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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

DESENVOLVIMENTO E VALIDAQAO DE METODOLOGIAS PARA
AVALIA(;AO DE ETORICOXIBE POR CROMATOGRAFIA LI'QUIDA
E ESPECTROMETRIA DE MASSAS
AUTOR: LIBERATO BRUM JUNIOR
ORIENTADOR: SERGIO LUIZ DALMORA
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 31 de maio de 2006.

Etoricoxibe ¢ um antiinflamatdrio ndo esteroidal, pertencente ao grupo dos coxibes,
que representa a segunda geragio dos inibidores seletivos da cicloxigenase-2. E indicado para
o tratamento de artrites e dor aguda. No presente trabalho foram desenvolvidas e validadas
metodologias para avaliagdo de etoricoxibe em produtos farmacéuticos e plasma humano. As
analises por cromatografia liquida em fase reversa (CL-FR) foram realizadas utilizando
coluna Synergi fusion C;g (150 mm x 4,6 mm), mantida a temperatura ambiente. A fase
movel foi composta de 4cido fosforico 0,01 M, pH 3,0/acetonitrila (62:38, V/V) na vazao de
1,0 mL/min e deteccdo no ultravioleta a 234 nm. A separagdo cromatografica foi obtida no
tempo de 7 minutos, sendo linear na faixa de concentracdo de 0,02-150 pg/mL.
Paralelamente, desenvolveu-se e validou-se método por cromatografia liquida combinada a
espectrometria de massas (CL-EM/EM). Realizaram-se as andlises utilizando Luna C;g (50
mm X 4,6 mm), mantida a 40 °C e fase mdvel composta de acetonitrila:agua (95:5, V/V)/
0,1% é&cido acético (90:10, V/V), na vazdo de 0,4 mL/min. O espectrometro de massas,
equipado com fonte de electrospray positivo, foi empregado no modo de monitoramento de
reacdo multipla (MRM), monitorando as transi¢cdes de 359,3>280,0 e 332,0>95,0, para o
etoricoxibe e piroxicam (padrio interno), respectivamente. A separa¢do cromatografica foi
obtida em 2 minutos, sendo linear na faixa de concentragdo de 1-5000 ng/mL. Os
procedimentos foram validados, avaliando-se os parametros de especificidade, linearidade,
precisdo, exatiddo, robustez, limite de deteccdo e quantificacdo, incluindo para o método
bioanalitico os efeitos de matriz, a recuperagdo e estudos de estabilidade, cujos resultados
cumpriram os requisitos preconizados. Os métodos propostos foram utilizados na analise de
produtos farmacéuticos, demonstrando correlagdo significativa dos resultados (r=0,9999).
Além disso, os métodos de extragdo liquido-liquido e em fase sélida desenvolvidos e

otimizados propiciaram significativas percentagens de recuperacio do etoricoxibe e do padrao



interno nas amostras de plasma. Os procedimentos pesquisados podem ser aplicados para

estudos de biodisponibilidade e para aprimorar o controle da qualidade de medicamentos.

Palavras-chave: cromatografia liquida, espectrometria de massas, etoricoxibe, validagao,

plasma humano, produtos farmacéuticos.
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CHROMATOGRAPHY AND MASS SPECTROMETRY
AUTHOR: LIBERATO BRUM JUNIOR
ADVISER: SERGIO LUIZ DALMORA
Presentation date: Santa Maria, May 31* 2006.

Etoricoxib is a non-steroidal anti-inflammatory drug, from the coxibs group, that
represents a second-generation of COX-2 inhibitors, used for the treatment of arthritis and
pain. The methodologies for the evaluation of etoricoxib in pharmaceutical products and
plasma were developed and validated in the present work. The reversed-phase liquid
chromatography (RP-LC) analysis was carried out using a Synergi fusion C;g column (150
mm X 4.6 mm), maintained at a controlled-ambient temperature. The mobile phase consisted
of phosphoric acid 0.01 M, pH 3.0/acetonitrile (62:38, V/V), run at a flow rate of 1.0 mL/min
with detection at 234 nm. The chromatographic separation was obtained within 7.0 min and it
was linear in the concentration range of 0.02-150 pg/mL. The liquid chromatography-tandem
mass spectrometry (LC-MS/MS) method was developed and validated using a Luna Cis
column (50 mm x 3.0 mm), maintained at 40 °C and the mobile phase consisted of
acetonitrile:water (95:5, V/V)/ 0.1% acetic acid (90:10, V/V), run at flow rate of 0.4 mL/min.
The mass spectrometer, equipped with electrospray positive source, was used in multiple
reaction monitoring mode (MRM), monitoring the transitions of 359.3>280.0 and 332.0>95.0,
for etoricoxib and piroxicam (internal standard), respectively. The chromatographic
separation was obtained within 2.0 min and it was linear in the concentration range of 1-5000
ng/mL. The procedures were validated evaluating parameters such as the specificity, linearity,
precision, accuracy, robustness, limit of detection and limit of quantitation. Besides, for the
bioanalytical method, the matrix effects, recovery and stability studies were also analyzed,
giving results within the acceptable range. The proposed methods were applied for the
analysis of pharmaceutical products, showing significant correlation (r=0.9999) of the results.
Moreover, the liquid-liquid and solid phase extraction methods developed and optimized

allowed high mean recoveries of etoricoxib and internal standard from the plasma samples.



The procedures can be applied for the biovailability studies and for the quality control of

pharmaceutical products.

Keywords: liquid chromatography, mass spectrometry, etoricoxib, validation, human plasma,

pharmaceutical products.
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1 INTRODUCAO

Os antiinflamatorios ndo esterdides (AINES) destacam-se entre os produtos
farmacéuticos mais utilizados em Medicina. S3o indicados para o tratamento clinico de
diversas enfermidades, como: artrites, dor aguda e pirese. Além disso, publicagdes cientificas
sugerem que poderiam ser eficazes na prevencao de doengas neuroldgicas, como Alzheimer, e
constituir-se em opc¢do terapéutica para casos de cancer (WARNER & MITCHELL, 2004;
HULL, 2005; PATRIGNANI et al., 2005).

Entretanto, somente em 1971, John Vane descobriu que os AINES inibiam a sintese de
prostaglandinas, explicando assim suas atividades antiinflamatoria, antipirética e analgésica.
Na época, esses farmacos foram denominados de “semelhantes a aspirina”, o protétipo da
classe. O mecanismo de ac¢do dos AINES baseia-se na inibicdo do sistema enzimatico
denominado cicloxigenase (COX), responsavel pela sintese dos diferentes tipos de
eicosanoides (PGD,, PGE,, PGF,, PGIl,, TXA;), que s3o mediadores do processo
inflamatorio. A enzima cicloxigenase apresenta-se sob duas isoformas, COX-1 e COX-2. A
COX-1 ¢ fisiologicamente constitutiva, agindo como citoprotetora gastrica € na manuten¢ao
da homeostase renal e plaquetaria. Por sua vez, a COX-2 seria indutiva, surgindo apenas em
situacdo de trauma tissular e inflamagdo, porém estudos recentes indicam sua expressao em
alguns tecidos do sistema nervoso central e do rim (HARRIS & BREYER, 2006; BOTTING,
2006).

Desde a descoberta da aspirina, foram desenvolvidos varios antiinflamatdrios nao
esterdides, com estruturas quimicas diversas, mas que apresentam propriedades terap€uticas
semelhantes, pois atuam de modo ndo seletivo sobre a COX-1 e COX-2. Os primeiros
farmacos seletivos COX-2 surgiram na década de 1980 (meloxicam, nimesulida e etodolac),
descobrindo-se posteriormente os superseletivos, grupo dos coxibes, que apresentam a
vantagem de ser eficazes no alivio sintomatico da dor e inflamagao associadas a doencas
artriticas, e possuir melhor perfil de seguranca gastrintestinal. No momento, encontram-se
disponiveis: celecoxibe (Celebra®), parecoxibe (Bextra IM/IV®), lumiracoxibe (Prexige®) e,
especialmente, o etoricoxibe, langado para uso clinico no Brasil em 2002 pelo laboratorio
Merck Sharp & Dohme, sob o nome comercial de Arcoxia®. Representa a segunda geracao
dessa classe de medicamentos, com alta seletividade para a COX-2. Atualmente ¢
comercializado em 51 paises da Europa, América Latina e Asia, e a aprovagdo pelo FDA, nos

Estados Unidos, encontra-se sob estudo.
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Desde a introdugdo clinica dos inibidores seletivos da COX-2, foram realizados
estudos sucessivos para avaliar seu potencial antiinflamatério e efeitos gastrintestinais,
observando-se, porém, risco potencial de eventos adversos cardiovasculares, que
fundamentaram a interrup¢ao do uso terapéutico de alguns produtos da classe. Em relacdo ao
etoricoxibe, os estudos clinicos continuam em andamento, visando a aprofundar avaliagdes,
indicacdes e possiveis efeitos colaterais decorrentes da sua utilizagao.

Os avancos recentes na area farmacéutica viabilizaram a producdo de novos farmacos
de interesse terapéutico, que necessitam de métodos analiticos e bioanaliticos para
determinagdo quantitativa em produtos farmacé€uticos, estudos de dissolugdo e em matrizes
biologicas. A cromatografia liquida, especialmente com detec¢do no UV, tem sido empregada
devido a resolucdo, precisdo e exatiddo significativas. Além disso, acoplada a espectrometria
de massas, constitui-se em técnica de identificagdo e caracterizacdo de componentes em
misturas complexas de amostras, sendo amplamente adotada na pesquisa clinica e para a
determinagdo de farmacos em matrizes biologicas. Nesse contexto, tem viabilizado estudos de
biodisponibilidade e bioequivaléncia, importantes para o desenvolvimento de medicamentos
genéricos. Atualmente estd sendo usada de modo crescente para analise de matéria-prima e
produtos farmacéuticos, pois oferece efici€éncia na quantificagdo, alta especificidade e
sensibilidade, diminuindo o tempo de ensaio (NIESSEN, 2003; KORFMACHER, 2005).
Convém observar também a importancia do desenvolvimento e otimizag¢do dos processos de
extracdo, que visam especialmente a recuperagdo maxima dos farmacos sob estudo e remocao
de interferentes do plasma, justificando os estudos de extracdo liquido-liquido e em fase
solida.

O desenvolvimento de métodos envolve a avaliagdo e otimizagdo de condigdes,
incluindo etapas de preparagdo da amostra, separacdo cromatografica, deteccdo e
quantificag¢do. Posteriormente, a validagao deve demonstrar, através de estudos experimentais,
que a metodologia atende as exigéncias das aplicagdes analiticas, sendo adequada para o
proposito pretendido, assegurando a confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados. Além
disso, a escolha do procedimento baseia-se em varios fatores, que incluem a estrutura e
caracteristicas do farmaco, pureza, quantidade de amostra e finalidade da analise, bem como a
disponibilidade de equipamentos e reagentes.

Desse modo, o presente trabalho teve por objetivos desenvolver, otimizar e validar
procedimentos para avalia¢do da identidade, pureza e quantificacdo de etoricoxibe no produto
acabado e em plasma humano, através de: a) cromatografia liquida em fase reversa, b)

extracdo liquido-liquido, c¢) extracdo em fase solida, d) cromatografia liquida acoplada a
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espectrometria de massas, €) ensaios fisicos e fisico-quimicos das amostras de comprimidos.
Nesse contexto, objetiva estabelecer procedimentos que possam contribuir para o dominio
tecnoldgico e cientifico aprimorando os estudos de biodisponibilidade e a area de controle da

qualidade, garantindo a seguranca e eficacia terapéutica dos produtos farmacéuticos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Os antiinflamatorios nao esteroides (AINES) que inibem seletivamente a isoforma
cicloxigenase-2 (COX-2), denominam-se coxibes. Recentemente, foi desenvolvido o
etoricoxibe, que representa a segunda gera¢do dos coxibes, denominado quimicamente 5-
cloro-6’-metil-3-[4-(metilsulfonil) fenil]-2,3’-bipiridina. O etoricoxibe ¢ um po6d branco,
altamente solivel em metanol, tetrahidrofurano, dimetilsulféxido, dimetilformamida,
acetonitrila e cloroformio. E solivel em acetato de isopropila, etanol e tolueno. Possui peso
molecular de 358,84 Daltons, formula molecular C;sH;sCIN,O,S, e apresenta a estrutura

quimica mostrada na Figura 1 (RIENDEAU et al., 2001).
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Figura 1 — Estrutura quimica do etoricoxibe

O etoricoxibe ¢ ativo por via oral, sendo comercializado sob o nome de Arcoxia®,
como comprimidos revestidos de 60, 90 ¢ 120 mg. Apresenta atividade antiinflamatoria,
analgésica e antipirética e ¢ indicado para o tratamento de artrite gotosa aguda, artrite
reumatoide, dismenorréia primaria, dor aguda, osteoartrite e lombalgia cronica. Apresenta
perfil de seguranca clinica similar ao dos AINES nao-seletivos, porém causa menores
complicacdes gastrintestinais (FRIESEN et al., 1998; RIENDEAU et al., 2001; HUNT et al.,
2003; AGRAWAL et al., 2004; MALMSTROM et al., 2004).

Atualmente varias pesquisas clinicas indicam que os coxibes, incluindo o etoricoxibe,
seriam eficazes na prevencdo de doencas neuroldgicas como Alzheimer. Além disso,

informagdes oriundas de diversos estudos epidemioldgicos humanos, em modelos animais e
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de cultura de células, evidenciam a participagdo da COX-2 no desenvolvimento de processos
neoplésicos, pois sua expressdao encontra-se altamente elevada em tumores colo-retais,
gastricos e esofagicos. Desse modo, os inibidores da COX-2 estdo sendo estudados, como
opcao terapéutica e quimiopreventiva para alguns tipos de cancer (WARNER & MITCHELL,
2004; HULL, 2005; PATRIGNANI et al., 2005).

Durante muitos anos, os AINES foram utilizados por suas propriedades analgésicas e
antiinflamatdrias, mas seu mecanismo de a¢do ndo era muito bem conhecido. Apenas na
década de 60 foi demonstrado que a aspirina atuava inibindo a formacao de prostaglandinas
(PG) originarias da resposta a inflamacdo. Estudos posteriores identificaram a enzima
denominada cicloxigenase como responsavel por esse mecanismo (VANE, 1971; HINZ &
BRUNE, 2002; BOTTING, 2006). Os AINES incluem grande variedade de compostos,
pertencentes a diferentes classes quimicas, porém possuem agdes terapéuticas e efeitos
colaterais semelhantes. Embora possam ocorrer mecanismos diferentes, geralmente, os efeitos
estao relacionados com a agao primaria de inibi¢do da cicloxigenase araquidonica e, portanto,
da produgdo de PG e tromboxanos (TX). A maioria dos AINES ndo inibe apenas as PG nos
locais de inflamacdo, mas também aquelas que exercem fungdes importantes no organismo,
podendo desta forma ocasionar possiveis efeitos colaterais, como as complicagdes
gastrintestinais (MITCHELL & WARNER, 1999; HERSCHMAN et al., 2003; FLOWER,
2003).

Os principais eicosanoides sdo as PG, os TX e os leucotrienos. S3o apontados como
responsaveis pelo controle de muitos processos fisioldgicos e estdo entre os mais importantes
mediadores e moduladores da reacao inflamatéria. Os eicosandides nao sao encontrados pré-
formados nos tecidos. A principal fonte ¢ o 4cido araquidonico, um &cido graxo
poliinsaturado de 20 carbonos, contendo quatro ligagdes duplas. Em condi¢des normais, o
acido araquidonico ndo estd livre para o metabolismo, pois se encontra esterificado nos
fosfolipidios da membrana citoplasmatica (FITZGERALD & PATRONO, 2001;
CARVALHO et al., 2004).

O 4cido araquidonico livre pode ser metabolizado por duas vias 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 ¢ uma enzima bifuncional, tendo
duas atividades distintas: a agdo principal que catalisa a ciclizagdo oxidativa do acido
araquidonico, produzindo a PGG;, e a a¢do de peroxidase que converte PGG, em PGH, A
PGH, ¢ depois metabolizada por isomerases especificas a PGD, PGE,, PGF,, PGl

(prostaciclina) ou TXA,. Porém essas etapas subseqiientes do metabolismo do acido
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araquidonico diferem conforme as células; nas plaquetas, a via leva a sintese do TXA;; no
endotélio vascular, a sintese da PGI, e, nos macrofagos, principalmente a sintese da PGE;
(MITCHELL & WARNER, 1999; MARNETT, 2000; FITZGERALD & PATRONO, 2001;
MARNETT, 2002; FLOWER, 2003). A Figura 2 apresenta a via da cicloxigenase.

Fosfolipidios de Membrana

a

]

Estimulo fisico, quimico, }::> Fosfolipase A2

inflamatorio, mitogénico

/ \ [

COX
PGG2 PGG;
Prostaglandina G/H Prostaglandina
sintetase 1 (COX-1) | | G/H sintetase 2
(COX-2)
PGH, PGH,
ISOMERASES TISSULARES
PGlI, TXA, PGD, PGE, PGF;
Endotélio, Plaguetas, Mastécitos, Cérebro, rins, Utero, olhos,
. rins, . ) vias aéreas,
rins, - cérebro, vias plagquetas, . -
endotélio, musculo liso
plaquetas macrofagos aéreas endotélio vascular

Figura 2 — Produgdo de eicosanodides a partir do metabolismo do 4cido araquidonico pela via

da cicloxigenase - Adaptada de Fitzgerald & Patrono, 2001.

Um dos avangos mais importantes na pesquisa de antiinflamatdrios foi a descoberta e
identificacdo das duas isoformas da enzima COX: COX-1 e COX-2, com caracteristicas e
acoes diferentes. Esse fato desencadeou nova forma de abordagem, com a finalidade de evitar
as complicacdes decorrentes do uso continuo dos AINES, pois as enzimas estdo envolvidas
em mecanismos regulatorios diferentes. A COX-1 é enzima constitucional encontrada em
varios tecidos e tem diversas fungdes homeostaticas, entre elas a manutengdo e prote¢ao da
mucosa gastrica, regulagdo da hemodinamica renal, agregagao plaquetaria, entre outras. Por

sua vez, a COX-2 ¢ induzida em resposta a processos inflamatorios e ¢ considerada como a
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enzima que produz os eicosandides mediadores da inflamagdao. Porém, foi também
demonstrada sua expressao constitutiva em alguns tecidos do sistema nervoso central e do rim
(HARRIS & BREYER, 2006; BOTTING, 2006). A distincdo entre as aparentes funcdes
fisiologicas dessas isoenzimas conduziu a hipdtese de que a inibi¢do seletiva da COX-2
diminuiria a inflamacao e a dor, sem interferir nos processos fisioldgicos normais necessarios,
por exemplo, a protecao da mucosa gastrintestinal. Essa hipdtese fundamentava-se no fato dos
AINES tradicionais inibirem ambas as isoenzimas, estando esta inibi¢do associada aos graves
efeitos colaterais no trato gastrintestinal, como dispepsia e dor abdominal, além de perfuracao
ou sangramento gastroduodenal (FITZGERALD & PATRONO, 2001; HINZ & BRUNE,
2002).

Recentemente foi proposta a existéncia da terceira isoforma, denominada COX-3, que,
ao contrario da COX-1 e da COX-2, ndo produziria eicosandides pro-inflamatdrios, mas, sim,
substancias antiinflamatorias. Tal evidéncia poderia explicar os periodos de remissao,
observados em casos de doencas inflamatorias cronicas, como a artrite reumatoide. A COX-3,
possivelmente uma variante da COX-1, estaria distribuida principalmente no cortex cerebral,
medula espinhal e coragdo, sendo mais sensivel ao paracetamol do que a COX-1 e a COX-2.
(CHANDRASEKHARAN et al., 2002; BOTTING, 2006).

Os primeiros farmacos seletivos COX-2 surgiram na década de 1980 (meloxicam,
nimesulida e etodolac), sendo desenvolvidos posteriormente os superseletivos (grupo dos
coxibes). No momento, encontram-se disponiveis: celecoxibe (Celebra®), parecoxibe (Bextra
IM/IV®), lumiracoxibe (Prexige®) e etoricoxibe (Arcoxia®).

A seletividade para a COX-2 tem sido avaliada principalmente através de ensaios in
vitro. Destacam-se os ensaios com a enzima humana recombinante, cultura de células e
sangue total. Nos ensaios com sangue total, a sintese de TX nas plaquetas durante a formagao
do coégulo ¢ usada como indice de atividade da COX-1, e a sintese de PGE, (principalmente
por mondcitos) como indice de atividade de COX-2 no sangue total estimulado por
lipopolissacaridios. A maioria desses ensaios determina a concentragdo inibitéria 50% (Cls),
que representa a concentragdo do farmaco que, sob condi¢des controladas, inibe 50% da
atividade COX. Para a avaliacdo dos AINES, adota-se o indice de especificidade relativa,
Clsp, entre as isoformas (COX-1/COX-2). De acordo com esse critério, quanto maior o valor
da razao COX-1/COX-2, maior sera a seletividade do farmaco sobre a COX-2
(FITZGERALD, 2002; CARVALHO et al., 2004).

Riendeau et al. (2001) demonstraram o perfil pré-clinico do etoricoxibe e compararam

os resultados com outros AINES. Na avaliacao da seletividade, o etoricoxibe mostrou indice
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de especificidade para COX-2 superior, em relacdo aos AINES, nos ensaios do sangue
humano total e enzimatico. A taxa de seletividade de inibigdo da COX-2 pelo etoricoxibe no
sangue humano total, determinada pelas concentragdes inibitorias 50% (Clsg), foi de 106,
podendo ser comparada, com os valores de 35, 30, 7,6, 3,0 e 2,0 obtidos para rofecoxibe,
valdecoxibe, celecoxibe, diclofenaco e meloxicam, respectivamente. A atividade do
etoricoxibe foi avaliada em ensaios farmacoldgicos, demonstrando eficacia para o tratamento
da inflamacdo, alivio da dor e reducdo da febre, similar a da indometacina. Além disso,
apresentou menores efeitos gastrintestinais quando comparado ao diclofenaco, indometacina e
ibuprofeno.

Dallob et al. (2003) avaliaram o perfil de seletividade do etoricoxibe apds a
administracdo de dose tnica (5-500 mg) e multiplas (25-150 mg) em voluntarios humanos,
através de ensaios com sangue humano total, bidpsia gastrica e observagao do seu efeito anti-
plaquetario. O etoricoxibe inibiu a formag¢ao da PGE, no ensaio com sangue humano total,
demonstrando sua seletividade na inibicdo da COX-2. Mostrou efeito ndo significativo na
inibicdo da formagdo de TXA, e ndo interferiu na sintese de PG pela mucosa géastrica,
indicando ndo inibir a COX-1. Além disso, a administracdo de etoricoxibe ndo interferiu no
efeito inibidor da agregacao plaquetaria da aspirina.

Diferentes publicagdes relatam resultados de estudos clinicos em humanos, que
demonstram eficacia do etoricoxibe no tratamento de artrite reumatdide e gotosa, comparavel
com farmacos disponiveis para uso clinico como indometacina, ibuprofeno, naproxeno e
diclofenaco. Além disso, foi registrada menor incidéncia de ulceras, efeitos gastrintestinais e
renais (SCHUMACHER et al., 2002; COLLANTES et al., 2002; HUNT et al., 2003; CURTIS
et al., 2004).

Diversos estudos foram realizados, desde a introdugdo dos inibidores seletivos da
COX-2 no mercado em 1999, relacionando seu potencial antiinflamatorio a sua seguranga
gastrintestinal, observando-se entdo, o risco potencial de eventos adversos cardiovasculares.
Esses estariam relacionados ao desequilibrio dos eicosanoides, decorrente da inibicao seletiva
da COX-2. A manutencdo da hemostasia necessita de equilibrio adequado entre a atividade do
TXA, produzido pelas plaquetas, ¢ a acao da PGI,, derivada da célula endotelial. O TXA; ¢ o
principal eicosandide originado pela COX-1 e atua como agregador plaquetdrio e
vasoconstritor, além de estimular a proliferagdao das células da musculatura lisa. Por outro
lado, a formagdo de eicosandides pelas células endoteliais resulta na produgdo de PGI, que
possui acdo vasodilatadora, antiagregante e inibidora da proliferagdo das células da

musculatura vascular. Os inibidores especificos da COX-2 suprimem a producao de PGI,
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pelas células endoteliais, sem efeitos sobre a produgao de TXA, plaquetario. Esse
desequilibrio pode levar a agregacdo plaquetaria e vasoconstricdo, com maior tendéncia a
oclusao vascular (FITZGERALD, 2002; DRAZEN, 2005; GROSSER et al., 2006).

Pesquisas cientificas t€ém mostrado aumento da incidéncia de efeitos colaterais como
infarto agudo do miocardio (IAM), acidente vascular cerebral (AVC), hipertensao,
insuficiéncia cardiaca, faléncia renal e reagdes cutdneas graves, associados ao uso dos
coxibes. A recente retirada do mercado dos medicamentos Vioxx® (rofecoxibe) e Bextra®
(valdecoxibe), originou intensa discussdo cientifica relativa ao uso dos antiinflamatoérios,
tornando evidente a importancia de se avaliar a relacdo risco/beneficio de cada prescrigao,
bem como os possiveis efeitos colaterais (FITZGERALD, 2004; DRAZEN, 2005; BENNETT
et al., 2005; BERENBAUM, 2005; LA GRENADE et al., 2005; GROSSER et al., 2006).

Com relagdo ao etoricoxibe, encontra-se em execucao estudo multicéntrico, aleatorio,
duplo-cego em pacientes com osteoartrite e artrite reumatéide, no qual sdo comparados o
etoricoxibe e o diclofenaco. Aproximadamente 35.000 pacientes estdo sendo acompanhados
clinicamente, e a andlise preliminar demonstrou efeitos cardiovasculares semelhantes
(GROSSER et al., 2006).

O etoricoxibe ¢ completamente metabolizado sendo menos de 1% da dose recuperada
na urina de forma inalterada. Cinco metabodlitos foram identificados no homem, sendo o
principal o derivado 6’-acido carboxilico, formado pela oxidacdo do metabolito 6’-
hidroximetil. Esses metabolitos apresentam atividade inibidora da COX-2, baixa ou ndo-
mensuravel. Concentragdes do estado de equilibrio foram atingidas sete dias apos a
administracao de 120 mg uma vez ao dia. O tempo de meia-vida (t;2) de metabolizacdo do
etoricoxibe encontrado foi de 22 horas. A eliminacdo renal de creatinina foi estimada em
aproximadamente 50 mL/min (RODRIGUES et al., 2003).

Agrawal et al. (2001) avaliaram a farmacocinética do etoricoxibe em estudo com
planejamento cruzado aleatério, através de administragcdo oral de dose tnica entre 5 ¢ 120 mg,
em 12 voluntérios. Observou-se para as doses de 60 e 120 mg biodisponibilidade aproximada
de 100%. As concentragdes plasmaticas méaximas (Cpsx) encontradas, cerca de uma hora apos
a administragdo, foram de 95, 201, 411, 788 e 2186 ng/mL para as doses de 5, 10, 20, 40 e
120 mg, respectivamente. A t;, foi de aproximadamente 22 horas, o que permite sua
administracao em dose unica diaria.

A farmacocinética do etoricoxibe também foi avaliada apds a administragdo de 120
mg de etoricoxibe em dose unica ¢ multipla. No estudo de dose unica, realizado em 12

voluntarios humanos, a biodisponibilidade relativa foi de 101% com valores de Cpax, Tmax ©
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ASCy., de 2,43 ng/mL, 1 h e 41,35 pg h/mL, respectivamente. O estudo com dose multipla
foi realizado através da administracao do etoricoxibe em 24 voluntarios humanos durante dez
dias consecutivos. A concentragdo do estado de equilibrio foi atingida em sete dias e os
valores de Cpax, Tmax € ASCo4n encontrados foram de 3,59 pg/mL, 1,3 h e 37,83 pug h/mL,
respectivamente. Apresentou taxa de ligagdes as proteinas plasmaticas humanas de
aproximadamente 92% na faixa de concentragdes de 0,05 a 5 pg/mL. O volume de
distribuicdo (Vgss) no estado de equilibrio foi de, aproximadamente, 120 litros (AGRAWAL et
al., 2003).

Estudos de metabolismo, incluindo teste da atividade e caracterizacdo de metabdlitos
de etoricoxibe, foram realizados utilizando procedimentos cromatograficos e sua combinagao
com espectrometria de massas. Os autores demostraram que os metabdlitos ndo modificam o
perfil de seletividade para a COX-2 do etoricoxibe (CHAURET et al., 2001).

Kassahun et al. (2001) estudaram a funcdo de enzima hepatica no metabolismo do
etoricoxibe, realizando a separagdo dos metabdlitos por cromatografia liquida em fase reversa
com deteccdo a 236 e 280 nm, utilizando coluna Cg mantida a 40 °C. Foi realizado gradiente,
com fase movel bindria composta de eluente 1: acetato de amoénio 25 mM (pH
7,4):acetonitrila  (20:80, V/V) e eluente 2: acetonitrila. Paralelamente realizaram a
identificacao por espectrometria de massas com ionizagdo por electrospray no modo positivo,
usando coluna Cg e fase movel composta de 25 mM de acetato de amonio e acetonitrila.

Matthews et al. (2001) desenvolveram e validaram metodologia para determinagdo e
estudo de estabilidade do etoricoxibe em urina ¢ plasma humanos, utilizando um isétopo
como padrdo interno. Realizaram a extracdo através de fase solida e determinagdao por
cromatografia liquida em fase reversa com detec¢do por fluorescéncia. A fase movel utilizada
consistiu de tampao acetato 10 mM (pH 4,0):acetonitrila (55:45, V/V). No estudo foi
comprovada a estabilidade de dois e oito meses, na urina e plasma, respectivamente, sob
temperatura de -20 °C.

Rose et al. (2002) desenvolveram método para a determinacdo simultinea do
etoricoxibe e seu isdtopo de carbono 13 em plasma humano. As amostras de plasma foram
extraidas em fase sélida e analisadas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas com ioniza¢do quimica a pressao atmosférica no modo positivo, monitorando as
transicdes de 359,0>280,0 e 365,0>286,0 para o etoricoxibe e seu isdtopo, respectivamente. A
recuperagdo média do procedimento foi superior a 70%. Na separa¢do cromatografica, foi
utilizada coluna C;g (50 mm x 3 mm) e fase mdvel composta de acetato de amoénio (pH

4,0):acetonitrila (65:35, V/V). O método foi validado em duas faixas de concentragao, 5-2500
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ng/mL para o etoricoxibe e 0,5-250 ng/mL para o isétopo. Os autores destacam a importancia
da metodologia para estudos clinicos e de biodisponibilidade.

Bréautigam et al. (2003) realizaram a validagdo de metodologia por cromatografia
liquida acoplada com espectrometria de massas e extragdo em fase solida para a determinacgao
de etoricoxibe em plasma humano, utilizando a fenazona como padrio interno. O
procedimento cromatografico foi executado em fase reversa com coluna Cig (30 mm x 2 mm),
fase movel acetonitrila:agua (90:10, V/V) e a espectrometria no modo de ionizagdo por
electrospray positivo, monitorando as transicdes de 359,2>280,2 e 189,0>104,1 para o
etoricoxibe e padrao interno, respectivamente O método foi validado na faixa de concentragao
de 0,2-200 ng/mL, sugerindo sua aplicagdo para estudos de farmacocinética.

Hartman et al. (2003) desenvolveram e validaram metodologia por cromatografia
liquida em fase reversa para realizar a analise de impurezas e quantificacdo do etoricoxibe. Os
autores estudaram diferentes condi¢cdes de pH, temperatura, fase estaciondaria e fase mével. A
metodologia foi otimizada com coluna C;g (150 mm x 4,6 mm, 3 um), utilizando como fase
movel 10 mM de fosfato de potassio monobésico (pH 3,1):acetonitrila (72:28, V/V). A
especificidade do método analitico foi determinada pelo estudo da degradac¢do da substancia
quimica de referéncia do etoricoxibe, que foi submetida a condi¢des de hidrélise acida e
basica, fotolise e oxidagdo quimica.

Matthews et al. (2004) realizaram o isolamento e caracterizagdo dos produtos de
degradacao formados apds a exposicao do etoricoxibe a luz ultravioleta (254 nm). Utilizaram
cromatografia liquida com deteccdo por fluorescéncia e acoplada a espectrometria de massas
com ioniza¢do quimica a pressdo atmosférica no modo positivo. No método cromatografico
utilizaram coluna C;3 e fase movel composta de acetato de amonio 10 mM (pH
4,0):acetonitrila (65:35, V/V).

Werner et al. (2005) desenvolveram método por cromatografia liquida combinada a
espectrometria de massas com ioniza¢do quimica, a pressdao atmosférica no modo positivo
para a determinacdo simultdnea do etoricoxibe e do valdecoxibe em plasma humano. As
amostras de plasma, adicionadas de acetato de sédio 0,1 M (pH 5,0), foram submetidas a
extracdo liquido-liquido, utilizando a mistura de diclorometano:hexano (50:50) como
solvente. As transi¢des de 359,2>280,3 e 315,1>235,1 foram monitoradas para o etoricoxibe e
valdecoxibe, respectivamente. O método cromatografico isocratico foi executado em
temperatura ambiente, utilizando coluna Cg e fase movel constituida de metanol: 1% de acido
acético (50:50, V/V), e validado nas faixas de concentragdo de 10-2500 ng/mL (etoricoxibe) e
5-1000 ng/mL (valdecoxibe). A metodologia foi utilizada para a determinagdo do perfil
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farmacocinético ap6s a administracao de dose Unica de etoricoxibe (90 mg) e valdecoxibe (20
mg) em voluntarios humanos.

Ramakrishna et al. (2005) desenvolveram e validaram método por cromatografia
liquida com detec¢do no UV (284 nm) para quantificacdo do etoricoxibe em plasma humano.
As amostras foram extraidas por sistema liquido-liquido, utilizando mistura de dietiléter :
diclorometano (70:30) como solvente. O etoricoxibe e o padrao interno (zaleplon) foram
separados em coluna C;3, usando como fase movel agua:acetonitrila (58:42, V/V). Foi
estabelecida a faixa de concentragdo do método entre 5-2500 ng/mL. Os autores
demonstraram que, na analise do etoricoxibe e padrao interno, ndo hé interferéncia de outros
farmacos que podem ser administrados concomitantemente em clinica.

Sankar et al. (2005) desenvolveram método espectrofotométrico para andlise de
etoricoxibe e ezetimibe em matéria-prima, utilizando para detecg¢do os comprimentos de onda
de 235 e 230 nm, respectivamente.

A determinagdo do etoricoxibe, acido salicilico, valdecoxibe, 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. Foi
realizado gradiente, com fase modvel ternaria composta de eluente 1: 0,05 M écido foérmico
(pH 3,0), eluente 2: acetonitrila e eluente 3: 4gua:metanol (5:95, V/V) e separagao em coluna
Cis (150 mm x 4,6 mm).

O desenvolvimento de técnicas de ionizacdo, tais como a ionizagdo quimica a pressao
atmosférica (APCI) e por electrospray (ES), possibilitou o acoplamento de duas poderosas
técnicas analiticas, a espectrometria de massas (EM) com a cromatografia liquida (CL),
originando método (CL-EM) robusto e aplicavel a grande variedade de matrizes. Dessa
forma, o espectrometro de massas ¢ considerado o detector ideal, pois apresenta alta
sensibilidade e seletividade, resposta a diferentes classes de compostos e capacidade de
deteccdo de misturas complexas, com analises rapidas e quantitativas. Nesse sentido, a CL-
EM tem sido amplamente utilizada para a determinacdo de farmacos em estudos clinicos e
atualmente vem sendo usada de modo crescente para andlise de produtos farmacéuticos (LEE,
2005; PEREIRA et al., 2005).

Yamashita & Fenn (1984) desenvolveram a técnica de ionizagao por electrospray em
1984, mas somente a partir da década de 90 passou a ser extensamente utilizada na analise de
farmacos, metabolitos e produtos de degradagdo. Nesse modo, o espectrometro de massas
funciona através da ioniza¢ao das moléculas e sua fragmentacdo. Apds, os ions resultantes sao

identificados de acordo com sua relagao massa/carga. Os trés componentes-chave do processo
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sdo: a fonte de ions, o analisador e o detector. A ionizagao por electrospray atualmente ¢ a
técnica mais utilizada na anélise de farmacos, podendo ser utilizada no modo positivo (ES+)
ou negativo (ES-). Para tal, promove-se a adi¢do ou subtracdo de um proton ao composto
(DOOLEY, 2003; KORFMACHER, 2005; SMYTH, 2005).

Na analise por ES, a amostra normalmente ¢ dissolvida em mistura de agua e solvente
organico, comumente metanol, isopropanol ou acetonitrila, podendo ser infundida diretamente
no espectrometro de massas, ou injetada em fluxo continuo, ou seja, contida no eluente e
separada por coluna cromatografica. Apos a separacdo, a amostra ¢ injetada no espectrometro
de massas. A passagem da fase liquida para gasosa (dessolvatagdo) ¢ realizada com auxilio do
gas nitrogénio, formando um “spray eletrolitico” e o capilar por onde passa a amostra
encontra-se carregado eletricamente, dai a origem do nome electrospray. O composto assim
vaporizado ¢ captado pelo cone do espectrometro e introduzido na camara de vacuo, analisado
e posteriormente detectado e quantificado (NIESSEN, 2003). Na Figura 3 esta representada a

fonte de electrospray.
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Figura 3 — Representacdo esquematica da fonte de electrospray.

A ionizagdo quimica, a pressdo atmosférica, ¢ uma técnica similar a ionizagdo por
electrospray, onde a fase mével ¢ introduzida diretamente na fonte de APCI, que contém um
vaporizador aquecido, facilitando a dessolvatagao/vaporizagao rapida das gotas. A ionizagao ¢

realizada por reagdes ion-molécula, em que o gas reagente ¢ o proprio solvente, ionizado por
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descarga corona a pressao atmosférica. E extensamente utilizada na induastria farmacéutica
para andlise de amostras relativamente polares, apolares, volateis e ndo volateis menores que

1200 Daltons (NIESSEN, 2003). A Figura 4 mostra a fonte de APCI.
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Figura 4 — Representacao esquematica da fonte de APCI.

O processo de quantificagdo de amostras por espectrometria de massas ¢ realizado da
seguinte maneira: apdés a passagem pelo cone, o analito penetra em uma série de
compartimentos dispostos em fileira unica (tandem) para a selecdo e quantificagdo dos ions. O
primeiro compartimento (quadrupolo 1) ¢ onde acontece a sele¢do dos ions precursores. Um
segundo compartimento (quadrupolo 2) ¢ onde a fragmentagdo ocorre pela colisdo dos ions
precursores com moléculas do gas de colisdo (argdnio). Os ions produto penetram no terceiro
compartimento (quadrupolo 3), onde sdo novamente selecionados e finalmente o ion que sai
desse ultimo compartimento ¢ detectado por uma célula fotomultiplicadora, como mostra a
Figura 5. O nimero de contagens por segundo ¢ registrado no cromatograma, no qual a area

sob a curva ¢ diretamente proporcional & concentragdo do analito na amostra

(KORFMACHER, 2005).
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Figura 5 — Representagdo esquematica do espectrometro de massas.

A espectrometria de massas, comparada a CL-UV, apresenta vantagem em relacao ao
tempo de andlise, sensibilidade e seletividade; entretanto, at¢é o momento, ndo ¢ preconizada
oficialmente como método analitico para quantificagdo de produtos farmacéuticos.

Uma das etapas limitantes do processo de analise de misturas em matrizes biologicas é
a extracao dos analitos de interesse. Essa pode ser executada em fase solida (EFS) ou liquido-
liquido (ELL). A ELL, baseada na solubilidade dos analitos presentes na amostra em dois
solventes imisciveis, pode ser demorada, necessitar grandes volumes de solventes organicos, e
apresentar baixa reprodutibilidade em decorréncia das varias etapas do processo. Por sua vez,
a EFS foi desenvolvida para aumentar a reprodutibilidade e diminuir o volume de solventes
organicos usados. Porém, em geral, requer volumes significativos de plasma e de solventes
organicos, que necessitam de evaporacdo e posterior ressuspensdo da amostra (LANCAS,
2004; GONCALVES et al., 2005). Recentemente foram desenvolvidos os métodos de EFS
automatizados que fornecem elevada precisdo e sensibilidade, diminuindo o tempo total para
preparagao de amostras em relacdo aos métodos tradicionais (SCHELLEN et al., 2003;
ALNOUTI et al., 2005).

Procedimento importante nos processos de extragdo de fadrmacos de matrizes
bioldgicas consiste na adi¢do de concentragdo conhecida de padrao interno (PI). Determina-se
a relacdo entre as areas fornecidas pela amostra e PI, eliminando desse modo, erros

decorrentes da extracdo. O PI deve possuir propriedades quimicas similares ao composto sob
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analise, estar presente em concentragdes similares, apresentar tempo de retengao semelhante e
nao interferir na analise (CAUSON, 1997).

A validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos ¢ um processo dindmico e constante
que inicia nas fases de sele¢do, desenvolvimento e otimiza¢gdo das metodologias, qualificacao
dos instrumentos, materiais ¢ pessoal. Um processo de validagao bem definido e documentado
fornece evidéncias objetivas de que o sistema e o método atendem as exigéncias das
aplicagdes analiticas, sendo adequado para o uso pretendido. Os pardmetros fundamentais
avaliados na validacdo de um método sdo: especificidade, linearidade, precisdo, exatidao,
robustez, limite de detec¢do e limite de quantificagdo. No caso de métodos bioanaliticos,
devem-se incluir também parametros de efeitos de matriz, recuperagao e estabilidade do
farmaco na matriz bioldgica (ICH, 1996; CAUSON, 1997; SHAH et al., 2000; FDA, 2001;
ANVISA, 2002; ANVISA, 2003).

E conveniente observar que o etoricoxibe nio esta descrito em nenhuma farmacopéia
e, at¢ o momento, ndo se encontram na literatura métodos validados para a andlise
quantitativa em produtos farmacéuticos (RAO et al., 2005). Além disso, ha publicagdes,
conforme ja destacado, relativas a determinacdo em matrizes bioldgicas. Porém, o
desenvolvimento e validagao de novas metodologias, que aprimorem o controle da qualidade,
e que possam ser utilizadas para avaliacdes em estudos clinicos e farmacocinéticos,

representam contribui¢do significativa para a area de medicamentos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Substancias Quimicas de Referéncia

e Substincia quimica de referéncia de etoricoxibe, Merck'.

e Substancia quimica de referéncia de meloxicam, Euresian.

e Substancia quimica de referéncia de piroxicam, Farmacopéia Européia.
e Substancia quimica de referéncia de tenoxicam, Farmacopéia Européia.

A . I3 . A . . 2
e Substancia quimica de referéncia de valdecoxibe, Pfizer”.

3.1.2 Produtos farmacéuticos comerciais

Utilizaram-se amostras de seis lotes de produtos farmacéuticos de etoricoxibe
contendo 60, 90 e 120 mg/comprimido, em seu prazo de validade, comercializadas no Pais.

As amostras foram identificadas por nimeros arabicos de 1 a 6.

3.1.3 Solventes e reagentes

e Acetato de amdnio, Merck®.
e Acetato de etila, Tedia®.

e Acetonitrila, Tedia®.

e Acido acético glacial, Tedia".

e Acido cloridrico, Merck®.

e Acido fosforico 85%, Tedia®.

" Gentilmente doada pela Merck.

? Gentilmente doada pela Pfizer.



e Acido formico, Tedia®.

o Agua purificada, Labconco®.

e Argdnio, White Martins®.

e (Celulose microcristalina, Delaware®.

e (Cera de carnatba, Delaware®.

e Croscarmelose sodica, Delaware®.

e Diclorometano, Tedia®.

e Dietil éter, Tedia®.

e Dioxido de titanio, Delaware®.

e Estearato de magnésio, Delaware®.

e Fosfato de calcio dibasico anidro, Delaware®.
e Fosfato de s6dio monobasico monohidratado, Merck®.
e Fosfato de sédio dibasico, Merck®.

e Fosfato de potassio monobasico, Merck®.

e Hidroxido de sodio, Merck®.

e Hipromelose, Delaware®.

e Lactose monohidratada, Delaware®.

e Metanol, Tedia®.

e Nitrogénio, White Martins®.

e Plasma humano, Banco de Sangue do Hospital Universitario - UFSM.
e Peroxido de hidrogénio 30 volumes, Merck®.
e Terc-butil metil éter, Tedia®.

e Triacetato de glicerol, Delaware®.

3.1.4 Equipamentos e acessorios

e Agitador orbital de tubos, modelo MA 162, Marconi®.

e Aparelho de desintegragio, Nova Etica®.

e Aparelho de Karl Fisher, Titroline Alpha®.

e Balanga eletronica digital, modelo CP225D, Sartorius”.

e Baloes volumétricos de 10, 20, 25, 50, 100, 500 e 1000 mL, Laborglass®.

e Banho de 4gua termostatizado, Tecnal®.

41
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e Banho ultrassonico, CTA®.
e Bomba de vacuo, Tecnal®.
e Cartuchos para extragdo em fase sélida (10 mm x 2 mm d.i.), Spark™:
» HySphere CN (diametro de particula de 8 pm).
» HySphere C, (didametro de particula de 8 um).
» HySphere Cg (didmetro de particula de 8 pm).
» HySphere Cg (EC) (didmetro de particula de 8 um).
» HySphere C,s (didmetro de particula de 8 um).
» HySphere C;s HD (didametro de particula de 7 um).
» HySphere Resin GP (didmetro de particula de 10-12 um).
» HySphere Resin SH (diametro de particula de 15-25 um).
» BondElut C;g (didmetro de particula de 40-90 pm).
» BondElut Cg (diametro de particula de 40-90 um).
e Centrifuga refrigerada, MR 231, J ouan®.
e Coluna Luna Ci3 (50 mm x 3 mm, 3 um, 100 A), Phenomenex”.
e Coluna Synergi Fusion Cyg (150 mm x 4,6 mm, 4 pm, 80 A), Phenomenex”.
e Cromatografo liquido, Shimadzu®:
» Bomba LC-10 ADvsp.
» Controlador SCL-10 Avp.
» Degaseificador DGU-14 A.
» Detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-M10 Avp.
» Injetor automatico SIL-10 ADvyp.
» Valvula quaternaria FCV-10ALyyp.
» Forno para colunas CTO-10ADyp.
» Software CLASS-VP V 6.14.
e Destilador, Biomatic®.
e Durdmetro, Pharma Test”.
e Estufa para secagem e esterilizagio, modelo 315 SE, Nova Etica®.
e Espectrometro de massa, modelo Quattro LC, Micromass®.
e Estante para tubos, ComLab".
e Extrator em fase solida, modelo Prospekt-2, Spark”™, consistindo dos seguintes médulos:
» Modulo para troca do cartucho: Permite a coloca¢do de duas bandejas, cada uma

com 96 cartuchos de extragcdo. Cada bandeja possui placa computadorizada que
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permite obter informagdes sobre o cartucho, tais como: numero de utilizagoes,
tipo de material de empacotamento e data de producao.

» Dispensador de solventes: Permite a utilizacdo de seis solventes diferentes. Neste
modulo sdo selecionados os solventes a ser utilizados, bem como suas velocidades
de aplicagdo no cartucho.

» Injetor automatico, modelo triathlon: Realiza a injecdo das amostras de plasma a
ser analisadas.

Filtro estéril e descartavel, modelo HV Millex com membrana durapore” de 13 mm de
didmetro e poro de 0,45 um, Millipore®.
Freezer — 80 °C, Reveo®.
Freezer — 20 °C, Consul®.
Friabilometro, Pharma Test®.
Membrana filtrante de nylon 0,45 pm, Whatman®.
Micropipetas de volume ajustavel P 10, P 20, P 100, P 200, P 1000, P 5000 ¢ P10000,
Gilson®.
pHmetro, Thermo Orion®.
Ponteiras descartaveis de 200, 1000, 5000 ¢ 10000 uL, Gilson®.
Pré-coluna C,3 (Kit Security Guard Cartridges), Phenomenex®.
Probe para ionizagdo por electrospray, Micromass”.
Probe para ionizagdo por APCI, Micromass”.
Purificador de 4gua, Labconco®.
Sistema de extragdo e recuperagdo de solventes, CEBIFAR-UFSM.
Sistema de filtragdo, Millipore®.
®

Software Masslynx V 3.5, Micromass .

A . ~ ®
TermOmetro de imersao, Incoterm .
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3.2 METODOS

3.2.1 Cromatografia liquida em fase reversa

As condi¢des experimentais estabelecidas para andlise do etoricoxibe, através do

método de CL, encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 — Pardmetros do método otimizado por cromatografia liquida.

Caracteristicas Descricéo

Coluna Synergi Fusion® Cjg (150 mm x 4,6 mm d.i.) 4 pm,
Phenomenex”

Fase movel Acido fosférico 0,01 M, pH 3,0:Acetonitrila (62:38,
V/V)

Vazao 1,0 mL/min

Comprimento de onda 234 nm

Volume de injecao 10 uL

3.2.1.1 Preparacéo da fase movel

Diluiram-se 790 pL de 4cido fosfoérico em 800 mL de dgua purificada. Ajustou-se o
pH 3,0 com hidréxido de s6dio 1 N. Transferiu-se para baldo volumétrico de 1000 mL e
completou-se o volume com &gua purificada. Homogeneizou-se e filtrou-se, sob vacuo,
através de membrana de nylon com porosidade de 0,45 pm e 47 mm de diametro. Preparou-se

no momento do uso.

3.2.1.2. Preparacdo da SQR de etoricoxibe

Pesaram-se, analiticamente, 10 mg da SQR e transferiram-se para baldo volumétrico
de 10 mL. Completou-se o volume com acetonitrila, obtendo-se solu¢do com concentracao de

1 mg/mL (solugdo estoque). Aliquota de 1 mL foi transferida para baldo volumétrico de 10
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mL, completando-se o volume com fase movel, de modo a obter a solugao com concentragao

de 100 pg/mL.

3.2.1.3 Preparacao das amostras

Para cada amostra, determinou-se o peso médio de 20 comprimidos, que foram
triturados até a obtengao de p6 homogéneo. Pesaram-se quantidades equivalentes a 10 mg de
etoricoxibe e transferiram-se para baldes volumétricos de 50 mL, com auxilio de 30 mL de
metanol. A solucdo foi submetida a ultra-som por 15 minutos, completando-se o volume com
metanol. Homogeneizou-se e submeteu-se a centrifugacao (3.000 rpm) durante 10 minutos.
Transferiu-se 1 mL do sobrenadante ¢ adicionou-se 1 mL de fase movel, de modo a obter

solucdao com a concentragdao de 100 pg/mL.

3.2.1.4 Validagdo do método analitico

A validagao foi conduzida de acordo com o procedimento preconizado pela literatura
(ICH, 1996). Os parametros avaliados foram: especificidade, linearidade, precisao
(repetibilidade e precisao intermediaria), exatidao, limite de deteccao, limite de quantificagao

e robustez.

3.2.1.4.1 Especificidade

A especificidade do método analitico foi determinada pelo estudo da degradagdo
forcada da substancia quimica de referéncia (SQR). O farmaco foi submetido a condigdes de
hidroélise acida e basica, fotolise e oxidagdo quimica. Avaliaram-se, entdo, a pureza do pico e

percentagem de area referente ao etoricoxibe, utilizando o programa CLASS VP 6.14.

3.2.1.4.1.1 Oxidacao quimica

Pesaram-se, analiticamente, 5 mg da SQR e transferiram-se para baldo volumétrico de

50 mL. Solubilizou-se com 1 mL de acetonitrila e completou-se o volume com solucio
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contendo 5% de peroxido de hidrogénio 30 volumes, obtendo-se a concentragdo de 100

png/mL. O baldo foi mantido protegido da luz a temperatura ambiente por 24 horas.

3.2.1.4.1.2 Fotolise

Pesaram-se, analiticamente, 10 mg da SQR e transferiram-se para baldo volumétrico
de 10 mL. Solubilizou-se com 1 mL de acetonitrila e completou-se o volume com agua,
obtendo-se solugcdo com concentracdo de 1 mg/mL. A amostra foi irradiada com luz UV em
cubetas de quartzo, a distdncia de 15 cm, por 1 hora. Transferiu-se 1 mL da amostra para
baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com fase mdvel, obtendo-se solucao

com concentracdo tedrica de 100 pg/mL.

3.2.1.4.1.3 Hidrdlise acida

Pesaram-se, analiticamente, 2 mg da SQR e transferiram-se para baldo volumétrico de
10 mL. Completou-se o volume com acido cloridrico 0,1 N, obtendo-se solucdo com
concentracdo de 200 pg/mL. Deixou-se a solugdo sob refluxo a temperatura de 100 °C por 4
horas. Retirou-se aliquota de 1 mL e neutralizou-se com 1 mL de hidréxido de so6dio 0,1 N,

obtendo-se solugao com concentragdo teorica de 100 pg/mL.

3.2.1.4.1.4 Hidrélise béasica

Pesaram-se, analiticamente, 2 mg da SQR e transferiram-se para baldo volumétrico de
10 mL. Completou-se o volume com hidroxido de sédio 0,1 N, obtendo-se solugdo com
concentragdo de 200 pg/mL. Deixou-se a solugdo sob refluxo a temperatura de 100 °C por 4
horas. Retirou-se aliquota de 1 mL e neutralizou-se com 1 mL de &4cido cloridrico 0,1 N,

obtendo-se solu¢cdo com concentragdo tedrica de 100 pug/mL.



47

3.2.1.4.2 Linearidade

Para preparar a curva de calibracdo, pesaram-se, analiticamente, 10 mg da SQR e
transferiram-se para balao volumétrico de 10 mL. Completou-se o volume com acetonitrila,
obtendo-se solucdo com concentragdo de 1000 pg/mL (solugdo estoque). A partir da solucao
estoque, foram realizadas diluicdes sucessivas com a fase movel, obtendo-se solugdes com
concentragdes de 0,02, 0,2, 2, 20, 50, 100 e 150 pg/mL. As curvas foram preparadas e
analisadas durante trés dias. A equag¢do da reta foi determinada através do estudo de regressao
linear, pelo método dos minimos quadrados, e calculada a andlise de varidncia (ANOVA),

avaliando-se a validade dos parametros estatisticos.

3.2.1.4.3 Precisao

Avaliou-se a precisdo do método através do cdalculo do coeficiente de variacdo
percentual das amostras, submetidas a ensaios de repetibilidade e precisdo intermedidria.

Paralelamente foi analisada solu¢do da SQR na concentragdo de 100 pg/mL.

3.2.1.4.3.1 Repetibilidade

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

as mesmas condigdes experimentais, método, equipamento e analista.

3.2.1.4.3.2 Precisao intermediaria

Avaliou-se a precisdo intermedidria através das analises executadas por diferentes
analistas e em diferentes dias, usando o mesmo método e lotes de amostras iguais, na

concentragdo de 100 pg/mL. As analises foram realizadas em cinco replicatas.
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3.2.1.4.3.2.1 Interdias

Prepararam-se, diariamente, duas amostras na concentragdo de 100 upg/mL, e
analisaram-se cinco replicatas em trés dias consecutivos, sob as mesmas condigdes

experimentais.

3.2.1.4.3.2.2 Entre analistas

Prepararam-se trés amostras na concentragdo de 100 pg/mL e analisaram-se cinco

replicatas, por dois analistas, sob as mesmas condi¢des experimentais.

3.2.1.4.3.3 Célculos

A concentragdo de etoricoxibe nas amostras foi obtida através da seguinte expressao:

CA = (AA . CSQR) / ASQR

Em que:

Ca = Concentragao de etoricoxibe na amostra
A = Area média absoluta da amostra

Csor = Concentragdo da SQR

Asqr = Area média absoluta da SQR

O valor percentual de etoricoxibe nas amostras foi calculado pela expressao abaixo:

CA% = (CA . 100) / CT

Em que:

Ca% = Concentragdo percentual da amostra
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Ca = Concentracao de etoricoxibe encontrada na amostra

Cr = Concentragao tedrica de etoricoxibe na amostra

3.2.1.4.4 Exatidao

A exatidao foi verificada adicionando-se concentragdes de 80, 100 e 120 pg/mL da
SQR de etoricoxibe a mistura de excipientes (placebo) e avaliando-se em paralelo solugdes
com concentragdes correspondentes da SQR. As analises foram realizadas em cinco

replicatas.

3.2.1.4.4.1 Célculos

A concentracdo da SQR de etoricoxibe nas amostras foi obtida através da seguinte

expressao:

CA = (AA . CSQR) / ASQR

Em que:

Ca = Concentragao da SQR de etoricoxibe na amostra placebo
A = Area média absoluta da amostra placebo adicionada de SQR
Csor = Concentragdo da SQR

Asqr = Area média absoluta da SQR

O valor percentual da SQR de etoricoxibe nas amostras foi calculado pela expressao

abaixo:

Ca% = (Ca . 100) / Cr

Em que:

Ca% = Concentracdo percentual da SQR de etoricoxibe na amostra placebo
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Ca = Concentragao da SQR de etoricoxibe encontrada na amostra placebo

Cr = Concentracao tedrica da SQR de etoricoxibe na amostra placebo

3.2.1.4.5 Limite de detecgéo (LD)

O limite de deteccao foi calculado a partir da formula descrita na literatura (ICH,
1996), fundamentada no desvio padrdo do intercepto e na inclinagdo da curva de calibragao.
Com base no valor tedrico calculado, preparou-se experimentalmente a solu¢do e analisou-se

em triplicata. A férmula usada foi a seguinte:

LD = 3,3 (0]
IC

Em que:

o = desvio padrao do intercepto

IC = inclinagdo da curva de calibragao

3.2.1.4.6 Limite de quantificacéo (LQ)

O limite de quantificac¢do foi calculado a partir da férmula descrita na literatura (ICH,
1996), fundamentada no desvio padrdao do intercepto e na inclinagdao da curva de calibragao.
Com base no valor teérico calculado, preparou-se experimentalmente a solug¢do e analisou-se

em triplicata. O calculo foi realizado segundo a férmula:

Em que:

o = desvio padrdo do intercepto

IC = inclinagdo da curva de calibragao
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3.2.1.4.7 Robustez

A robustez do método analitico foi avaliada através de modificagdes nas condigoes
cromatograficas, tais como: vazao de 0,8, 1,0 e 1,2 mL/min; temperatura de analise: 25, 30,
35 e 40 °C; volume de injecdo: 5, 10 e 20 pL; alteracdo na propor¢ao de acetonitrila: 36, 38 e
40%,; variacdo do pH da fase movel: 2,8; 3,0 e 3,2 e modificagdo no comprimento de onda:
200 a 370 nm. Para avaliar a influéncia desses fatores sobre os resultados do método,
realizou-se andlise do teor (conforme descrito no item 3.2.3.5) dos comprimidos nas

diferentes condigoes.

3.2.2 Extracao liquido-liquido

As condigdes experimentais estabelecidas para extragcdo liquido-liquido do etoricoxibe

e piroxicam nas amostras de plasma encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 — Condigdes otimizadas do método de extragdo liquido-liquido para etoricoxibe e

piroxicam em amostras de plasma.

Matriz biolégica Plasma

Volume de amostra 500 uL

Padrao interno Piroxicam

Solvente de extracéo Terc-butil metil éter

pH 50 pL de acido formico

Volume de solvente 4 mL

Tempo de agitagéo 60 segundos

Tempo e rotagdo na centrifuga 10 minutos a 3500 rpm

Secagem Fluxo de nitrogénio em banho termostatizado
Reconstituigdo 500 pL de acetonitrila:agua (50:50, V/V)
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3.2.2.1 Preparacao das amostras

Pipetaram-se aliquotas de 125 pL de solugdo padrao de etoricoxibe na concentracao de
10000 ng/mL e adicionaram-se 25 pL de solucdo padrao de piroxicam (500 ng/mL),
evaporando-se o solvente em corrente de nitrogénio. Adicionaram-se 500 pL de plasma
branco ou solugao diluente, obtendo-se concentracao final de 2500 ng/mL e 25 ng/mL para o
etoricoxibe e PI, respectivamente, equivalente ao CQM. Homogeneizou-se em agitador de
tubos por 30 segundos. A seguir as amostras de plasma foram purificadas através de extracao

liquido-liquido, e as de solugdes foram injetadas diretamente no sistema de CL-EM/EM.

3.2.2.2 Desenvolvimento do método

Iniciou-se o estudo selecionando-se o solvente de extracdo e analisando concentragao
equivalente ao CQM, para avaliar os seguintes parametros:
e Especificidade para o etoricoxibe e piroxicam.
e Percentagem de recuperacdo para o etoricoxibe e piroxicam.

e Recuperacdo minima dos interferentes presentes na matriz biologica.

Apos a escolha do solvente, otimizou-se o método, testando os seguintes fatores:
e pH da extragao.
e Tempo em agitador de tubos.

e Tempo e rotagcdo de centrifugacao.

3.2.3 Extracdo em fase sélida

As condigdes experimentais estabelecidas para extragao em fase sélida do etoricoxibe

e PI nas amostras de plasma encontram-se na Tabela 3.
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Tabela 3 — Condicdes otimizadas do método de extracdo em fase solida para etoricoxibe e

piroxicam em amostras de plasma, utilizando cartucho HySphere C;s HD.

Etapa Solvente Volume (mL) Vazao (mL/min)
Ativacao Metanol 1,0 5,0
Equilibrio Agua 1,0 5,0
Eluigdo da amostra Agua 0,75 2,0
Lavagem Metanol:Agua (5:95, V/V) 1,0 2,0

3.2.3.1 Preparacdo das amostras

As amostras foram preparadas conforme descrito no item 3.2.2.1. A seguir as amostras
de plasma foram purificadas através de extracdo em fase solida, e as de solu¢des foram

injetadas diretamente no sistema de CL-EM/EM.

3.2.3.2 Desenvolvimento do método

O sistema de extragdo em fase solida utilizado estd em linha com o sistema de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, conseqiientemente as etapas de
extracdo e analise de farmacos foram realizadas de modo automatizado. O método por

extragdo em fase solida consistiu em oito etapas principais:

1) Um cartucho de extragdo foi retirado automaticamente da bandeja e colocado no
compartimento de separacao.

2) O injetor automatico fez a amostragem do volume de amostra a ser injetado.

3) O cartucho foi solvatado, ativando o empacotamento do cartucho.

4) O cartucho foi equilibrado com solvente.
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5) A amostra foi eluida até o cartucho com auxilio de solvente, quantitativamente. Os
farmacos foram retidos no cartucho e as proteinas do plasma descartadas.

6) O cartucho foi lavado com solvente, a fim de retirar o restante das proteinas do plasma,
permanecendo apenas os fArmacos.

7) A fase movel foi eluida através do cartucho, transportando os farmacos até a coluna
analitica para separagdo e entdo até o espectrometro de massas para quantificagao.

8) O cartucho utilizado foi retirado automaticamente do compartimento de separacdo e

colocado na bandeja.

O método foi otimizado, com o CQM em plasma, testando-se os seguintes fatores:
e Escolha do cartucho de extracdo, quando foram avaliados doze diferentes tipos de
materiais de empacotamento.

e Otimizacao das etapas de extracdo, através da sele¢ao de solventes, volumes e velocidades

de aplicacao.

3.2.4 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

As condig¢des experimentais estabelecidas para a cromatografia liquida encontram-se

na Tabela 4.

Tabela 4 — Parametros otimizados para a cromatografia liquida.

Caracteristicas Descricéo
Coluna Luna® Cg (50 mm x 4,6 mm d.i.) 3 um, Phenomenex®
Temperatura da coluna 40 °C
Fase movel Acetonitrila:agua (95:5, V/V)/ 0,1% acido acético (90:10,
V/V)
Vazao 0,4 mL/min

Volume de injecao 20 uL
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Para a otimizacao das condi¢des do espectrometro de massas, eluiram-se diretamente

solucdes contendo 1000 ng/mL de etoricoxibe e piroxicam e ajustaram-se os parametros do

equipamento, conforme descrito na Tabela 5.

Tabela 5 — Pardmetros utilizados no espectrometro de massas.

Caracteristicas

Descrigdo

Tipo de ionizagao

Modo de operagdo

Transi¢cao monitorada

Energia de colisdo

Gaés do cone (nitrogénio)

Gas de colisao (argdnio)

Gas de dessolvatagdo (nitrogénio)
Gaés de nebulizagdo (nitrogénio)
Voltagem do capilar

Voltagem do cone

Voltagem do extrator
Voltagem do hexapolo
Temperatura do bloco

Temperatura de dessolvatagdo

Electrospray positivo

Monitoramento de reacdo multipla (MRM)
359,3>280,0 (etoricoxibe) e 332,0>95,0 (piroxicam)
30 eV (etoricoxibe) e 20 eV (piroxicam)
74 L/h

2,3x10 mbar

480 L/h

80 L/h

3,2kV

62 V (etoricoxibe) e 32 V (piroxicam)

3V

0,2V

120 °C

450 °C

3.2.4.1 Preparacao da fase movel

Transferiram-se 5 mL de 4gua ultrapura para baldo volumétrico de 1000 mL e

completou-se o volume com acetonitrila. Homogeneizou-se, filtrou-se e identificou-se como

solugao A.

Transferiu-se 1 mL de 4cido acético glacial para baldo volumétrico de 1000 mL e

completou-se o volume com agua ultrapura. Homogeneizou-se, filtrou-se e identificou-se

como solucao B.
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3.2.4.2 Preparacédo da solucéo diluente

Transferiram-se 500 mL de dgua ultrapura para baldao volumétrico de 1000 mL e
completou-se o volume com acetonitrila. Homogeneizou-se, filtrou-se e denominou-se

solucao diluente.

3.2.4.3 Preparacdo da SQR de etoricoxibe

Pesaram-se, analiticamente, 10 mg da SQR de etoricoxibe e transferiram-se para balao
volumétrico de 10 mL. Completou-se o volume com acetonitrila, obtendo-se solugdo com
concentragdo de 1 mg/mL (solugdo estoque). A partir da solugdo estoque, foram realizadas
dilui¢des sucessivas com acetonitrila, de modo a obter solu¢des-padrao nas concentragdes de

10, 100, 1000 e 10000 ng/mL.

3.2.4.4 Preparacao da SQR de piroxicam

Pesaram-se, analiticamente, 10 mg da SQR de piroxicam e transferiram-se para balao
volumétrico de 10 mL. Completou-se o volume com acetonitrila, obtendo-se solugdo com
concentragdo de 1 mg/mL (solucdo estoque). A partir da solugdo estoque, foram realizadas
diluigdes sucessivas com acetonitrila, obtendo-se solugdo-padrdo de piroxicam na

concentragdo de 500 ng/mL.

3.2.4.5 Preparacéo e extragdo da curva de calibragéo

As amostras de plasma padrido da curva de calibracdo foram preparadas diariamente a
partir de solug¢des-padrao de 10 ng/mL, 100 ng/mL, 1000 ng/mL e 10000 ng/mL de
etoricoxibe. Pipetaram-se aliquotas adequadas de solugdo-padrdo de etoricoxibe e 25 pL de
solugdo de PI (500 ng/mL) em tubos de ensaio, evaporando-se o solvente em corrente de
nitrogénio. Adicionaram-se 500 pl. de plasma branco, 50 puL de 4&cido férmico e
homogeneizou-se em agitador de tubos por 30 segundos. Procedeu-se a extragdao liquido-

liquido, adicionando-se 4 mL de terc-butil metil éter e agitando durante 60 segundos.
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Colocou-se em centrifuga a 3500 rpm por 10 minutos. Na etapa seguinte, as amostras foram
colocadas em gelo seco (para congelar a fase aquosa), filtrando-se em seguida a camada
superior organica em unidade HV Millex com membrana Durapore®. Evaporou-se o filtrado
em fluxo de nitrogénio a 40 °C e reconstituiu-se o residuo em 500 pL de solucdo diluente. A
Tabela 6 apresenta as dilui¢des realizadas para obten¢do das amostras de plasma padrdo da

curva de calibracao.

Tabela 6 — Obtengao das amostras de plasma padrao da curva de calibracdo.

Concentracéao

da solugdo Volume de G
G Aliquota final de Identificacio
padréo de plasma branco -
. etoricoxibe

etoricoxibe

10 ng/mL 50 uL 500 pL 1 ng/mL CCl1
100 ng/mL 50 uL 500 uL 10 ng/mL CcC2
1000 ng/mL 100 pL 500 uL 20 ng/mL CC3
1000 ng/mL 50 pL 500 uL 100 ng/mL CC4
1000 ng/mL 100 pLL 500 pL 200 ng/mL CCs
10000 ng/mL 25 uL 500 uL 500 ng/mL CCo6
10000 ng/mL 50 uL 500 uL 1000 ng/mL CC7
10000 ng/mL 100 uL 500 uL 2000 ng/mL CC8
10000 ng/mL 250 uL 500 uL 5000 ng/mL CC9

3.2.4.6 Preparacao das amostras de plasma de controle de qualidade (CQ)

As concentragdes das amostras de CQ foram escolhidas com base nos seguintes
critérios:
e Controle de qualidade baixo (CQB): correspondente a trés vezes a concentra¢do do
limite de quantificagdo.
e Controle de qualidade médio (CQM): concentragdo intermedidria entre os controles

baixo e alto.
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e Controle de qualidade alto (CQA): correspondente a 80% da maior concentragdo da

curva de calibracao.

As amostras de plasma de CQ nas trés concentracdes (CQB = 3 ng/mL, CQM = 2500

ng/mL e CQA = 4000 ng/mL) foram preparadas no mesmo dia, transferindo-se aliquotas de

solugdo-padrao de etoricoxibe, nas concentragdes de 1 pg/mL ou 1000 pg/mL para baldes

volumétricos de 50 mL, conforme descrito na Tabela 7. A seguir, adicionou-se plasma

branco e homogeneizou-se suavemente para evitar a formagao de espuma. Apds, completou-

se o volume e agitou-se vigorosamente para homogeneizacdo. As amostras foram

aliquotadas em frascos de polipropileno de 2 mL, devidamente identificados pelo farmaco,

concentragdo, data de preparacao, e armazenadas em freezer a -80 °C.

Tabela 7 — Preparacdo das amostras de plasma de controle de qualidade.

Concentracéao
Controle de da solucéo Aliquota Volume de
Qualidade padréo de 9 plasma branco
etoricoxibe
CQB I pg/mL 150 pL 50 mL
CQM 1000 pg/mL 125 uL 50 mL
CQA 1000 pg/mL 200 pL 50 mL

3.2.4.7 Extracao das amostras de plasma de controle de qualidade (CQ)

Concentracao
final de
etoricoxibe

3 ng/mL
2500 ng/mL

4000 ng/mL

Descongelaram-se as amostras de CQ a temperatura ambiente. Para tubos

selecionados, pipetaram-se 25 pL de solugdo de PI (500 ng/mL), evaporando-se o solvente

em corrente de nitrogénio. Adicionaram-se 500 puL de cada uma das concentracdes de

controle de qualidade (CQB, CQM e CQA) e 50 uL de acido férmico, e homogeneizou-se

em agitador de tubos por 30 segundos. Procedeu-se a extracdao liquido-liquido conforme

descrito no item 3.2.4.5.



59

3.2.4.8 Validagdo do método bioanalitico

A validagdo foi conduzida, usando extragdo liquido-liquido e procedimento
preconizado pela literatura (CAUSON, 1997; SHAH et al., 2000; FDA, 2001; ANVISA,
2002; ANVISA, 2003). Os parametros avaliados foram: efeitos de matriz, especificidade,
linearidade, precisdo, exatiddao, limite de detecg¢do, limite de quantificagdo e estudo de

estabilidade.

3.2.4.8.1 Efeitos de matriz

Para avaliar os efeitos de matriz foram preparadas trés replicatas para cada
concentragdo dos CQ (CQB, CQM e CQA) em seis amostras de plasma de diferentes
doadores. As médias dos resultados de cada controle foram comparadas com as de solucdes
recém-preparadas (etoricoxibe e PI evaporados e reconstituidos em solucdo diluente) nas

mesmas concentragoes.

3.2.4.8.2 Especificidade

Para avaliar a interferéncia de componentes enddgenos, foram analisadas seis amostras
de plasma branco, sendo uma de plasma lipémico, uma de plasma hemolisado e quatro de
plasma normal, obtidas de voluntarios sadios e isentos de etoricoxibe e PI. Podem ser aceitos
interferentes com mesmo tempo de retengdo e resposta correspondente a no maximo 20% da

area do pico do limite de quantificagdo inferior do padrdo e 5% da area do pico do PI.

3.2.4.8.3 Recuperacéo

Foi determinada, comparando-se os resultados das andlises de amostras de plasma
adicionadas de etoricoxibe e PI, submetidas ao processo de extragcdo, com aqueles de andlises
de amostras de etoricoxibe e PI, ndo extraidas, mas adicionadas de plasma branco submetido
ao processo de extracdo. Foram avaliadas trés diferentes concentragdes de etoricoxibe (CQB:

3 ng/mL, CQM: 2500 ng/mL e CQA: 4000 ng/mL) e uma concentra¢do do PI (25 ng/mL) em
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seis repeticoes. Sdo desejdveis percentagens proximas a 100%, porém admitem-se valores
menores (50-60%), desde que a recuperacdo seja precisa e exata. O coeficiente de variagdo da

recuperagado entre as concentracdes nao deve ser superior a 15%.

3.2.4.8.3.1 Amostras submetidas ao processo de extragio

Pipetaram-se nos tubos planejados, 25 pL de solugdo de PI (500 ng/mL),
evaporando-se o solvente em corrente de nitrogénio. Adicionaram-se 500 uLL de cada uma
das concentragdes de controle de qualidade (CQB, CQM e CQA) e 50 uL de acido

formico. A extracao foi executada conforme descrito no item 3.2.4.5.

3.2.4.8.3.2 Amostras ndo submetidas ao processo de extracdo, mas adicionadas de

plasma branco extraido

Em tubos conicos, pipetaram-se aliquotas de solu¢do padrio de etoricoxibe
correspondentes ao CQB, CQM e CQA, conforme a Tabela 8, ¢ adicionaram-se 25 uL de
solugdo de PI (500 ng/mL), evaporando-se o solvente em corrente de nitrogénio.
Extrairam-se amostras de plasma branco, seguindo a mesma metodologia (item 3.2.4.5).
Porém, a camada organica foi filtrada diretamente nos tubos conicos nos quais haviam sido
pipetados o etoricoxibe e o PI. Evaporou-se o filtrado em fluxo de nitrogénio a 40 °C e
reconstituiu-se o residuo em 500 pL de solugcdo diluente. Essas amostras representam

100% do padrao e PIL.
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Tabela 8 — Obtengao das amostras de plasma de controle de qualidade.

COTEEMIEF-E Concentracéao
Controle de da solucéao Aliquota Volume final deg
Qualidade padréo de q reconstituido icoxib
etoricoxibe etoricoxibe
CQB 10 ng/mL 150 pL 500 uL 3 ng/mL
CQM 10000 ng/mL 125 uL 500 uL 2500 ng/mL
CQA 10000 ng/mL 200 uL 500 puL 4000 ng/mL

3.2.4.8.4 Linearidade

As curvas de calibracdo foram construidas a partir de uma amostra branco (plasma
branco processado sem PI), uma amostra zero (plasma branco processado com PI) e nove
concentragdes do etoricoxibe, incluindo o LQ, na faixa de 1 a 5000 ng/mL. Calculou-se a
correlacdo linear entre as concentragdes, variaveis independentes (x) e as razdes entre as areas
dos picos do etoricoxibe e do PI, consideradas variaveis dependentes (y). Os parametros da
correlacdo foram estimados através do método dos minimos quadrados, utilizando a
ponderagdo (1/x). A linearidade foi avaliada pelo valor do coeficiente de correlagdo linear ),
que deve ser superior a 0,98. Cumprem-se os requisitos de linearidade, se o valor calculado
para a exatiddo em cada ponto da curva de calibracdo estiver entre = 15% da concentragdo
nominal e a precisdo, expressa pelo coeficiente de varia¢do, for de no maximo 15%. Porém,

para o LQ, admitem-se valores de + 20% para exatidao e precisao.

3.2.4.8.5 Precisao

Esse parametro foi determinado pela andlise de amostras de plasma de controle de
qualidade em trés diferentes concentragdes (CQB, CQM e CQA). Foram avaliadas a precisdao
intradia (andlise realizada no mesmo dia em seis réplicas) e interdias (andlises realizadas em
trés dias em cinco réplicas por dia). Paralelamente, em cada dia analisou-se uma curva de

calibragdo. O valor do coeficiente de variagao das analises ndo deve ser superior a 15%.
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3.2.4.8.6 Exatidao

O parametro foi determinado pela analise de amostras de plasma de controle de
qualidade em trés diferentes concentragdes (CQB, CQM e CQA). Foram avaliadas a exatidao
intradia (andlise realizada no mesmo dia em seis réplicas) e interdias (andlises realizadas em
trés dias em cinco réplicas por dia). Paralelamente, em cada dia analisou-se uma curva de
calibracdo. A exatiddo das amostras deve estar entre + 15% do valor nominal da

concentracao.

3.2.4.8.7 Limite de detecgdo

Determinou-se, através da analise de concentragoes conhecidas e decrescentes da
solugdo padrio de etoricoxibe em triplicata, at¢ o menor nivel detectado com relagdo

sinal:ruido de 3:1.

3.2.4.8.8 Limite de quantificacao

O limite de quantificacio ¢ definido como a menor concentragdo do farmaco
quantificada com exatiddao de + 20% em relacdo a nominal e coeficiente de variagdo de, no
maximo, 20%. Nenhuma interferéncia significativa no tempo de retencdo do padrdo devera
ser detectada na amostra branco. A resposta do limite de quantificacdo (area do pico do
cromatograma) deve ser, no minimo, cinco vezes superior a qualquer interferente enddgeno.
O limite de quantificagdo foi determinado, utilizando-se concentragcdes decrescentes do

etoricoxibe, em seis repeti¢des.

3.2.4.8.9 Estudo de estabilidade

Para a realizagdo do estudo de estabilidade, previamente foram validados os
parametros de efeitos de matriz, especificidade, recuperacgao, linearidade, precisao, exatidao

e limite de quantificacdo. Determinou-se a estabilidade de amostras de etoricoxibe em



63

plasma, mantidas a -80 °C, submetendo-as a trés ciclos de congelamento e descongelamento,
bem como a estudos de estabilidade de curta duracao, pos-processamento e longa duracao. A
concentragdo de etoricoxibe apds cada periodo de armazenamento foi determinada com base
na curva de calibracdo preparada para cada andlise, e comparada com o resultado das
amostras do ciclo zero (recém preparadas e analisadas), sendo o desvio (concentragdo da
amostra de estabilidade/concentracdo da amostra recém preparada x 100 — 100) permitido,

no maximo, + 15%. Avaliou-se também a estabilidade das solu¢des-padrao de etoricoxibe e

do PI.

3.2.4.8.9.1 Estabilidade apds ciclos de congelamento e descongelamento

Determinou-se a estabilidade do etoricoxibe na matriz biolégica durante trés ciclos
de congelamento e descongelamento, utilizando-se as amostras de controle de qualidade
(CQB, CQM, CQA) em triplicata. Prepararam-se 36 amostras de plasma (12 do CQB, 12 do
CQM e 12 do CQA). Analisaram-se trés amostras de cada concentraciao (CQB, CQM, CQA)
antes do congelamento (ciclo zero). As amostras restantes (vinte e sete) foram submetidas a
congelamento por 24 horas a -80 °C e entdo, descongeladas a temperatura ambiente e
analisadas trés amostras de cada concentragdo (CQB, CQM, CQA). As demais (dezoito
amostras) foram recongeladas, por 24 horas e a seguir descongeladas a temperatura
ambiente ¢ analisadas trés amostras de cada concentragao (CQB, CQM, CQA). As nove

amostras restantes foram recongeladas, por 24 horas, e entdo descongeladas e analisadas.

3.2.4.8.9.2 Estabilidade de curta duracéo

Determinou-se a estabilidade do etoricoxibe na matriz bioldgica durante o tempo ¢ nas
condig¢des de andlise, utilizando-se as amostras de controle de qualidade (CQB, CQM, CQA)
em triplicata. Essas foram descongeladas, mantidas em temperatura ambiente durante 12

horas e, entdo, analisadas.
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3.2.4.8.9.3 Estabilidade p6s-processamento

Determinou-se a estabilidade do etoricoxibe na matriz biolégica durante o tempo de
permanéncia no injetor automadtico, utilizando-se as amostras de controle de qualidade
(CQB, CQM, CQA) em triplicata. Essas foram descongeladas, extraidas e mantidas a

temperatura ambiente durante 24 e 48 horas. Decorridos esses periodos foram analisadas.

3.2.4.8.9.4 Estabilidade de longa duracéo

Esse parametro avalia o intervalo de tempo em que as amostras de plasma podem ser
armazenadas sem comprometer sua estabilidade. Determinou-se a estabilidade de longa
duracdo utilizando-se amostras de controle de qualidade (CQB, CQM, CQA), em triplicata,

congeladas durante 120 dias a -80 °C. Essas foram descongeladas e a seguir analisadas.

3.2.4.8.9.5 Estabilidade das solugdes-padrao

A estabilidade das solugdes-padrao do etoricoxibe e PI, armazenadas a temperatura
de 2-8 °C, foi avaliada através de monitoramento didrio, pela injecdo de amostras controle-
padrdao (CP), que foram preparadas pipetando-se em tubos conicos aliquota adequada de
solucao padrao de etoricoxibe em acetonitrila correspondente ao CQM e 25 uL de solugao
do PI (500 ng/mL), evaporando-se o solvente em corrente de nitrogénio e reconstituindo-se
o residuo em 500 pL de solucdo diluente. As areas obtidas nas andlises diarias foram

comparadas, entre si, para avaliar possivel perda de estabilidade.

3.2.5 Ensaios fisicos e fisico-quimicos

Os procedimentos foram executados conforme descrito na Farmacopéia Brasileira IV
ed. (1988).
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3.2.5.1 Determinagéo de peso médio dos comprimidos

Para a realizagdo do teste, foram escolhidos, aleatoriamente, vinte comprimidos de
cada lote, os quais foram pesados individualmente. Calculou-se o peso médio aceitando-se

variacao de £+ 5%.

3.2.5.2 Determinacao do tempo de desintegracdo dos comprimidos

Determinou-se a desintegragdo em agua, mantida a 37 °C £ 1 °C, utilizando-se seis
unidades de cada lote. Considerou-se como resultado o tempo em minutos e segundos em que
foi observada a desintegracdo total de todos os comprimidos ou apenas restos de seus

revestimentos.

3.2.5.3 Determinacdo da Umidade por Karl-Fischer

Para determinar a umidade contida nas formulagdes, foi utilizado o método de Karl-
Fischer, empregando titulador automatico. Pesaram-se, aproximadamente, 200 mg do pd
resultante da trituracdo dos comprimidos. Para determinar a percentagem de umidade contida

nos produtos, utilizou-se o seguinte calculo:

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

Em que:

FC = fator de corre¢do do reagente de Karl-Fischer
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3.2.5.4 Determinagéo da resisténcia mecanica em comprimidos

3.2.5.4.1 Friabilidade

Para a determinagdo da friabilidade, pesaram-se com exatidao vinte comprimidos de
cada lote, que foram colocados no aparelho e submetidos a cem rotacdes durante cinco
minutos. Removeram-se os residuos de poeira e pesaram-se novamente. A diferenca entre o

peso inicial e final dos comprimidos expressa em percentagem, correspondeu a friabilidade.

3.2.5.4.2 Dureza

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

cada lote a agdo do aparelho, medindo-se a for¢ga em Newton (N) necessaria para esmaga-los.

3.2.5.5 Doseamento do etoricoxibe nas amostras de produtos farmacéuticos

3.2.5.5.1 Preparacao das amostras

Determinou-se o peso médio de 20 comprimidos de cada lote, que foram triturados até
obtencdo de p6 homogéneo. Pesaram-se quantidades equivalentes a 50 mg de etoricoxibe e
transferiram-se para baldes volumétricos de 50 mL, com auxilio de 30 mL de metanol. As
solugdes foram submetidas a ultra-som por 15 minutos, completando-se os volumes com
metanol. Homogeneizou-se e submeteu-se a centrifugacdo (3.000 rpm) durante 10 minutos.

Armazenou-se o sobrenadante das solu¢des com concentragdo de 1 mg/mL (solucdo estoque).

3.2.5.5.2 Doseamento do etoricoxibe por CL

Transferiu-se 100 pL da solug¢do estoque e adicionaram-se 900 plL. de fase movel,
obtendo-se solucdo com concentracdo de 100 pg/mL. Realizaram-se trés determinagdes para

cada amostra.
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3.2.5.5.2.1 Célculos

A concentragdo de etoricoxibe nas amostras foi obtida através da seguinte expressao:

CA = (AA . CSQR) / ASQR

Em que:

Ca = Concentracao de etoricoxibe na amostra
A = Area média absoluta da amostra
Csor = Concentragdo da SQR de etoricoxibe

Agqr = Area média absoluta da SQR de etoricoxibe

O valor percentual de etoricoxibe nas amostras foi calculado pela expressao abaixo:

Ca% = (Ca . 100) / Cr

Em que:

Ca% = Concentragdo percentual da amostra
Ca = Concentracao de etoricoxibe encontrada na amostra

Cr = Concentracao tedrica de etoricoxibe na amostra

3.2.5.5.3 Doseamento do etoricoxibe por CL-EM/EM

A partir da solugdo estoque foram realizadas dilui¢des sucessivas com acetonitrila, de
modo a obter solugdo amostra na concentracao de 10000 ng/mL de etoricoxibe. Pipetaram-se
aliquotas de 50 puL de solucdo amostra e adicionaram-se 25 uL de solucao de PI (500 ng/mL),
evaporando-se o solvente em corrente de nitrogénio. Adicionaram-se 500 pL de solugdo
diluente, obtendo-se concentracao final de 1000 ng/mL e 25 ng/mL para o etoricoxibe e PI,
respectivamente. Realizaram-se trés determinagdes para cada amostra e os resultados foram
avaliados na curva de calibragdo elaborada conforme a Tabela 6, substituindo o plasma por

solugdo diluente.
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3.2.5.6 Uniformidade de conteddo das amostras

Avaliaram-se, individualmente, dez unidades de cada lote do produto. As amostras
foram preparadas, transferindo-se cada comprimido para baldo volumétrico de 50 mL, com
auxilio de 30 mL de metanol, submetendo-se a ultra-som por 15 minutos e completou-se o
volume com metanol. Homogeneizou-se e submeteu-se a centrifugacao (3.000 rpm) durante
10 minutos. Retirou-se aliquota do sobrenadante e realizaram-se diluigdes sucessivas, de
modo a obter solu¢do com concentracdo de 1 mg/mL (solugdo estoque). Determinou-se o teor
de farmaco em cada unidade por CL e CL-EM/EM conforme descrito nos itens 3.2.5.5.2 ¢
3.2.5.5.3, respectivamente, avaliando-se os resultados com base nas especificagdes

preconizadas (Farmacopéia Brasileira IV Edicao, 1988).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Cromatografia liquida em fase reversa

A analise da substincia ativa e do produto farmacéutico acabado ¢ importante para
assegurar a qualidade e eficicia terapéutica. O etoricoxibe foi langado recentemente e
encontra-se em uso clinico. Na literatura ndo se encontram publicagdes de métodos para
analise quantitativa no produto acabado (RAO et al., 2005). Nesse sentido, selecionou-se e
desenvolveu-se metodologia analitica por cromatografia liquida com base nas caracteristicas
fisico-quimicas do etoricoxibe. Na selecdo do comprimento de onda de detec¢do, o espectro
do etoricoxibe foi tragado na faixa de 200 a 370 nm, utilizando detector de arranjo de diodos
(DAD), obtendo-se pico méximo de absor¢ao em 234 nm, conforme se pode observar na

Figura 6.

1000 ] Spectrum at time 4.68 min

Lambda max : 234 nm
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nm

Figura 6 — Espectro obtido com a solu¢do da SQR na concentracdao de 100 pug/mL, na faixa de
200 a 370 nm. Condi¢des cromatograficas: Coluna Synergi Fusion® C;g (150 mm x 4,6 mm);
fase movel:acido fosforico 0,01 M, pH 3,0:acetonitrila (62:38, V/V); vazdo: 1 mL/min.

Pesquisou-se, também, a fase movel e testaram-se varios solventes, como: 4gua:metanol,
agua:etanol, acido fosforico 0,01 M:metanol, alterando-se inclusive suas propor¢des. A fase
movel constituida de 4cido fosforico 0,01 M, pH 3,0:acetonitrila (62:38, V/V) eluida em
coluna C;3, proporcionou tempo de retengdo reprodutivel de aproximadamente cinco minutos,
eficiéncia adequada (pratos teoricos > 9000), com picos de boa resolucdo, sensibilidade,

seletividade e simetria (< 2%), conforme pode ser observado na Figura 7.
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Figura 7 — Cromatograma da solu¢do da SQR na concentragao de 100 pg/mL: pico 1 -
etoricoxibe. Condigdes cromatograficas: Coluna Synergi Fusion® Cjs (150 mm x 4,6 mm);
fase movel:acido fosforico 0,01 M, pH 3,0:acetonitrila (62:38, V/V); vazdo: 1 mL/min.;
detecgdo: 234 nm.

As condig¢des otimizadas foram validadas, avaliando-se a especificidade do método apds
submeter a SQR a degradacdo. A Figura 8 apresenta os cromatogramas da SQR na
concentragdo de 100 pg/mL, com pureza de 99,99% e das solu¢des submetidas a oxidagao
quimica e fotolise. Na oxidagdo quimica com solugdo a 5% de perdxido de hidrogénio 30
volumes, por 24 horas, a percentagem de degradacdo da SQR foi de 24,93%, observando-se
também o surgimento de trés picos adicionais referentes a produtos de degradacdo, com
tempos de retengdo de 2,14, 2,46 e 3,44 minutos. A SQR permaneceu com pureza de 99,98%
e sem alteracdo significativa no tempo de retengdo. No tratamento frente a luz UV, verificou-
se significativo decréscimo (87,38%) da area do pico do etoricoxibe, mantendo tempo de
reten¢do. Porém, foi detectado um pico adicional em 11,24 minutos, indicando possivelmente
que outros produtos de degradag¢do ndo sdo detectados no UV. Ha publicagdo indicando que
esses derivados podem ser analisados através de métodos por fluorescéncia (MATTHEWS et
al., 2004). Por sua vez, sob condigdes de hidrolise acida e basica, ndo houve degradacdo, que
pode ser explicada pela estabilidade intrinseca do etoricoxibe, de acordo com a literatura
(HARTMAN et al., 2003). Pode-se observar também nos cromatogramas que os picos dos
produtos formados estdo resolvidos em relacdo ao etoricoxibe, e além disso, utilizando
detector de arranjo de diodos, verificou-se que a SQR permaneceu com elevada pureza em
todas as determinagdes. Demonstrou-se, assim, a especificidade do método, que pode ser

usado para a avaliacdo da estabilidade do produto.
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Figura 8 — Cromatogramas do etoricoxibe: (A) Solu¢do da SQR na concentracao de 100
pg/mL: pico 1 - etoricoxibe. (B) Apds oxidacgdo: pico 1 - perdxido de hidrogénio, picos 2, 3 e
4 - formas oxidadas, pico 5 - etoricoxibe. (C) Apos exposi¢do a luz UV: pico 1 - etoricoxibe,
pico 2 - fotodegradado. Condigdes cromatograficas: Coluna Synergi Fusion® Cg (150 mm x
4,6 mm); fase moével:acido fosforico 0,01 M, pH 3,0:acetonitrila (62:38, V/V); vazdo: 1
mL/min.; detec¢do: 234 nm.

Os valores das arcas absolutas obtidas na determinagdo da curva de calibragao,
apresentados na Tabela 9, foram plotados em relacdo a concentragdo respectiva, observando-

se linearidade adequada na faixa de 0,02 a 150 pg/mL, conforme ilustrado na Figura 9.
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Tabela 9 — Areas absolutas obtidas na determinagdo da curva de calibragdo de etoricoxibe por

CL.

Areas absolutas

Concentracao .
Média CV? (%)
(ng/mL) 1° dia 2° dia 3° dia
0,02 1238 1286 1268 1264 1,92
0,2 10053 10061 10056 10057 0,04
2 98084 98116 98580 98260 0,28
20 740280 761061 752610 751317 1,39
50 1853225 1875047 1875658 1867977 0,68
100 3661748 3652151 3668050 3660650 0,22
150 5444755 5522357 5509075 5492062 0,76

*CV% = coeficiente de variagdo percentual.
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Figura 9 — Representacao grafica da curva de calibracdo da SQR do etoricoxibe obtida por
cromatografia liquida, na faixa de 0,02 a 150 ug/mL (n=3).

A equacao calculada da reta foi: y= 36534 £+ 195,0x + 15653 & 24,54, com coeficiente

de determinacdo (%) de 0,9999, indicando linearidade significativa do método (Tabela 10).
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Tabela 10 — Resultados da curva de calibragdo, calculados pelo método dos minimos

quadrados.
Parametros Resultados
Faixa de linearidade 0,02 — 150 pg/mL
Equacdo: y=bx +a y =36534x + 15653
Inclinagdo (b) + desvio padrao 36453 +195,0
Intercepto (a) = desvio padrao 15653 + 24,54
Coeficiente de determinagio (%) 0,9999

Realizou-se a andlise de variancia (ANOVA), utilizando os valores experimentais das
areas, e os resultados calculados demonstram regressdo linear significativa (P<0,05), sem

desvio de linearidade, para (P>0,05), conforme mostra a Tabela 11.

Tabela 11 — Analise de variancia das areas dos cromatogramas obtidos na determinacdo da

curva de calibragao.

Fontes de variacéo GL  Somados Quadrados  Variancia F
Entre 6 8,238 x 10" 1,37 x 107 46670,21 (2,85)
- regressio linear 1 8,237 x 10" 8,24 x 10 280008 (4,60)
- desvio de linearidade 5 3,76 x10° 7,51 x 10° 2,55 (2,96)
Residuo 14 4,12 x 10° 2,94 x 10°
Total 20

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

A precisdo do método foi determinada através da repetibilidade (intradia) e precisao
intermedidria (entre analistas e interdias), expressando-se os resultados com base no
coeficiente de variacdo percentual. A amostra preparada na concentracdo de 100 pg/mL,
definida como 100%, foi submetida a doze determinagdes no mesmo dia, sob as mesmas
condi¢des experimentais, laboratério e analista, apresentaram valor médio de 100,17% com

CV de 0,14%, conforme mostra a Tabela 12.
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Tabela 12 — Determinagdo da precisao intradia do método analitico para quantificacao de

etoricoxibe em produtos farmacéuticos por CL.

. Teor (ug/mL) Média® AVAd
Analise
Tedrico Encontrado (%0) (%)
1 100,0 100,27
2 100,0 99,94
3 100,0 100,20
4 100,0 100,00
5 100,0 99,92
6 100,0 100,20
100,17 0,14
7 100,0 100,31
8 100,0 100,15
9 100,0 100,26
10 100,0 100,18
11 100,0 100,29
12 100,0 100,32

* Média de 12 determinagdes.
> CV% = coeficiente de variagdo percentual.

Para determinacdo da precisdo interdias, realizaram-se analises de duas amostras em
trés dias consecutivos, obtendo-se valores experimentais médios de 100,18 ¢ 99,75%, com o

CV de 0,34 ¢ 0,17%, respectivamente, de acordo com a Tabela 13.
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Tabela 13 — Determinagdo da precisao interdias do método analitico para quantificacdo de

etoricoxibe em produtos farmacéuticos por CL.

Amostra Dia Teor® (%) Média® (%) CV* (%)
1 100,10
1 2 99,88 100,18 0,34
3 100,56
1 99,75
2 2 99,58 99,75 0,17
3 99,92

# Média de cinco determinagdes.
® Média de trés dias.
“CV% = coeficiente de variagdo percentual.

Para a determinag¢do da precisdo entre analistas, trés amostras foram avaliadas por
diferentes analistas, obtendo-se valores experimentais médios de 100,12, 99,78 e 99,65%,

com CV de 0,24, 0,09 e 0,32%, respectivamente, conforme mostrado na Tabela 14.

Tabela 14 — Determinagdo da precisdo entre analistas do método analitico para quantificagao

de etoricoxibe em produtos farmacéuticos por CL.

Amostra Analista Teor? (%) MédiaP (%) CV* (%)

A 100,29

1 100,12 0,24
B 99,95
A 99,71

2 99,78 0,09
B 99,85
A 99,88

3 99,65 0,32
B 99,42

# Média de cinco determinagdes.
®Média de dois analistas.
“CV% = coeficiente de variagdo percentual.

Nesse sentido, observa-se que, para o método ser considerado preciso, deve fornecer

CV dos resultados menor ou igual a 2%, de acordo com a literatura (SHABIR, 2003). Os
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dados obtidos para a repetibilidade e precisdao intermediaria apresentam CV inferiores a
0,34%, confirmando a precisdo do método proposto.

A exatiddo do método pode ser definida como a proximidade dos resultados obtidos
com os valores nominais. Conforme pode ser observado na Tabela 15, os dados
experimentais, que correspondem a percentagem média de 100,30%, demonstram exatidao
significativa, pois se situam entre os limites de 98 — 102%, preconizados pela literatura

(SHABIR, 2003).

Tabela 15 — Determinacao da exatiddo do método analitico para quantificagcdo de etoricoxibe

em produtos farmacéuticos por CL.

Concentracao de Concentracéao Exatidao® CV°

etoricoxibe determinada® (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)

80 80,36 100,45 0,17

100 100,20 100,20 0,10

120 120,30 100,25 0,12

# Média de cinco determinagdes.
®CV% = coeficiente de variagdo percentual.

A sensibilidade do método cromatografico foi avaliada através da determinagdo dos
limites de deteccao (LD) e quantificagdo (LQ) do etoricoxibe. O valor calculado para o LD foi
de 0,002 pg/mL. Por sua vez, o LQ calculado foi de 0,0067 pg/mL, diferente do valor
experimental encontrado e adotado de 0,02 pg/mL, com CV de 1,92%. Esses resultados
indicam sensibilidade significativa do procedimento.

Avaliou-se também a robustez através de pequenas modificagdes nos parametros do
método, tais como: vazao, temperatura de andlise, volume de injecdo, pH e composi¢ao da
fase movel e comprimento de onda. Observou-se que a utilizagao de diferentes valores de pH
e variagdo na vazao alterou os tempos de retencdo. Na execugdo das andlises, os teores
obtidos ndo apresentaram diferenca significativa e os coeficientes de variacao foram inferiores
a 0,62%, comprovando a robustez da metodologia, frente aos parametros avaliados, conforme

demonstra a Tabela 16.
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Tabela 16 — Avalia¢ao da robustez do método analitico através do doseamento de etoricoxibe

em produtos farmacéuticos por CL.

. Valor Teor® CV° o
Parametro _ _ Valor otimizado

investigado (%) (%)
0,8 101,42 0,28

Vazao (mL/min) 1,0 100,64 0,15 1,0
1,2 101,20 0,22
25 100,57 0,10

Temperatura da coluna 30 100,95 0,26 25
©C) 35 101,33 0,44
40 101,00 0,35
5 101,17 0,62

Volume de injecao (uL) 10 100,46 0,28 10
20 100,35 0,12
2,8 100,76 0,29

pH da fase movel 3,0 100,91 0,10 3,0
3,2 100,48 0,34
36 100,77 0,38

% de acetonitrila 38 100,39 0,12 38
40 100,23 0,27

Comprimento de onda
200 -370 --- - 234

(nm)

#Média de cinco determinagdes.
®CV% = coeficiente de variagdo percentual.

O método proposto mostrou-se adequado, com especificidade, linearidade, precisao,
exatiddo e robustez, de acordo com os requisitos preconizados pela literatura amplamente
adotada (ICH, 1996; SHABIR, 2003). Portanto, o método podera ser empregado, contribuindo

para aprimorar o controle da qualidade dos produtos farmacéuticos.
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4.2 Extracao liquido-liquido

Para o procedimento de extragcdo liquido-liquido foram avaliados diferentes solventes
e misturas, conforme pode ser observado na Tabela 17, que apresenta também os valores de

recuperacao obtidos.

Tabela 17 — Valores experimentais obtidos na recuperagdao de etoricoxibe e piroxicam em

plasma, a partir de diferentes solventes de extragao.

Volume de Recuperacgéo do Recuperacgéo do
Solvente testado o o
solvente (mL) etoricoxibe® (%) piroxicam® (%0)
2,0 59,42 52,63
Acetato de etila 3,0 62,77 55,45
4,0 67,85 57,32
Dietiléter 2,0 69,55 63,54
3,0 72,44 67,45
4,0 77,88 70,69
2,0 67,23 68,12
Diclorometano 3,0 71,41 72,46
4,0 74,12 78,64
Dietiléter:diclorometano 2,0 70,23 73,87
3,0 74,60 76,21
(50:50, V/V)
4.0 76,14 79,36
Dietiléter:diclorometano 2,0 71,25 72,45
3,0 79,65 82,34
(75:25, V/V)
4,0 81,81 84,61
2,0 84,12 80,23
Terc-butil metil éter 3,0 90,89 88,47
4,0 93,64 89,55

# Média de trés determinagdes.

A partir dos solventes que apresentaram melhor especificidade e recuperacdo, foram

testadas diferentes condi¢des de pH, conforme mostra a Tabela 18.
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Tabela 18 — Valores experimentais obtidos na recuperagao de etoricoxibe e piroxicam em

plasma, a partir das modificagdes de pH.

Recuperacio® (%)

Dietiléter:
o Volume ] . o
Condicao testada L) diclorometano Terc-butil metil éter
U
(75:25, VIV)
Etoricoxibe  Piroxicam Etoricoxibe Piroxicam
25 83,25 87,63 94,77 92,51
Acido formico 50 87,65 89,26 96,41 9423
100 86,81 90,17 95,70 93,65
25 80,58 87,63 90,54 91,23
Acido acético 50 84,89 88,47 92,21 89,64
100 85,41 90,85 93,56 92,33
Tampiio fosfato 25 75,57 81,65 88,44 84,53
50 76,35 80,41 91,17 85,18
(pH 7,0)

100 78,42 83,56 91,35 86,74
25 78,87 78,96 87,65 87,11
Trietilamina 50 79,37 78,26 90,46 82,32
100 79,95 82,75 90,87 91,62

? Média de trés determinagdes.

A partir da escolha do solvente de extracdo, volume e pH, outras condi¢des foram
testadas, tais como: tempo de agitacdo e centrifugacdo. A condi¢do de extragdo otimizada para
as amostras de plasma foi obtida através da adi¢do de 50 puL de acido formico com agitagao
de 30 segundos e 4 mL de terc-butil metil éter como solvente de extragdo, com agitagao de 60
segundos. Apds centrifugou-se a 3500 rpm por 10 minutos. Na etapa seguinte, as amostras
foram colocadas em gelo seco (para congelar a fase aquosa), filtrando-se em seguida a
camada superior organica em unidade HV Millex com membrana Durapore®. A seguir,
evaporou-se o filtrado em fluxo de nitrogénio a 40 °C e reconstituiu-se o residuo em 500 pL
de solugdo diluente. Verificou-se que maiores tempos de agitacdo e centrifugacdo nado
resultaram em diferenca significativa nos resultados. O método demonstrou ser efetivo na

purificagdo das amostras, principalmente pelo baixo custo, facil operacdao e eficiéncia na
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remogao de interferentes do plasma, demonstrando especificidade para o etoricoxibe e

piroxicam.

4.3 Extracao em fase solida

Desenvolveu-se a metodologia de extracdo em sistema automatizado a partir de
método descrito na literatura (SCHELLEN et al., 2003), testando varios tipos de cartuchos,

conforme demonstra a Tabela 19.

Tabela 19 — Valores experimentais obtidos na recuperagdo de etoricoxibe e piroxicam em

plasma, a partir de diferentes cartuchos de extracao.

Cartucho testado Recgper-agéo R-ecup-)eragéo
do etoricoxibe® (%) do piroxicam?® (%)

HySphere CN 73,57 70,54
HySphere C, 54,21 57,42
HySphere Cg 69,88 65,23
HySphere Cg (EC) 72,14 65,84
HySphere C;s HD 93,57 93,10
HySphere Resin GP 90,54 89,21
HySphere Resin SH 85,63 77,44
BondElut Cg 88,74 89,23
BondElut Cg 83,49 80,66

# Média de trés determinagdes.

Selecionou-se o cartucho de extragdo que apresentou melhores percentagens de

recuperagdo para o etoricoxibe e piroxicam e, entdo, foram otimizadas condigdes como:
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solventes de ativagdo, equilibrio e lavagem do cartucho, volumes e velocidade de aplicagdo.
Avaliaram-se solventes e misturas, incluindo metanol, acetonitrila e solu¢des com acido
formico. A melhor recuperacdo e separagdo cromatografica foram obtidas utilizando o
cartucho HySphere C;3 HD. Na condi¢do otimizada, o cartucho foi ativado, equilibrado e
lavado usando metanol, dgua e agua:metanol (95:5, V/V), respectivamente. Os valores de
recuperagao encontrados foram de 94,92% e 93,55% para o etoricoxibe ¢ o PI,
respectivamente. O tempo total de extra¢do foi de 4 minutos. Na comparagdo com a extragao
liquido-liquido, o método proposto apresentou recuperacao semelhante e menor tempo para a
preparacdo das amostras, sendo excelente alternativa para execugdo de elevado numero de

analises, como ocorre em estudos clinicos ou de biodisponibilidade.

4.4 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

Para a metodologia por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas,
selecionou-se a fase mével a fim de obter melhor seletividade e sensibilidade com menor
tempo de separagdo. Procurou-se, também, viabilizar a coelui¢do do etoricoxibe e PI, através
da utilizagdo de alta proporcdo de solvente organico, diminuindo assim possiveis efeitos de
matriz. Foram testados varios solventes, tais como: dgua:metanol, dgua:acetonitrila, inclusive
em diferentes proporgdes, bem como modificadores como acido férmico, acido acético e
acetato de amonio. A melhor condi¢ao cromatografica foi obtida utilizando acetonitrila:agua
(95:5, V/V)/ 0,1% acido acético (90:10, V/V), na vazao de 0,4 mL/min. O acido acético
melhorou a simetria do pico e aumentou a eficiéncia de ionizagdo do padrdo interno. A
separagdo foi realizada usando coluna analitica C;s, curta (50 mm), adequada para elevado
numero de analises. O tempo da corrida cromatografica foi relativamente baixo (2 minutos),
especialmente se comparado com outros métodos descritos na literatura (ROSE et al., 2002;
BRAUTIGAM et al., 2003; WERNER et al., 2005). Além disso, a baixa vazdo usada ¢ a
rapidez da andlise resultaram em reduzido consumo de fase movel, contribuindo para a
excelente relacao custo/beneficio do método estudado.

Para minimizar os possiveis efeitos de matriz do plasma, em geral, tem sido utilizado
isotopo estavel do farmaco sob estudo como padrao interno. Porém, para o etoricoxibe ndo se
encontram iso6topos disponiveis comercialmente, optando-se, entdo, por testar farmacos como:
meloxicam, piroxicam, tenoxicam e valdecoxibe. O piroxicam foi selecionado como padrao

interno, por apresentar efeitos de matriz, tempo de retencdo e recuperagdo semelhantes aos do



83

etoricoxibe. Além disso, encontra-se disponivel comercialmente e, no método otimizado,
propiciou sensibilidade adequada para analise.

Dados da literatura indicam que o modo de ioniza¢do por APCI ¢ menos suscetivel a
problemas de supressdo idonica (MALLET et al., 2004; ZHONG et al., 2005). Porém, no
desenvolvimento do método, verificou-se a necessidade de maior vazido de fase movel, alta
temperatura e voltagem para obten¢do de resultados satisfatorios. Desse modo, selecionou-se
a ionizagao por ES no modo positivo, que além de possibilitar o uso de menor volume de fase
movel, apresentou melhor eficiéncia na ionizagdo do etoricoxibe e do PI. Apds a otimizacdo e
selecdo dos parametros do equipamento, determinou-se o espectro de massas, observando-se
os ions moleculares do etoricoxibe e do PI de 359,3 e 332,0 Daltons, respectivamente. Além
disso, a energia de colisdo no quadrupolo 2, aplicada aos ions moleculares do etoricoxibe e PI,
produziu fragmentos significantes. Os ions produto de 280,0 e 95,0 Daltons foram
selecionados porque apresentaram maior abundancia e estabilidade para as finalidades
analiticas. As transi¢des utilizadas na quantificacdo das amostras no modo de reacdes
multiplas foram de 359,3>280,0 e 332,0>95,0 para o etoricoxibe e PI, respectivamente. As
figuras 10 e 11 apresentam o espectro total e o perfil de fragmentagdo obtido com o

etoricoxibe e as figuras 12 e 13 com o piroxicam.
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Figura 10 — Espectro de massas do etoricoxibe.
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Figura 11 — Padrdo de fragmentacdo do etoricoxibe e estrutura sugerida
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Figura 12 — Espectro de massas do piroxicam.
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Figura 13 — Padrdo de fragmentagdo do piroxicam.

Realizou-se a avaliacdo dos efeitos de matriz e da possivel supressdo idnica para o
etoricoxibe e PI, obtendo-se coeficiente de variagao das areas dos picos inferiores a 6,20%, o
que indica pequena variagdo na eficiéncia de ionizagdo com diferentes amostras de plasma.
Além disso, os valores de recuperagdo foram superiores a 93,35%, sugerindo que a supressao
ionica produzida pelos componentes do plasma ndo interfere na repetibilidade do método.

O acoplamento da cromatografia liquida e da espectrometria de massa no modo de
monitoramento de reacdo multipla (MRM) mostrou alta especificidade e sensibilidade nas
analises, pois somente os ions derivados do etoricoxibe e PI foram monitorados, conforme
pode ser observado na Figura 14. A comparagdo dos cromatogramas das amostras de plasma
branco e do etoricoxibe na concentragdo do LQ, demonstrou que ndo hé interferéncia da
matriz bioldgica nos tempos de retengdo do etoricoxibe (0,79 minutos) e do PI (0,97 minutos)

nas condi¢des analisadas, confirmando a especificidade do método desenvolvido.
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Figura 14 — Cromatograma do CQB obtido no modo de monitoramento de reagao multipla,
contendo 3 ng/mL de etoricoxibe e 25 ng/mL de piroxicam. Coluna Luna® C;g (50 mm x 4,6
mm); fase movel: acetonitrila:agua (95:5, V/V)/ 0,1% acido acético (90:10, V/V); vazdo: 0,4
mL/min.

O método de extracao liquido-liquido, desenvolvido utilizando terc-butil metil éter
como solvente de extragdao e 50 uL de acido férmico, propiciou significativa percentagem de
recuperagdo média para o etoricoxibe (96,09%) e PI (95,54%) com precisdo e exatidao nos
trés niveis de concentracdo estudados (Tabela 20). Os dados de extracdo liquido-liquido
disponiveis na literatura mostram recuperagdes de 76,1% e 82,9% no plasma humano,
menores do que a recuperacdo demonstrada no presente trabalho (WERNER et al., 2005;

RAMAKRISHNA et al., 2005).
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Tabela 20 — Determinag¢ao da recuperacao média do procedimento de extragdao liquido-

liquido das amostras de plasma para etoricoxibe e piroxicam.

Concentracao de .
Recuperacao (%)
etoricoxibe (ng/mL)

Etoricoxibe® (CV%)® Piroxicam?® (CV%)®
3 97,22 (7,26) 98,93 (7,22)
2500 92,74 (4,04) 93.72 (5.34)
4000 98,32 (4,01) 93,97 (5,00)
Média 96,09 (3,08) 95,54 (3,08)

* Média de seis determinagdes.
> CV% = coeficiente de variagdo percentual.

A lincaridade foi avaliada efetuando seis determinagdes de nove concentragdes de
etoricoxibe na faixa de 1-5000 ng/mL, que abrange as concentra¢des plasmaticas descritas nos
estudos clinicos da literatura (AGRAWAL et al., 2001; AGRAWAL et al., 2003;
RODRIGUES et al., 2003). Os valores experimentais apresentados na Tabela 21, com CV
inferiores a 6,25%, foram adotados para o célculo do coeficiente de determinacao (*=0,9993,
y=0,457897 + 16,6x + 0,812231 £ 10,3) mostrado juntamente com os demais parametros na

Tabela 21, que indica a linearidade significativa da curva de calibragao.
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Tabela 21 — Valores experimentais obtidos na determinagdo da linearidade do método

bioanalitico para quantificacdo de etoricoxibe em plasma por CL-EM/EM.

Concentracao Concentracao
Preciséo Exatidéo
de etoricoxibe determinada (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)?
1 1,09 6,25 109,00
10 9,72 3,90 97,20
20 19,53 3,38 97,65
100 99,16 0,89 99,16
200 193,54 2,41 96,77
500 490,86 3,12 98,17
1000 997,30 5,88 99,73
2000 1958,45 3,33 97,92
5000 5061,33 1,33 101,22

# Média de seis determinagdes.

Tabela 22 — Parametros calculados da curva de calibracdo do método bioanalitico para

quantifica¢do de etoricoxibe em plasma por CL-EM/EM na faixa de concentragdo entre 1 e

5000 ng/mL.
Parametro Resultado
Faixa de linearidade 1 — 5000 ng/mL
Equacdo: y=bx +a y =0,457897x + 0,812231
Inclinagdo (b) + desvio padrao 0,457897 + 16,6
Intercepto (a) = desvio padrao 0,812231+ 10,3

Coeficiente de determinagio (%) 0,9993
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Os valores das razdes entre as areas dos picos do etoricoxibe e do PI foram plotados
em relacdo a cada concentragdo respectiva, observando-se linearidade adequada na faixa de 1

a 5000 ng/mL, conforme ilustrado na Figura 15.

Compound 2 name: Etoricoxib ~ Method File: etoricoxib-piroxicam
Coefficient of Determination: 0.999274

Calibration curve: 0.457897 * x + 0.812231

Response type: Internal Std ( Ref 1), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

584 1

Response

ng/mL

T T T T T T T T T T T T T
0.0 ‘ 500.0 1000.0 1500.0 2000.0 2500.0 3000.0 3500.0 4000.0 4500.0

Figura 15 - Representagdo grafica da curva de calibragdo do etoricoxibe por CL-EM/EM,
obtida pelo programa Masslynx, na faixa de 1 a 5000 ng/mL (n=6).

Avaliou-se também a precisdo que, conforme demonstrado na Tabela 23, variou entre
4,18 e 6,33% com exatidao entre 100,30 ¢ 108,33% para amostras analisadas no mesmo dia

(intradia).
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Tabela 23 — Determinacao da precisdo e exatidao intradia do método bioanalitico para

quantificac¢do de etoricoxibe em plasma por CL-EM/EM.

Concentragéo de Concentragao ) ]
o _ Preciséo Exatidéo
etoricoxibe determinada
a (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)

3 3,25 6,33 108,33

2500 2512,84 4,18 100,51

4000 4011,99 4,78 100,30

# Média de seis determinagdes.

Para andlises em diferentes dias (interdias), a precisdo variou de 3,85 a 9,41% e a

exatiddo entre 98,34 e 103,67%, de acordo com a Tabela 24.
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Tabela 24 — Determinagao da precisdo e exatiddo interdias do método bioanalitico para

quantificac¢do de etoricoxibe em plasma por CL-EM/EM.

Concentragao Concentragao L .
o ) ) b Precisdo Exatidao
de etoricoxibe Dia determinada Média
. (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)
1 3,23
3 2 3,32 3,11 9,41 103,67
3 2,79
1 2496,6
2500 2 23834 2458.,6 3,85 98,34
3 2495,7
1 4020,0
4000 2 3908,8 4048,4 6,09 101,21
3 4216,5

# Média de cinco determinagdes.
® Média de trés dias.

Observa-se que o método apresenta precisdo, pois os valores do CV para cada nivel de
concentragdo foram inferiores ao limite aceito de 15% e a exatiddo correspondente, na faixa
de 85 a 115% do valor nominal, cumprindo parametros preconizados (CAUSON, 1997;
SHAH et al., 2000; FDA, 2001; ANVISA, 2002; ANVISA, 2003).

Determinou-se o valor experimental para o LD que foi de 0,1 ng/mL. Do mesmo
modo, o resultado encontrado para o LQ foi de 1 ng/mL, com coeficiente de variacdo de
6,25%. Esses dados demonstram significativa sensibilidade do método.

A estabilidade de um farmaco em fluidos biologicos depende de suas propriedades
quimicas, do material de acondicionamento, do tempo e temperatura de estocagem. Assim, os
ensaios foram planejados e executados com base nas reais condigdes de manuseio e andlise
das amostras. Os resultados obtidos em cada etapa do estudo de estabilidade foram
comparados com os de amostras recém-preparadas, aceitando-se desvio de, no maximo, +

15%. Nesse contexto, observou-se que as amostras se mantiveram estdveis quando
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armazenadas a —80 °C e analisadas ap0s trés ciclos de congelamento e descongelamento, com
valores de desvio inferiores a 10,22%, conforme mostrado nas Tabelas 25, 26 e 27,

comprovando que podem ser congeladas e descongeladas sem comprometer sua integridade.

Tabela 25 — Determinacdo da estabilidade de etoricoxibe em amostras de plasma mantidas a

temperatura de -80 °C e submetidas a um ciclo de congelamento e descongelamento.

Amostras recém-preparadas Ciclo1
Concentracao Concentracao
Precisdo  Exatidao Precisdo Exatiddo Desvio
determinada® determinada®
(%) (%) (%) (%0) (%)
(ng/mL) (ng/mL)
3,23 4,65 107,78 3,28 3,22 109,44 1,55
2528,06 3,76 101,12 2587,12 2,47 102,34 2,34
4069,91 0,77 101,75 4036,13 2,41 100,90 -0,83

* Média de trés determinagdes.
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Tabela 26 — Determinacdo da estabilidade de etoricoxibe em amostras de plasma mantidas a

temperatura de -80 °C e submetidas a dois ciclos de congelamento e descongelamento.

Amostras recém-preparadas Ciclo 2
Concentracéo Concentragéo
Precisao  Exatidao Precisdo Exatiddo Desvio
determinada® determinada®
(%) (%) (%) (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)
3,23 4,65 107,78 3,02 1,78 100,66 -6,50
2528,06 3,76 101,12 2649,87 1,29 105,99 4,82
4069,91 0,77 101,75 4156,61 3,52 103,92 2,13

? Média de trés determinagdes.

Tabela 27 — Determinacdo da estabilidade de etoricoxibe em amostras de plasma mantidas a

temperatura de -80 °C e submetidas a trés ciclos de congelamento e descongelamento.

Amostras recém-preparadas Ciclo 3
Concentracao Concentracao
Precisdo  Exatidao Precisio Exatiddo Desvio
determinada® determinada®
(%) (%) (%) (%0) (%)
(ng/mL) (ng/mL)
3,23 4,65 107,78 2,90 3,31 96,67 -10,22
2528,06 3,76 101,12 2662,05 7,38 106,48 5,30
4069,91 0,77 101,75 4428,65 3,65 110,72 8,81

? Média de trés determinagdes.

A estabilidade de curta duragdo foi avaliada, mantendo-se amostras de plasma de
controle de qualidade (CQB, CQM e CQA), a temperatura ambiente por 12 horas apds o
descongelamento. Decorrido esse periodo foram processadas, analisadas e os resultados

comparados com os de amostras de etoricoxibe recém-preparadas, obtendo-se desvios
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inferiores a 11,80%, como mostra a Tabela 28, indicando estabilidade pelo periodo de 12

horas, até seu processamento.

Tabela 28 — Determinacdo da estabilidade de etoricoxibe em amostras de plasma analisadas

apoOs permanéncia a temperatura ambiente por 12 horas.

) Amostras processadas apés 12 horas a
Amostras recém-preparadas ]
temperatura ambiente

Concentracéao Concentracao
Precisdo  Exatidao Precisdo Exatiddo  Desvio
determinada® determinada®
(%) (%) (%) (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)
3,23 4,65 107,78 2,86 6,32 95,33 -11,45
2528,06 3,76 101,12 2725,22 1,44 109,01 7,80
4069,91 0,77 101,75 3589,62 1,67 89,74 -11,80

? Média de trés determinagdes.

A estabilidade pos-processamento, avaliada no tempo e condigdes de andlise, foi
determinada utilizando-se amostras de plasma de controle de qualidade submetidas ao
descongelamento a temperatura ambiente e processamento. Determinou-se assim a
estabilidade durante o periodo méximo de permanéncia no injetor automatico até andlise
cromatografica. Os resultados foram comparados com os de amostras recém-preparadas,
obtendo-se valores de desvio inferiores a 11,76 e 10,22% para as amostras analisadas 24 e 48
horas ap6s o processamento, respectivamente, conforme as Tabelas 29 e 30. Dessa maneira, o

etoricoxibe pode ser analisado até 48 horas apds a colocacgdo no injetor automatico.
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Tabela 29 — Determinagdo da estabilidade de etoricoxibe em amostras de plasma analisadas 24

horas apds o processamento.

Amostras recém-preparadas

Amostras analisadas 24 horas ap6s o

processamento
Concentragéo Concentragéo
Precisao  Exatidao Precisdo Exatiddo Desvio
determinada® determinada®
(%) (%) (%) (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)
3,23 4,65 107,78 2,85 3,17 94,89 -11,76
2528,06 3,76 101,12 2506,27 5,50 100,25 -0,86
406991 0,77 101,75 4110,22 6,38 102,76 0,99

? Média de trés determinagdes.

Tabela 30 — Determinagdo da estabilidade de etoricoxibe em amostras de plasma analisadas 48

horas apds o processamento.

Amostras recém-preparadas

Amostras analisadas 48 horas apds o

processamento
Concentracao Concentracao
Precisdo  Exatidao Precisdo Exatiddo Desvio
determinada® determinada®
(%) (%) (%) (%0) (%)
(ng/mL) (ng/mL)
3,23 4,65 107,78 2,90 4,34 96,56 -10,22
2528,06 3,76 101,12 2494.30 9,96 99,77 -1,33
4069,91 0,77 101,75 4117,65 8,75 102,94 1,17

? Média de trés determinagdes.

Pesquisou-se também a estabilidade de longa duracdo das amostras de plasma de CQ

contendo etoricoxibe. Os resultados foram comparados com os de amostras recém-preparadas,
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obtendo-se valores de desvio inferiores a 10,53%, conforme a Tabela 31, indicando

estabilidade por, pelo menos, 120 dias a temperatura de -80 °C.

Tabela 31 — Determinacdo da estabilidade de etoricoxibe em amostras de plasma mantidas a

temperatura de -80 °C por 120 dias.

Amostras armazenadas a -80 °C durante
Amostras recém-preparadas

120 dias
Concentracao Concentracéo
Precisdo  Exatidao Precisio Exatiddo  Desvio
determinada® determinada®
(%) (%) (%) (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)
3,23 4,65 107,78 2,89 2,57 96,22 -10,53
2528.06 3,76 101,12 2655,28 3,48 106,21 5,03
4069,91 0,77 101,75 3818.,29 393 95,46 -6,18

? Média de trés determinagdes.

A estabilidade das solugdes padrao de etoricoxibe e PI em acetonitrila, armazenadas
de 2-8 °C foi determinada através de analise diaria durante o desenvolvimento e a validagao
do método no periodo de 30 dias. Os resultados obtidos encontram-se dentro dos limites
especificados, com coeficiente de variagdo de 2,51% e 3,15% para o etoricoxibe e o PI,
respectivamente.

Em todos os testes realizados para avaliacao da estabilidade do etoricoxibe em plasma
foram encontrados resultados de acordo com os limites especificados, indicando que as
condi¢des de manuseio e analise das amostras sdo adequadas, podendo ser sugeridas para a
realizacdo de estudos clinicos e de biodisponibilidade. Além disso, os resultados do estudo de
validacdo demonstraram que a metodologia otimizada apresenta especificidade, sensibilidade,
linearidade, precisdo e exatiddao, cumprindo os requisitos descritos para métodos bioanaliticos
(CAUSON, 1997; SHAH et al., 2000; FDA, 2001; ANVISA, 2002; ANVISA, 2003). Entre as
vantagens, destacam-se a rapidez de analise (tempo total de corrida de 2 minutos) e

simplicidade do procedimento que envolveu apenas uma etapa de extracdo liquido-liquido,
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utilizando o piroxicam como padrao interno. Desse modo, proporcionou baixo custo de
execuc¢ao, constituindo-se em excelente alternativa aos métodos descritos na literatura para

determinac¢do do etoricoxibe em estudos clinicos.

4.5 Ensaios fisicos e fisico-quimicos

Realizaram-se as anélises fisico-quimicas recomendadas para o controle da qualidade
lote-a-lote de formas farmacéuticas orais, dos seis lotes de produtos acabados. Determinou-se
o peso médio dos comprimidos de etoricoxibe que cumpriram a especificagdo que preconiza
variagdo de = 5% para produtos acima de 250 mg. Os valores obtidos nessa determinacao

encontram-se na Tabela 32, com os respectivos calculos das médias e limites.
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Tabela 32 — Determinacgdo de peso médio (PM) dos comprimidos de etoricoxibe.

1 2 3 4 5 6
Cr (60 mg) (60 mg) (90 mg) (90 mg) (120 mg) (120 mg)
1 307,5 319,2 468,6 470,7 630,8 628,7
2 316,4 3143 4747 473,2 624,6 627,1
3 3174 316,9 4753 4747 628,6 625,8
4 3189 317,3 470,8 467,2 624.,4 623,9
5 311,8 319,7 466,9 473,8 629,8 626,2
6 321,6 311,8 465,1 469,7 625,5 623,0
7 319,2 317,6 470,3 473,6 621,7 622,5
8 311,1 3123 476,7 474,1 631,9 629,8
9 3149 318,1 471,6 475,4 627,7 627,3
10 3153 3134 469,6 4727 630,1 632.,4
11 313,9 314,8 477,5 471,3 623.,4 622,2
12 314,7 317,3 477,2 4779 620,7 623,8
13 318,8 314,7 471,8 476,2 623.,9 626,4
14 311,1 313,5 465,0 464,8 623,5 620,5
15 314,1 320,3 470,9 473,2 627,4 628,2
16 317,7 318,1 475,1 470,4 629.8 632,6
17 314,5 312,6 468,2 466,6 626,4 625,1
18 318,0 318,5 465,7 472,1 630,1 628.,9
19 307,9 310,9 470,9 472,5 623,8 624,7
20 319,5 313,2 472,2 468,7 632,4 629,3

PM £ DP 315,243,9  315,7£2,89 471,2+3,94 471,9+3,32 626,8+3,50 626,4+3,31

Limite
. . 299.5 299.9 447,6 448,3 595.5 595,1
inferior
Limite
331,0 331,5 494,8 495,5 658,2 657,7

superior
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A desintegragdo constitui-se em etapa importante para a absor¢do do farmaco, pois,
para que ocorra a liberagao no organismo, o mesmo deve estar em solugao sendo necessaria a
desagregacdo em particulas menores ou granulos. Os dados do teste de desintegracdo,
apresentados na Tabela 33 demonstram que os produtos cumprem as especificagdes, com

tempo inferior a 30 minutos.

Tabela 33 — Tempo de desintegragdo encontrado para os comprimidos de etoricoxibe.

Produto mg por comprimido Tempo
1 60 1 min e 36 seg
2 60 1 min e 47 seg
3 90 1 min e 52 seg
4 90 I min e 21 seg
5 120 1 mine 12 seg
6 120 I min e 17 seg

A determinacdo da umidade nas formas farmacéuticas é importante, pois sua presenga
pode interferir no peso médio, teor, uniformidade, desintegragdo, dissolucao e estabilidade do
farmaco. Conforme mostrado na Tabela 34, os produtos analisados apresentaram percentagem

abaixo de 5%.
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Tabela 34 — Percentagem de umidade encontrada para os produtos analisados através do

método de Karl-Fischer.

Produto mg por comprimido Umidade (%o)
1 60 3,2
2 60 3,1
3 90 3,7
4 90 4,1
5 120 3,2
6 120 2,8

Efetuou-se também o teste de friabilidade, verificando-se valores entre 0,04% a
0,17%. No mesmo sentido o teste de dureza forneceu valores superiores ao limite minimo

especificado de 30 N, cumprindo as especificagdes, conforme mostra a Tabela 35.

Tabela 35 — Determinagdo de friabilidade e dureza dos comprimidos de etoricoxibe.

Produto mJ por Friabilidade® (%) Dureza® (N)
comprimido
1 60 0,04 + 2,60 261,3+2,61
2 60 0,11 +1,75 2633+ 1,77
3 90 0,15+ 1,22 260,3 + 3,45
4 90 0,10 + 1,93 2584+ 2,11
5 120 0,17 + 2,34 251,2 3,50
6 120 0,15+ 1,87 2475+ 1,65

* Média de vinte comprimidos + DP.
® Média de dez comprimidos = DP.

Os métodos por CL e CL-EM/EM desenvolvidos e validados no presente trabalho,
foram utilizados para o doseamento do etoricoxibe nos produtos farmacéuticos e os resultados
obtidos encontram-se na Tabela 36. A andlise estatistica comparativa dos métodos foi
realizada através do coeficiente de correlagdo de Pearson, que demonstrou correlagio

significativa (r=0,9999).



101

Tabela 36 — Determinagdo do teor de etoricoxibe nos produtos farmacéuticos por CL e CL-

EM/EM.
Teor declarado Teor encontrado®
CL’ CL-EM/EM”
mg por CV* CV*
Amostra comprimido mg % % mg % %
1 60 60,72 101,20 0,23 61,01 101,68 0,25
2 60 61,10 101,83 0,31 61,35 102,25 0,37
3 90 90,69 100,77 0,31 91,03 101,14 0,39
4 90 90,27 100,30 0,42 90,60 100,67 0,30
5 120 120,77 100,64 0,20 121,56 101,30 0,33
6 120 121,55 101,29 0,28 122,10 101,75 0,40

 Coeficiente de correlagdo de Pearson (r=0,9999)

®Média de trés determinagdes
¢ Coeficiente de variagdo percentual

A uniformidade de contetido ¢ importante para avaliar a homogeneidade do lote,

preconizando-se valores individuais entre 85 a 115%, com CV maximo de 6%. Os valores

experimentais obtidos através dos métodos por CL ¢ CL-EM/EM cumprem as especificagdes

e encontram-se nas Tabelas 37 e 38, respectivamente.
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Tabela 37 — Determinagao da uniformidade de dose de etoricoxibe em comprimidos, expresso

em percentagem, por CL.

1 2 3 4 5 6
Amostra
(60 mg) (60 mg) (90 mg) (90 mg) (120 mg) (120 mg)
1 100,73 101,92 100,35 101,34 100,18 101,07
2 101,21 100,87 101,13 100,51 100,96 101,48
3 99,87 100,72 100,55 101,22 101,38 101,83
4 100,93 101,34 101,47 100,33 100,87 102,29
5 100,72 100,77 101,05 100,58 101,03 100,65
6 100,38 100,67 100,37 101,27 100,95 100,87
7 101,25 101,44 99,86 99,64 100,45 101,94
8 100,58 101,73 100,33 100,12 102,32 102,12
9 100,68 101,36 100,52 100,38 100,47 101,91
10 100,95 101,22 101,20 99,85 102,14 100,54
Média 100,73 101,20 100,68 100,52 101,07 101,47
CV%* 0,40 0,43 0,50 0,59 0,69 0,63

& Coeficiente de varia¢io percentual
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Tabela 38 — Determinacao da uniformidade de dose de etoricoxibe em comprimidos, expresso

em percentagem, por CL-EM/EM.

1 2 3 4 5 6
Amostra
(60 mg) (60 mg) (90 mg) (90 mg) (120 mg) (120 mg)
1 101,68 102,20 99,56 101,41 100,62 100,23
2 100,89 101,65 101,32 100,24 101,23 102,18
3 101,47 100,84 100,14 100,84 101,57 100,74
4 100,95 101,98 101,57 99,56 100,95 102,65
5 99,74 102,64 100,60 100,33 100,10 100,47
6 101,94 100,52 99,65 99,91 102,36 100,38
7 101,84 101,67 101,74 100,48 102,57 102,30
8 100,87 101,45 100,22 100,32 102,35 102,57
9 100,98 100,94 100,82 99,67 100,17 102,49
10 100,77 100,75 102,10 100,92 101,48 102,32
Média 101,11 101,46 100,77 100,37 101,34 101,63
CV%* 0,64 0,68 0,88 0,57 0,88 1,01

* Coeficiente de variagdo percentual

Demonstrou-se, portanto, que os métodos por CL e CL-EM/EM propostos podem ser
utilizados para a andlise quantitativa do etoricoxibe em produtos farmacéuticos, com
resultados comparaveis. Encontram-se na literatura métodos por CL-EM/EM para
determinagdo do etoricoxibe em matrizes biologicas, porém nenhum deles estudou sua
aplicabilidade a analise quantitativa em formulagdes farmacéuticas. Nesse sentido, o método
proposto constitui-se em alternativa vidvel em relagdo ao método por CL-UV, oferecendo
eficiéncia na quantificacdo, alta especificidade e sensibilidade, diminuindo o tempo de
analise. A escolha entre as duas metodologias dependera da aplicagdo analitica e da estrutura

laboratorial disponivel.
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CONCLUSOES
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5 CONCLUSOES

v’ Desenvolveu-se e validou-se método analitico por cromatografia liquida em fase reversa
para analise de etoricoxibe em produtos farmacéuticos, sugerindo sua aplicacao para a area

de controle da qualidade.

v’ Desenvolveu-se e padronizou-se procedimento de extragdo liquido-liquido que
proporcionou alta percentagem de recuperagdo do etoricoxibe e do padrio interno nas

amostras de plasma, com significativa reprodutibilidade.

v' Pesquisou-se 0 método de extragdo em fase solida automatizada que forneceu resultados
comparaveis, constituindo-se em significativo avango e alternativa para extragdo de

amostras bioldgicas, especialmente em estudos clinicos e de biodisponibilidade.

v" Desenvolveu-se e otimizou-se método por cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas para determinacdo do etoricoxibe em plasma humano que foi validado,
cumprindo os parametros preconizados e sendo sugerida sua aplicacao a estudos clinicos e

de biodisponibilidade.

v' Os testes fisico-quimicos forneceram resultados que demonstram a qualidade dos lotes de

etoricoxibe adotados neste estudo.

v’ Utilizou-se também o método por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas para a determinacdo do etoricoxibe em produtos farmacéuticos e realizou-se a
analise comparativa com a cromatografia liquida em fase reversa. Demonstrou-se
correlacdo estatisticamente significativa (r=0,9999) entre os resultados dos métodos

estudados.

v Os métodos desenvolvidos e validados no presente trabalho contribuem para estabelecer
bases para progressivos trabalhos cientificos na area e procedimentos importantes para
aprimorar o controle da qualidade, garantindo a seguranca e a eficacia terapéutica dos

produtos farmacéuticos disponiveis no Pais.
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