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RESUMO

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

DESENVOLVIMENTO E VALI DA(;AO DE METODOLOGIA PARA
ANALISE DE VALDECOXIBE. AVALIA(;AO DE EFEITOS SOBRE
PARAMETROSHEMATOLOGICOS
AUTOR: MARCIO FRONZA
ORIENTADOR: SERGIO Luiz DALMORA
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 01 de junho de 2006.

O vadecoxibe é um medicamento antiinflamatério ndo esteroidal, que representa a
segunda geragdo dos inibidores seletivos da enzima cicloxigenase-2 e apresenta atividades
antiinflamatéria, analgésica e antipirética. No presente trabalho desenvolveu-se e vaidou-se
método por cromatografia liquida em fase reversa para determinagdo quantitativa de
valdecoxibe em produtos farmacéuticos e estudos de dissolugdo, bem como se avaliaram
efeitos sub-agudos sobre pardmetros hematoldgicos em modelo animal. Submeteram-se os
produtos aos testes fisico-quimicos, mostrando que cumprem as especificacdes. Realizaram-se
andlises de identificacd e quantificagdo, por cromatografia liquida em coluna Synergi
fusion® Cig (150 mm x 4,6 mm, 4 mm) mantida & temperatura de 30 °C. A fase mével
congtituida de &gua pH 7,0:acetonitrila na proporcdo de 52:48 (V/V) foi eluida a vazéo de 1,0
mL/min, com deteccdo no ultravioleta a 210 nm. O méodo foi validado demonstrando
especificidade, sensibilidade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez. Desenvolveu-se
método de dissolucdo do farmaco, utilizando como meio 900 mL de solucdo agquosa de lauril
sulfato de sddio 0,5% mantido a 37 + 0,5 °C, aparato 2, rotacdo de 75 rpm e quantificagdo por
cromatografia liquida. Avaliaram-se também os efeitos sobre par@metros hematoldgicos,
usando os métodos laboratoriais baseados no tempo de protrombina (TP), tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA), dosagem de fibrinogénio, contagem de plaquetas,
atividade anti-fator Xa e anti-fator l1a. Os dados fornecidos pelo TTPA, TP e atividade anti-
fator Xa mostraram preliminarmente, que o valdecoxibe poderia causar aumento da incidéncia
de eventos tromboticos. Desse modo, estabeleceram-se procedimentos e avaliagdes que
contribuem para aprimorar as areas de tecnologia farmacéutica e controle da qualidade, bem
como garantir a seguranca e eficacia no uso terapéutico.

Palavras-chave: valdecoxibe, cromatografia liquida, validagdo, dissolucdo, parémetros

hematol bgicos.



ABSTRACT
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DEVELOPMENT AND VALIDATION METHODOLOGY FOR
ANALYSISOF VALDECOXIB. EVALUATION OF THE EFECTS ON
HEMATOLOGICAL PARAMETERS
AUTHOR: MARCIO FRONZA
ADVISER: SERGIO LUIZ DALMORA
Presentation date: Santa Maria, June 1% 2006.

Valdecoxib is a non-steroidal anti-inflammatory drug that represents a second-
generation of cyclooxygenase-2 enzyme inhibitor and possesses anti-inflammatory, analgesic
and antipyretic activities. In this work a reversed-phase liquid chromatography procedure was
developed and validated for the quantitative determination of valdecoxib in solid dosage
forms and dissolution studies, and the evaluation of the sub-acute effects on the hematological
parameters of animal model as well. Valdecoxib samples were also submitted to the
physicochemical tests, meeting the specifications. The identification and quantitation
analyses were performed by liquid chromatography on a Synergi fusion Cig column (150 mm
X 4.6 mm i.d.; 4 um particle size), held at 30° C. The mobile phase consisted of water, pH
7.0/acetonmitrile (52:48, v/v), with run at a flow rate of 1.0 mL/ min, with UV detection at
210 nm. The method was validated evaluating parameters such as the specificity, sensitivity,
linearity (r?=0.9999), range, precision, accuracy, and robustness. The dissolution test was
developed with 0.5% of sodium lauryl sulfate in water as dissolution medium using an
apparatus paddle at a stirring rate of 75 rpm and quantitation by liquid chromatography. The
effects of valdecoxib on the hematological parameters were evaluated by the prothrombin
time (PT), activated partial thromboplastin time (APTT), levels of fibrinogen, platelet count,
anti-factor Xa and anti-factor lla activity. The results of the APTT, PT and anti-factor Xa
activity snowed, preliminary, that valdecoxib could increase the risk of thromboembolic
complications, thus the procedures and evaluations carried out can be helpful to understand
the side effects and safe use of the drug improving the quality control of the pharmaceutical
product.

Keywords. vadecoxib, liquid chromatography, validation, dissolution, hematological
parameters.
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1 INTRODUCAO

Os antiinflamatérios ndo esterdides (AINES) constituem um grupo heterogéneo de
substancias, com estruturas quimicas diversas. Apresentam efeitos antitérmico, analgésico e
antiinflamatério, sendo amplamente usados em Medicina para o tratamento de diferentes
enfermidades.

Os primeiros compostos antiinflamatorios ndo esterdides desenvolvidos foram os
classicos AINES nao-especificos que, apesar da eficacia comprovada, tém apresentado efeitos
adversos, especialmente gastrointestinais. A agcdo dos AINES baseia-se na inibicdo da enzima
cicloxigenase (COX), que converte o &cido araquidénico, liberado das membranas
fosfolipidicas, em prostaglandinas (PG). Entretanto, no inicio dos anos 90 foi demonstrada a
existéncia de duas isoformas dessa enzima. A COX-1 expressa congtitutivamente é a Unica
presente nas plaguetas, em que induz a formagdo de tromboxano A2 (TXA,). E encontrada
também em outros tecidos, como endotélio vascular, tecido renal e mucosa gastrica, nos quais
catalisa a biossintese de prostaglandinas citoprotetoras. Por sua vez, a expressdo da enzima
COX-2 € maior durante os processos inflamatérios e de transformagdo celular, tendo sido
observada também em tecidos do sistema nervoso central e renal (FROLICH, 1997,
McMURRAY & HARDY, 2002).

A hipétese de que a inibicdo seletiva da COX-2 poderia acrescentar vantagens
terapéuticas com menos efeitos colaterais fundamentou o desenvolvimento de inibidores
especificos, também conhecidos como coxibes, como nova classe de antiinflamatorios e
agentes analgésicos. Nesse contexto, surgiram na década de 80, medicamentos como
meloxicam, nimesulida e etodolac. Em seguida, foram desenvolvidos os superseletivos,
destacando-se o celecoxibe, rofecoxibe, etoricoxibe, lumiracoxibe, parecoxibe e valdecoxibe
(CARVALHO et a., 2004; BOTTING, 2006).

O valdecoxibe ora e sua forma injetavel, o parecoxibe, apresentam atividades
analgésica, antiinflamatéria e antipirética e foram aprovados para comerciaizacdo em 2002,
representando importante avanco farmacolégico, sendo indicados para o tratamento dos sinais
e sntomas da artrite, alivio de dores agudas e dismenorréia. Entretanto, durante o
desenvolvimento do presente trabalho, o FDA determinou sua retirada do mercado (04/2005).
No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) suspendeu sua
comercializagdo, baseada na auséncia de dados sobre seguranca cardiovascular apds uso
prolongado, relatos de ocorréncias de reactes alérgicas e falta de comprovacéo de vantagens
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em comparagdo com 0s demais antiinflamatorios. No mesmo ano, a ANVISA autorizou
novamente a utilizacdo do parecoxibe, com base na sua forma farmacéutica injetavel e
indicacBes. Desse modo, 0 possivel uso terapéutico do valdecoxibe estd sendo revisto pela
Pfizer, observando estudos de seguranca e eficacia para estabelecer a relagdo risco/beneficio.
(JENKINS & SELIGMAN, 2005; ANVISA, 2005).

Desde a introducdo dos inibidores especificos da COX-2 no mercado, foram realizados
diversos estudos relacionando seu efeito antiinflamatorio & seguranca gastrointestinal,
surgindo entdo dados que evidenciaran a possbilidade de ocorréncia de eventos
cardiovasculares, como infarto agudo do miocardio (IAM), acidente vascular cerebral (AVC),
hipertensdo e insuficiéncia cardiaca. Além disso, os estudos em modelos animais e
experimentos por cultura de células demonstram que as prostaglandinas derivadas da COX-2
aumentam 0 processo neurodegenerativo na inflamacdo, sugerindo novas perspectivas para
esses inibidores especificos, como possivel alternativa na prevencdo e tratamento de cancer. A
base molecular da atividade quimioprotetora esta relacionada principamente a elevada
expressao e produgédo da COX-2 pelo tecido tumoral, conforme observado no adenocarcinoma
de esbfago e em neoplasias colorretais. Assm, apesar das descobertas que levaram a
interrupcdo da sua comercializacdo, optou-se por continuar na investigacéo e avaiagdo do
perfil de segurancga clinico do farmaco, essencial para a compreensdo de seu mecanismo e
dosagem segura, ndo somente pela sua comprovada atividade antiinflamatéria e analgésica,
mas também pela perspectiva de novas indicagcbes (GASPARINI et a., 2003; DRAZEN,
2005; NIELSEN et al., 2006).

Selecionou-se a cromatografia liquida que atualmente se destaca entre os métodos
usados para a andlise qualitativa e quantitativa de farmacos, produtos acabados e amostras
bioldgicas. E amplamente utilizada, pois, através da escolha adequada de colunas, fase mével
e método de deteccdo, possibilita a separacdo e quantificacdo dos diferentes componentes da
formulagdo. Por sua vez, a validagdo é importante para demonstrar, através de estudos
experimentais, que a metodologia proposta é adequada para as aplicacbes analiticas,
assegurando a confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados (ICH, 1996; SWARTZ &
KRULL, 1998).

Por sua vez, o teste de dissolucdo congtitui-se em procedimento importante na area
farmacéutica, pois, para que o farmaco seja absorvido atingindo a circulagdo sistémica, deve
estar solubilizado. Nesse sentido, os estudos de dissolu¢éo séo empregados ndo somente para
garantir a qualidade lote-a-lote da forma farmacéutica solida, mas também para avaliar etapas
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de producéo e de desenvolvimento de novas formulagdes (FDA, 1997; DRESSMAN et al.,
1998).

Paralelamente a investigac8o de fatores de risco de eventos cardiovasculares através de
andlises laboratoriais dos pardmetros hematologicos em matriz biolégica animal, pode
contribuir para compreender e prever possiveis disturbios ou anormalidades hemostéticas que
se manifestam clinicamente através de hemorragias ou tromboses (GENTRY,, 2004).

O presente trabalho teve por objetivos: @) realizar testes fisico-quimicos de qualidade,
b) desenvolver e validar método por cromatografia liquida em fase reversa para determinacéo
guantitativa de valdecoxibe em produtos farmacéuticos e estudos de dissolucdo, c)
desenvolver método para avaiar o perfil de dissolucéo de comprimidos de valdecoxibe, e d)
avaliar efeitos sub-agudos sobre parédmetros hematoldgicos em modelos animais. Desse modo,
estudar procedimentos que possam contribuir para 0 dominio cientifico e tecnolégico, bem
como para a avaliagdo da seguranca, garantindo a eficacia inclusive para novas indicactes
terapéuticas dos produtos farmacéuticos.



REVISAO DA LITERATURA
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2 REVISAO DA LITERATURA

O vadecoxibe € um farmaco produzido por sintese quimica que se apresenta na forma
de po6 cristdino branco, denominado quimicamente 4-(5-metil-3-fenil-4-isoxazolil)
benzenosulfonamida. Possui peso molecular de 314,36 Daltons, formula molecular
Ci16H14N203S e a estrutura representada naFigura 1 (TALLEY et al., 2000).
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Figura 1- Estrutura quimica do valdecoxibe.

O valdecoxibe, classificado como um AINES inibidor seletivo da COX-2, apresenta
atividades antiinflamatéria, analgésica e antipirética. Foi indicado para o tratamento dos sinais
e sintomas da artrite, osteoartrite, alivio de dores agudas, dor pds-operatdria e dismenorréia,
apresentando eficacia comparédvel aos outros AINES, em doses elevadas, e menor ocorréncia
de eventos adversos no trato gastrointestinal (KIVITZ et a., 2002; BENSEN et al., 2002;
CHAVEZ & DEKORTE, 2003).

Os antiinflamatorios ndo-esterdides foram utilizados por suas propriedades analgésicas e
antiinflamatdrias, porém seu mecanismo de agdo ndo era bem conhecido. Entretanto, as
complicagdes gastrointestinais desse grupo de farmacos, por exemplo, a aspiring, limitaram
seu uso, especialmente continuado. Apenas na década de 60 foi demonstrado que a aspirina
atuava inibindo a formagdo de prostaglandinas originarias do processo inflamatério. Estudos
posteriores identificaram a enzima denominada cicloxigenase como responsavel por esse
mecanismo (VANE, 1971; DUBOISet al., 1998).

Ao longo dos anos foram desenvolvidos diversos AINES pertencentes a diferentes

classes quimicas, com a finadlidade de eliminar ou atenuar a toxicidade no trato
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gastrointestinal. Entretanto, geramente os efeitos estdo relacionados com a agdo priméria de
inibicdo da cicloxigenase e, portanto, da producéo de prostaglandinas e tromboxanos (TX). A
maioria dos AINES tem efeito inibidor nos locais de inflamagdo, mas também podem inibir a
producéo de prostaglandinas que exercem fun¢des importantes no organismo, sendo essa agao
responsavel pela toxicidade desses medicamentos (MITCHELL & WARNER, 1999;
HERSCHMAN et al., 2003; MAHAJAN & SHARMA, 2005).

As PG e outros eicosandides ndo sdo encontradas pré-formadas nos tecidos. A
principal fonte € o é&cido araquidénico, um &cido graxo poliinsaturado de 20 carbonos,
contendo quatro ligagdes duplas. Em condi¢cBes normais, o acido araquidénico ndo esta livre
para 0 metabolismo, pois se encontra esterificado nos fosfolipidios da membrana
citoplasmética. Os principais eicosandides sdo as PG, os TX e os leucotrienos que sdo
responsaveis pelo controle de processos fisiologicos, e sdo importantes mediadores e
moduladores da reacdo inflamatéria (FITZGERALD & PATRONO, 2001; TILLEY et al.,
2001; CARVALHO et al., 2004).

O écido araquidbnico livre pode ser metabolizado por duas vias enziméticas
diferentes: (1) a via da cicloxigenase, na qual produz as PG e os TX e (2) a via da
lipoxigenase, que da inicio a sintese de leucotrienos e outros compostos. A cicloxigenase é
uma enzima bifuncional, com atividades distintas. a agéo principal catalisa a ciclizagéo
oxidativa do écido araquiddnico, produzindo a PGG,, e a acéo de peroxidase converte PGG,
em PGH, A PGH, é entdo metabolizada por isomerases especificas, originando PGE,
prostaciclina (PGly), TXA,, PGD, e PGF,. Porém, essas etapas subsequientes do metabolismo
do &cido araquiddnico diferem entre as células. Nas plaquetas, induzem a sintese do TXA;, no
endotélio vascular, a sintese da PGl ,, nos macrofagos, principalmente a sintese da PGE; e nos
mastécitos a sintese de PGD, (SIQUEIRA & DANTAS, 2000; MARNETT, 2000; CHENG et
al., 2002; MARNETT, 2002).
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Figura 2 - Producdo de eicosandides a partir do metabolismo do écido araguiddnico pela via
da cicloxigenase - Adaptada de Fitzgerald & Patrono, 2001.

A resposta inflamatoria é acompanhada da liberacdo de eicosandides que estéo
presentes nesses locais, destacando-se a PGE; e PGI,. Em &reas de inflamagdo aguda, a PGE;
e PGl sdo geradas pelos tecidos e vasos sanguineos locais, e a PGD, pelos masticitos. Em
inflamagBes cronicas, as céulas da série mondcito-macrofago também liberam PGE;
(TILLEY et al., 2001; SIMMONS et al., 2004; BOTTING, 2006).

Os eicosandides estimulam algumas respostas da seguinte maneira: as PGE,, PGl e
PDG; sdo potentes vasodilatadores, e agem sinergicamente com outras substancias vasoativas
como a bradicinina e a histamina. Essa agdo contribui para a formagéo do eritema e aumento
do fluxo sanguineo em éreas de inflamagdo aguda. As prostaglandinas da série E também séo
responsaveis pela indugdo de febre, sendo encontradas concentragdes elevadas em infecgdes,
com evidéncias de que o aumento na temperatura induzido por agentes enddgenos sgja
mediado pela PGE; (SILVEIRA, 2000; SSIMMONS et al., 2004).
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Apesar da COX ter sido identificada ha mais de 30 anos, 0 maior progresso no
entendimento de suas fun¢bes ocorreu nos Ultimos anos. Descobriu-se que existem duas
isoformas homologas, referidas como COX-1 e COX-2, que estdo envolvidas em mecanismos
regulatorios diferentes (KUMMER & COELHO, 2002; HERSCHMAN et al., 2003). Em
guase todos os tecidos normais foi detectada a presenca estrutural da COX-1, e baixos ou
indetectaveis niveis da COX-2, que pode ser expressa em maior quantidade na presenca de
citocinas, fatores de crescimento e estimulantes tumorais, sugerindo sua relevancia no cancer
e em processos inflamatorios. Expressdo aumentada de COX-2 também tem sido relacionada
com a Doenca de Alzheimer, aém de outras condi¢es neuroldgicas. Dessa forma, a COX-1
foi denominada enzima condtitutiva, e a COX-2 indutiva (BROOKS et a., 1999;
FITZGERALD & PATRONO, 2001; PATRONO et a., 2001).

Recentemente foi proposta existéncia de uma terceira isoforma dessa familia enziméatica,
denominada COX-3, a qual, ao contrério da COX-1 e da COX-2, ndo produziria eicosandides
pré-inflamatérios, mas substancias antiinflamatérias. Se a hipotese estiver correta, sua
expressao pode resultar em periodos tipicos de remissdo do processo inflamatério, como tem
sido constatado em doengas crénicas, como a artrite reumatdide. A COX-3, possivelmente
uma variante da COX-1 (pois é derivada do mesmo gene), encontrase distribuida
principalmente no cortex cerebral, medula espinha e coragdo (WILLOUGHBY et al., 2000;
CHANDRASEKHARAN et a., 2002).

Os AINES que inibem seletivamente a COX-2 devem promover a reducéo do processo
inflamatdrio, mas a0 mesmo tempo, manter os niveis fisiologicos normais dos eicosandides
no estbmago e rins, principamente. Por conseguinte, 0 AINES ideal deveria inibir
seletivamente a enzima COX-2, bloqueando assm a producéo de PG pré-inflamatorias, sem
inibir, porém, a producdo das PG envolvidas na manutencdo da homeostase mediada pela
COX-1 (SCHNITZER, 2001; JONES, 2001, HERSCHMAN et a., 2003; WALLACE &
DEVCHAND, 2005).

Entre os medicamentos inibidores seletivos da COX-2 que surgiram na década de 80,
pode-se citar o0 meloxicam, nimesulida e o etodolac. Em seguida, surgiram os superseletivos,
entre os quais, destacam-se 0 celecoxibe (Celebra®), etoricoxibe (Arcoxia®), lumiracoxibe
(Prexige®), parecoxibe (Bextra IM/EV®), rofecoxibe (Vioxx®) e o vadecoxibe (Bextra®).
Esses dois ultimos foram retirados do mercado e seu uso clinico momentaneamente suspenso,
devido, principalmente, a falta de dados adequados da seguranca cardiovascular durante uso
prolongado (KONSTANTINOPOULOS & LEHMANN, 2005, JONES, 2005; JENKINS &
SELIGMAN, 2005; ANVISA, 2005).
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Gierse et a. (2005) avaliaram a seletividade do valdecoxibe in vitro, através do teste
enzimatico e do ensaio do sangue total. A eficiéncia na inibicdo da COX-2, determinada pelas
concentragdes inibitdrias 50% (Clsg), foi de 0,005 uM para o valdecoxibe, podendo ser
comparada, com os valores de 0,05, 0,5 e 2,1 uM obtidos para o celecoxibe, rofecoxibe e
etoricoxibe, respectivamente. A velocidade de ligagdo e inativagdo da enzima COX-2 foi de
110.000 M/s para o valdecoxibe, 7.000 M/s para o rofecoxibe e 80 M/s para o etoricoxibe.

Daniels et a. (2002) avadiaram a eficacia e seguranca clinica no tratamento de
pacientes com dismenorréia priméria através de duas administragdes diarias, por via oral, de
20 e 40 mg de valdecoxibe, comparando com 550 mg de naproxeno sddico. Demonstraram
atividade analgésica e tempo de acdo equivalente ao naproxeno com perfil de seguranca
clinica superior.

Estudo clinico redizado com 467 pacientes, durante 12 semanas, comparou a eficacia
analgésica de 5 e 10 mg de valdecoxibe com 500 mg de naproxeno no tratamento de
osteoartrite. A eficacia do valdecoxibe 10 mg foi similar a do naproxeno, porém apresentou
menor incidéncia de efeitos irritantes sobre a mucosa gastrointestinal (MAKAROWSKI et al.,
2002).

Fricke et al. (2002) compararam a atividade analgésica de 40 mg de valdecoxibe com
50 mg de rofecoxibe no aivio da dor pds-operatéria em cirurgia dent&ria. Os pacientes
tratados com valdecoxibe demonstraram menor sensacd de dor, comprovando eficécia
superior.

Em dois estudos redizados com voluntérios humanos, foram avaliadas a eficacia
analgésica, dose e duracdo do efeito proporcionado pelo valdecoxibe antes de procedimentos
cirtrgicos odontoldgicos. Observou-se efeito analgésico com duracdo e eficiéncia
sgnificativa para as doses testadas entre 10 a 80 mg, sem registros de efeitos clinicos
indesejaveis (DESIARDINS et d., 2002).

Segundo Edwards et al. (2004), estudos redlizados comparando a atividade do
valdecoxibe com outros AINES cléssicos, observaram maior eficacia com menor incidéncia
de efeitos adversos no tratamento crénico da artrite e osteoartrite.

Williams et a. (2006) compararam a eficicia analgésica de 10, 20 e 40 mg de
valdecoxibe com 500 mg de naproxeno no tratamento de artrite rematéide. O valdecoxibe
apresentou maior eficacia e menor incidéncia de efeitos adversos.

Estudos epidemioldgicos, pesquisas em modelos animais e por cultura de células in
vitro, evidenciam a participagdo da COX-2 no desenvolvimento de processos neoplasicos,
gerando a perspectiva de uso dos inibidores especificos, como possivel aternativa na
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prevencdo e tratamento dessas doengas. A base molecular da atividade quimioprotetora dos
AINES esta relacionada principalmente a elevada expressdo e producdo de COX-2 pelo tecido
tumoral, conforme observado no adenocarcinoma de esdfago e em neoplasias colorretais.
Nesse sentido € descrita a avaliacdo do efeito do celecoxibe em pacientes com poélipo
adenomatoso, monitorado por endoscopia computadorizada. ApGOs tratamento por seis meses,
observou-se reducdo significativa de 28% no nimero e de 30,7% no tamanho dos polipos
(STEINBACH et al., 2000; KISMET et al., 2004; HULL, 2005; PEREG & LISHNER, 2005).

Nos sucessivos estudos clinicos realizados, o valdecoxibe apresentou perfil de
seguranga similar a0 dos AINES néo-seletivos, com menor incidéncia de efeitos adversos
sobre o trato gastrointestinal. Entretanto, pesquisas recentes sugeriram possiveis efeitos
cardiovasculares dessa classe de farmacos, que se encontra sob investigagdo (SILVERSTEIN
et al., 2000; FARKOUH et d., 2004; FITZGERALD, 2004, SCHEIMAN, 2005; GROSSER
et al., 2006).

Os efeitos sobre a agregacdo plagueté&ria, tempo de sangramento e concentracoes
plasméticas de tromboxano B, (TXB;) foram avadiados em voluntarios adultos sadios.
Administraram-se dtas doses de valdecoxibe (40 mg duas vezes a0 dia), que foram
comparadas com naproxeno (500 mg duas vezes ao dia), diclofenaco (75 mg duas vezes a0
dia) e ibuprofeno (800 mg) em doses terapéuticas. Os resultados demonstraram que ndo houve
efeitos significativos do valdecoxibe sobre esses parametros (LEESE et al., 2002; LEESE et
al., 2003).

White et a. (2004) avaliaram o risco cardiovascular provocado pelo valdecoxibe em
comparagdo ao diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno e placebo em 8000 pacientes com
osteoartrite e artrite reumatdide. O tratamento variou de 6 a 52 semanas, ndo sendo registrada
incidéncia de efeitos colaterais associados a0 uso dos medicamentos em estudo.

As publicagdes relativas a0 estudo dos efeitos colaterais dos AINES destacam o
desequilibro dos eicosandides, decorrente da inibicdo seletiva da COX-2. A manutencédo da
hemostasia necessita de equilibrio adequado entre a atividade do TXA,, produzido pelas
plaguetas, e a acdo da PGl ,, derivada da célula endotelial. O TXA; € o principal eicosanbide
originado pela COX-1 e atua como agregador plaquetario e vasoconstritor, além de estimular
a proliferacdo das células da musculatura lisa. Por outro lado, a formacdo de eicosanGides
pelas células endoteliais resulta na producdo de PGl, que possui acdo vasodilatadora,
antiagregante e inibidora da proliferacdo das células da musculatura vascular. Os inibidores

especificos COX-2 suprimem a producéo de PGl pelas células endoteliais, sem efeitos sobre
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a producdo de TXA; plaquetério. Esse desequilibrio pode levar a agregacdo plaguetéria e
vasoconstricdo, com maior tendéncia a oclusdo vascular (CASTELLA-LAWSON &
CROFFORD, 2001; CHENG et a., 2002; SEGEV & KATZ, 2004; KROTZ et a., 2005;
JONES, 2005).

O primeiro estudo a destacar os possiveis efeitos cardiovasculares dos AINES foi
realizado, porém, com o objetivo de comparar a toxicidade gastrointestina do rofecoxibe e
naproxeno. Ambos apresentaram eficacia equivalente, porém foi detectada a incidéncia de
infarto agudo do miocérdio significativamente menor no grupo que recebeu naproxeno (0,1%)
em relacdo ao rofecoxibe (0,4%) (BOMBARDIER et a., 2000). Em seguida novos resultados
demonstraram aumento significativo de complicagfes cardiovasculares para o grupo tratado
com rofecoxibe, sendo retirado do mercado em 2004 (BRESALIER et al., 2005;
KONSTANTINOPOULOS & LEHMANN, 2005).

A seguranca cardiovascular do valdecoxibe e sua pré-droga endovenosa parecoxibe foi
avaliada por Nussmeier et a. (2005). No tratamento da dor poés-operatéria, foram
administrados durante 10 dias da seguinte forma parecoxibe endovenoso por trés dias,
seguido de valdecoxibe oral até completar o décimo dia, placebo por 10 dias e placebo
endovenoso seguido de valdecoxibe oral. Verificou-se maior freqiéncia de eventos
cardiovasculares entre os pacientes recebendo parecoxibe e valdecoxibe em relacéo ao grupo
placebo, aertando para a seguranca desses medicamentos e confirmando resultados
publicados no mesmo sentido, anteriormente (OTT et a., 2003).

Jaeger & Jappe (2005) descreveram relato de caso com paciente de 67 anos, que ao
fazer uso de 20 mg de valdecoxibe para tratamento de artrite, apresentou graves reagoes
alérgicas cutaneas, com eritema em cerca de 60% de seu corpo. Em seguida, outros casos de
reacOes aérgicas foram registrados na literatura (BYERLY et a., 2005).

O FDA em 07/04/2005 determinou a retirada do mercado do valdecoxibe oral, devido
a relacdo risco/beneficio. No Brasil, a ANVISA suspendeu sua comercializagcdo baseada na
auséncia de dados sobre seguranca cardiovascular apés uso prolongado, ocorréncia de reactes
alérgicas e falta de comprovacdo de vantagens em relacdo aos antiinflamatorios disponiveis
para uso terapéutico (JENKINS & SELIGMAN, 2005; ANVISA, 2005).

A farmacocinética do valdecoxibe foi avaliada em estudos clinicos envolvendo
pacientes portadores de dor aguda, osteoartrite, artrite reumatdide, doenca hepética e doenca
rena. O farmaco foi rapidamente absorvido apds administragdo oral, com biodisponibilidade
de 83%. Atingiu concentracdo plasmética méxima de 161,1 ng/mL cerca de 2 a 3 horas apés a
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administracdo oral da dose Unica de 10 mg. O tempo de meia-vida de eliminacdo foi de,
aproximadamente, 8-11 horas, sendo amplamente distribuido pelos tecidos, com volume de
distribuicdo de aproximadamente 86 L e ligacdo as proteinas plasmaticas em torno de 98%,
com metabolizacdo hepética. Identificou-se um metabdlito ativo no plasma humano na
concentragio de, aproximadamente, 10%. E eliminado na forma inativa pela urina (76%) e
pelas fezes (18%), sendo menos de 5% excretado na forma indterada. (FIDLER, 2002;
ALSALAMEH et a., 2003; SARAPA et al., 2005).

Yuan et a. (2002) avaliaram a farmacocinética em oito individuos adultos sadios do
sexo masculino através da administragdo Unica de 50 mg de [*C] valdecoxibe radioativo.
Amostras de urina, fezes e sangue foram coletadas e andlisadas. A meia-vida plasmética foi
de, aproximadamente, 7 horas, sendo extensamente metabolizado, identificando-se nove
metabolitos, e eliminacéo pela urina (76,1%) e fezes (18%).

Zhang et al. (2003a) investigaram a farmacocinética e metabolismo em camundongos
de ambos os sexos apds administracéo Unica de 5 mg/kg por via oral de [*C] valdecoxibe
radioativo. Dezesseis metabdlitos foram identificados no plasma, fezes e urina.

Roston et a. (2001) estudaram diferentes sistemas cromatograficos, materiais de
empacotamento de colunas e uso de colunas em série para aumentar a eficiéncia de deteccdo e
resolucdo de possivels impurezas na matéria prima de valdecoxibe, através da andlise com
fluido supercritico. Observaram que as técnicas empregadas, apesar do custo e tempo de
andlise, forneceram resultados satisfatorios com deteccdo de picos adicionais, ndo observados
em outros sistemas de andlise.

Zhang et a. (2003b) desenvolveram e validaran méodo para quantificacdo de
valdecoxibe e seu metabdlito hidroxilado em plasma humano. Os analitos e o padréo interno
foram extraidos da matriz biolégica em sistema automatizado por fase sdlida, empregando
cartuchos Cis. A separacdo foi realizada em sistema cromatogréfico por fase reversa,
utilizando coluna Cg (50 x 2,1 mm, 5 um) com fase mbvel composta pela mistura de
acetonitriladgua (50:50, V/V) contendo 10 mM de acetato de amdnio. A andise foi
conduzida por espectrometria de massas, usando ionizagdo no modo electrospray negativo.
Os valores médios de recuperacdo para o valdecoxibe e seu metabdlito foram de 91 e 86%,
respectivamente. Os parametros avaliados na validagdo demonstraram que a metodologia
atende as exigéncias das aplicagdes andliticas, assegurando a confiabilidade e
reprodutibilidade dos resultados obtidos, sugerindo seu uso para andlise de valdecoxibe em
plasma humano.
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Zhang et a. (2003c) desenvolveram e validaram técnica simples, sensivel e especifica
por cromatografia liquida acoplada a espectrémetro de massas para determinacdo do
valdecoxibe e seus metabdlitos na urina humana. A extragdo e separacdo dos farmacos foi
conduzida em sistema automatizado em fase sblida (cartuchos Cig) e cromatogréfica liquida
com fase mével composta de acetonitrila e &gua (50:50, V/V), contendo 4-metilmorfolino 10
mM, pH 6.

Ramakrishna et al. (2004) descreveram metodologia por cromatografia liquida em fase
reversa, com deteccdo no ultravioleta a 210 nm para determinacéo de valdecoxibe em plasma
humano, empregando rofecoxibe como padrdo interno. A extracdo pelo sistema liquido-
liquido foi realizada com dietil éter/diclorometano (70/30 V/V) como solvente. A separacéo
cromatogréfica foi efetuada por fase reversa em coluna Cig (250 mm x 4,6 mm, 5 um) a
temperatura ambiente, utilizando &gua e metanol (47:53 V/V) como fase mével. No estudo de
estabilidade, ndo foi detectada degradacdo do valdecoxibe durante o processamento da
amostra, bem como armazenado a-70 °C pelo periodo de 30 dias.

Srinivas et a. (2004) adotaram cromatografia liquida com deteccdo no ultravioleta a
234 nm, coluna C;g equilibrada a 40 °C, com fase movel constituida de acetonitrila:acetato de
ambnio 0,01 M (50:50, V/V) eluida a uma vazdo de 1,5 mL/min para quantificacdo de
valdecoxibe em matéria prima e produto acabado. Os autores avaliaram parémetros de
linearidade, precisdo e exatiddo do método.

Sane et al. (2005) descreveram método por CL, utilizando o rofecoxibe com padréo
interno para determinacéo de valdecoxibe em plasma humano com detecgdo no UV a 239 nm.
O procedimento de extracdo foi executado com dietil éter apds precipitacdo das proteinas com
&cido perclorico. A separagdo foi realizada em coluna Cig (150 mm x 4,6 mm, 5 um), e fase
mbvel composta pela mistura na propor¢do de 60:40, V/V, de tampdo acetato de ambnia e
acetonitrila contendo 0,1% de trietilamina, pH 6,5.

Rao et a. (2005) desenvolveram método por CL para separacdo e quantificacdo
simultanea do valdecoxibe, celecoxibe, rofecoxibe, nimesulida e nabumetona, em produtos
farmacéuticos e plasma humano, usando 2-cloro-nitroanilina como padréo interno. A
separacdo cromatogréfica foi realizada por fase reversa com coluna Cig, fase movel
congtituida de metanol:dgua (adicionada de écido acético glacial 0,05%) (68:32, V/V) e
deteccdo no ultravioleta em 230 nm.

A determinagdo simulténea do valdecoxibe e etoricoxibe em plasma humano foi
proposta por Werner et a. (2005) por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas. A extragdo com mistura de 1 mL de tampdo acetato de sodio 0,1 M e 4 mL
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diclorometano:hexano (50:50, V/V) foi conduzida, apds precipitacdo das proteinas com
acetonitriladgua (50:50, V/V). A separacdo dos farmacos foi realizada em coluna Cg por
cromatogréfica liquida com fase mével composta de metanol e agua (50:50, V/V) contendo
1% de &cido acético. A andlise quantitativa foi efetuada por espectrometria de massas com
ionizacdo quimica a pressdo atmosférica no modo positivo. A metodologia foi vaidada e
aplicada para avaliacéo da farmacocinética do valdecoxibe e etoricoxibe em humanos.

A determinagdo de valdecoxibe, etoricoxibe, acido sdlicilico, cetoprofeno, nimesulida
e celecoxibe em plasma humano através de cromatografia liquida, foi estudada por Kumar et
al. (2006). Os autores utilizaram sistema de extragdo liquido-liquido, com acetonitrila e
andlise com gradiente de separacdo em coluna C;g (150 mm x 4,6 mm), utilizando fase movel
ternéria composta de eluente 1: 0,05 M &cido férmico (pH 3,0), eluente 2: acetonitrila e
eluente 3: &gua:metanol (5:95).

O ensaio de dissolucdo é importante para avaiar a liberacdo do farmaco da forma
farmacéutica solida, tornando-se disponivel para ser absorvido pelo organismo. Atuamente, o
teste de dissolucdo para formas farmacéuticas solidas orais constitui-se em procedimento
importante para a pesquisa, desenvolvimento, produgéo, controle e garantia da qualidade de
formulagdes. Além disso, diferentes dosagens de um mesmo produto que apresentam perfis de
dissolugcdo semelhante, se existir estudo de bioequivaléncia que comprove a relagdo in vitro/in
vivo de uma das dosagens, geradmente a mais ata, com produto de referéncia; as demais
podem ser registradas sem a necessidade de novos estudos in vivo, apresentando assim,
vantagens do ponto de vista ético, econdmico e técnico (SHAH et d., 1995; QURESHI &
MCGILVERAY, 1999; MARCOLONGO, 2003; FURLANETTO et a., 2003).

Os estudos de dissolugdo in vitro sGo essenciais para a avaliagdo das propriedades
biofarmacotécnicas das formulagdes, considerando também pardmetros importantes como:
farmaco e a formulagdo, equipamento, meio de dissolucdo, temperatura e o método analitico.
Para farmacos que ndo possuem monografia oficial, ha também a necessidade de desenvolver
testes de dissolucdo que possam prever o comportamento in vivo (NOORY et al., 2000;
ROHRS, 2001; LAGACE et a., 2004).

O valdecoxibe em sua forma cristalina apresenta baixa solubilidade em &gua. Nesse
sentido, estudos foram conduzidos para aumentar sua solubilidade no produto acabado. Foram
assm estudadas formulagbes com inclusdo de co-solventes como etanol, metanol e glicerol,
surfactantes como lauril sulfato de sodio, diferentes polietilenoglicois e tweens (AMBIKE et
al., 2004; DESAI & PARK, 2004; LIU et a., 2004; LIU et a., 2005a; L1U et al., 2005b; LIU
et al., 2005¢).
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A hemostasia envolve complexo sistema de fatores entre os quais sd0 citadas as
plaguetas, que em baixos niveis sanguineos predispdem ao sangramento, mas 0 aumento eleva
o risco de formagdo de codgulos. Os niveis de fibrinogénio também estdo associados a
possiveis complicagbes cardiovasculares, acidente vascular cerebra e outros eventos
tromboembdlicos. Além disso, influenciam diretamente na viscosidade e velocidade do fluxo
sanguineo. Estudos e andlises de parametros hematoldgicos, incluindo contagem de plaquetas,
determinac@o de hematocrito, tempo de protrombina, tempo de tromboplastina parcia ativada,
tempo de sangramento e dosagem de fibrinogénio, foram adotados para avaliacéo de efeitos
de f&rmacos e extratos de vegetais em modelos animais (DOUTREMEPUICH et al., 1998;
GARCIA-MANZANO et a., 2002; AL-JISHI & HOZAIFA, 2003; GENTRY, 2004; LEMINI
et al., 2005).

Os procedimentos e especificacbes para a vaidagcdo de métodos analiticos estdo
descritos na literatura (ICH, 1996). Os principais parametros a ser avaiados séo a
especificidade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccdo e quantificagdo e robustez.
A especificidade do método analitico indica sua capacidade de diferenciar e quantificar o
analito, na presenca de outros congtituintes da amostra que inclusive poderiam interferir na
sua determinacdo, como excipientes, impurezas, produtos de degradacdo ou mesmo outra
substancia ativa. A linearidade corresponde a capacidade do método analitico para demonstrar
que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragdo da substéncia sob
andlise. A precisdo representa o grau de concordancia entre os resultados de andlises
individuais de uma mesma amostra homogénea, em idénticas condigdes de ensaio. E medida
através da repetibilidade, da precisdo intermediaria e da reprodutibilidade. A repetibilidade é
efetuada através de vérias andlises, nas mesmas condi¢des em curto intervalo de tempo. Essa
determinagcdo deve ser feita a partir de, no minimo, seis determinagdes na concentragcdo
estabelecida correspondente a 100%. A precisdo intermedidria expressa o efeito das variactes
devidas a eventos como diferentes dias, analistas ou equipamentos. A reprodutibilidade se
refere a0 uso do procedimento analitico em diferentes laboratorios, como parte de estudo
colaborativo. A precisdo normamente é expressa através de coeficiente de variagdo
percentual (CV%) ou desvio padréo relativo (DPR). A exatiddo descreve a proximidade dos
resultados médios fornecidos pelo método em relagdo ao valor tedrico. Pode ser determinada
através do ensaio de quantidade conhecida da substéncia sob andlise adicionada em meio
preparado com excipientes da formulagdo. O limite de deteccdo corresponde a menor
concentracdo da substéncia em andlise que pode ser detectada com certo limite de
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confiabilidade, porém ndo necessariamente quantificada com valor exato, utilizando o
procedimento experimental. O limite de quantificagdo representa a menor concentracéo de um
analito que pode ser quantificada com precisdo e exatiddo aceitaveis. A robustez descreve a
reprodutibilidade do método anditico, frente a pequenas variacbes nas condicBes
experimentais, como por exemplo: propor¢do e pH da fase movel, temperatura, comprimento
de onda, estabilidade da solucdo andlitica, entre outros. Desse modo, demonstram que 0
método é adequado para a findidade pretendida, assegurando a confiabilidade e
reprodutibilidade dos resultados (ICH, 1996; SHABIR, 2003; RIBANI et al., 2004).
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3MATERIAISE METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Substancia quimica de referéncia (SQR)

Substancia quimica de referéncia de valdecoxibe, Pfizer'.

3.1.2 Produtosfarmacéuticos comerciais

Utilizaram-se amostras de diferentes lotes de comprimidos, contendo 10, 20 e 40 mg
de valdecoxibe, em seu prazo de validade. As amostras foram identificadas pelos nimeros
ardbicosde 1 a4.

3.1.3 Solventes e reagentes

Acetonitrila grau HPLC, Tedia®.
Acetato de amonia, Merck®.

Acido acético glacial, Tedia®.

Acido acetilsalicilico, Sigma®.
Acido cloridrico fumegante, Merck®.
Acido fosférico 95%, Sigma”®.
Acido férmico, Merck®.

Alcool isopropilico, Tedia®.

Amido, Delaware®.
Carboximetilcelulose, Vetec®.
Caolin, Sigma®.

Celulose microcristalina, Delaware”®.
Citrato de sddio, Merck®.

! Gentilmente cedido pela Pfizer Laboratérios — Estados Unidos.
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Cloreto de sodio, Merck®.

Cloreto de célcio, Merck®.

Croscarmelose sodica, Delaware®.

Dodecil sulfato de sodio, Gibco BRL®.
Diclorometano, Tedia®.

EDTA sodico, Merck®.

Estearato de magnésio, Delaware®.

Etoricoxibe, Merk Sharp & Dome®.

Ezetimibe, Merk Sharp & Dome®.

Fator Xa bovino, Sigma”®.

Fator llabovino, Sigma®.

Fosfato de potéssio monobasico, Merck®.
Fosfato de sodio dibasico, Merck®.

Fosfato de sodio monobésico, Merck®.
Fosfolipidio bovino WHO 86/516, NIBSC.
Hidroxido de sodio, Merck®.

L actose monoidratada, Delaware”®.

Lauril sulfato de sodio, Merck®.

Laurato de sorbitan etoxilado 20, Tween 20, Sigma®.
Metanol, Merck®,

Pentobarbital sodico, Sigma®.

Polietilenoglicol 2000, Merck®.

Substrato cromogénico S-2765, Chromogenix®.
Substrato cromogénico S-2238, Chromogenix®.

Trietilamina, Merck®.

3.1.4 Solucdes reagentes

ABX diluent — solugdo de cloreto de sodio 1%, azida sddica 0,1% e tensoativo 0,1%,
Horiba ABX Diagnostics Ltda®.
ABX alphalyse — Solugéo de cianeto de potéssio 0,03%, Horiba ABX Diagnostics Ltda®.



ABX cleaner — Solucdo de tamp&o organico 0,2% e enzimas proteoliticas 0,2%, Horiba
ABX Diagnostics Ltda®.

ABX basolyse - Solugdo de é&cido ftélico 0,09%, acido cloridrico 0,025% e dodecil
sulfato de sbdio 0,02%, Horiba ABX Diagnostics Ltda®.
ABX retix — solugéo de laranja de tiazol 0,01%, Horiba ABX Diagnostics Ltda®.
Solucao anticoagulante de EDTA sddico 5%, Bioclin®.
Solucao fisiolégica, Baxter®.
Soluco de Karl-Fisher, Merck®.

3.1.5 Equipamentos e acessorios

Agitador orbital de tubos, Certomat®.

Aparelho de desintegracéo, Nova Etica®.

Aparelho de dissolucdo com amostrador automético equipado com oito cubas, Vankel®.
Aparelho de Karl Fisher, Titroline Alpha®.

Balanca de precisio, modelo AS5500, Marte®.

Balanca eletronica digital, modelo CP225D, Saetorius”®.

Baldo volumétrico 10, 25, 50, 100, 200, 500, 1.000 e 2.000 mL, Pirex®.
Banho de &gua termostatizado, Tecnal®.

Banho ultrassdnico, CTA®.

Bomba de vécuo, Tecnal®.

Centrifuga refrigerada, MR 23i, Jouan®.

Citémetro de fluxo Pentra 120 Retic, Horiba ABX Diagnostics Ltda®.
Coagulémetros, H. Amelung Gmbh D-4920 Lemgo®.

Coluna synergi® fusion Cyg (150 mm x 4,6 mm, 4 um), Phenomenex®.
Cromatégrafo liquido, Shimadzu®.

Controlador SCL-10 APyp,

Bomba LC-10 ADyp,

Vavulaquaternaria FCV-10 ALvp,

Forno para colunas CTO-10 ADyp,
Degaseificador DGU-14 A.

Auto-injetor SIL-10 ADvp.

QO 8 8 8 8 B
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@ Detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-M10A.,.
@ Software CLASS-VP 6.14.

Crondmetro, Technos®.

Destilador, Biomatic®.

Durémetro, Pharma Test®.

Erlenmeyer 250 ml, Pirex®.

Estante para tubos, Comlab®.

Estufa para secagem e esterilizacdo, Nova Etica®.

Filtro estéril e descartavel, 0,45 pm, modelo Millex, Millipore®.

Friabildometro, Pharma Test®.

Freezer —40 °C, Sanyo®.

Freezer —20 °C, Consul®.

Gaiolas para ratos, Beiramar®.

Leitor de microplacas, Anthos 2001°.

L ampada ultravioleta TUV 30W/G30 T8, 254nm, Philips®.

Membrana filtrante de nylon, porosidade 0,45 pm, Whatman®.

Microcomputador, Dell®.

Micropipetas de volume gustavel P10, P20, P100, P200, P1000, P5000 e P10000,

Gilson®.

Microtubos estéreis, Eppendorf®.

Papd filtro, Inlab®.

pHmetro, Thermo Orion®.

Ponteiras descartaveis de 10, 20, 100, 1000, 5000 e 10000 pL, Brand®.

Purificador de dgua, Labconco®.

Refrigerador, Brastemp®.

Sistema de filtragdo, Millipore®.

Seringas descartaveis de 1 e 5 mL, Becton Dickinson®.

Termometro de imersio, Incoterm®.

Tubos de ensaio, Pyrex®.
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3.1.6 Animaisde laboratério

Ratos da linhagem wistar, pesando entre 180 — 200 g, provenientes do Biotério Central
da UFSM, foram mantidos a temperatura de 22 + 2 °C com umidade relativa de 65%,
iluminacdo artificial de 12 horas/dia em gaiolas, com livre acesso a &gua e racao.

Todos o0s animais permaneceram sob climatizagdo e adaptacdo as condicbes do

experimento por, no minimo, quatro semanas.

3.2METODOS

3.2.1 Testes fisico-quimicos da forma farmacéutica

Os procedimentos foram executados conforme descrito na Farmacopéa Brasileira 1V
ed. (1988).

3.2.1.1 Determinagdo do peso médio

Para a realizacdo do teste foram escolhidas, aleatoriamente, vinte amostras de cada
lote, que foram pesadas individualmente. Calculou-se 0 peso medio, aceitando-se a variagdo
de 7,5% para os comprimidos na concentracdo de 10 mg, e de 5% para os de 20 e 40 mg.

3.2.1.2 Determinacéo do tempo de desintegracao

Determinou-se 0 tempo de desintegracdo em &gua, mantida a 37 = 1°C, utilizando seis
unidades de cada produto. Considerou-se como resultado o tempo em minutos e segundos em
gue foi observada a desintegracéo total de todos os comprimidos, ou apenas fragmentos de

revestimento.

3.2.1.3 Determinagao da umidade por Karl-Fischer
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Para determinar a umidade contida nas formulagdes foi utilizado o método de Karl-
Fischer, em titulador automatico. Pesaram-se, anditicamente, 200 mg do pd resultante da
trituragdo dos comprimidos. Para determinar a percentagem de umidade contida nos produtos

utilizou-se o seguinte célculo:

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

Em que:

FC = fator de correcéo do reagente de Karl-Fischer

3.2.1.4 Determinagao da resisténcia mecanica dos comprimidos

- Friabilidade

Para a determinacdo da friabilidade pesaram-se vinte comprimidos que foram colocados
no aparelho e submetidos a cem rotagdes por cinco minutos. Removeram-se os residuos de
poeira e pesaram-se novamente. A diferenca entre o peso inicial e 0 peso fina dos

comprimidos representou a friabilidade que foi expressa em percentagem.

- Dureza

Para a determinagdo da dureza, submeteram-se, individualmente, dez comprimidos a

acao do aparelho, medindo em Newton a forca necesséria para esmagé-|os.

3.2.2 Cromatografia liquida em fasereversa (CL-FR)

As condi¢gdes experimentais estabelecidas para a andlise de valdecoxibe, através do
método de cromatografia liquida em fase reversa, encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1 — Parametros do método otimizado por cromatografia liquida em fase reversa.

Caracteristicas Descricdo
Fase movel &gua pH 7,0 : acetonitrila (52:48, V,V)

Vazédo 1 mL/min

ol Synergi fusion® Cig (150 mm x 4,6 mm, 4 nm),
oluna

Phenomenex ©
Temperatura 30°C
Comprimento de onda 210 nm
Volume de injegéo 10 pL

3.2.2.1 Preparacéo da fase mével

Transferiram-se 520 mL de é&gua ultrapura pH 7,0, gjustado com hidréxido de sodio 0,1
N, para bado volumétrico de 1000 mL e completou-se 0 volume com acetonitrila.
Homogeneizou-se e filtrou-se, sob vacuo, através de membrana de nylon com porosidade de
0,45 um e 47 mm de didmetro. Preparou-se no momento do uso.

3.2.2.2 Preparacéo da SQR de valdecoxibe

Pesaram-se, analiticamente, 10 mg da SQR de valdecoxibe e transferiram-se para
baldo volumétrico de 10 mL. Adicionaram-se, aproximadamente, 8 mL de metanol, e
submeteu-se a ultra-som por 10 minutos. Completou-se o volume com metanol, obtendo-se
solucdo com concentracdo de 1 mg/mL (solucdo estoque). A aiquota de 1 mL foi transferida
para baldo volumétrico de 10 mL, completando-se o volume com fase mével, de modo a
obter a solugdo com concentragdo de 100 pg/mL.

3.2.2.3 Preparacgéo das amostras

Determinou-se 0 peso médio de 20 comprimidos, que foram triturados até a formacéo de
p6 homogéneo. Pesaram-se quantidades equivalentes a 50 mg de valdecoxibe e transferiram-
se para baldo volumétrico de 50 mL. Apds adicdo de aproximadamente 40 mL de metanol, a
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solucdo foi submetida a ultra-som por 10 minutos. Completou-se o volume com metanol,
obtendo-se solugdo com concentragdo de 1 mg/mL (solugdo estoque). A aliquota de 1 mL foi
transferida para bal& volumétrico de 10 mL, completando-se o volume com fase movel, de
modo a obter a solugdo com concentragdo de 100 pg/mL.

3.2.2.4 Validacdo do método analitico por CL-FR

A validacdo do método foi executada de acordo com procedimento preconizado na
literatura (ICH, 1996). Os parametros avaliados foram: especificidade, linearidade, preciséo
(repetibilidade e precisdo intermediéria), exatiddo, limite de detecgdo, limite de quantificacéo
erobustez.

3.2.2.4.1 Especificidade

A especificidade do método foi determinada através do estudo de degradacéo forcada da
SQR. O farmaco foi submetido as condicdes de fotdlise, oxidagdo quimica e de hidrdlise
&cida e basica. Avaiaram-se entdo, a pureza do pico e percentagem de area referente ao
valdecoxibe, utilizando programa CLASS VP 6.14.

- Fotdlise

Pesaram-se, analiticamente, 10 mg da SQR e transferiram-se para baldo volumétrico
de 10 mL. Solubilizou-se com 1 mL de metanol e completou-se o0 volume com &gua, obtendo-
se solugéo com concentragdo de 1 mg/mL. A amostra foi irradiada por luz UV em cubetas de
quartzo, a distancia de 30 cm por 5 horas. Transferiu-se 1 mL da amostra para baldo
volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com fase mével, obtendo-se solugdo com

concentracdo tedrica de 100 ng/mL.

- Oxidagdo quimica
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Pesaram-se, andliticamente, 5 mg da SQR e transferiu-se para baldo volumétrico de 50
mL. Solubilizou-se com 1 mL de metanol e completou-se 0 volume com solugcdo 50% de
peréxido de hidrogénio 30 volumes, obtendo-se concentracdo de 100 pg/mL. O baldo,
protegido da luz, foi mantido atemperatura ambiente por 24 horas.

- Hidrdlise &cida

Pesaram-se, analiticamente, 2 mg da SQR e transferiram-se para baldo volumétrico de
10 mL. Solubilizou-se com 1 mL de metanol e completou-se o volume com &cido cloridrico
0,1N, obtendo-se solugdo com concentracdo de 200 pg/mL. Deixou-se a solugdo sob refluxo a
temperatura de 80 °C por 4 horas. Retirou-se aiquota de 1 mL e neutralizou-se com 1 mL de

hidréxido de sddio 0,1N, obtendo-se solu¢éo com concentragdo tedrica de 100 ng/miL.

- Hidrdélise basica

Pesaram-se, analiticamente, 2 mg da SQR e transferiram-se para baldo volumétrico de
10 mL. Solubilizou-se com 1 mL de metanol e completou-se 0 volume com hidréxido de
sodio 0,1N, obtendo-se solugdo com concentragcdo de 200 pg/mL. Deixou-se a solugdo sob
refluxo a temperatura de 80 °C por 4 horas. Retirou-se aliquota de 1 mL e neutralizou-se com

1 mL de &cido cloridrico 0,1N, obtendo-se solu¢do com concentracdo tedrica de 100 ng/mL.

3.2.2.4.2 Linearidade

Para preparacéo da curva de calibragdo, pesaram-se, andliticamente, 10 mg da SQR e
transferiram-se para baldo volumétrico de 10 mL. Completou-se 0 volume com metanol,
obtendo-se solugdo com concentracéo de 1000 pg/mL (solucédo estoque). A partir da solugéo
estoque foram redizadas diluigdes sucessivas com a fase movel, obtendo-se solugdes com
concentragdes de 0,05, 0,5, 10, 50, 100, 120 e 150 pg/mL, respectivamente. As curvas foram
preparadas e analisadas durante trés dias. A equagéo dareta foi determinada através do estudo
de regressdo linear, pelo méodo dos minimos quadrados, e calculada a andlise de variancia
(ANOVA), avaliando-se a validade dos parametros estatisticos.
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3.2.2.4.3 Precisao

Avaliou-se a precisdo do método através do cdlculo do coeficiente de variagcdo percentual
das amostras, submetidas a ensaios de repetibilidade e precisdo intermediaria, em relagdo a
solucdo da SQR na concentragéo de 100 pg/mL.

3.2.2.4.3.1 Repetibilidade

Preparou-se amostra na concentragdo de 100 pg/mL e redizaram-se doze
determinagdes sucessivas no mesmo dia. Desse modo, os resultados foram obtidos utilizando

as mesmeas condigdes experimentais, método, equipamento e analista.

3.2.2.4.3.2 Precisdo intermediéria

Avaliou-se a preciso intermediéria através da andlise entre andlistas e em diferentes
dias, utilizando o mesmo método e lotes de amostras, na concentragdo de 100 pg/mL. As
andlises foram realizadas em cinco replicatas.

Entre-analistas

Preparam-se trés amostras, na concentracdo de 100 pg/mL e submeteram-se a andlise,

por dois andistas, sob as mesmas condic¢des experimentais.

Interdias

Prepararam-se duas amostras, na concentragcao de 100 pg/mL, e analisaram-se em trés

dias consecutivos, sob as mesmas condi¢des experimentais.
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3.2.2.4.3.3 Célculos

A concentracdo de valdecoxibe nas amostras foi obtida através da seguinte expressao:
Ca= (AA X CSQR) /ASQR
Em que:
Ca = concentracdo de valdecoxibe na amostra
Ax = &rea média absoluta da amostra
Csor = concentragéo da SQR
Asor = &rea média absoluta da SQR
O valor percentual de valdecoxibe nas amostras foi calculado pela expressdo abaixo:
Ca% = (CA X 100) / Cr
Em que:
Ca% = concentracdo percentual da amostra

Ca = concentracdo de valdecoxibe encontrada na amostra
Cr = concentracdo tedrica de valdecoxibe encontrada na amostra

3.2.2.4.4 Exatidao

Determinou-se a exatiddo, adicionando-se concentragdes de 80, 100 e 120 pug/mL da
SQR de valdecoxibe a preparacdo placebo (mistura dos excipientes da formulacdo),
avaliando-se em paralelo solugBes com concentragdes correspondentes da SQR. As andlises

foram realizadas em cinco replicatas.

3.2.2.4.4.1 Célculos
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A concentragdo da SQR de valdecoxibe nas amostras foi obtida através da seguinte
expressao:

Ca= (AA X CSQR) /ASQR
Em que:
Ca = concentragao da SQR de valdecoxibe na amostra placebo
A = éreamédia absoluta da amostra placebo adicionada de SQR
Csor = concentragéo da SQR

Asor = &rea média absoluta da SQR

O valor percentual da SQR de valdecoxibe nas amostras foi calculado pela expressio
abaixo:

Ca% = (CA X 100) / Cr

Em que:

Ca% = concentracdo percentual da SQR de valdecoxibe na amostra placebo

Ca = concentragao da SQR de valdecoxibe encontrada na amostra placebo
Cr = concentragdo tedrica da SQR de valdecoxibe na amostra placebo

3.2.2.4.5 Limite de detecgao (L D)

O limite de deteccdo foi calculado a partir da formula descrita na literatura (ICH,
1996), fundamentada no desvio padréo do intercepto e na inclinagdo da curva de calibragéo.
Com base no teor calculado, preparou-se experimentalmente a solucéo e analisou-se em cinco
replicatas. A formula usada para o célculo foi a seguinte:



LD=33s
IC

Em que:

S = desvio padr&o do intercepto

|C = inclinagdo da curva de calibragéo

3.2.2.4.6 Limite de quantificacéo (LQ)

O limite de quantificacéo foi calculado a partir da férmula descrita na literatura (ICH,
1996), fundamentada no desvio padréo do intercepto e na inclinagdo da curva de calibragéo.
Com base no teor calculado, preparou-se experimentalmente a solucéo e analisou-se em cinco
replicatas. O céculo foi realizado segundo aformula:

LD=10s
IC

Em que:

S = desvio padr&o do intercepto

|C = inclinagdo da curva de calibragéo

3.2.2.4.7 Robustez

A robustez do méodo andlitico foi avaiada através de modificagdes nas condicdes
cromatogréficas estabelecidas, tais como: vazdo de 0,8, 1,0 e 1,2 mL/min; temperatura da
coluna: 25, 30, 35 e 40 °C; variacdo do pH da fase movel: 6,7, 7,0 e 7,3; volume de injecdo: 5,
10 e 20 pL; ateracdo na proporcdo de acetonitrila: 45, 48, 50 e 55% e modificagdo no
comprimento de onda: 190 a 370 nm. Realizou-se, assim, andlise do teor dos comprimidos nas

diferentes condicdes.
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3.2.2.4.8 Teste de performance do sistema cromatogr afico

Para assegurar a performance do cromatografo liquido antes e durante a redlizagcdo das
andlises, realizou-se o0 teste avaliando os seguintes parametros. simetria do pico, nimero de
pratos tedricos, tempo de retencéo e &rea do pico do farmaco através do programa CLASS-VP
6.14. A repetibilidade das injegBes foi determinada através de cinco replicatas da substancia
quimica de referéncia na concentracdo 100 pg/mL e do clculo do coeficiente de variagdo
percentua da érea.

3.2.3 Doseamento do valdecoxibe por CL-FR
Para 0 doseamento dos comprimidos de valdecoxibe, foi empregado o método
validado por cromatografia liquida. A preparacdo da SQR e das amostras foram realizadas

conforme descrito nos itens 3.2.2.2 e 3.2.2.3, respectivamente. Redlizaram-se trés
determinacdes para cada amostra.

3.2.3.1 Célculos

A concentracdo de valdecoxibe nas amostras foi obtida através da seguinte expressao:
Ca= (AA X CSQR) /ASQR
Em que:
Ca = Concentracéo de valdecoxibe na amostra
Ax = Area média absoluta da amostra
Csor = Concentragéo da SQR
Asor = Area média absoluta da SQR

O valor percentual de valdecoxibe nas amostras foi calculado pela expressdo abaixo:

Ca% = (CA X 100) / Cr
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Em que:

Ca% = Concentracéo percentual da amostra
Ca = Concentracéo de valdecoxibe encontrada na amostra

Cr = Concentracao tedrica de valdecoxibe na amostra

3.2.4 Estudos de dissolugéo

O teste de dissolucdo do valdecoxibe em comprimidos foi desenvolvido e otimizado
no equipamento VANKEL VK7010, equipado com oito cubas e amostrador automético. O
perfil de dissolucéo foi estudado em doze cubas (dose unidades de cada forma farmacéutica),
para cada forma de apresentacdo. Foram testadas diversas condi¢des de dissolucdo, de acordo
com o0 método geral da USP 28 (2005), variando-se 0 meio e a velocidade de agitacéo.
Selecionou-se 0 aparato especificado para a forma farmacéutica em estudo (comprimidos,
aparato 2 - pa). A temperatura foi mantida constante a 37 + 0,5 °C e as condi¢des estudadas
estdo indicadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Condicdes testadas no desenvolvimento do teste de dissolugcdo de comprimidos de
valdecoxibe.

Condicéo Meio (900 mL) Velocidade (rpm)

I Agua 50

1 Agua 75
[l HCl 0,1N 50
v HCl 0,1N 75
\% LSS 0,25% 50
Vi LSS 0,25% 75
Vil LSS 0,5% 50
VI LSS 0,5% 75
IX LSS 0,75% 50
X LSS 0,75% 75
XI Tampéo fosfato pH 6,8 50

X1l Tampéo fosfato pH 6,8 75
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Realizaram-se coletas de 3 mL de meio, através de amostrador automético com filtro
de 0,45 um de poro, nos tempos de O, 5, 10, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos para 0O
desenvolvimento do método e nostemposde 0, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 30, 45 e 60 minutos para 0s
estudos do perfil de dissolugdo. Efetuou-se em cada coleta, a reposicdo de idéntico volume do
meio a 37 + 0,5 °C. Determinou-se a percentagem dissolvida do farmaco nas aiquotas, por
cromatografia liquida

Readlizaram-se os célculos de percentagem dissolvida, observando-se o teor do farmaco
e as concentragbes nas aliquotas analisadas, com as correcOes referentes as retiradas e
reposicoes de meio em cada tempo.

3.2.4.1 Avaliagao da estabilidade da SQR e amostra no meio de dissolucéo

Determinou-se a estabilidade das solucbes da SQR e amostras no meio de dissolucéo a

temperatura ambiente e a temperaturade 37 £ 0,5 °C.

3.2.4.1.1 Preparacdo da SQR de valdecoxibe

Pesaram-se, analiticamente, 10 mg da SQR de valdecoxibe e transferiram-se para
baldo volumétrico de 1000 mL. Solubilizaram-se com 5 mL de metanol, acrescentaram-se,
aproximadamente, 600 mL de solugdo aquosa de lauril sulfato de sodio (LSS) 0,5% e
submeteu-se a ultra-som por 10 minutos. Completou-se o volume com LSS 0,5%, obtendo-se
solucdo com concentracdo de 10 pg/mL. Aliquota dessa solugdo foi filtrada em membrana
com porosidade 0,45 um, e analisada por cromatografia liquida. Aliquota de 100 mL dessa
solucdo foi conservada ao abrigo da luz, a temperatura ambiente por 24 horas. Outra aliquota
de 500 mL foi transferida para cuba de dissolugdo e mantida por duas horas a 37 = 0,5 °C.
Decorridos os respectivos tempos, foram retiradas as aliquotas, filtradas e analisadas por CL.

3.2.4.1.2 Preparacdo da amostra

Preparou-se a amostra com o0s excipientes da formulagdo (comprimidos) e
adicionaram-se 5 mg da SQR. Transferiram-se para baldo volumétrico de 500 mL com o
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auxilio de 5 mL de metanol, acrescentaram-se, aproximadamente, 300 mL de LSS 0,5% e
submeteu-se a ultra-som por 10 minutos. Completou-se o volume com LSS 0,5% obtendo-se
solucdo com concentragéo de 10 pg/mL. Procedeu-se conforme descrito no item 3.2.4.1.1.

3.2.5 Bioensaio para avaliacdo de parametros hematol6gicos

Todos os procedimentos laboratoriais empregando animais foram conduzidos de acordo
com as leis nacionais de protecdo e bem estar animal (BRASIL, 1979). Além disso, o projeto
e o plangamento dos ensaios foi avaliado pela Comissdo de Etica e Bem Estar Animal da
Universidade Federa de Santa Maria, recebendo parecer favoravel sob registro n® 11/2005.

3.2.5.1 Célculos

Redlizou-se a andlise edtatigtica pelo teste t de Student (P<0,05), comparando as

respostas dos grupos tratados com o controle.

3.2.5.2 Preparacao da suspensao de carboximetilcelulose (CM C)

Pesaram-se, analiticamente, 5 g de CMC e transferiram-se para baldo volumétrico de
1000 mL. Apbs adicdo de aproximadamente 600 mL de &gua ultrapura, submeteu-se a
suspensdo a ultra-som por 10 minutos. Completou-se 0 volume com égua destilada, obtendo-
se suspensdo com concentracdo de 0,5%. Armazenou-se a4 °C, em geladeira por, no maximo,
7 dias.

3.2.5.3 Preparacao da suspensao de valdecoxibe

Determinou-se 0 peso médio de 20 comprimidos, que foram triturados até formagéo de
p6é homogéneo. Pesaram-se, analiticamente, quantidades equivalentes a 50 mg e 115 mg de
valdecoxibe, e transferiram-se, respectivamente, para baldes volumétricos de 25 mL com
auxilio de 20 mL da suspensdo de CMC 0,5%. Submeteram-se as suspensdes a ultra-som por

10 minutos e completaram-se 0s volumes com suspensdéo de CMC 0,5%, obtendo-se
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concentragdes de 2 mg/mL e 4,6 mg/mL, respectivamente. As suspensdes foram preparadas
diariamente.

3.2.5.4 Preparacdo da suspensao de &cido acetil salicilico (AAS)

Pesaram-se, andliticamente, 0,5 g e 2,1 g de AAS e transferiram-se para balGes
volumeétricos de 25 mL com auxilio de 20 mL da suspensdo de CMC 0,5%. Submeteram-se as
suspensdes a ultra-som por 10 minutos e completaram-se 0s volumes com suspensdo de CMC
0,5%, obtendo-se concentragdes de 20 mg/mL e 84 mg/mL, respectivamente. As suspensoes
foram preparadas diariamente.

3.2.5.5 Selecéo dos animais e plangjamento do ensaio

Ratos da linhagem Wistar foram pesados individualmente (peso entre 180 — 200 g),
identificados e distribuidos aleatoriamente para as doses respectivas e controle, de acordo com
a tabela de nimeros randomizados, e colocados em caixas (MOSES & OAKFORD, 1963).

3.2.5.6 Procedimento

Os animais receberam, por via oral, através de sonda géstrica 10 e 23 mg/Kg/dia de
valdecoxibe, 100 e 420 mg/Kg/dia de AAS, respectivamente. Para 0 grupo controle
administrou-se veiculo.

As coletas sanguineas foram redlizadas ao final da primeira, segunda, terceira e quarta
semana. ApoOs anestesa com solugdo de pentobarbital sddico (40 mg/Kg), coletaram-se
aproximadamente 55 mL de sangue através da veia cava abdominal com seringas
descartaveis. Aliguota de 0,5 mL de sangue foi separada em tubos eppendorf contendo 0,05
mL de EDTA para contagem de plaguetas. Transferiu-se, imediatamente, o restante do sangue
para tubos plasticos contendo solucdo de citrato de sddio a 3,8% na razéo
anticoagulante:sangue, 1:10. Homogeneizou-se com movimentos suaves e centrifugou-se a
3500 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Esse plasma foi empregado para determinacéo da
concentracdo de valdecoxibe, tempo de protrombina, tempo de tromboplastina parcial ativada,
dosagem de fibrinogénio, atividade anti-fator Xa e anti-fator Ila.
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3.2.5.6.1 Contagem de plaquetas

A contagem de plaguetas por método fluorimétrico foi realizada em duplicata em
citometro de fluxo (Horiba ABX Diagnostics, Montpellier, France).

3.2.5.6.2 Dosagem de fibrinogénio

A dosagem de fibrinogénio foi redlizada em duplicata por método fotométrico,
empregando sistema automatizado (Sysmex, Kobe, Japan).

3.2.5.6.3 Determinacao do tempo de protrombina (TP)

O teste de coagulacéo para determinagdo do tempo de protrombina foi realizado em
duplicata por método fotométrico, empregando sistema automatizado (Sysmex, Kobe, Japan).

3.2.5.6.4 Determinacao do tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA)

A determinagdo do TTPA pelo método coagulométrico foi realizada em triplicata.
Adicionaram-se 100 ni. de cada amostra de plasma e 100 L de solugdo de cloreto de sodio
0,9% em tubos de polietileno e transferiu-se para os coaguldmetros a 37 °C, deixando-se
estabilizar por 5 minutos. Apds, adicionaram-se 100 L da mistura com volumes iguais (1:1)
de caolin (4ug/mL) e fosfolipidio (49,4 pug/mL). Transcorridos 2 minutos, adicionaram-se 100
pL da solucdo de cloreto de cécio (25 mmol) e procedeu-se a leitura do tempo de coagulagéo
para cada tubo, registrado no coagulémetro.

3.2.5.6.5 Ensaio do anti-fator Xa

Os ensaios foram redlizados em triplicada conforme método descrito na literatura,
adaptado (DALMORA et al., 2006). Para 0 ensaio do anti-fator Xa, transferiram-se 25 L de
plasma para cada poco respectivo da placa de 96 pocos, mantendo-se a temperatura de 37 °C
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até equilibrio. Adicionaram-se 50 pL da solucdo do fator Xa em cada pogo. A placa foi
incubada por exatamente 2 minutos e entdo, adicionaram-se 100 pL do substrato cromogénico
S-2765. A reacdo foi interrompida, exatamente, 4 minutos apos, adicionando-se 100 uL da
solucéo de &cido acético 20%. A absorbancia foi determinada a 405 nm em leitor de

microplacas.

3.2.5.6.6 Ensaio do anti-fator Il1a

O ensaio do anti-fator l1afoi realizado conforme procedimento descrito para o ensaio do
anti-fator Xa, com substituicdo porém, por solucdo de fator l1a e pelo substrato cromogénico
S-1138.

3.2.5.6.7 Determinacéo da concentracdo plasmética

O valdecoxibe e ezetimibe (padréo interno) foram extraidos do plasma, utilizando terc-
butil-metil éer como solvente de extragdo, através de sistema liquido-liquido. Efetuou-se
entdo a andlise por cromatografia liquida, por fase reversa. A separacdo e quantificacdo foram
realizadas, empregando-se coluna Synergi fusion® Cis (150 mm x 4,6 mm, 4 mm). Foi
utilizada pré-coluna para protecdo da coluna analitica. O sistema operacional cromatogréfico
foi no modo isocrético, a temperatura de 40 °C, com fase mével composta de &gua pH
7,0:acetonitrila na proporcéo de 51:49 (V/V) eluida a vazdo de 1,0 mL/min e detecgdo no
ultravioleta a 210 nm. A fase mével e amostras foram previamente filtradas em membrana de
nylon com porosidade 0,45 pm.
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4 RESULTADOS

4.1 Testes fisico-quimicos da forma farmacéutica

Inicialmente, realizaram-se os testes fisico-quimicos de quaidade dos comprimidos de
valdecoxibe. As determinagdes individuais de peso, as médias e os limites calculados de 7,5%
para os comprimidos de 10 mg e de 5% para os de 20 e 40 mg, encontram-se na Tabela 3.



Tabela 3 — Determinagéo de peso dos comprimidos de valdecoxibe.

Comprimidos 1 (40 mg) 2 (40 mg) 3 (20 mg) 4 (10mg)
1 409,2 407,0 420,7 200,0
2 412,1 403,5 4141 202,6
3 407,2 407,0 417,2 205,5
4 409,3 409,0 413,0 198,9
5 405,8 411,3 415,2 205,6
6 398,6 406,5 413,6 202,3
7 407,0 405,0 4115 206,0
8 405,2 403,6 408,2 195,8
9 407,2 407,5 410,6 202,2
10 403,5 402,8 413,8 202,9
11 411,2 404,7 418,7 199,1
12 409,6 400,6 4111 201,4
13 405,3 409,0 410,2 200,6
14 403,2 411,3 407,9 203,6
15 400,5 402,8 406,4 198,9
16 409,0 403,9 409,7 201,1
17 401,9 406,3 416,5 202,4
18 407,6 400,9 410,0 200,8
19 407,0 407,6 415,6 199,6
20 407,4 408,5 416,6 202,3

PM'+DP? 406,4+3,49  4059+3,10 4130+ 3,84 201,6 + 2,54
Limite inferior 426,72 426,19 433,65 216,72
Limite superior 386,08 385,60 392,35 186,48

TPM = peso médio.
2DP = desvio padréo.

As amostras foram submetidas ao teste de desintegracdo, obtendo-se resultados de, no
méaximo, 76 segundos, conforme a Tabela 4.
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Tabela4 — Tempo de desintegracéo encontrado para os comprimidos de valdecoxibe.

Produto Tempo
1 1 mine5seg
2 1 minel6 seg
3 52 =g
4 49 s=g

Os dados obtidos na determinagdo de umidade dos comprimidos foram inferiores a
4,5%, de acordo com a Tabela 5.

Tabela 5 — Porcentagem de umidade determinada nos produtos analisados pelo método de

Karl-Fischer.
Produto Umidade (%)
1 4,5
2 3,7
3 3,8
4 4,4

Os resultados dos testes de friabilidade e dureza dos comprimidos encontram-se na

Tabela 6, observando-se valores inferiores a 0,21% e superiores a 82,5 N, respectivamente.

Tabela 6 — Determinagéo de friabilidade e dureza dos comprimidos de valdecoxibe.

Produto Friabilidade ? (%) Dureza® (N)
1 0,16 + 0,85 1232+ 2,35
2 0,21+1,05 1254 + 2,64
3 0,13+ 0,97 107,1 £ 3,02
4 0,17+ 1,02 825+254

@valor médio de 20 comprimidos + DP.
® valor médio de 10 comprimidos + DP.
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4.2 Cromatografia liquida em fasereversa (CL-FR)

Desenvolveu-se método analitico por cromatografia liquida em fase reversa,
fundamentado nas caracteristicas fisico-quimicas do valdecoxibe. Pesquisaram-se as
condigdes, observando que a fase movel constituida de agua pH 7,0:acetonitrila (52:48, V/V),
eluida em coluna Cyg, proporcionou tempo de retencdo reprodutivel de, aproximadamente,
cinco minutos, simetria e resolugdo dos picos, sensibilidade e seletividade adequada.

As condi¢bes selecionadas foram validadas e a especificidade do método estudada
apos submeter a SQR a degradacdo forcada sob condigdes de hidrélise acida e bésica, fotdlise
e oxidacdo quimica. A Figura 3 (A) apresenta cromatograma da SQR na concentracéo de 100
ng/mL analisada com pureza superior a 99,99%, antes da degradacdo. Exposta a luz
ultravioleta, a SQR sofreu maior degradacdo, em comparagdo com as outras condigOes
testadas, pois, apds 5 horas, a diminuicdo da area do pico foi de 51,6%, com pureza de
99,98%, sem variacdo significativa do tempo de retencdo, como pode ser observado na Figura
3 (B). Foram detectados também cinco picos adicionais relativos aos produtos formados, com
espectros diferentes da SQR, que ndo foram, porém, isolados e identificados. Na oxidagcédo
quimica, efetuada com solucdo 50% de perdxido de hidrogénio 30 volumes, por 24 horas, a
percentagem de degradacéo foi de 26,4% sem, no entanto, se detectarem picos adicionais
referentes aos produtos oriundos desse tratamento. A SQR permaneceu com pureza adequada
de 99,98% e sem variacdo no tempo de retencdo (Figura 3 C). Os cromatogramas obtidos apos
4 horas de hidrdlise &cida e bésica demonstraram que ndo houve decréscimo na percentagem
da &rea do pico do valdecoxibe, deduzindo-se que ndo sofreu degradacdo sob essas condi¢des.
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Figura 3 — Cromatogramas do valdecoxibe: (A) solugdo da SQR na concentragdo de 100
pg/mL: pico 1 — valdecoxibe. (B) Apbs exposicdo a luz UV: picos 1, 2, 3, 4 e 6 produtos
fotodegradados, pico 5 — valdecoxibe. (C) Apos oxidagdo: pico 1 — perdxido de hidrogénio,
pico 2 - valdecoxibe. CondicBes cromatogréficas: Coluna Synergi Fusion® Cig (15 cm x 4,6
mm d.i., 4 um); fase mével: &gua pH 7,0:acetonitrila (52:48, V/V); vazdo: 1 mL/min,;
deteccdo: 210 nm.

Os vaores das éareas absolutas obtidas na determinacdo da curva de calibragéo,
apresentados na Tabela 7, foram plotados em relagdo a cada concentragdo respectiva,
observando-se linearidade adequada na faixa de 0,05 a 150 pg/mL, conforme ilustrado na
Figura 4.
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Tabela 7 — Areas absolutas obtidas na determinacdo da curva de calibragio de valdecoxibe

por cromatografia liquida em fase reversa

Areas absolutas

Concentracao o
Média CV% ?
(ng/mL) 1° dia 20 dia 3 dia
0,05 3379 3370 3402 3384 0,49
0,5 21358 21133 21350 21280 0,60
10 408323 408469 408476 408423 0,02
50 2014232 2023222 2012536 2016663 0,28
100 4082824 4056090 4045403 4061439 0,47
120 4885219 4953865 4844489 4894524 1,13
150 6136445 6135414 6127496 6133118 0,08
4CV% = coeficiente de variagio percentual.
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Figura 4 — Representacdo grafica da curva de calibragdo da SQR do valdecoxibe obtida por
cromatografia liquida na faixa de 0,05 a 150 pg/mL (n=3).

A equacdo calculada da reta foi: y= 40820 + 162x - 5201,5 + 209, com coeficiente de
determinago r°=0,9999, indicando linearidade significativa do método (Tabela 8).
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Tabela 8 — Resultados da curva de calibracgo calculados pelo método dos minimos quadrados.

Parametros Resultados
Faixa de linearidade 0,05 — 150 pg/mL
Equacdo: y =bx + a y = 40820x - 5201,5
Inclinag&o (b) + desvio padréo 40820 + 162
Intercepto (@) + desvio padréo 5201,5 + 209
Cosficiente de determinaczo (r?) 0,9999

Redlizou-se também o céculo da andlise de varidncia (ANOVA), com base nos
valores experimentais das &reas, observando-se na Tabela 9 os parémetros validos com

regressao linear significativa (P<0,05), sem desvio de linearidade (P>0,05).

Tabela 9 — Andlise de variancia das &reas dos cromatogramas obtidos na determinagdo da
curva de calibraggo.

o Soma dos . b
Fontes de variacdo GL?® Variancia F
Quadrados
Entre 6 1,15x 10"  1,92x 10"  38.530 (2,85)
- regressio linear 1 1,15x 10" 1,50 x 10  231.175 (4,60)
- desvio de linearidade 5 284x10°  568x 10 1,14 (2,96)
Residuo 14 6,97 x10° 4,97 x 10°

Totd 20

& graus de liberdade.
®Val ores entre parénteses correspondem aos val ores criticos da tabela F para P=0,05.

A precisso do méodo foi demonstrada através da repetibilidade (intradia),
expressando-se 0s resultados com base no coeficiente de variagdo percentual. A amostra
preparada na concentracdo de 100 pg/mL foi submetida a doze andlises sucessivas, e os dados
obtidos no mesmo dia, sob as mesmas condigdes experimentais, laboratério e andista,
forneceram valor médio de 100,01% com CV de 0,06%, conforme a Tabela 10.
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Tabela 10 — Determinacéo da precisdo intradia do método para quantificacdo de valdecoxibe

em produtos farmacéuticos por cromatografia liquida.

Teor (ug/mL)

Média 2 cv?®

Analise
Tedrico Encontrado (%) %
1 100 100,08
2 100 99,97
3 100 100,08
4 100 99,91
5 100 99,95
6 100 100,01
. 100 99,08 100,01 0,06
8 100 99,99
9 100 100,04
10 100 99,98
11 100 100,13
12 100 100,02

@ média de doze determinagdes.

P V9% = coeficiente de variagdo percentual.

Para a determinagdo da precisdo entre-analistas, trés amostras foram avaliadas por dois

andlistas, obtendo-se valores experimentais médios de 99,92, 100,12 e 99,99%, com CV de

0,21, 0,33 e 0,27%, respectivamente, conforme demonstrado na Tabela 11.

Tabela 11 — Determinacdo da precisdo entre-analistas do método analitico para quantificacdo

de valdecoxibe em produtos farmacéuticos por cromatografia liquida.

Amostra Analista Teor 2 (%) Média® (%) CV *%

A 100,07

1 99,92 0,21
B 99,77
A 99,89

2 100,12 0,33
B 100,35
A 99,80

3 99,99 0,27
5 100,18

@ média de cinco determinages.
® média de dois analistas.

“CV% = coeficiente de variagio percentual.
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Para determinacdo da precisdo interdias, reaizaram-se andlises de duas amostras, em
trés dias consecutivos, obtendo-se valores experimentais médios de 100,04 e 99,92%, com
coeficiente de variagéo de 0,22 e 0,19%, respectivamente, de acordo com a Tabela 12.

Tabela 12 — Determinagdo da precisdo interdias do método anadlitico para quantificacéo de
valdecoxibe em produtos farmacéuticos por cromatografia liquida.

Amostra Dia Teor 2 (%) Média® CV *%

100,03
100,27 100,04 0,22
99,84
99,70
100,04 99,92 0,19
100,03

W N P W DN

#média de cinco determinages.
® média de trés dias.
“CV% = coeficiente de variagio percentual.

Determinou-se também a exatiddo do método, através da andlise de trés concentragdes
na faixa pré-estabelecida e os resultados experimentais, que correspondem a percentagem
média de 100,02%, encontram-se na Tabela 13.

Tabela 13 — Determinacdo da exatiddo do método analitico para quantificagdo de valdecoxibe
em produtos farmacéuticos por cromatografia liquida.

Concentracéo de Concentracao
valdecoxibe determinada ® Exatiddo (%) CV %
(Hg/mL) (Hg/mL)
80 79,92 99,90 0,09
100 100,02 100,02 0,28
120 120,18 100,15 0,19

#média de cinco determinages.
® CV% = coeficiente de variago percentual.

A senshilidade do método cromatogréfico foi determinada através dos limites de
deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ). O valor calculado para a menor concentragcdo
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detectada pelo processo analitico foi de 0,015 pg/mL. Por sua vez, o LQ caculado foi de
0,051 pg/mL, confirmado também, através de andlise experimental e adotado com coeficiente
de variagdo de 0,07%.

Avaliou-se também a robustez através de pegquenas modificacbes nos parémetros do
método, tais como: vazdo, temperatura da coluna, pH da fase mével, volume de injecdo,
alteracdo na proporcdo de acetonitrila da fase mével e mudanca no comprimento de onda. Na
execucdo das andlises dos produtos farmacéuticos, os teores obtidos ndo apresentaram
diferenca significativa e os coeficientes de variagdo foram inferiores a 0,56%, comprovando a
robustez do método proposto, frente aos parametros avaliados, conforme demonstra a Tabela
14.
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Tabela 14 — Avaliagéo da robustez do método analitico através do doseamento de valdecoxibe

em produtos farmacéuticos por cromatografia liquida.

Valor b Valor
Parametro _ _ Teor ? (%) CV "% o
investigado otimizado
0,8 100,91 0,26
Vazdo (mL/min) 1,0 100,07 0,18 1,0
1,2 100,33 0,24
25 100,44 0,35
Temperatura da coluna 30 100,06 0,15 30
(°C) 35 99,83 0,21
40 99,70 0,19
6,7 101,0 0,29
pH da fase movel 7,0 100,8 0,09 7,0
7,3 99,89 0,34
5 99,62 0,42
Volume de injecéo (i) 10 100,04 0,23 10
20 99,45 0,21
45 99,75 0,27
% de acetonitrila 48 100,19 0,20 48
50 100,89 0,31
55 99,35 0,56
Comprimento de onda
190 -370 210

(nm)

@ média de trés determinagdes.
® CV% = coeficiente de variago percentual.

Verificou-se a performance do sistema cromatogréfico pela andlise quantitativa do
valdecoxibe, através da simetria dos picos, nimero de pratos tedricos da coluna, tempo de
retencdo e area do farmaco, conforme observado na Tabela 15.



Tabela 15 — Resultados obtidos na verificacdo da performance do sistema cromatogréfico.

Parametro Minimo M &ximo CV?3% Situacéo
Simetria do pico 1,08 1,23 0,354 Aprovado
N° de pratos tedricos 9345 9756 1,191 Aprovado
Tempo de retencéo 5,320 5,349 0,159 Aprovado
Area 4203816 4332323 0,315 Aprovado

4CV% = coeficiente de variago percentual.

4.3 Doseamento de valdecoxibe por CL-FR

O método desenvolvido e vaidado por cromatografia liquida no presente trabalho foi
utilizado para andlise quantitativa do valdecoxibe nos produtos farmacéuticos e os resultados
S0 mostrados na Tabela 16.

Tabela 16 — Determinacdo do teor de valdecoxibe em comprimidos por cromatografia liquida.

Teor declarado Teor encontrado®
Amostra mg por comprimido mg % CV "%
1 40 40,2 100,5 0,25
2 40 39,4 98,5 0,19
3 20 20,5 102,5 0,24
4 10 9,8 98,0 0,27

#média de trés determinagdes.
® CV% = coeficiente de variaco percentual.

4.4 Estudos de dissolugéo

Adotou-se 0 método cromatografico validado, para os estudos de dissolucdo. As
percentagens dissolvidas de valdecoxibe nas doze condi¢bes descritas previamente (Tabela 3)
para o desenvolvimento do método, encontram-se nas Figuras 5 e 6. Destaca-se, na Figura 6,
gue a condi¢do que empregou aparato 2, 900 mL de meio aquoso com 0,5% LSS e rotacdo de
75 rpm, foi a que forneceu melhor perfil de liberagdo do farmaco em relagdo ao tempo.
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100 —e— Agua
| ﬁ( o

—4A— LSS 0,25%

—>— LSS 0,5%

—&— LSS0,75%

—&— Tampéo Fosfato pH 6,8

% dissolvida

0 T T T T T T T T
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Tempo (minutos)

Figura 5 — Perfil de dissolucdo dos comprimidos de valdecoxibe com diferentes meios, a 37 £
0,5 °C, utilizando aparato 2 e rotagdo de 50 rpm.

—o— Agua
—m— HCI 0,IN
—4A— LSS 0,25%
—>*— LSS 0,5%
—&— LSS 0,75%

—&— Tamp&o Fosfato pH 6,8

% dissolvida

0 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Tempo (Minutos)

Figura 6 — Perfil de dissolucdo dos comprimidos de valdecoxibe com diferentes meios, a 37 £
0,5 °C, utilizando aparato 2 e rotagdo de 75 rpm.
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Os resultados dos perfis de dissolugdo dos comprimidos de valdecoxibe contendo 10,
20 e 40 mg, utilizando a condicdo selecionada, apds 60 minutos, demonstraram valores
médios de percentagens dissolvidas de 99,6, 100,2 e 98,5%, respectivamente, conforme a

Figura?7.

% dissolvida

0 T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Tempo (minutos)

Figura 7 — Representacdo gréfica das percentagens dissolvidas dos comprimidos de
valdecoxibe com concentracdes de 10, 20 e 40 mg no meio LSS 0,5% a 37 + 0,5 °C e 75 rpm,

aparato 2.

Executou-se também avaliagcdo da estabilidade das solugdes da SQR e da amostra de
comprimidos no meio de dissolugcdo, demonstrando que o vadecoxibe se mantém

praticamente inalterado sob as condic¢des testadas, conforme a Tabela 17.
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Tabela 17 — Resultados da avaliagdo da estabilidade da SQR e da amostra de valdecoxibe no
meio de dissolucdo por cromatografia liquida.

Amostra SQR (%) Comprimido (%)
Recém preparada - 99,65
2horasa37+0,5°C 100,21 100,2
24 horas atemperatura ambiente 99,75 99,18

4.5 Avaliacéo de parametros hematol égicos pelo bioensaio

Sucessivamente, executaram-se estudos para avaliar a influéncia do valdecoxibe sobre
parédmetros hematolégicos. O plasma proveniente de cada coleta de sangue dos ratos foi
submetido a andlise através de método cromatogréfico pré-validado, determinando-se as
concentracOes plasméticas individuais de valdecoxibe, conforme demonstrado na Tabela 18.

Tabela 18 — Determinagd0 por cromatografia liquida da concentragdo plasmética de
valdecoxibe em ratos administrados durante quatro semanas.

Concentragéo ® (ng/mL)

Grupo de animais 12 semana 22 semana 3% semana 42 semana

Média CV% Média CV% Média CV% Média CV%

Controle nd ® - nd ® - nd ® - nd ® -
Valdecoxibe 10 mg/Kg 101,1 8,5 113,5 8,6 164,0 7,3 184,6 9,0

Vadecoxibe23mg/Kg 1352 72 1543 63 1715 56 1886 64

média de seis animais.
® nd n&o detectado.

Os valores experimentais obtidos na contagem de plaquetas, apds administracéo de
dose di&ria de AAS e valdecoxibe durante 1, 2, 3 e 4 semanas, sd0 apresentados na Tabela 19.
Para os grupos que receberam AAS nas doses de 100 e 420 mg/Kg, observou-se, reducéo
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média de 1,1 e 0,9%, respectivamente. Por sua vez, os grupos tratados com 10 e 23 mg/Kg de
valdecoxibe apresentaram aumento meédio de 2,2 e 2,8%. Comparando-se 0s resultados com
os controles, ndo houve diferenca significativa no periodo do estudo.

Tabela 19 — Resultados da contagem de plaquetas apds administracéo de valdecoxibe e écido
acetilsalisilico (AAS) durante quatro semanas em ratos Wistar.

Contagem de Plaquetas, en mm® (média®+ EPM °)

Grupode Dose
animais (mg/Kg) 1°semana 2% semana 3*semana 4% semana
Controle - 7144+ 8,1 698,3+ 7,7 7254+9,0 712,0+6,3

10 718,2+11,0 721,3+84 7386 7,5 736,1+ 12,1
Valdecoxibe

23 723,1+10,5 726,7+9,7 7425+5,3 738,2+6,7

100 7084+ 11,1 695,7 + 8,6 7109+123 7032+115
AAS

420 706,5+ 12,4 700,2+9,5 712,694 706,2 + 13,2
& seis ratos/grupo.

®EPM = erro padr&o da média.

Na avaliacdo de fibrinogénio, ao final das quatro semanas, observou-se aumento
médio percentual nos niveis sanguineos de 1,2 e 3,6% para as doses de 10 e 23 mg/Kg de
valdecoxibe, respectivamente. Além disso, diminui¢do de 0,3% para o grupo tratado com 100
mg/Kg de AAS e aumento de 0,7% para a dose de 420 mg/Kg. Comparando-se os resultados
com os controles, ndo houve diferenca significativa (Tabela 20).
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Tabela 20 - Resultados da dosagem de fibrinogénio apds administracdo de valdecoxibe e

&cido acetilsdisilico (AAS) quatro semanas em ratos Wistar.

Dosagem defibrinogénio, em mg/dL (média?®+ EPM P)

Grupode Dose
animais (mg/K g) 12 semana 22 semana 32 semana 42 semana
Controle - 1925+ 12,1 1953+ 11,2 200,5+ 8,5 1984 + 13,1
10 190,7 + 11,2 196,4 + 8,4 202,4 +9,6 206,3+ 12,5
Vadecoxibe
23 195,8 + 10,5 195,7 +£10,7 209,3 +134 2141+ 12,6
100 1954+ 114 192,2+ 8,7 201,3+ 10,1 195,1+ 9,6
AAS
420 195,2+ 8,3 197,1+ 9,8 198,6 +7,5 201,0+ 125
& seis ratos/grupo.

®EPM = erro padr&o da média.

Os resultados obtidos na determinacéo do TP encontram-se na Tabela 21. Observou-se
reducdo significativa no TP de 12,2% para o grupo tratado com 10 mg/Kg de valdecoxibe
apos 3 semanas e reducdo de 15,7% para 0 grupo tratado com 23 mg/Kg apos 4 semanas,
(P<0,05). Os animais que receberam AAS (100 e 420 mg/Kg) apresentaram aumento médio
no tempo de coagulacdo de 2,8 e 1,8%, respectivamente, comparado aos controles, porém nao
significativos (P>0,05).

Tabela 21 — Resultados da determinacéo do tempo de protrombina (TP) apds administracéo de
valdecoxibe e &cido acetilsdlisilico (AAS) durante quatro semanas em ratos Wistar.

TP, em seg (média®+ EPM P)

Grupode Dose
animais (mg/Kg) 1°semana 2% semana 3*semana 4% semana
Controle - 11,1+0,07 10,9+0,13 10,6 + 0,07 10,8 +0,35
10 11,2+ 0,31 10,8 + 0,47 9,3+0,33° 11,2+ 0,15
Valdecoxibe
23 11,0+ 0,56 10,7+0,23 9,5+ 0,64 9,1+0,89°
100 11,2+ 0,43 11,1+ 0,30 11,0+ 0,45 11,3+ 0,62
AAS
420 11,3+ 0,36 11,0+ 0,24 10,7+ 0,41 11,2+ 0,57
& seis ratos/grupo.

®EPM = erro padr&o da média.
“teste t de Sudent, diferenca significativa em relagdo ao grupo controle P<0,05.
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Conforme demonstrado na Tabela 22, observou-se diminuigdo significativa no TTPA
de, aproximadamente, 18% na segunda semana de tratamento para 0 grupo que recebeu 10
mg/Kg de valdecoxibe (P<0,05). Os animais que receberam 23 mg/Kg, apresentaram reducéo
significativa de 10,5% na primeira semana, e 13,8% ap6s 3 semanas (P< 0,05). Os ratos
tratados com AAS, apresentaram prolongamento do tempo de coagulacdo varidvel entre 0,5 a
8,6% para dose de 100 mg/Kg e de 0,7 a 4,8% para a dose de 420 mg/Kg, respectivamente.
Entretanto, essa diferenca néo foi significativa (P>0,05) em relagdo ao grupo controle.

Tabela 22 — Resultados da determinacéo do tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA),
apos administracdo de valdecoxibe e &cido acetilsalisilico (AAS) durante quatro semanas em
ratos Wistar.

TTPA, em seg (média®+ EPM P)

Grupode Dose
animais (mg/Kg) 1°semana 2% semana 3*semana 42 semana
Controle - 39,2+1,61 41,5+ 1,30 41,3+1,15 44,3 +1,17

10 382+058 340+062° 399+0,85 48,2+1,18
Valdecoxibe

23 351+1,8° 397+09  356+164° 425+0,89

100 39,4+0,90 44,3 + 1,26 42,3+0,71 48,1+ 1,51
AAS

420 41,1+ 0,58 42,3+ 1,02 41,6 + 0,92 45,8 + 0,84
& seis ratos/grupo.

®EPM = erro padr&o da média.
“teste t de Sudent, diferenca significativa em relagdo ao grupo controle P<0,05.

Avaliou-se também a influéncia do valdecoxibe sobre a atividade anti-fator Xa e anti-
fator lla. Como demonstra a Figura 8, apds administracdo di&ria, em ratos Wistar, durante
guatro semanas, observou-se reducdo na atividade anti-fator Xa de 3,1, 3,4, 6,2 € 0,5% parao
grupo tratado com a dose de 10 mg/Kg. No tratamento estatistico dos dados, apenas a
diferenca de 6,2%, da terceira semana, foi significativa (P<0,05). Para o grupo que recebeu
dose equivaente a 23 mg/Kg, também se observou reducdo na atividade anti-fator Xa de 6,4,
3,1, 2,8 e 4,9% em relagdo aos controles, com diferenca significativa apenas na primeira
semana (P<0,05). Entretanto, a atividade anti-fator Ila do valdecoxibe na dose 10 mg/Kg

apresentou reducéo de 1,1 e 3,1% nas primeiras duas semanas, e aumento de 0,2 e 0,5%, na
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terceira e quarta semanas, respectivamente. Na dose de 23 mg/Kg foi observada reducéo
médiade 0,7, 2,0, 4,6 e 3,2%. Essas diferencas foram ndo-significativas (P>0,05).

---¢-- Controle
—=a— Vddecoxibe 10 mgK g

—a— Vddecoxibe 23 mgKg

Atividade anti-fator Xa
(Ul/mL)

Atividade anti-fator Il1a

0 1 2 3 4 5

Tempo (semanas)

Figura 8 — Resultados da atividade anti-fator Xa (A) e anti-fator lla (B) determinada em
amostras de plasma apds administracéo diaria de 10 e 23 mg/Kg de valdecoxibe durante 1, 2,
3 e 4 semanas, 6 ratos/grupo. Dados expressos como média+ EPM.

Os resultados dos efeitos do AAS sobre a atividade anti-fator Xa e anti-fator l1a séo
apresentados na Figura 9. Para dose de 100 mg/Kg de AAS, observou-se aumento de 3,0, 6,5,
6,3 e 5,9% para a atividade anti-fator Xa e de 3,2, 3,5, 1,9 e 4% para a atividade anti-fator l1a
Para dose de 420 mg/Kg de AAS, observou-se aumento de 2,2, 5,6, 6,5 e 51% para a
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atividade anti-fator Xa, e 2,4, 2,9, 5,8 e 5,0% para a atividade anti-fator lla. Portanto, ao
contrario do encontrado para o valdecoxibe, 0 AAS originou aumento da atividade anti-fator
Xa e anti-fator Ila durante todo o experimento, porém com diferencas ndo-significativas em

relacéo ao grupo controle.

A 0,5 - -- -4 -- Controle
—8— AAS 100 mg/Kg

o —A&— AAS 420 mg/Kg
<
B 0,4 T
E ~—~
L —E'
®
S
= 034
<

0,2 -

B
©
= 6 -
<]
B
o
5 £
2 2 5.
©
>
<
4 |
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Figura 9 — Resultados da atividade anti-fator Xa (A) e anti-fator lla (B) determinada em
amostras de plasma apos administragdo diaria de 100 e 420 mg/Kg de &cido acetilsalisilico
(AAYS) durantel, 2, 3 e 4 semanas, 6 ratos/grupo. Dados expressos como média+ EPM.
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5 DISCUSSAO

Os métodos andliticos sdo fundamentais para a identificagdo, quantificacdo, estudos de
dissolucéo e andlises de amostras hiologicas. O desenvolvimento e validacdo contribuem para
garantir a qualidade, seguranca e eficicia terapéutica. Nesse contexto, observa-se que o
valdecoxibe é um produto farmacéutico de lancamento relativamente recente no mercado
mundial, e encontram-se poucas publicagdes sobre métodos para andlise quantitativa do
produto acabado.

As formas sdlidas administradas por via oral possuem ampla prescri¢do clinica devido a
praticidade e maior seguranca proporcionada pela dosagem unitaria. Os comprimidos de
valdecoxibe foram submetidos aos testes fisico-quimicos e especificagdes preconizadas para o
controle lote-a-lote (F. Bras., 1988). Os resultados mostram que os produtos anaisados
cumprem os limites de peso médio especificados com variagdes inferiores a 7,5% para 0s
comprimidos na concentragdo de 10 mg, e de 5% para os de 20 e 40 mg (Tabela 3). Do
mesmo modo, a desagregacdo em particulas menores ou granulos ocorreu em tempo inferior a
30 minutos, sendo adequada para dissolucdo e absor¢cdo do farmaco (Tabela 4).
Paralelamente, a percentagem de &gua encontrada variou entre 3,7% e 4,5% (Tabela 5. O teste
de friabilidade forneceu valores de 0,13% a 0,21% (Tabela 6), inferiores ao limite de 1,5%.
Por sua vez, submetidos ao teste de dureza, os comprimidos apresentaram valores acima do
minimo estabelecido de 30 N, demonstrando que os produtos acabados cumprem 0s
parametros de qualidade.

A cromatografia liquida possibilita a separacdo e quantificagdo dos diferentes
componentes da formulagdo, através da escolha adequada dos parémetros do sistema como
colunas, fase movel e méodo de deteccdo. Além disso, no desenvolvimento do método
analitico foram observadas também as propriedades fisico-quimicas do valdecoxibe, como a
baixa solubilidade em é&gua e elevada em metanol, bem como sua polaridade. O procedimento
foi estudado para o doseamento em preparacOes farmacéuticas e no meio de dissolucéo.
Redlizou-se entdo a validac&o, para demonstrar que 0 método analitico seria apropriado para a
finalidade pretendida. Na avaliacdo da especificidade obtiveram-se cromatogramas, nos quais
os picos dos produtos formados por oxidacdo e fotdlise encontram-se resolvidos em relacéo
a0 integro do valdecoxibe (Figura 3). Além disso, utilizando o detector de arranjo de diodos,
verificou-se que a SQR permaneceu com elevada pureza em todas as determinacOes,
demonstrando a especificidade e que o procedimento também pode ser usado para avaliagcéo
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da estabilidade. Destaca-se que ndo ha dados publicados sobre a degradacéo do valdecoxibe.
O método apresentou regressdo linear significativa r’=0,9999, sem desvio de linearidade
(P<0,05), conforme calculado pela ANOVA, comprovando sua validade pelos parametros
avaliados (Tabela 9). Os dados obhtidos para a repetibilidade e precisdo intermedidria
apresentaram coeficientes de variagdo inferiores a 0,33% (Tabelas 10, 11 e 12), o que mostra
a precisio do método proposto, destacando-se que a literatura preconiza coeficiente de
variagdo menor ou igua a 2% (SHABIR, 2003). Conforme pode ser observado na Tabela 13,
o valor médio experimental do teste de exatiddo foi de 100,02%, demonstrando exatidéo
significativa, pois o valor percentual sugerido é de 100 + 2% em relagdo ao declarado
(SHABIR, 2003). Por sua vez, os valores determinados para LD e LQ indicam a capacidade
significativa do método para detectar e quantificar com confiabilidade a substancia ativa. Na
avaliagdo da robustez, observou-se que as variagdes na proporcdo de acetonitrila e na vazéo
da fase mével ateraram os tempos de retencdo, 0 que ndo ocorreu utilizando diferentes
valores de pH. Na execucdo das andlises, os teores obtidos ndo apresentaram diferenca
significativa e os coeficientes de variacdo foram inferiores a 0,56%, comprovando a robustez
do método proposto frente aos parametros avaliados, conforme demonstrado na Tabela 14. Os
resultados obtidos na verificacdo da performance do sistema cromatogréfico (Tabela 15)
mostraram que o equipamento e condigcbes da metodologia sdo adequados para assegurar a
confiabilidade, exatiddo e precisdo dos dados andliticos. Portanto, 0 método proposto cumpre
0S requisitos preconizados pela literatura, podendo ser empregado para andlise de valdecoxibe
e estudos de estabilidade. A determinagdo quantitativa dos lotes de comprimidos selecionados
para esse estudo forneceu resultados médios entre 98,0 e 102,5% (Tabela 16) de acordo com
os parametros de qualidade entre 95 e 105% (USP, 2005; ICH, 1996; SHABIR, 2003).

O teste de dissolucéo foi desenvolvido e otimizado para estudar a liberagdo do
valdecoxibe da forma farmacéutica comprimido, observando-se nesse sentido que ndo foram
encontrados métodos na literatura. Assim, desenvolveu-se procedimento com base na baixa
solubilidade em &gua, testando diferentes condigdes, meios e velocidades de rotagdo, até
atingir a condicdo selecionada com melhor perfil de liberagdo do férmaco, conforme
observado nas Figuras 5 e 6. Os perfis de dissolucdo mostraram percentagens de farmaco
dissolvidas superiores a 85% em 30 minutos (Figura 7), valores considerados adequados
conforme descrito na literatura (SHAH et a., 1995; FDA, 1997). Os dados experimentais
obtidos na determinagcdo da estabilidade das solugdes da SQR e da amostra de comprimidos
no meio de dissolucéo encontram-se na faixa estabelecida (98 — 102%), demonstrando que o
valdecoxibe é estavel sob as condi¢bes estudadas, conforme a Tabela 17.
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Com a findidade de estabelecer correlacdo entre os nivels sanguineos alcancados pela
administracdo sub-aguda das doses do farmaco, e seus efeitos sobre o quadro hematolégico,
determinaram-se 0s niveis plasméticos pelo método cromatogréfico pré-vaidado para essa
finalidade através dos pardmetros de precisdo e exatiddo, obtendo-se valores entre 101,1 e
188,6 ng/mL.

O experimento biolégico teve como objetivo principal avaliar fatores relacionados
com possiveis distirbios ou anormalidades hemostéticas, vaso-oclusivas ou tromboticas,
observadas no uso clinico do valdecoxibe. Selecionou-se para comparagdo 0 &cido
acetilsalisilico (AAS), devido a sua ampla utilizagdo e a0 seu efeito antiagregante plaquetério
(PATRIGNANI, 2003). O plangamento do ensaio baseou-se na selecdo de doses de
valdecoxibe, aproximadamente, dez e vinte vezes superiores a humana terapéutica, gustada
em funcdo da massa corporal, e de trés e dez vezes superiores para 0 AAS. O modelo de
administracdo nos ratos foi estabelecido visando a observacdo de possiveis efeitos sub-
agudos.

A avdiacdo dos efeitos do valdecoxibe na contagem de plaguetas, niveis de
fibrinogénio e atividade anti-fator lla durante 1, 2, 3 e 4 semanas mostram aumentos, nao
significativos, sugerindo porém que o farmaco interfere nesses parémetros, com risco
crescente de formagdo de trombos. Na determinagcdo do tempo de protrombina, tempo de
tromboplastina parcia ativada e atividade anti-fator Xa, observou-se que a administragdo de
valdecoxibe causou reducdo significativa do tempo e atividade, respectivamente, em alguns
periodos do estudo, indicando a influéncia sobre os fatores de ativagdo da cascata de
coagulacdo, que poderiam induzir & formagdo de coagulos. Ao contrério do valdecoxibe, o
AAS provocou aumento médio no nimero de plaquetas, na atividade anti-fator Xa e anti-fator
lla, prolongamento no tempo de protrombina e tempo de tromboplastina, porém nado
significativos, mas certamente indicativos de sua atividade antiagregante.

Embora as ateraces observadas ndo tenham sido significativas para todas as doses e
periodos testados, pode-se observar tendéncia para a hipercoaguabilidade, justificando
possiveis efeitos colaterais decorrentes do seu uso clinico. Sucessivos estudos, inclusive de
longa duragdo, sdo justificavels para melhor avaliacdo da atividade do fa&rmaco sobre os
pardmetros hematolégicos.

Tendo em vista as controvérsias relativas aos coxibes, certamente os estudos de
dosagem, tempo de uso, indicagdes terapéuticas e relacdo risco/beneficio contribuirdo para
estabelecer dternativas que justifiquem a utilizagdo desses farmacos devido a sua comprovada
atividade antiinflamatdria e analgésica, ou em prescrigdes para outras enfermidades.
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6 CONCLUSOES

U Os testes fisico-quimicos demonstraram a qualidade dos lotes de comprimidos
adotados para 0 estudo, de acordo com especificagdes farmacopéicas,

U o méodo desenvolvido e vaidado por cromatografia liquida em fase reversa
apresentou especificidade, linearidade, sensibilidade, precisdo, exatiddo e robustez,
de acordo com os parémetros preconizados, para identificacdo e andise quantitativa
de valdecoxibe;

U o método validado foi adotado para determinacdo do teor dos lotes de valdecoxibe,
fornecendo valores médios entre 98,0 e 102,5%;

U o méodo validado por cromatografia liquida em fase reversa pode ser aplicado em
estudos de estabilidade de valdecoxibe, pois possibilita separacdo com resolucéo
adequada da substancia ativa e dos produtos de degradacéo;

U para os estudos de dissolucéo, selecionou-se 0 meio de 900 mL contendo 0,5% de
lauril sulfato de sddio em &gua a 37 + 0,5°C, aparato pa e velocidade de rotacéo de
75 rpm, que forneceram melhores resultados,

U o método validado por cromatografia liquida em fase reversa foi adotado para
avaliar a percentagem dissolvida dos comprimidos de valdecoxibe, sendo sugerido
para estudos de dissolucéo;

U as amostras dos lotes de comprimidos de valdecoxibe nas trés concentragdes usadas

apresentaram perfis de dissolugdo comparavels,

U os efeitos significativos demonstrados nas avaliagdes do tempo de tromboplastina
parcia ativada, tempo de protrombina e atividade anti-fator Xa poderiam estar
relacionados com o aumento da incidéncia de eventos tromboticos, observados
durante o uso terapéutico continuado do valdecoxibe, justificando-se porém, a
execucdo de estudos adicionais.
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