passou para 5.200, aproximadamente. Embora a RDC n° 33 preconize que a Farmécia
deva garantir que as especificacbes minimas dos produtos sejam cumpridas, sabe-se que na
prética isso ndo € adequadamente cumprido. Os principais problemas enfrentados pelo setor
magistral para realizacdo do controle de qualidade referem-se a0 custo de execucdo dos
métodos disponiveis nas farmacopéias e/ou falta de monografia especifica para formas
manipuladas.

Considerando que ndo existe uma formulagdo padrdo para um dado farmaco a ser
manipulado, as diferencas que podem ocorrer, em termos de efeitos terapéuticos, podem ser
significativas entres os diferentes produtos. Nesse sentido, estudos que avaliem a qualidade
desses produtos sdo igualmente importantes.

Como base no exposto, objetivou-se, através desse estudo, avaliar a qualidade de um
lote do medicamento referéncia, um lote do medicamento genérico e um lote do medicamento
similar, contendo cetirizina, na forma de comprimidos. Analisou-se, igualmente, a qualidade
de cépsulas manipuladas de trés farméacias de Santa Maria.
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6.2 For mas far macéuticas

Comprimidos de10 mg do dicloridrato de cetirizina. (Produto A / Referéncia).
Excipientes: lactose; talco; dioxido de titanio; polietilenoglicol; eudragite E; estearato de
magnésio; polivinilpirrolidona e amido de milho.

Comprimidos de 10 mg do dicloridrato de cetirizina. (Produto B / Genérico).
Excipientes. lactose; celulose microcristaling; dioxido de slicio coloidal; slicato de
magnésio; estearato de magnésio e opadry.

Comprimidos de 10 mg do dicloridrato de cetirizina. (Produto C/ Similar).

Excipientes: Glicolato de amido; amido; celulose microcristaling; didxido de silicio;
dioxido de titénio; fosfato dicédlcio; polimero catibnico do écido metacrilico e 6leo
vegetal hidrogenado.

Cépsulas manipuladas de 10 mg do dicloridrato de cetirizina. (Produto D).
Excipientes. lactose; estearato de magnésio; amido de milho; polivinilpirrolidona e
hydroxipropilmetilcelulose.

Cépsulas manipuladas de 10 mg dicloridrato de cetirizina. (Produto E).
Excipientes:Talco.

C4psulas manipuladas de 10 mg do dicloridrato de cetirizina. (Produto F).
Excipientes: Talco.

6.3 Solventes e reagentes

Agua destilada purificada;
Acetonitrilagrau CLAE, Tedia;
Acido fosférico PA, Merck;
Metanol PA, Tedig;

Gés Hélio, White Martins;
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Reagente de Karl Fisher, Merck;
Solucéo tampéo pH 4,0, Merck;
Solucéo tampéo pH 7,0, Merck;
Trietilamina, Merck.

6.4 Equipamentos e acessorios

Aparelho digital de ponto de fusdo, modelo MQAPF-301 Microquimica;

Aparelho de Karl Fisher, Titroline Alpha;

Balanca analitica Sartorius;

Banho ultra-sbnico Thornton;

Bomba de vécuo, modelo 141 Primar;

Camara ultravioleta 254nm,Cromato-V ue;

Cromatografo liquido Shimadzu SLC-10 ADvp equipado com bomba modelo LC-10AD,

detector com comprimento de onda variavel UV/VIS modelo SPD-10 ADvp, controlador

SCL-10 ADvp, integrador automético computadorizado através de programa Class VP®

software e injetor automatico Rheodyne com “loop” de 20 pl (Shimadzu; Kyoto, Japan);

Cromatoplacas de aluminio gel-silica 60 F254, 12x6 cm por 0,25 mm de espessura,
Merck;

Coluna cromatogréfica Luna Phenomenex RP-18 (250 mm x 4,0, 5 pum);

Cubetas de quartzo 10 mm, 6030-UV Hellma;

Desintegrador modelo 301AC, Nova Etica;

Durémetro, Pharmatest;

Espectrofotdmetro UV / VIS, Milton Roy, modelo Spectronic Genesys 2;

Espectrometro Bruker, modelo DPX 400;

Espectrometro FTIR Shimadzu, modelo 8001,

Filtro de celulose regenerada 13 mm x 0,45 um, Sartorius;

Friabildbmetro, Pharmatest;

Manta de aguecimento, Fisatom;

Membrana filtrante de acetato de celulose 0,45 pum, Millipore;

Papel filtro quantitativo faixa preta, Framex;

Pipetador, Tranferpette Brand;
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Potenciometro digital Field Lab;
Sistema de filtragdo, Millipore;

Termdmetros, Incoterm.

6.5 Parte experimental

6.5.1 Andlise dos r 6tulos das amostr as

Avadliaram-se as seguintes informacdes. teor, lote, data de fabricagcdo, validade e

excipientes.

6.5.2 I dentificacdo da cetirizina em comprimidos e capsulas manipuladas

Redlizou-se a identificacdo da cetirizina em comprimidos e cdpsulas manipuladas por
cromatografia em camada delgada (CCD), espectrofotometria na regido do ultravioleta e

cromatografia liquida, conforme procedimentos descritos nos Capitulo | ell.

6.5.3 Andlise fisica e fisico-quimica dos comprimidos e capsulas

manipuladas

6.5.3.1 Determinacdo do peso médio das amostras de comprimidos e

capsulas manipuladas

O peso médio das amostras de comprimidos e cdpsulas manipuladas de cetirizina foi
realizado conforme Farmacopéa Brasileira IV ed. (1988). Foram pesadas, individualmente,
20 unidades escolhidas de modo aeatério de cada forma farmacéutica. Posteriormente,
calculou-se 0 peso médio e a variacdo permitida, conforme a Farmacopéia Brasileira |V ed.

(1988). Calculou-se, também, o peso médio do contelido das cdpsulas.
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6.5.3.2 Desintegr agao das for mas far macéuticas

A determinagcdo do tempo de desintegracdo dos comprimidos e cdpsulas manipuladas
foi realizada segundo Farmacopéia Brasileira |V ed. (1988). Para este teste foram utilizadas 6
unidades de cada forma farmacéutica e &gua, a 37°C + 0,5°C, como meio de desintegracéo.
Considerou-se como tempo de desintegracdo o0 tempo em minutos e segundos em que foi
percebida a desintegracdo total de todas os comprimidos e capsulas ou quando se observou
apenas restos de seus fragmentos.

6.5.3.3 Deter minagao da friabilidade das amostras de comprimidos

A avdiagdo da friabilidade das amostras de comprimidos foi determinada de acordo
com a Farmacopéia Brasileira IV ed. (1988). Submeteram-se 20 unidades das amostras,
previamente pesadas, a acdo do equipamento a 100 rotacGes num periodo de 5 minutos. A
seguir, foram removidos quaisquer residuos de poeira dos comprimidos, e os mesmos foram
novamente pesados. A diferenca entre o0 peso inicia e o final dos comprimidos representou a
friabilidade em funcdo da percentagem de p6 perdido.

6.5.3.4 Deter minagdo da dur eza das amostras de comprimidos

Determinou-se a dureza de 10 unidades das amostras conforme preconizado na
Farmacopéia Brasileira IV ed. (1988). Os comprimidos foram submetidos, individualmente, a

acao do aparelho, sendo medida a forca em Newton necessaria para esmagé-los.

6.5.3.5 Deter minacdo de agua

Para determinar a umidade nas formulacGes foi utilizado o método de Karl-Fischer,
empregando titulador automédtico, segundo a Farmacopéia Brasileira IV ed. (1988). Foram
pesados aproximadamente 120 mg de comprimidos triturados ou do contetido das capsulas
manipuladas. Para determinar a percentagem de umidade contida nos produtos utilizou-se o
seguinte célculo:
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% de umidade = (gasto do reagente de Karl Fischer x FC) x 100
guantidade de amostra (mg)

Onde:

FC = fator de correcéo do reagente de Karl-Fischer

6.5.4 Deter minacao do teor

Redlizou-se determinagd do teor de cetirizina nos comprimidos e capsulas
manipuladas através de cromatografia liquida. As amostras foram preparadas de acordo com o
item 4.5.1.5 do Capitulo IlI. Foram redizadas 4 determinagbes para cada amostra, na
concentracdo de 20 pug/mL, em agua, utilizando as condigdes descritas na Tabela 12.

6.5.5 Uniformidade de dose unitaria das amostras

Foram avaliadas, individualmente, dez unidades de cada produto, por cromatografia
liquida. As amostras foram preparadas, em agua, transferindo-se o contetido de uma unidade
para baldo volumétrico de 50 mL, prosseguindo-se a diluicdo e extragdo da mesma forma que
o indicado no item 4.5.1.5 do Capitulo I, obtendo-se solu¢Bes nas concentragdes de 20
ug/mL.

A quantidade de farmaco presente em cada unidade foi avaliada de acordo com as

especificagdes da Farmacopéia Brasileira |V ed. (1988).

6.5.6 Teste de dissolucéo

Realizou-se o teste de dissolugdo da cetirizina nas amostras em estudo utilizando seis
unidades de comprimidos e de capsulas manipuladas nas condi¢es determinadas no Capitulo
I1l, e apresentadas na Tabela 35. A % dissolvida do famaco foi determinada por

cromatografia liquida para ambas as formas farmacéuticas.
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Tabela 35 — Parametros utilizados para avaliagdo da % dissolvida de cetirizina em
comprimidos ecdpsulas manipuladas.

Parametros
Meio HCI 0,1N
Volume 900 mL
Aparato Pa (comprimiacrllci)lcs)zJ Ieagga (capsulas
Velocidade de rotagdo 50 rpm
Volume coletado 10 mL
Tempo de coleta 30 minutos
Temperatura 37,0°C+0,5°C

6.5.7 Perfil de dissolucao

O procedimento empregado para avaliacéo dos produtos foi 0 mesmo utilizado no item
6.5.6, conforme Tabela 33. As coletas foram realizadas nos tempos de 5, 10, 15, 20, 30 e 60
minutos. Doze unidades de cada produto foram submetidas ao teste. A cromatografia liquida
foi utilizada para a quantificacdo da % dissolvida de cetirizina em comprimidos e cdpsulas
manipuladas.

Através do programa computacional ORIGIN 5.0 foram determinadas as areas sob a
curva da percentagem de dissolucdo de cetirizina versus tempo individualmente para doze
unidades de comprimidos ou cépsulas manipuladas de cada produtor, calculando-se a
eficiéncia de dissolucéo (Capitulo I11, item 5.2).

6.6 Resultados

No rétulo das capsulas manipuladas as informaces encontradas foram: lote,
concentragdo, quantidade, fabricante e validade. Os comprimidos estavam de acordo com a
legidacdo vigente (BRASIL, 2003c) contendo: informagdes ao paciente e informagdes
técnicas, além das citadas para capsulas.

A identificacdo da cetirizina nos produtos foi realizada por cromatografia em camada
delgada (CCD), espectrofotometria na regido do ultravioleta e cromatografia liquida. A
Tabela 36 apresenta os resultados dos Rf obtidos para a SQR, comprimidos e capsulas
manipuladas de cetirizina nos dois sistemas de eluentes utilizados. As Figuras 22 e 23,

respectivamente, apresentam os espectros de absor¢do molecular obtidos das solugbes agquosas
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da cetirizina SQR e dos Produtos A, B, C, D, E e F, e os cromatogramas com os tempos de
retencdo dessas amostras, ambos na concentracéo de 20ug/mL.

Tabela 36 - Vaores de Rf obtidos para a SQR, comprimidos e cdpsulas manipuladas de
cetirizina nos dois sistemas de eluicdo utilizados.

Amostra Sistema de eluicao*

Rf 1 Rf 2

SOR 0,17 0,21
A 0,15 0,21

B 0,15 0,21

C 0,15 0,21

D 0,16 0,19

E 0,17 0,21

F 0,17 0,21

* Sistema 1- hidroxido de aménio: metanal: cloreto de metileno (1: 10: 90) (Farmacopéia Briténica, 2003);
sistema 2- acetato de etila, metanol e hidréxido de aménio (7: 1,5: 1) (PRADEEP R.VAVIA et.al.,2000).
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Figura 22— Representacéo grafica dos espectros de absor¢do molecular obtidos por espectrofotometria na regido
do UV das solugdes aquosas da cetirizina SQR e dos Produtos A, B, C, D, E e F, na concentragdo de 20 pg/mL.
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Figura 25 - Cromatogramas das solucgdes aquosas da cetirizina SQR (TR=6,79) e dos Produto A (TR=6,79), B
(TR=6,74), C (TR=6,70), D (TR=6,71), E (TR=6,64) e F (TR= 6,64), na concentracdo de 20 pg/mL.

Os resultados referentes as determinagdes individuais de peso médio, tempo de
desintegracdo, dureza, friabilidade e umidade dos comprimidos de cetirizina encontram-se na
Tabela 37. Na Tabela 38 encontram-se descritos as determinagdes individuais dos pesos das
cdpsulas manipuladas, assm como os vaores referentes a0 peso médio, tempo de
desintegracdo (min.: seg.) e umidade das mesmeas.
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Tabela 37 - Vaores individuais (mg) obtidos na determinagcdo de peso médio (PM), desvio
padréo (DP%), limites inferior e superior permitidos, teste de desintegracdo (min.: seg.),
dureza, friabilidade (%) e umidade (%), para os comprimidos analisados.

Comprimidos A B C
1 125,0 184.8 124.8
2 124,2 187,9 126,0
3 127,0 187,7 126,1
4 123,8 1911 127,6
5 119,7 190,3 122,6
6 126,7 186,9 122,1
7 126,0 189,9 123,3
8 125,2 187,3 126,4
9 127,7 184.8 125,0
10 122,1 186,3 124.3
11 123,4 186,4 1241
12 126,9 187,6 123,2
13 125,5 184,6 129,3
14 124.6 187,9 1249
15 126,1 188,5 126,0
16 120,3 192,2 123,6
17 126,7 189,1 125,7
18 1241 1854 122,8
19 125,9 185,3 1219
20 126,0 184,2 124,3
PM + DP% 1248+ 2,2 187,4+ 2,3 124,7+19
Limite inferior 112,32 168,66 112,23
Limite superior 137,28 206,14 137,17
Desintegracdo (min.: seg.) 5:40 1:31 2:35
Dureza (N) 72,28 45,03 33,56
Friabilidade (%) 0,02 0,02 0,16

Umidade (%) 7,25 7,03 4,52
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Tabela 38 - Vaores individuais (mg) obtidos na determinagcdo de peso médio (PM), desvio
padrdo (DP%), limites inferior e superior permitidos, peso médio do contelido, desintegracéo
(min.: seg.) e umidade (%), para as cipsulas manipuladas.

Cépsulas manipuladas D E F
1 124,2 153,6 147,3
2 1219 164,2 153,0
3 118,1 150,1 147,0
4 119,7 155,2 149,1
5 120,8 1454 150,2
6 119,5 153,1 1424
7 117,9 160,4 146,1
8 122,2 159,0 141,6
9 114,7 1471 144.4
10 115,9 1495 1414
11 112,3 152,8 146,5
12 118,0 145,9 146,3
13 121,2 152,4 145,6
14 120,8 163,4 149,9
15 121,2 148,8 150,3
16 124,3 150,9 147,8
17 1174 161,2 146,7
18 1151 140,2 137,1
19 120,8 154,2 142,3
20 123,2 1419 147,3
PM + DP% 159,4 + 0,003 207,7 + 0,006 198,0 £ 0,004
Limite inferior 143,5 186,9 178,2
Limite superior 175,3 228,5 217,8
PMc = CV% 1195+ 3,2 152,5+ 6,7 146,1 + 3,7
Desintegracdo (min: seg) 8:38 8:50 7:39

Umnidade (%) 8,40 12,56 11,66
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Os resultados encontrados na determinacéo quantitativa de cetirizina, em comprimidos
e capsulas manipuladas, por cromatografia liquida, encontram-se na Tabela 39.

Tabela 39 - Vaores experimentais obtidos na andlise de teor da cetirizina em comprimidos e
cdpsulas manipuladas, por cromatografia liquida.

Amostra A B C D E F
1 100,81 98,49 100,73 99,35 96,03 101,72
2 102,61 97,33 100,11 98,29 95,86 100,54
3 99,59 96,49 99,78 99,82 97,66 102,71
4 99,18 97,28 100,68 98,60 97,93 100,76
Média (%) 100,54 97,40 100,32 99,01 96,87 101,43
CV% 1,53 0,84 0,46 0,71 1,10 0,98

CV% = Coeficiente de variacdo percentual.

Os resultados do teste de dissolugdo in vitro obtidos nas amostras de comprimidos e
cdpsulas manipuladas, utilizando como meio HClI 0,IN a 37,0°C = 0,5°C, podem ser
observados na Tabela 40.
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Tabela 40 - Valores de percentagem dissolvidas (%) da cetirizina em comprimidos, obtidos
por cromatografia liquida

Amostra A B C D E F
1 96,37 100,53 92,47 49,06 97,85 88,03
2 96,26 96,40 96,80 57,27 99,03 88,79
3 96,31 103,29 99,57 46,34 102,40 90,25
4 98,03 96,32 91,20 49,99 93,06 104,29
5 95,39 99,73 96,60 52,77 97,76 104,33
6 97,09 99,91 96,68 51,60 98,97 103,81
Média (%) 96,57 99,36 95,55 51,17 98,18 96,58
CV% 0,92 2,68 3,25 7,27 3,08 8,60
CV% = Coeficiente de variacdo percentual.
Os resultados dos perfis de dissolugdo in vitro dos comprimidos e cépsulas

manipuladas, encontram-se na Figura 24.
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Figura 24 - Representacdo grafica das porcentagens dis solvidas da cetirizina, empregando aparato 2 e 1,
respectivamente, para comprimidos e capsulas manipuladas, em meio HCl 0,1N a 37,0°C + 0,5°C, 50 rpm,
analisados cromatografia liquida.

Os valores de eficiéncia de dissolugdo com seus respectivos coeficientes de variagdo
percentua (CV%) e andlise de variancia (ANOVA) obtidos para comprimidos e capsulas
manipuladas, analisados por cromatografia liquida, encontram-se na Tabela 41.
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Tabela 41 - Vaores de €ficiéncia de dissolugdo (%), coeficiente de variacdo percentual
(CV%) e andliase de variancia (ANOVA) de comprimidos e capsulas manipuladas de
cetirizina, obtidos por cromatografia liquida.

Amostra A B C D E F
1 91,75 90,10 88,23 51,62 89,58 86,28
2 92,35 89,87 89,39 57,91 89,03 86,61
3 89,70 89,74 91,94 61,34 90,85 84,95
4 93,24 89,40 85,78 69,33 87,24 90,30
5 89,44 88,34 90,61 54,59 87,17 90,28
6 92,03 91,22 89,61 56,25 90,51 89,73
7 93,46 89,32 88,87 54,16 88,46 87,25
8 93,11 90,80 82,19 57,59 87,03 89,03
9 91,48 90,84 89,31 53,64 87,76 87,20
10 90,25 90,56 86,56 59,31 82,01 88,58
11 90,59 89,08 90,34 49,83 87,31 87,69
12 92,50 90,18 81,13 56,71 83,27 86,83
Média 91,66 89,95 87,83 56,86 87,52 87,89
CV% 1,51 0,93 3,80 8,92 3,02 1,93
F calculado
ANOVA
9,63* 321,08*
CV% = Coeficiente de variacdo percentual.
F calculado para P < 0,05 (3,27).

*Valor significativo.

Nas Tabelas 42 e 43 encontram-se 0s resultados do tratamento estatistico obtidos pelo
teste de Tukey a que foram submetidos os valores de eficiéncia de dissolucdo dos

comprimidos e capsulas manipuladas, respectivamente.
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Tabela 42 - Teste de Tukey aplicado aos valores de eficiéncia de dissolugdo encontrados para
0S comprimidos.

Produtos Média (X) X —87,83 X —89,95
B 91,66 3,83* 1,70M°
A 89,95 2,128 -
C 87,83 - -

* = Significativo para P < 0,05.
NS = N&o significativo para P < 0,05.

Tabela 43 - Teste de Tukey aplicado aos valores de eficiéncia de dissolugdo encontrados para
as capsulas manipuladas.

Produtos Média (X) X —56,86 X — 87,52
F 87,89 31,03 0,37"°
E 87,52 30,66* -
D 56,86 - -

* = Significativo para P < 0,05.
NS = N&o significativo para P < 0,05.

Os valores experimentais obtidos na determinagdo da uniformidade de contelido das
amostras por cromatografia liquida estéo apresentados na Tabela 44.
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Tabela 44 — Vdores individuais experimentais e média, em porcentagem, obtidos na

avaliacdo da uniformidade de contelido de comprimidos, por cromatografia liquida.

Amostra A B C D E F
1 104,90 99,38 104,31 104,07 84,80 94,31
2 105,14 96,78 105,17 102,21 93,31 92,60
3 108,80 97,47 100,72 105,21 79,10 96,18
4 104,02 95,05 104,87 97,24 82,77 102,42
5 105,98 100,08 101,38 103,32 91,56 98,43
6 105,06 96,01 100,61 95,81 79,77 92,04
7 110,41 94,56 100,12 96,63 87,00 93,69
8 109,16 96,82 104,45 99,15 86,00 102,16
9 101,61 99,48 101,60 101,97 99,87 91,44
10 109,92 100,75 101,30 99,38 83,07 95,97

Média(%) 106,50 97,64 102,45 100,50 86,73 95,92

CV% 2,74 2,22 1,94 3,29 7,48 4,13

CV% = Coeficiente de variacdo percentual .

6.7 Discussao

A integragdo do setor produtivo com o controle de qualidade, na indlstria de

medicamentos, exerce papel fundamental na garantia da execucdo das boas préticas de

fabricacdo e de laboratdrios para que o farmaco possa acancar sua forma farmacéutica final,

garantindo ao paciente medicamento de 6tima qualidade (SANTORO, 1988). Em virtude do

crescimento do uso de medicamentos manipulados, as farmécias magistrais devem,

igualmente, adequarem-se aos parametros de qualidade, para que desse modo seus produtos

possam apresentar eficacia, seguranca e qualidade garantida ao consumidor.
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Para avaliar a qualidade de comprimidos e cépsulas devem ser realizados testes que
incluam determinacbes quantitativas e qualitativas através de processos fisico-quimicos,
quimicos ou bhiologicos, bem como avaliagbes das propriedades biofarmacotécnica dos
produtos.

Na andlise dos rotulos verificou-se que as cdpsulas manipuladas ndo apresentavam
informacfes importantes, tais como as caracteristicas da formulagéo, excipientes, principais
indicagBes, contra-indicacbes, posologia e efeitos colaterais. Em relagdo aos comprimidos,
estas informagdes constavam em suas respectivas bulas (BRASIL, 2003c).

A presenca do farmaco nos produtos farmacéuticos foi demonstrada por cromatografia
em camada delgada (CCD), espectrofotometria na regido do ultravioleta e cromatografia
liquida. Os Rfs obtidos nos dois sistemas (Tabela 35), os espectros de absor¢do molecular
(Figura 22) e os cromatogramas com 0s tempos de retencéo (Figura 23) de todas as amostras
foram semelhantes aqueles obtidos para SQR, confirmando a identidade da cetirizina.

Quanto a andlise do peso-médio, cada unidade dos comprimido e capsulas deve conter

uma quantidade especifica de principio ativo relacionada a uma determinada quantidade da
formulagdo do medicamento proposto (LACHMAN et al., 1986). Por essa razdo, durante o
ato da producdo de comprimidos e cdpsulas, 0 gjuste correto dos pesos constitui-se uma etapa
importante. As amostras submetidas a determinacdo do peso médio devem estar dentro das
especificagdes indicadas pela Farmacopéia Brasileira |V ed. (1988), onde a variagcdo
individual permitida para os comprimidos com peso médio de até 80 mg é de 10%; se este
estiver entre 80 e 250 mg a variacdo individual permitida podera ser de + 7,5% e se for acima
de 250 mg esta pode ser de + 5,0%. Para as capsulas com peso-médio de até 300 mg, a
variagdo permitida pode ser + 10%. Os resultados da variagdo de peso obtidos para os
comprimidos (Tabela 37) e cdpsulas manipuladas (Tabela 37) mostraram que 0s produtos
analisados apresentaram todas as unidades dentro dos limites especificados, cumprindo,
assim, com os requisitos do teste.
O processo de desintegracdo do farmaco constitui uma etapa importante para a absor¢do do
principio ativo pelo organismo. Para que ocorra a absor¢éo do farmaco pelo organismo, este
deve apresentar-se na forma de solucdo e, para isso, é necessario que ocorra primeiro a
desagregacdo do mesmo em particulas menores ou grénulos. O tempo de desintegracdo de
todos os produtos encontrou-se dentro das especificagcBes estabelecidas pela Farmacopéia
Brasileira 1V ed. (1988): 30 minutos para os comprimidos e 45 minutos para as cdpsulas
(Tabelas 38 e 39).
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Os resultados do teste de resisténcia mecanica (Tabela 37) demonstraram que os comprimidos
analisados apresentaram variagdo entre 0,02% a 0,16% de perda de p6 durante a execucdo do
teste, permanecendo dentro do limite de 1,5% estabelecido pela Farmacopéia Brasileira 1V ed.
(1988). Em relagdo ao teste de dureza, verificou-se que o produto A apresentou dureza
superior aos demais comprimidos analisados. Todos encontraram-se, no entanto, dentro do
limite de 30 N estabelecido pela Farmacopéia BrasileiralV ed. (1988).

A determinagdo da umidade em formas farmacéuticas € considerada um teste de relevada
importancia, uma vez que a &gua contida junto ao f&rmaco e aos excipientes pode interferir no
peso-médio, teor, uniformidade, estabilidade, desintegracéo e dissolucdo do farmaco podendo
aterar a biodisponibilidade do medicamento. Os comprimidos apresentaram % de umidade
entre 4,5 a 7,2. As capsulas manipuladas apresentaram valores percentuais médios de umidade
superiores aos comprimidos (8,4 a 12,6). N&o existe, no entanto, especificagdo para teor de
umidade nas formas farmacéuticas contendo cetirizina

Na determinagdo quantitativa, verificou-se que os teores médios de cetirizina obtidos
encontraram-se dentro da faixa de 95,0 a 105,0%, da quantidade declarada do farmaco, nas
amostras de comprimidos e cdpsulas manipuladas, conforme Tabela 39. A variagdo de teor
entre comprimidos e entre capsulas foram menor que 5%. Segundo a ANVISA, para ser
submetido a estudo de bioequivaléncia a diferenca de teor entre o medicamento teste e 0
referéncia deve ser de no maximo 5% (BRASIL, 2004). Verificou-se, assm, que o0s produtos
poderiam ser submetidos a esses estudos.

O teste de dissolucdo (Tabela 40), de acordo com a Farmacopéia Brasileira 1V ed.
(1988), determina a percentagem da quantidade de principio ativo, declarado no rétulo do
produto, liberado no meio de dissolucdo, dentro do periodo especificado, sob aparelhagem e
condi¢Oes experimentais descritas. As percentagens dissolvidas obtidas para os comprimidos
encontraram-se acima dos limites de 85% em 30 minutos estabelecidos para dissolucdo de
farmacos de liberacdo imediata, pertencentes a classe |, conforme Classficagdo
Biofarmacéutica (AMIDON et al., 1995). Em relagdo as capsulas manipuladas, a percentagem
de principio ativo liberado foi superior a 85% em 30 minutos, para os produtos E e F, a0
contrario do produto D que apresentou percentagem de farmaco dissolvido inferior ao limite
especificado, ou sgja, apenas 51, 17%. A justificativa para essa baixa liberagdo, pode ser em
virtude da presenca do excipiente hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), derivado da celulose,
gue tem a capacidade de retardar a velocidade de liberacéo do farmaco, poderia justificar essa
baixa liberagéo.
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Os resultados dos perfis de dissolucdo demonstraram que os valores de % dissolvida
de cetirizina foram superiores a 85% em 15 minutos, para os comprimidos (Figura 24 -1).
Para as cdpsulas apenas o produto F ndo atingiu esse valor em 15 minutos (Figura 24 - 2).

A partir dos perfis de dissolucdo foi possivel calcular o parametro de eficiéncia de
dissolugdo, o qual foi avaliado estatisticamente para permitir a conclusdo sobre a semelhanca
entre os perfis estudados. Para as cdpsulas, verificou-se que houve maior variabilidade (CV %)
dos resultados obtidos entre as 6 unidades em comparagéo com os comprimidos.

Verificou-se, através de ANOVA, que houve diferenca significativa entre os perfis de
dissolucéo, tanto entre os comprimidos e as capsulas manipuladas (Tabela 41). Empregando o
teste de Tukey (Tabelas 42), verificou-se que, para os comprimidos, ndo houve diferenca
significativa entre os produtos A e B e A e C. Os produtos B e C apresentaram diferencas
significativas entre seus perfis. Em relacdo as cdpsulas (Tabela 43), observou-se que 0s
produtos E e F ndo apresentaram diferencas, enquanto que os produtos D e F e D e E,
apresentaram diferencas significativas.

As diferencas observadas entre produtos analisados poderiam acarretar problemas na
biodisponibilidade dos mesmos. No entanto, segundo Connors et al. (1995), produtos
contendo f&rmacos com dlta solubilidade e alta permeabilidade, como é o caso da cetirizina,
ou alta solubilidade e baixa permeabilidade podem ser considerados bioequivalentes desde
que apresentem dissolucéo de 85% do f&rmaco em menos de 15 minutos. Neste estudo apenas
o produto D ndo cumpriu com esta especificagdo. A existéncia ou ndo da bioequivaléncia
entre os produtos s poderia ser confirmada apds redizacdo de estudo in vivo-in vitro
estabelecida para as formas avaliadas.

A avaliacdo da distribuicdo uniforme do farmaco em cada unidade é considerada
muito importante, principalmente para farmacos com baixa concentragdo ou com janela
terapéutica estreita. De acordo com os critérios recomendados pela Farmacopéia Brasileira 1V
ed. (1988), os vaores individuais podem variar de 85 a 115%, com CV% maximo de 6%.
Todos os produtos cumpriram com as especificagdes para o teste de uniformidade de
contetdo (Tabela 44), exceto o produto E. O produto E apresentou cinco unidades fora da
faixa de 85 a 115%, mas todas dentro da faixa de 75 a 125%. O CV% foi, no entanto, superior
a 6% (Tabela 44). Embora o produto ja tivesse sido reprovado no primeiro estégio, vinte
unidades adicionais foram testadas e os resultados obtidos comprovaram a fata de

uniformidade do farmaco no lote testado.
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Os produtos A, B e C, respectivamente, referéncia, genérico e similar, bem como o
produto E (cdpsulas manipuladas) apresentaram resultados adequados em todos os testes a
gue foram submetidos. O produto D, embora tenha apresentado resultados adequados nas
andlises de peso-médio, desintegracdo, uniformidade e teor, ndo cumpriu com a especificacdo
do teste de dissolucéo indicada pela Classificagdo Biofarmacéutica (AMIDON et al., 1995)
para farmacos pertencentes a classe |. Sugere-se, portanto, que esse produto tenha sua
formulagdo otimizada. Em virtude, do ndo cumprindo com as especificacbes farmacopeicas,
para o teste de uniformidade do produto E, aconselha-se que esse tenha suas boas préticas de
manipulagdo otimizadas.

Com base nos resultados encontrados, concluiu-se que é necessario haver um controle
mais rigoroso por parte dos O6rgéos responsaveis, no controle da qualidade dos produtos

manipulados, antes da liberagcdo dos mesmos antes de sua liberagéo.
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7. CAPITULO V-ESTUDO PRELIMINAR DA ESTABILIDADE
DOS COMPRIMIDOS

7.1 Introducao

A estabilidade de um produto farmacéutico pode ser definida como a capacidade de
uma formulagdo particular, em um recipiente especifico, de manter, dentro de limites pré-
especificados e durante seu periodo de estoque e uso, as mesmas propriedades fisicas,
quimicas, microbioldgicas, terapéuticas e toxicoldgicas que possuia na sua fabricagdo. E
também definida como o periodo no qual o produto mantém as mesmas propriedades e
caracteristicas que possuia na sua fabricagdo. Embora existam excegdes, 0 nivel minimo de
poténcia aceitavel nesse periodo é de 90 % (KOMMANABOY NA & RHODES, 1999).

Diversos fatores afetam a estabilidade de um produto farmacéutico, incluindo a
estabilidade da substancia ativa; potencial de interagdo entre as substancias ativas e
excipientes, processo de producdo; forma farmacéutica; sistema fechamento-embalagem;
condi¢des ambientais durante o transporte, estoque; comercializagdo e tempo entre a produgdo
e uso. Propriedades ambientais tais como aguecimento, luz e umidade, bem como fatores
quimicos tais como oxidacdo, reducdo, hidrélise e racemizacdo, possuem grande importancia
na estabilidade de produtos farmacéuticos (MATTHEWS, 1999; KOMMANABOYINA &
RHODES 1999).

As ateragOes que podem ocorrer nos produtos farmacéuticos podem ser classificadas
em: a) ateragOes fisicas tais como aparéncia, consisténcia, uniformidade de contetdo, cor,
odor, sabor, dureza, friabilidade, desintegracdo, dissolucdo, pH, umidade; b) alteracdes
quimicas, como: formacdo de produto de degradacdo, perda do teor; c) ateraces
microbioldgicas. proliferagdo de microrganismos em produtos ndo estérels, perda da eficacia
do preservativo (MATTHEWS, 1999).

A literatura especidizada (ICH, 2003) recomenda que os testes de estabilidade devem
ser congtituidos de duas etapas. testes acelerados e testes confirmatérios. Os testes acelerados
de estabilidade servem para identificar os fatores degradantes, selecionar os critérios de
conducdo dos testes e para avaliar a adequabilidade das técnicas anditicas (GRIMM, 1987,
ICH, 2003). Esses fatores sdo especiamente Uteis nos casos em que ndo se tenham dados
sobre os produtos de degradacdo. A obtencdo do farmaco degradado permite controlar e
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escolher o método mais sensivel de quantificacdo e de identificacdo dos produtos de
degradagdo (NUDELMAN, 1975). Os estudos confirmatorios devem ser realizados para
propiciar informagdes necessarias sobre a manipulagdo, embalagem e rotulagem dos produtos
(ICH, 2003).

Como mencionado anteriormente, encontrou-se apenas um artigo referente a
avaliacdo da estabilidade da cetirizina em associagdo com pseudoefedrina (PRADEEP €. al.,
2002). Os autores submeteram as amostras a condi¢fes de degradacdo forcada (meio &cido,
alcaino e oxidativo) e avaliaram as mesmas por cromatografia em camada delgada de alto
desempenho, tendo havido formagdo de manchas adicionais apenas para amostras tratadas sob
condi¢Bes oxidativas. Durante o desenvolvimento e validacdo de método por cromatografia
liquida (Capitulo 11), readizou-se estudo sob condi¢bes de degradacdo forcada da SQR, ndo
tendo sido detectado produtos adicionais em nenhuma das condi¢es avaliadas (hidrolise,
oxidagdo eluz).

Os estudos de estabilidade acelerados referem-se a avaliagdo do produto sob condi¢des
de temperatura elevada. Nesse sentido redizou-se, no presente trabalho, avaliagdo da
estabilidade de cetirizina em comprimidos, utilizando temperatura de 40°C + 2°C e 75% + 5%
de umidade relativa. Esses parametros séo indicados pelo ICH (2003) e pelo Guia para
realizacdo de estudos de estabilidade (Brasil, 2005). As amostras foram avaliadas antes e ap0s
trés meses de exposi¢cdo as condi¢Bes descritas. O objetivo foi acompanhar o aparecimento de
produtos de degradac&o bem como verificar a influéncia da temperatura nas propriedades de

desagregacéo e dissolucdo do farmaco.

7.2 Parte experimental

7.2.1 Condicbes de estudo

Amostras dos comprimidos A, B e C foram armazenadas dentro do blister original, em
estufa Biomatic® com temperatura e umidade controladas (40°C + 2°C e 75% + 5% UR), por
3 meses, na Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Apls o periodo de armazenamento os produtos foram submetidos as seguintes
avaliagOes:

a) peso-médio, desintegracdo e umidade, dissolucdo, conforme preconizado na

Farmacopéia BrasileiralV ed (1988);
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b) andlise de teor, utilizando o méodo por cromatografia liquida desenvolvido
(Capitulo I1);
c) testee perfil de dissolugdo, utilizando as condigdes desenvolvidas no Capitulo I1;
Avaliou-se, também, a presenca de produtos de degradacdo, por cromatografia em
camada delgada, espectrofotometria no ultravioleta e cromatografia liquida

7.3 Resultados

Os resultados dos Rf obtidos na identificagdo da cetirizina nas amostras de
comprimidos por cromatografia em camada delgada (CCD), apds 3 meses de estabilidade
acelerada, nos sistemas 1 e 2 foram, respectivamente: SQR ( 0,15 e 0,20), Produto A (0,15 e
0,20), Produto B (0,15 e 0,21) e Produto C (0,14 € 0,22).

As Figuras 25 e 26 apresentam, respectivamente, os espectros de absor¢éo molecular
obtidos por espectrofotometria na regido do ultravioleta os cromatogramas das solugdes
aquosas da cetirizina SQR e dos comprimidos (Produtos A, B e C), na concentragcéo de 20

pg/mL, apds 3 meses utilizando temperatura de 40°C + 2°C e 75% + 5% de umidade relativa.
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Figura 27 — Representagéo grafica dos espectros de absorgao molecular das solugtes aquosas da cetirizina SQR e
dos comprimidos (Produtos A, B e C), ap6s estudo de estabilidade, na concentracdo de 20 pg/mL.

A Figura 28 apresenta os cromatogramas obtidos das solugdes aquosas da cetirizina
SQR e dos comprimidos (Produtos A, B e C), apés estudo de estabilidade, na concentracéo de

20 pg/mL, com seu respectivo tempo de retencéo.
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Figura 26 - Cromatogramas das sol ugdes aquosas da cetirizina SQR (TR=6,78), Produto A (TR=6,81), Produto
B (TR=6,77) e Produto C (TR= 6,76), apds trés meses a 40°C + 2°C e 75% + 5% UR, na concentracao tedrica de
20 pg/mL.

A Tabela 45 apresenta os valores experimentais obtidos nos testes de peso-médio,
desintegracdo, umidade, teor, dissolucdo e eficiéncia de dissolugdo, anaisados por
cromatografia liquida, para os comprimidos (Produtos A, B e C), apds 3 meses de ensaio de
estabilidade acelerada
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Tabela 45 - Valores experimentais obtidos nas andlises redlizadas no tempo zero e apds 3
meses de estudo de estabilidade acelerada.

Tempo zero 3 meses
Parametros
A B C A B C
Peso-médio (mg) 124,8 187,4 1247 125,7 185,4 125,7

Desintegracdo (min.:seg.) 5:40 1:31 2:35 4:24 7:42 1:41

Umidade (%) 7,25 7,03 4,52 7,02 6,65 3,29
Teor (%) 100,54 97,40 100,32 101,71 100,85 98,12
% Dissolvida 96,57 99,36 95,55 95,05 92,09 43,13
ED % 91,66 89,95 87,83 87,73 84,90 54,29
ANOVA F calculado
ED % entre produtos 9,63* 444 87*
F calculado para P < 0,05 (3,27).

*Valor significativo.

Na Tabela 46 encontra-se 0 resultado do tratamento estatistico obtido pelo teste de
Tukey a que foram submetidos os valores de eficiéncia de dissolucdo dos comprimidos, apds
estudo de estabilidade.

Tabela 46 - Teste de Tukey aplicado aos valores de eficiéncia de dissolugdo encontrados para
os comprimidos, apos estudo de estabilidade.

Produtos Média (X) X —54,29 X —84,90
B 87,73 33,44* 2,83"°
A 84,90 30,61* -
C 54,29 - -

* = Significativo para P < 0,05.
NS = N&o significativo para P < 0,05.
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Os resultados dos perfis de dissolucdo in vitro dos comprimidos, analisados

cromatografia liquida, encontram-se na Figura 27, respectivamente.

120
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Figura 27 - Representag&o gréfica das percentagens dissolvidas de cetirizina dos produtos A, B e C em meio HCI
0,1N a 37,0°C + 0,5°C, 50 rpm, aparato 2, analisados por cromatografia liquida, apos trés mesesa40°C + 2°C e
75% + 5% UR.

7.4 Discussao

Diversos fatores podem alterar a estabilidade de um farmaco. Essas alteraces podem
ser de natureza extrinseca - quando dependem de fatores externos a substéancia - ou intrinseca
- devido a natureza quimica da substéncia (HACKMANN, 1991).

Avaliando-se a estruturas quimica de uma substéncia quimica, pode-se ter um
indicativo das possiveis ateraces que a mesma pode sofrer. Farmacos que contenham na sua
molécula grupos funcionais como ésteres, amidas, imidas e outros, sd0 suscetiveis de
sofrerem hidrélise em meio aguoso ou por acdo da umidade. Moléculas que apresentam na
sua estrutura grupamentos alcodlicos, fendlicos, ligagdes duplas e triplas, podem sofrer
oxidagdo. Compostos contendo grupos croméforos como nitro, nitroso, cetona, sulfona,
duplas e triplas ligagbes sdo mais sensiveis a radiages luminosas. A sensibilidade sera tanto
maior quanto maior for o nimero desses cromoforos na molécula e, especidmente se
estiverem conjugados, permitindo a interacdo entre os elétrons livres (NUDELMAN, 1975;
CONNORS, AMIDON & STELLA, 1986; HACKMAN, 1991).

Os processos de degradacéo podem ser acelerados por acdo da temperatura e umidade.
Sob altas temperaturas todos 0s processos quimicos tornam-se acelerados, uma vez que essas
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fornecem a energia de ativagdo necess&ria para a cisdo das ligagbes quimicas. A
descarboxilagdo e a desidratacdo sdo as principais reacbes que ocorrem na termolise
(NUDELMAN, 1975; HACKMAN, 1991).

O ICH e o guia para redizagdo de estudos de estabilidade (BRASIL, 2005) indicam
gue as avaliagcbes sgjam realizadas nos tempos 0, 3 e 6 meses. No presente trabalho foram
avaliadas as amostras apenas no tempo zero e apos trés meses, devido a insuficiéncia de
amostras para conduzir todos 0s testes necessrios.

O acompanhamento da degradacdo das amostras submetidas as condi¢bes descritas
anteriormente foi realizado por CCD, espectrofotometria na regido do ultravioleta e
cromatografia liquida. Os resultados obtidos por CCD demonstraram que os Rfs encontrados
para os comprimidos foram semelhantes ao da cetirizina SQR, nos dois sistemas de eluentes
empregados. N&o foi observada a presenca de manchas adicionais em ambos 0s sistemas
utilizados. Os espectros de absor¢éo molecular das amostras sobrepuseram-se ao espectro da
SQR, apresentando 0s mesmos méximos de absor¢do (Figura 25), ndo permitindo sugerir a
existéncia de modificacdo significativa na molécula. A andlise por cromatografia liquida
mostrou que ndo houve formacdo de picos adicionais, nem ateracéo do tempo de retencéo das
amostras em relagdo a cetirizina SQR (Figura 26).

Em relagdo ao aspecto fisico das trés amostras dos comprimidos, observou-se que néo
ocorreu nenhuma alteracéo apds o periodo de exposi¢ao.

Em relagdo ao peso-médio, ndo houve ateracdo significativa entre os valores obtidos
no tempo zero e apos trés meses. Quanto ao tempos de desintegracdo, foram verificadas
alteracOes significativas nos mesmos. Para os produtos A e C, houve diminuicdo desse tempo,
a0 contrério do produto B. Os tempos permaneceram, no entanto, dentro do preconizado pela
Farmacopéia Brasileira IV ed. (1988). Verificou-se, também, diminuicdo da % de agua em
todos os produtos (Tabela 44).

Verificou-se que ndo houve diferenca significativa entre os teores antes e apos trés
meses de tratamento (Tabela 45) e todas as amostras continuaram dentro da faixa de 95,0% a
105,0%.

Os resultados do teste de dissolugdo revelaram uma reducdo na % dissolvida de
farmaco ao final dos 30 minutos de teste, para todos os produtos (Tabela 45). Para os produtos
A e B, embora tenha havido alteracdo, verificou-se valores encontraram-se acima dos limites
de 85% em 30 minutos. Para o produto C, no entanto, essa ateracdo foi significativa, com
reducdo em torno de 50% daguele verificado para o tempo zero. As andlises estatisticas
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realizadas com os valores de eficiéncia de dissolucéo obtidos a partir dos perfis demonstraram
essas diferencas. Através do teste de Tukey (Tabela 46) observou-se que o produto C
apresentou perfil de dissolucdo diferente dos produtos A e B, 0s quais ndo apresentaram
diferencas entre .

Embora ndo tenha havido alteragcbes significativas nos teores, verificou-se que
caracteristicas importantes para formas sblidas de uso ora foram ateradas sob condi¢Bes de
temperatura e umidade elevadas demonstrando, assm, a importancia de se avaiar tanto as

caracteristicas quimicas quanto as fisicas dos produtos submetidos a estudos de estabilidade.
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8. CONCLUSAO

As andlises espectroscopicas (RMN 'H, °C, IV e UV) e a determinacdo da faixa de
fusdo permitiram a caracterizacdo da substancia quimica utilizada como referéncia no

presente estudo;

Os dois sistemas de eluicgo (hidréxido de amdnio: metanol: cloreto de metileno (1: 10:
90) e acetato de etila, metanol e hidroxido de ambnio (7: 1,5: 1)) utilizados na CCD,
foram adequados para identificagdo da cetirizina na SQR e amostras de comprimidos e

cdpsulas manipuladas,

A espectrofotometria na regido do ultravioleta e a cromatografia liquida podem ser
utilizadas como métodos de identificacdo da cetirizina em comprimidos e cpsulas
manipuladas;

O método desenvolvido através da espectrofotometria na regido do ultravioleta em 232
nm, utilizando &gua como diluente, mostrou-se sensivel, linear, preciso e exato para
andlise quantitativa da cetirizina em comprimidos e capsulas manipuladas. O mesmo
método, empregando HCI 0,1N, embora tenha sido linear, preciso e exato para
determinagdo quantitativa de ambas as formas farmacéuticas, ndo foi especifico;

Os métodos por cromatografia liquida e eletroforese capilar, nas condicBes
estabelecidas, demonstraram precisdo, sensibilidade, especificidade, exatidao e robustez
para andlise quantitativa da cetirizina em comprimidos e cgpsulas manipuladas;

A andlise comparativa entre 0s métodos propostos para a determinacdo quantitativa da
cetirizina demonstrou ndo haver diferenca estatistica significativa entre eles, sendo

caracterizada a equivaléncia entre os mesmos (P < 0,01);

O uso de 900 mL de é&cido cloridrico 0,1IN a 37°C £ 0,5°C, aparato cesta (capsulas
manipuladas) e pa (comprimidos) com velocidade de 50 rpm, demonstraram resultados
satisfatorios para andlise da dissolucdo das duas formas farmacéuticas contendo
cetirizing;
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Sugere-se que a especificacdo de 85% de dissolugdo em 30 minutos sgja suficiente para
avaiar a % dissolvida de cetirizina tanto para comprimidos quanto para capsulas
manipuladas;

O método por cromatografia liquida demonstrou ser adequado para determinacdo da %
de cetirizina dissolvida dos comprimidos e cépsulas manipuladas. O método por
espectrofotometria na regido do ultravioleta ndo se mostrou adequado para avaliar a %
de cetirizina dissolvida, devido a interferéncia dos excipientes presentes nas cdpsulas
manipuladas;

No estudo comparativo redlizado constatou-se que os trés lotes de comprimidos
analisados cumpriram com as especificagbes indicadas nas farmacopéias quanto as
caracteristicas gerais. Entre as capsulas manipuladas apenas o Produto F apresentou
resultados adequados;

O teor de cetirizina nos produtos andisados encontraram-se dentro da faixa de 95-
115%;

Todos os produtos andlisados, exceto o D (capsulas manipuladas), apresentaram % de
dissolucdo superior a 95% em 30 minutos;

O estudo preliminar da estabilidade, realizada com os comprimidos, nas condigdes
estabelecidas, permitiu verificar que ndo houve a formagéo de produtos de degradacéo,
embora tenham ocorrido variagdes em relacéo ao perfil de dissolucéo do Produto C.
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10. ANEXO

10.1 Artigo publicado



