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RESUMO

Desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos para a analise
enantiomérica da duloxetina e de sua impureza quiral em formulagéo
farmacéutica

7

A duloxetina € um potente inibidor duplo da recaptacdo de serotonina e
norepinefrina, disponivel como enantibmero puro, sob a forma S-duloxetina e
comercializado como pellets em capsulas. O R enantibmero da duloxetina é
também um inibidor da recaptacdo, no entanto, este € menos potente que seu
isbmero, sendo considerado como impureza enantiomeérica. Este trabalho teve
como objetivos 0 desenvolvimento e a validacdo de métodos analiticos para o
controle de qualidade da duloxetina e de sua respectiva impureza
enantiomérica por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), e por
eletroforese capilar (EC). A resolucdo dos enantiomeros da duloxetina foi
realizada a partir da utilizacdo de fase estacionaria quiral, baseada celulose,
por CLAE. A separacdo por EC foi desenvolvida a partir da utilizacdo de
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) como seletor quiral. A validacdo dos
métodos foi efetuada de acordo com os guias de validacdo disponiveis na
literatura e os métodos propostos foram considerados especificos, lineares,
precisos, exatos e robustos. A andlise comparativa entre os métodos
desenvolvidos demonstrou ndo haver diferenca estatisticamente significativa na

guantificacdo do enantiomero S-duloxetina.

Palavra chave: Duloxetina, separacao quiral, enantiomero, CLAE quiral, EC

quiral.






ABSTRACT

Development and validation of analytical methods for
enantiomeric analysis of duloxetine and
its chiral impurity in pharmaceutical formulation

Duloxetine is a double potent inhibitor of serotonin and norepinephrine
reuptake, available as a pure enantiomer, in the S-duloxetine form and
marketed as pellets into capsules. The R enantiomer of duloxetine is also an
inhibitor of reuptake, however, less potent and being considered enantiomeric
impurity. This work aimed the development and validation of analytical methods
for quality control of duloxetine and its respective enantiomeric impurity by high
performance liquid chromatography (HPLC) and capillary electrophoresis (CE).
The resolution of the enantiomers of duloxetine was performed with the use of
chiral stationary phase, based on cellulose, by HPLC. The separation by CE
was developed with the use of hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD) as chiral
selector. The method validation was performed according to the guides
available in the literature and the proposed methods were considered specific,
linear, precise, accurate and robust. The comparative analysis between the
methods developed showed no statistically significant difference in the

guantification of S-duloxetine enantiomer.

Keyword: Duloxetine, chiral separation, enantiomer, chiral HPLC, chiral CE.
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1. Introducéo

Quiralidade €é um fenbmeno que permeia 0 universo, sendo
caracteristica da maioria dos processos biolégicos naturais. Os avan¢os na
tecnologia quiral e a habilidade de produzir compostos puros
enantiomericamente tém importante impacto no projeto de sintese, pesquisa e
desenvolvimento de farmacos e nas estratégias e politicas das industrias
farmacéuticas (AGRANAT e CANER, 1999).

A quiralidade dos compostos quimicos, especialmente de compostos
terapéuticos, é tema muito importante do ponto de vista farmacoldgico,
farmacocinético, toxicologico e nos érgéos fiscais de controle de qualidade de
medicamentos. Para garantir a seguranca e a eficacia dos farmacos
disponiveis e em desenvolvimento, é necessério isolar e examinar cada um dos
enantibmeros separadamente. Além disso, é importante também, o controle da
composicdo estereoquimica desde a sintese até o consumo, envolvendo
estudos farmacoldgicos, fabricacdo e controle de qualidade (SANTORO e
SINGH, 2001).

Atualmente, sabe-se que os enantidbmeros individuais de um farmaco
racémico muitas vezes possuem diferentes propriedades farmacocinéticas e
farmacolégicas, tendo em vista que as estruturas alvo no corpo humano podem
ser quirais. A primeira observacdo das diferencas biolégicas entre
enantibmeros foi relatada por Louis Pasteur em 1858. Ao medir a rotacéo
Optica de tartarato de amonio, onde se descobriu que o (d)-enantibmero é mais
rapidamente metabolizado pelo fungo Pencillinum glaucum do que o (l)-
enantiomero (ABOUL-ENEIN e ALI, 2003).

Os enantibmeros frequentemente apresentam atividades farmacolégicas
e metabdlicas diferentes entre si. Em muitos casos, apenas um dos isdmeros
opticos exibe o efeito farmacolégico. O outro pode ndo apresentar o efeito,
diminuir ou inibir a acao farmacoldgica, ou mesmo, apresentar efeitos toxicos.
Considerando essas possibilidades, a utilizacdo de farmacos em sua forma
enantiomérica pura se mostra vantajosa, uma vez que se pode reduzir a dose
total administrada, aperfeicoar a janela terapéutica, reduzir a variabilidade entre
individuos e obter uma estimativa mais precisa da relagcdo dose resposta

(CANER et al., 2004). Um exemplo classico que ndo pode ser esquecido é o da
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1. Introducéo

talidomida. Somente depois das investigagbes da contribuicdo das
propriedades estereosseletivas desse farmaco, € que foi possivel estabelecer
as propriedades teratogénicas do enantibmero (-)-(S) (BONATO et al., 2005).

A International Conference on Harmonization (ICH, 1999), no documento
intitulado “Orientagdes para a inscricdo de novos farmacos” dispde que
impurezas quirais devem ser tratadas da mesma forma que quaisquer outras
impurezas. Desta forma, a determinagdo enantiosseletiva deve ser incluida na

especificacdo do farmaco.

Neste contexto, que o controle de qualidade de medicamentos
desenvolve-se cada vez mais, inovando em tecnologia e aprimorando técnicas
ja existentes para a pesquisa e solucdo de problemas que acompanham as
ciéncias farmacéuticas. Técnicas analiticas tais como a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), a cromatografia gasosa (CG), a eletroforese capilar
(EC), a espectrometria de massas (EM), entre outras, sao amplamente
empregadas no controle de qualidade e na busca de metodologias analiticas
gue fornecam resultados reprodutiveis e confiaveis.

A fim de viabilizar a separacdo de enantibmeros, assegurando a
qualidade e seguranca de produtos farmacéuticos, cada vez mais sao
desenvolvidas metodologias analiticas enantiosseletivas. A técnica consiste no
uso de substancias quirais que interagem com o0s enantibmeros de modo
seletivo. O reconhecimento quiral pode envolver ligacdo de hidrogénio,
interacdes dipolo-dipolo e interagbes estéricas (SANTORO, 1992). Como
resultado destas interacbes, as formas enantioméricas apresentam
comportamentos diferentes, como velocidade de reacdo e solubilidade, o que
possibilita a separacao para a quantificacédo individual de cada enantiomero e
isolamento para producdo de farmacos opticamente puros (ABOUL-ENEIN, e
AL, 2003).

Este estudo focaliza a aplicacdo de métodos por CLAE e EC para a
separacdo e quantificacdo dos enantiomero S—duloxetina que é empregado
como produto farmacéutico, e R-duloxetina, o qual é considerado sua

respectiva impureza enantiomerica.
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2. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de metodologia analitica
por CLAE e EC para a analise dos enantibmeros S-duloxetina e R-duloxetina
para posterior utilizagdo no controle de qualidade do produto comercializado na

forma de pellets em cépsulas.

As etapas para atingir este objetivo foram:

e Desenvolver e validar metodologia por CLAE utilizando fase estacionaria
quiral para determinagdo dos enantidmeros da duloxetina em produtos
farmacéuticos;

e Desenvolver e validar metodologia analitica por EC utilizando
ciclodextrina como seletor quiral para determinagédo dos enantibmeros
da duloxetina no produto farmacéutico;

e Realizar andlise estatistica dos resultados obtidos na validacdo dos
métodos analiticos;

e Analisar comparativamente os métodos propostos.
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3.1 Consideracdes Gerais

A estereoquimica € uma ciéncia da quimica organica que estuda a
relacéo entre a estrutura molecular tridimensional e sua propriedade. Isdbmeros
sdo compostos diferentes que possuem a mesma féormula molecular. Os
isbmeros se dividem em isdmeros constitucionais e estereoisbmeros, sendo
que os isbmeros constitucionais possuem conectividades diferentes. Os
estereoisbmeros sdo isbmeros que se diferem pela disposicdo dos atomos no
espaco e podem ser divididos em duas categorias: enantibmeros e
diasteredmeros (SOLOMONS, 1996 e ABOUL-ENEIN, e ALI, 2003).

Os enantibmeros sdo estereoisdmeros cujas moléculas se relacionam
como imagens especulares que ndo se sobrepdem. Estes compostos possuem
as mesmas caracteristicas fisico-quimicas, como ponto de fusdo, ponto de
ebulicdo, indice de refracdo e solubilidade, diferindo apenas na capacidade de
desviar o plano-polarizado da luz (ABOUL-ENEIN, e ALI, 2003), conforme o

demonstrado Figura 1.

CH, CH,
HO\Cg _H H\é _OH
| |
CH, CH
| 2 | 2
CH CH,

HO Q H H Q OH

Figura 1. (a) Formula tridimensional dos enantibmeros do 2-butanol, (b)
modelos dos enantibmeros do 2-butanol, (c) modelos | e Il ndo sobreponiveis
(FONTE: SOLOMONS, 1996).
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Os enantidbmeros sO ocorrem com 0S compostos cujas moléculas sdo
quirais. Quiralidade é a propriedade geométrica de um objeto ser nao-
sobreponivel a sua imagem especular. Se um objeto for sobreponivel a sua
imagem especular entdo ele € denominado aquiral (MOSS, 1996). Em outras
palavras, uma molécula é aquiral se a mesma possuir um plano de simetria,
que é definido como um plano imaginario que corta a molécula de tal forma que

as duas metades sejam imagem especular uma da outra.

Uma substancia opticamente ativa é aquela que produz rotacdo do plano
da luz polarizada. Um feixe de luz polarizado ao emergir de uma substancia
opticamente ativa, apresenta um diferente plano de vibracdo em relacdo ao
incidido, possuindo diferentes vibragbes para cada enantidmero e tendo feixe
que emerge em direcbes opostas. Se o feixe for para a direita a substancia
denomina-se dextrogira (d), (+) ou (R), se a rotacdo for para a esquerda, a
substéancia designa-se levogira (1), (-) ou (S) (ABOUL-ENEIN e ALI, 2003).

3.2 Quiralidade e atividade bioldgica e farmacoldgica

A maioria das moléculas que constituem 0s seres vivos Sao quirais e,
usualmente, apenas uma forma de cada molécula quiral ocorre em uma
determinada espécie. Dos vinte aminoacidos que constituem as proteinas de
origem natural, dezenove s&o quirais e todos sao classificados como levogiros
Os processos quimicos nas células vivas dependem dessas simetrias e as
mantém, uma vez que sao dirigidos por catalise enzimatica. As enzimas sdo
moléculas proteicas que possuem uma complexa estrutura tridimensional,
capaz de fornecer um sitio ativo onde os substratos podem interagir. Apenas
moléculas com a forma esperada podem participar de reacdes catalisadas por
enzimas. Dessa maneira, enzimas constituidas de L-amino&cidos tendem a
sintetizar mais L-aminoacidos (BAILEY, 2000).

3.2.1 A Quiralidade e a farmacodinamica
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A existéncia de enzimas e receptores esteroespecificos no organismo
conduz a carateristicas biol6gicas diferenciadas para as estruturas quirais. O
resultado desta acdo estereosseletiva sobre os receptores proteicos € devido a
ocupacao preferencial de um sitio receptor por um dos enantiomeros. Como
consequéncia direta, pode-se ter as mais diversas respostas biolégicas para os
estereoisOmeros (THALL, 1996).

A enantiosseletividade na interacdo farmaco-receptor foi proposta por
Cushny em 1926, segundo o qual a diferen¢a na atividade biolégica entre dois
enantidmeros seria devido a ligacao destes sitios de mesma quiralidade. Suas
ideias, posteriormente, inspiraram o amplamente aceito modelo em trés pontos.
Segundo esse modelo, o enantidmero mais ativo se ajusta melhor ao receptor
porque seus trés grupos XYZ, adjacentes ao estereocentro, se apresentam em
uma sequéncia que melhor corresponde a sequéncia formada pelos grupos
XY’'Z que representam os pontos de ligacdao no sitio de ligagdo quiral do
receptor proteico. O enantibmero menos ativo seria incapaz de se ligar tao
efetivamente ao receptor, uma vez que representa a imagem especular do
enantibmero mais ativo. A Figura 2 ilustra a ligacdo dos enantibmeros ao
receptor, segundo o modelo de contato em trés pontos. Esse mesmo modelo
foi aplicado mais tarde para a compreensao da especificidade enzimatica e
também serviu de base para a compreenséo da separacdo cromatografica de
enantibmeros em colunas quirais (ABOUL-ENEIN, e ALI, 2003).

Enantidmero R Enantidmero S

~
e

X T X

Sitio de ligac&o do receptor Sitio de ligac&o do receptor

Figura 2. Ligacdo de enantibmeros ao receptor, segundo o modelo de contato
em trés pontos (FONTE: SOLOMONS, 1996).
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3.2.2 A Quiralidade e a farmacocinética

A farmacocinética é a parte da farmacologia que estuda os processos de
absorcdo, distribuicdo, metabolizacdo e eliminagcdo dos farmacos. Os
processos de absorcdo, distribuicdo e eliminacdo s&do fendbmenos que
geralmente ndo se diferenciam entre os enantibmeros. No entanto, se o
farmaco interage com uma enzima ou sistema de transporte, entdo pode haver
discriminacdo quiral e, com isso, diferencas farmacocinéticas entre

enantiomeros podem ser observadas (BARREIRO et al., 1997).

Os processos farmacocinéticos séo regulados, em parte, pelo transporte
através de barreiras epiteliais. A pele e o trato gastrointestinal representam
barreiras epiteliais importantes relacionados a absor¢cdo de um farmaco.
Durante a absorcdo pode ocorrer estereosseletividade, principalmente se o
farmaco se assemelhar a um nutriente para o qual sistemas de transporte ativo
estdo disponiveis; exemplos incluem a L-dopa, L-metotrexato e a L-cefalexina
(MASON e HUTT, 1997).

No tocante a eliminacdo renal dos farmacos, espera-se que a filtracéo
glomerular de estereoisbmeros livres no plasma seja a mesma para cada
isémero. Entretanto, a secrecdo e absorcdo ativas do farmaco nos tubulos
renais podem apresentar estereosseletividade, como jA demonstrado pelo
metoprolol, pindolol e cloroquina (MASON e HUTT, 1997).

No entanto, a contribuicdo mais importante para as diferencas nos perfis
farmacocinéticos de uma mistura de isdbmeros ocorre, geralmente, como
resultado da estereosseletividade em seu metabolismo. Esse fato ndo chega a
ser surpreendente, uma vez que reacdes de biotransformacdo envolvem a
interacdo direta entre substrato e enzima quiral. Nessas reac¢des, um isdmero
em particular pode ser metabolizado mais rapidamente que o outro, ou um
estereoisbmero em particular pode ser produzido preferencialmente (MASON e
HUTT, 1997).

40



3. Revisédo Bibliografica

3.2.3 Atividade dos enantibmeros

No que diz respeito aos compostos quirais em geral postula-se, de
maneira resumida, que existam quatro tipos de comportamentos biolégicos
esperados. O primeiro tipo ocorre quando um dos estereoisbmeros apresenta
atividade farmacoldgica e o outro é inativo. Um exemplo desse caso € a a-
metildopa, onde toda a atividade anti-hipertensiva se deve ao (S) isbmero.
Neste caso o (R) isbmero pode ser considerado como uma impureza
enantiomérica (THALL, 1996).

Outra possibilidade ocorre quando ambos os enantibmeros apresentam
poténcia e atividades similares. Esta € uma situacado extremamente rara, uma
vez que se espera que 0s receptores e as enzimas atuem seletivamente frente
diferentes arranjos espaciais. Os isbmeros da prometazina ilustram esta
caracteristica, pois possuem atividades semelhantes no que diz respeito a
atividade anti-histaminica e toxicidade efetiva (ABOUL-ENEIN e BASHA, 1997).

Uma situagdo comum ocorre quando o0s enantibmeros possuem
atividades similares, porém com poténcias diferentes. Contrariamente aos
casos anteriores, esta € uma situacdo bastante comum. A nimodipina, um
potente antagonista do célcio, apresentou estereosseletividade de acéo para
seus enantidmeros em estudos realizados in vivo. Os resultados mostram que
0 isdbmero puro S (-) foi duas vezes mais potente que a forma racémica e que
esta foi igualmente mais potente que o antipoda R (+) (ABOUL-ENEIN e
BASHA, 1997).

Os B-bloqueadores, e nessa classe inclui-se o propranolol, ligam-se
seletivamente aos receptores B, sendo que o enantibmero S (-) € o maior
responsavel por esta atividade B-bloqueadora. Como a varfarina, as diferencas
na farmacocinética deste farmaco sdo as responsaveis pelo comportamento
diferenciado dos enantidmeros, onde a forma R (+) liga-se mais as proteinas
plasmaticas que a forma S (BARREIRO et al., 1997).

Inclui-se neste item ainda o verapamil, onde ambos o0s estereoisémeros

sdo equivalentes na poténcia para os efeitos vasodilatadores, mas o R (+) é
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cerca de 8 a 10 vezes menos potente no que diz respeito a sua acao
cardiodepressora (THALL, 1996).

A Ultima possibilidade pode ocorrer quando a atividade farmacolégica
de um enantibmero é antagonizada pelo outro enantibmero. Como exemplo, 0
(R)-(+)-enantibmero do diurético indacrinona apresenta o efeito colateral de
reter 4cido Urico, enquanto o (S)-(-) enantibmero age como uricossurico,
promovendo a secrecdo do acido urico e, dessa forma, combatendo o efeito
colateral do (R)-isbmero (ABOUL-ENEIN e BASHA 1997).

A Tabela 1 apresenta a atividade fisiolégica de diferentes farmacos

quirais.

Tabela 1. Diferentes propriedades fisioldgicas de alguns farmacos quirais.

Farmaco (R)- Enantiémero (S)-Enantidmero

Dobutamina Agonista de adrenoreceptores B1 e B2 Agonista adrenoreceptor a1
(vasodilatagéo) (vasoconstricdo)

Fluoxetina Inibidor da receptacéo de serotonina Efeito minimo

Cetamina Anestésico forte Anestésico fraco

Fenfluramina Inibidor da receptacao de serotonina Inibidor da receptacdo de

norepinefrina/dopamina
(efeito adverso)

Levodopa Antiparkinsoniano Agranulocitose
Metadona Efeito minimo Analgésico forte
Metanfetamina Estimulante do sistema nervoso central Vasodilatador periférico
Penicilamina Antirreumético Neurotoxico
Pentazocina Ansiolitico Analgesia, depresséo

respiratéria

Propoxifeno Analgesia Antitussigeno
Morfina Efeito minimo Analgésico forte
Varfarina Anticoagulante fraco Anticoagulante

Fonte: ABOUL-ENEIN e ALI, 2003.
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3.3 A quiralidade no desenvolvimento de novos farmacos

Atualmente, a importancia e as Iimplicacbes da quiralidade no
desenvolvimento de novos farmacos sdo bem reconhecidas, seja no meio
académico, industrial e regulatorio. Ha alguns anos, o desenvolvimento de
medicamentos contendo apenas o enantidbmero mais ativo néo era considerado
viavel (SRINVAS et al., 2001).

Atualmente existem dois meétodos basicos para a producdo de
enantibmeros, que sao: a sintese assimétrica e separacdo de misturas
racémicas. Ambas as técnicas sdo capazes de fornecer enantibmeros em
pequena ou em larga escala, ajustando-se a demanda imposta. Os dois
métodos evoluiram substancialmente nos dltimos anos, diminuindo 0s custos
envolvidos na producdo (STRONG, 1999).

Como em varias questdes emergentes, a regulamentacdo do
desenvolvimento de farmacos quirais comecou sua historia lentamente. A
primeira abordagem direta & questdo da quiralidade no desenvolvimento de
novos farmacos foi feita em 1992, pelo FDA, no documento intitulado FDA’s
Policy Statement for the Development of New Stereoisomeric Drugs (FDA,
1992). No ano seguinte, foi a vez do EMEA expor seu posicionamento quanto a
matéria, com a publicacdo do guia Investigation of Chiral Active Substances
(EMEA, 1993). Sequencialmente, em 1998, agéncia reguladora canadense,
Health Canada, também publicou sua guia, intitulada Stereochemical Issues in
Chiral Drug Development (HEALTH CANADA, 1998).

Apesar de diferirem em pequenos detalhes, quatro pontos importantes
sdo comuns entre as varias recomendacdes das agéncias supracitadas: (1) os
desenvolvedores devem reconhecer a ocorréncia de quiralidade em novos
farmacos, (2) tentar separar os estereoisémeros, (3) determinar a contribuicéo
de cada estereoisbmero para a atividade farmacoldgica de interesse e entéo
selecionar racionalmente a forma estereoisomérica que sera proposta para a

comercializagao.
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3.4 Tendéncias no desenvolvimento de farmacos quirais

A venda de farmacos com enantibmeros puros tem crescido anualmente.
Os farmacos quirais compreendem mais da metade dos medicamentos
aprovados no mundo. Por exemplo, dos dez medicamentos mais vendidos nos
EUA em 2010, oito sdo comercializados como enantibmero puro e dois séo
aquirais, conforme o demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2. Medicamentos mais vendidos nos EUA em 2010.
Vendas totais 2010

Ranque Produto Farmaco Forma do Farmaco (bilhdes de délares)
1 Nexium Esomeprazol Enantidmero puro 5,28
2 Lipitor Atorvastatina Enantidmero puro 5,27
3 Plavix Clopidogrel Enantidmero puro 4,68
4 Advair Diskus Fluticasona Enantidmero puro 3,66
5 OxyContin Oxycodone Enantidmero puro 3,55
6 Abilify Aripiperazol Aquiral 3,51
7 Singulair Montelukast Enantidmero puro 3,32
8 Seroquel Quetiapina Aquiral 3,22
9 Crestor Rosuvastatina Enantidmero puro 2,92
10 Cymbalta Duloxetina Enantidmero puro 2,64

Fonte: www.drugs.com/top200

A partir da avaliagdo dos novos farmacos aprovados pelo FDA em 2008,
tem-se a seguinte distribuicdo: 63% enantibmeros puros, 32% aquirais e
apenas 5% racematos. No geral, existe uma clara tendéncia de diminui¢cdo de
medicamentos registrados como mistura racémica, diminuindo de cerca de
21% em 1992 para 5% em 2008, sendo que ndo foram registrados novos

medicamentos racémicos nos anos de 2001 e 2003, conforme o demonstrado

na Tabela 3 e Figura 3 (LIN et al., 2011).
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Tabela 3. Distribuicdo anual dos medicamentos aprovados pelo FDA de 1992 a
2008.

Ano (%) Racematos (%) Enantiomeros puros (%) Aquirais
1992 21 44 35
1993 16 45 39
1994 38 38 24
1995 21 46 33
1996 9 41 50
1997 24 30 46
1998 15 50 35
1999 19 50 31
2000 3 67 30
2001 0 72 28
2002 6 58 36
2003 0 76 24
2004 6 76 18
2005 5 63 32
2006 10 55 35
2007 5 68 27
2008 5 63 32

Fonte: LIN et al., 2011.
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Figura 3. Distribuicdo anual dos farmacos aprovados pelo FDA de 1992 a
2006.
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Além do estudo de novas moléculas, uma das alternativas para o
desenvolvimento de farmacos enantiomericamente puros, € o chiral switch.
Neste caso o enantidbmero puro € desenvolvido de um racemato ja previamente
comercializado. A ideia de investigar o enantidmero puro deriva da observacao
de efeitos adversos oriundos do racemato. Quando enantidbmeros puros sao
desenvolvidos a partir de racematos, as agéncias regulatorias permitem a
comparacdo entre os estudos originais e as novas submissbes (HUTT e
VALENTOVA, 2003). A Tabela 4 sumariza alguns compostos desenvolvidos a
partir de chiral switch.

Tabela 4. Racemato a enantiomero puro. Exemplos de chiral switch.

Farmaco Acaolindicagao Comentario
Dexcetoprofeno Anti-inflamatério nao Ainibicado da ciclooxigenase reside
esteroide predominantemente no enantibmero S.

Redugao da dose requerida em comparagao
com o racemato. Redugao no potencial
ulcerogénico em animais.

Dexibuprofeno Anti-inflamatério nao A inibi¢ao da ciclooxigenase reside
esteroide predominantemente no enantibmero S.
Diferentes estudos comparativos indicam
que o tratamento com a metade da dose do
enantidbmero puro é melhor ou equivalente
ao tratamento com o racemato.

Esomeprazol Inibidor da bomba de Enantidmero S do omeprazol. Menor
préton metabolismo de primeira passagem. Menor
clearance e aumento da disponibilidade
sistémica. Redugao da resposta inter-
paciente.

Levobuvicaina Anestésico local Estudos indicam que o perfil clinico do
enantibmero puro é essencialmente o
mesmo do racemato, porém o enantidmero
S exibe menor cardiotoxicidade.

Escitalopram Inibidor da receptagdao de Enantibmero S de 130 a 160 vezes mais
serotonina potente. Diminui¢cdo da dose efetiva
associada a diminui¢cdo de efeitos adversos
e aumento do perfil de tolerabilidade

R — Salbutamol Agonista de receptor B2  Estudos em humanos indicam que o
enantidmero puro produz um aumento
significativo no efeito broncodilatador

Fonte: HUTT e VALENTOVA, 2003.
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Todavia, a utilizacdo de um enantibmero Unico, a partir de sua mistura
racémica, ndo esta isenta de problemas e, em alguns casos, pode nao resultar
em vantagens terapéuticas determinando, ainda, a ocorréncia de efeitos
adversos inesperados. O desenvolvimento do enantibmero puro (R,R)-dilevalol
com unico efeito B-bloqueador, a partir do labetelol, foi interrompido devido a
efeitos adversos associados a hepatotoxicidade. Mais recentemente, o projeto
envolvendo o desenvolvimento da (R)-fluoxetina também foi finalizado devido a
observacdo de efeito colateral durante a fase de avaliacdo clinica (TUCKER,
2000; HUTT e VALENTOVA, 2003).

3.5 Métodos analiticos de separagcdo enantiomérica

O desenvolvimento de métodos analiticos é necessario para controle da
pureza enantiomérica de matérias-primas e produtos acabados de farmacos
quirais. Além disso, os registros das agéncias regulatérias tornam compulséria
a disponibilidade de técnicas enantiosseletivas para assegurar a composi¢cao

estereoisomérica de substancias quirais.

Métodos imunolégicos altamente sensiveis tém sido relatados para
determinacdo da pureza enantiomérica com anticorpos, 0s quais se ligam
especificamente a aminoacidos dextro ou levorotatérios. Estes anticorpos
foram utilizados com sucesso em teste de ELISA para deteccdo da presenca
de varios aminoacidos em um meio contendo uma concentra¢do 100.000 vezes

maior que o seu respectivo enantiomero (MAIER et al., 2001).

Ao lado das técnicas imunoldgicas, diferentes técnicas analiticas de
separacdo enantiomérica sdo reportadas na literatura, tais como: CLAE,
cromatografia a gas, a cromatografia em fluido supercritico, a EC, a
cromatografia em camada delgada e a técnica por dispositivos sensores. Em
qualquer uma destas técnicas, o tempo de corrida, a sensibilidade e a
seletividade devem ser real¢cados no intuito de melhorar o limite de deteccgéo e
o tempo total de analise. Os principais grupos de técnicas analiticas e

preparativas atualmente empregadas podem ser visualizados na Figura 4, onde

a7



3. Revisédo Bibliografica

as técnicas cromatograficas e eletroforéticas constituem o maior campo de

desenvolvimento na resolucao de enantiomeros.

Catalise assimétrica
Extracéao _ .
por biotransformacao

liquido-liquido I

Membranas

7

Sensores 4mmmm 16CNICAs d€ SParacdo  wmsp  Cristalizacio

/ Enantiomérica

Eletroforese Capilar Cromatografia

Figura 4. Técnicas utilizadas na separagcdo de enantibmeros
(Fonte: MAIER et al, 2001).

A separacdo de enantibmeros por cromatografia pode ser feita através
de métodos indiretos ou diretos. O método indireto consiste na reacao inicial de
moléculas quirais com um agente quiral derivatizador, enantiomericamente
puro (pureza > 99%). Esta reacao resulta em dois diasteredmeros que podem
ser separados por CG ou CLAE com coluna nédo quiral. Ao utilizar-se
cromatografia liquida, a fase normal é preferivel para separar derivados
diastereoméricos, pois possui melhor seletividade para isdmeros. A
derivatizacao quiral esta em desuso, pois requer grande tempo e esforco para
analise, ha possibilidade de racemizacdo e a reacdo pode apresentar
diferentes rendimentos das duas formas (ABOUL-ENEIN e ALI, 2003).

O método direto de separacdo de enantibmeros mais empregado faz uso
de colunas contendo fase estacionaria quiral (FEQ), em que moléculas quirais
estdo quimicamente ligadas a um suporte, sendo mais comuns os de silica ou
aminopropilsilica. A ligagdo quimica pode ser do tipo covalente, iGnica ou por
revestimento fisico. A utilizacdo de fase estacionaria quiral na cromatografia
liguida de alta eficiéncia conduz a formacdo de complexos diasteoisoméricos
transitorios entre 0os enantibmeros presentes em uma amostra e o material
constituinte da coluna quiral. Quando os enantibmeros passam através da

FEQ, cada enantibmero forma com esta fase um adsorbato transitorio. Estes
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adsorbatos séo diastereoisémeros e sua formagédo € condi¢do necessaria, mas
insuficiente para ultimar a separacédo dos enantibmeros. Os adsorbatos devem
diferir adequadamente na energia livre para que a separacdo enantiomérica
possa ser observada (SANTORO, 1992).

Os complexos diastereoméricos transitorios formados devem possuir
diferencas em suas energias livres, sendo mais estavel aquele cuja energia
livre for menor. O enantibmero que formar o complexo mais estavel, por sua
vez, sera aquele que ficara mais tempo retido na coluna. A diferenca de
energia livre entre os complexos diastereoméricos transitorios formados
determina a magnitude da enantiosseletividade observada nas interacdes
quirais entre o seletor quiral e o analito, ao passo em que a retencdo e a
eficiéncia observadas sdo determinadas pela soma das interacdes quirais e
aguirais entre os mesmos (ABOUL-ENEIN e ALI, 2003).

3.5.1 Andlise enantiomérica com utilizagao de FEQs por CLAE

Entre os meétodos analiticos mais empregados para a separacgao,
identificacdo e quantificacdo de enantibmeros, pode-se destacar a CLAE com
fase estaciondria quiral. A técnica tem sido amplamente utilizada na
determinacdo da pureza Otica e da constituicdo isomérica de matérias-primas,
preparacdes farmacéuticas, estudos de estabilidade configuracional de
farmacos e determinacdo da farmacocinética e metabolismo de farmacos.
Atualmente cerca de 90% dos trabalhos em resolugdo quiral tem sido
realizados por CLAE (ABOUL-ENEIN e ALlI, 2003).

Para que os enantibmeros possam ser cromatograficamente separados
em FEQs, duas condi¢cdes fundamentais devem ser atendidas: 1) os complexos
ou adsorbatos diastereoisoméricos devem ser formados entre a FEQ e pelo
menos um dos enantibmeros da mistura de isbmeros a ser separada; 2) uma
vez formados devem diferir nas suas energias livres de formagcdo. O grau de
enantiosseletividade sera determinado principalmente pelo adsorbato
diastereoisomérico que contenha as espécies complexadas na conformacao de
mais baixa energia e com 0 menor grau de interacdo estérica. Este complexo

ficara mais retido na FEQ e, por conseguinte, apresentara um maior tempo de
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retencdo resultando na separagdo enantiomérica (SANTORO, 1992, ABOUL-
ENEIN e ALI, 2003).

O fator mais importante na cromatografia liquida quiral é a fase
estacionaria quiral. No entanto, a separacdo dos enantibmeros € muito sensivel
as mudancas de temperatura, pH, for¢ca idnica, polaridade e composi¢do de
fase movel. Pequenas mudancas nestes parametros causam drasticas
modificacdes nos tempos de retencdo e na resolucdo. Este fato € explicado
devido a alta especificidade e as interacfes simultdneas que sao necessarias
para haver o reconhecimento quiral (WARD e BAKER, 2008).

Segundo Snyder et al.,, (1997), as quatro principais classes de fases
estacionéarias, na ordem por universalidade de separacdo de enantibmeros,
sdo: proteina, carboidrato, pirkle e ciclodextrina. Outras duas classes
empregadas em menor escala sdo: troca de ligante e antibiético macrociclico.
Atualmente existem mais de 100 fases estacionarias quirais disponiveis
comercialmente.

A Tabela 5 mostra um resumo comparativo dos tipos de fases
estacionarias quirais, incluindo a base do mecanismo de reconhecimento quiral
e 0s requisitos do analito e da fase movel para promover a separacao

enantiomérica.
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Tabela 5. Comparacao dos tipos de fases estacionarias quirais e requisitos

para analise enantiosseletiva.

Mecanismos e requisitos do Tipo de fase estaciondria
analito e fase movel

Proteina Carboidrato  Pirkle Ciclodextrina  Antibioticos

Interacao hidrofébica X
Interacao eletrostatica X
Interacdes atrativas X
o
£ Interagdes - X X
§ Ligacgao dipolo X X
% Ponte de hidrogénio X X X
Complexagéao de inclusédo X X
Impedimento estérico X
Aprisionamento hidrofébico X
Grupo ionizavel X
Grupo aromatico X X
Grupo polar X
o Habilidade para ponte de
< hidrogénio X X X
c
< Habilidade par interagéo T X X
Habilidade para ligacédo dipolo X
Grupo estérico proximo ao
centro quiral X X
— Fase reversa X X X X X
32
® *g Fase normal X X X X
Fase reversa ndo aquosa X X X

Fonte: Adaptado de SNYDER et al.,1997.

Nas ultimas duas décadas, inUmeros seletores quirais foram avaliados
tanto para verificar suas habilidades de resolucdo quiral, quanto para seu
emprego na preparacdo de centenas de fases estacionarias quirais. Dentre
essas fases, aquelas que se mostraram mais promissoras estao disponiveis
comercialmente e sdo empregadas para aplicacdes diversas. Para a analise de
farmacos quirais e seus metabdlitos, a literatura destaca o sucesso das fases
estacionéarias quirais baseadas em derivados de carboidratos e em proteinas
(BONATO, 2005).
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3.5.1.1 Fases estacionarias derivadas de polissacarideos

Os carboidratos sédo polissacarideos de ocorréncia natural. Derivados
deste polimero, como a celulose e a amilose, exibem a propriedade de
interagdo quiral. Os polissacarideos mais empregados na analise
enantiosseletiva sdo os derivados de celulose e amilose. A celulose apresenta
uma estrutura linear rigida e a amilose estrutura helicoidal e esta que determina
os diferentes graus de separagdo de enantibmeros. Existe comercialmente
disponivel uma extensa quantidade de fases estacionarias quirais contendo
derivados de polissacarideo. Estas colunas sdo empregadas para a separagao
de muitas classes de enantidbmeros em que a diferenca na seletividade esta
associada a diferentes estruturas dos polissacarideos (SINGH et al., 2001).

As fases estacionarias do tipo carboidrato apresentam vantagens como
elevada capacidade de carregamento de amostra, geralmente sdo usadas com
solventes organicos, facilmente removidos para isolamento de espécies e séo
aplicaveis na separagdo de grande numero de compostos. Como
desvantagem, as colunas de carboidratos convencionais (usadas no modo de
fase normal) sdo sensiveis a solventes aquosos, requerendo amostras e
solventes livres de agua e apresentam eficiéncia moderada em relagdo as
fases estacionarias proteicas. O emprego de fase movel aquosa é viavel,
quando em conjunto com colunas de carboidrato modificadas para fase reversa
(BONATO, 2005).

Dentre as FEQs baseadas em tris-fenilcarbamatos, as fases tris (3,5-
dimetilfenilcarbamato) de celulose e amilose sdo as mais estudadas e
utilizadas, devido a elevada estabilidade e grande capacidade de discriminagao
e resolucdo de uma ampla variedade de compostos. Nestes derivados, os
enantidbmeros podem interagir com os grupos -NH e C=0 da fase estacionaria,
além de interagdes dipolo-dipolo com os grupos C=0. Interagbes n-n também
sdo importantes na resolugédo quiral de racematos aromaticos (LOURENCO, et

al., 2010). A Figura 5 exemplifica a estrutura das colunas de celulose e amilose.
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Figura 5. Fases quirais derivadas de fenilcarbamatos de celulose e amilose
1(a): tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose, 2(a) tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose, e 2(b): tris [(S)-1—feniletiicarbamato] de
amilose (LOURENCO et al., 2010).

Registros em literatura mostram que a fase estacionaria quiral Chiralcel
OD®, contendo o derivado de celulose tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) de
celulose é a que tem sido mais empregada na separagdo de centenas de
racematos. Além das fases estacionarias do tipo carboidrato, exclusivamente
empregadas em fase normal, foram desenvolvidas colunas quirais compativeis
com analises em fase reversa e com o uso de solvente polar aquoso. A coluna
Chiralcel OD-R® é exemplo para aplicacdo em fase reversa. (LOURENCO et
al., 2010).

3.5.1.2 Fases estacionarias derivadas de proteinas

As proteinas sao polimeros complexos de elevada massa molecular
especifica. A habilidade das proteinas em se ligar estereoespecificamente a
moléculas menores foi objeto de estudo para o desenvolvimento de uma série
de FEQs comercialmente disponiveis. Entre as proteinas empregadas na

fabricagdo dessas FEQs estdo a glicoproteina a1-acida, albumina sérica,
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ovomucdide, celobioidrolase e pepsina (THOMPSON, 2005). Essas fases
apresentam enantiosseletividade para um grande numero de compostos,
permitindo a analise direta, ou seja, sem necessidade de derivagdo. Por outro
lado, a baixa capacidade e menor estabilidade das colunas e o limitado
entendimento dos mecanismos de separagao sao fatores limitantes de sua
utilizacdo (BONATO, 2005).

Interagdes altamente seletivas entre certas moléculas e as proteinas no
sistema biologico fornecem a base da cromatografia com fases quirais
proteicas. O mecanismo de resolugao quiral envolve interagdes eletrostaticas e
hidrofobicas, fatores estéreos, ligagbes de hidrogénio e interagdes por
transferéncia de cargas. Portanto, a resolugdo quiral depende das condi¢des
cromatograficas tais como pH, forga idnica, concentragao e tipo do modificador
organico, temperatura e presencga de aditivos carregados (BONATO, 2005).

Atualmente, colunas quirais baseadas em varias proteinas estao
disponiveis comercialmente e encontram-se descritas na Tabela 6. Essas fases
apresentam enantiosseletividade para um grande numero de compostos,
permitindo a analise direta, ou seja, sem necessidade de derivagao. Por outro
lado, a baixa capacidade e menor estabilidade das colunas e o limitado
entendimento dos mecanismos de separagéo sao fatores limitantes (BONATO
et al., 2005).

Tabela 6. Fases estacionarias proteicas disponiveis comercialmente.

Proteina Origem

Nome comercial

Fabricante

Soroalbumina Soro bovino

Soroalbumina Soro humano

Soro humano ou
bovino

a-glicoproteina
acida
Ovomucoide Clara de ovo

Avidina Clara de ovo

Celobioidrolase Fungo

Pepsina Estdmago suino

RESOLVOSIL, BSA-7
ULTRON ES-BSA
CHIRAL BSA

CHIRAL HSA
CHIRAL HSA

CHIRAL AGP

ULTRON ES-OVM

BIOPTIC AV-1

CHIRAL-CBH

ULTRON ES-PEPSIN

MACHERY NAGEL
SHINWA CHEM. IND.
SHANDON

SHANDON
CHROMTECH AB

CHROMTECH AB

SHINWA CHEM. IND.

GL SCIENCES

CHROMTECH AB

SHINWA CHEM. IND.

Fonte: Adaptado de BONATO et al.,2005.
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3.5.2 Andlise enantiomérica por eletroforese capilar (EC)

A eletroforese é definida como o transporte, em solucéo eletrolitica, de
compostos carregados eletricamente sob a influéncia de um campo elétrico, no
qual a separagao entre dois solutos ocorre de acordo com diferengas entre
suas mobilidades eletroforéticas. A EC se estabeleceu como alternativa atrativa
na separagdo de compostos enantioméricos, essa separagao ocorre
principalmente pela presenca de seletor quiral ao eletrdlito (RUDAZ et al,
2003).

A EC se estabeleceu como uma ferramenta importante para a separagao
enantiomérica, sendo reconhecida por apresentar alto poder de resolugao
aliada a grande flexibilidade no que diz respeito as condi¢cdes de separacao
(ZHANG et al., 2005). Essa flexibilidade da EC, por sua vez, € uma de suas
vantagens mais atraentes. Usando a mesma instrumentacdo e o mesmo
capilar, € possivel, simplesmente alterando a composi¢cdo do eletrdlito de

analise, encontrar o meio 6timo para separagao enantiomérica (NISHI, 1996).

Devido a quantidade reduzida de seletor quiral necessaria para alcangar
a separagao quiral, a EC possui uma grande vantagem econémica quando
comparada com a separacao por CLAE. Adicionalmente, o tempo de analise, o
consumo de solventes e a simplicidade instrumental sdo outras vantagens que
fazem a EC se estabelecer entre as principais técnicas utilizadas para a

separagao enantiomérica (BONATO et al., 2005).

No entanto, existem duas razdes principais para que esta técnica nao
esteja sendo amplamente utilizada. Uma das razdes € a baixa sensibilidade
atribuida a pequena quantidade de amostra injetada no capilar, associado ao
pequeno caminho Optico de deteccdo. A segunda razdo € relacionada a
dificuldade de reprodutibilidade dos tempos de migracdo e a menor precisao
relacionada a quantificagdo (HOLZGRABE et al., 2006).

Existe uma série de alternativas para aumentar a sensibilidade da EC.

Uma das alternativas consiste na utilizagdo de células de deteccdo com
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caminho Optico aumentado. Porém, o uso dessas células s6 é vantajoso no
caso em que o eletrdlito de corrida ndo apresente absor¢cdo no comprimento de
onda empregado. Outra possibilidade de se aumentar a sensibilidade é
empregando outros sistemas de detecgcdao em substituicdo a detecgao por
espectrofotometria UV-Vis, como a detecgdo por espectrofotometria de
massas, a deteccdo por fluorescéncia induzida a laser e a detecgao
condutométrica (HOLZGRABE et al., 2006).

No tocante a reprodutibilidade dos tempos de migragao, Holzgrabe e
colaboradores (2006) afirmam que ela é extremamente dependente do
condicionamento do capilar. Os autores afirmam ainda que a adogao de
procedimentos adequados de condicionamento é necessaria €, a0 mesmo
tempo suficiente para garantir a técnica a mesma reprodutibilidade observada
por CLAE. A temperatura a qual o capilar é exposto é outro fator importante que
deve ser controlado para garantir a reprodutibilidade nas analises, pois afeta a
viscosidade e condutividade do eletrdlito de corrida, influindo sobre os tempos
de migracgao.

Dos varios seletores quirais utilizados, as ciclodextrinas (CD) e seus
derivados sao, reconhecidamente, os mais importantes. Estima-se que cerca
de 80% das separagdes enantioméricas em EC s&o obtidas pelo uso de CDs
(BLANCO e VALVERDE, 2003). Dessa forma, esses seletores quirais serao
discutidos em detalhes. A Tabela 7 relaciona outros seletores quirais

importantes, bem como algumas de suas propriedades.
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Tabela 7. Outros seletores quirais usados na EC.

Seletor Quiral Exemplos Mecanismo

Eter coroa Acido (+)-(18-coroa-6)- Complexos de inclusdo baseados
2,3,11,12- tetracarboxilico em iteracdes ion - dipolo

Polissacarideos Dextrana e dextrina Em solugéo aquosa apresentam

Neutros conformacéo helicoidal, responsavel

pelo reconhecimento quiral

Polissacarideos Heparina e aminoglicoideos Interacdo com a estrutura helicoidal

carregados e grupos carregados

Proteinas Soroalbumina e a1-glicoproteina Separacéo baseada em principios de
acida bioafinidade

Antibidticos Ansamicinas (rifamicina B e Inclusé@o do analito nas cavidades

macrolideos rifamicina SV) e glicopeptideos hidrofébicas

(vancomicina, teicopanina e
ristoceina A)

Tensoativos Colato de sédio, taucolato de Inclusdo em micelas helicoidais
quirais sédio e deoxicolato de sodio

Fonte: BONATO et al., 2005.

As principais vantagens das CDs originam-se de sua estrutura unica
(Figura 6). As CDs sao moléculas ciclicas de oligossacarideos quirais de
origem natural, com forma similar @ de um cone truncado, consistindo de seis,
sete ou oito unidades de (+)-(D)-glicopiranose unidas por ligagdes o(1-4), as
quais sao denominadas a-, - e y-CD, respectivamente. O didmetro e o volume
da cavidade variam com o numero de unidades de glicose no anel da CD. A
cavidade interna da CD é relativamente hidrofdébica, enquanto que as bordas
da cavidade sao hidrofilicas, devido a presencga de grupos hidroxilas primarios
e secundarios. Esses grupos hidroxilas podem ser facilmente modificados,
originando inumeros derivados neutros ou carregados. Essa derivagcéo
aumenta a solubilidade da CD e altera suas propriedades enantiosseletivas
eletrolito (RUDAZ et al., 2003).
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Figura 6. A) Estrutura geral das ciclodextrinas. Os derivados a, 3 e y-CD sé&o
definidos por n=1, 2 e 3, respectivamente. B) Representacdo esquematica da
estrutura tridimensional das CDs, mostrando as caracteristicas estruturais

definidas pelo arranjo das unidades de glicose (BRITO et al., 2004).

Para que ocorra o reconhecimento quiral, pelo menos uma parte da
molécula héspede devera interagir adequadamente com a cavidade da CD. O
complexo de inclusdo formado pode ser estabilizado por interacdes
secundarias especificas entre a parte da molécula do soluto que permaneceu
na parte externa da cavidade e os grupos hidroxilas ou outros grupos
funcionais da borda da CD, principalmente por interagdes como ligagdes de
hidrogénio. Outras interagdes incluem as interagdes hidrofdbicas, dipolo-dipolo
e de transferéncia de carga (FANALI, 2000).

A estabilidade dos complexos de inclusao € influenciada por diversos
parametros como, por exemplo, a estrutura quimica e hidrofobicidade da
molécula hdspede, contra-ion, pH e concentracdo da solucdo de eletrélitos,
presenga de solvente organico, temperatura, tipo do grupo funcional de
derivacao e concentragao da CD (FANALI, 2000).

Dentre os derivados neutros das CDs, destacam-se as BCD metiladas
e BCD hidroxipropilada (HPBCD). Derivados neutros de outras CDs (a-CD e y-
CD) também tém sido empregados, embora em menor proporg¢ao. A separagao
enantiosseletiva de solutos basicos empregando CDs e seus derivados neutros
€ feita em meio acido para que esses solutos possam apresentar carga positiva
e migrar do ponto de injecdo em diregao ao detector. Se a CD empregada néo

possuir carga, sua migracao sera minima, ja que ela ira migrar junto com o
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fluxo eletrosmético que, nesse caso, € baixo. Portanto, o enantibmero que
formar o complexo de inclusdo mais estavel com a CD tera um maior tempo de
migragéo. Os solutos acidos deveriam ser separados em meio basico para que
pudessem apresentar carga negativa e fossem retardados em relagao ao fluxo
eletrosmatico. Entretanto, separagdes de solutos acidos na forma carregada

nao tém se mostrado muito eficazes (RUDAZ et al., 2003).

A separagdo de enantibmeros empregando CDs esta em continuo
desenvolvimento, surgindo, a todo o momento, novos derivados e formas de se
realizar as separagdes. Uma das tendéncias € a utilizagdo de mais de um
seletor quiral na solugao de eletrdlitos, ou seja, duas CDs ou ainda, uma CD e
outro seletor quiral. Resultados bastante satisfatérios tém sido observados
particularmente com o uso de uma CD neutra e outra carregada. A CD neutra
confere enantiosseletividade ao sistema, enquanto que a CD carregada pode
conferir enantiosseletividade adicional, ou simplesmente conferir carga aos
analitos analisados na forma ndo carregada, para que possam migrar em
direcao ao detector (GAITANI et al., 2003).

3.6 Duloxetina

A depressédo € uma condicao psiquiatrica extremamente comum, para a
qual existe uma série de teorias neuroquimicas e uma variedade
correspondente de diferentes tipos de farmacos usados em seu tratamento.
Pesquisas sugerem que desequilibrios apresentados em  dois
neurotransmissores, serotonina (5-HT) e norepinefrina (NE), possuem
importante papel, ndo somente nos sintomas emocionais da depressao, mas
também nos sintomas fisicos dolorosos, frequentemente associados com a
doenca (STAHL, 2002).

A teoria bioquimica da depressdo esta baseada na compreensdo do
papel dos neurotransmissores em todo o0 organismo. A hipétese
monoaminérgica sugere uma base bioldgica para a depressao, isto €, uma
deficiéncia da 5-HT e/ou NE no sistema nervoso central (HIRCHFILD, 2000).
Supbe-se que certos sintomas da doenca sejam mediados pela 5-HT, como
agressividade, apetite e libido. Por outro lado, supde-se que a concentragao, o
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interesse e a motivacao sejam mediados pela NE. Entretanto, os principais
sintomas da depressao incluem: humor depressivo, ansiedade, dores, perda de
energia e prejuizo da fungéo cognitiva, sendo que estes ndo estdo claramente

identificados com um ou outro neurotransmissor.

Ha uma grande sobreposicdo dos sintomas mediados por estes dois
neurotransmissores, tornando impossivel determinar clinicamente se um
paciente deprimido respondera melhor a um inibidor de recaptagcédo de 5-HT ou
de NE. Além disso, pelo fato de muitos pacientes apresentarem tanto sintomas
emocionais quanto fisicos da depresséo, usar um antidepressivo que atue tanto
na 5-HT como na NE pode aumentar a chance de melhora dos sintomas dos
pacientes (WECKER e CATALANO, 2006).

A duloxetina foi descoberta pelos mesmos pesquisadores da fluoxetina,
David Robertson, Joseph Krushinski e David Wong. A primeira publicacdo
sobre a descoberta da racemizacdo da duloxetina foi publicada em 1988
(WONG et al., 1988).

A duloxetina [(S)-N-metil-3-(1-naftaleniloxi)-3-(2-tienil)-propanoaminal
(Figura 7) foi aprovada para uso clinico em 2004 pelo FDA. No Brasil, a
duloxetina foi introduzida no mercado em 2005 com o nome de Cymbalta®
(cloridrato de duloxetina), sob apresentacdo de capsulas gelatinosas contendo
microgranulos de cobertura entérica na dosagem de 30 e 60 mg. O
desenvolvimento e a comercializacdo do produto sdo de responsabilidade das
industrias farmacéuticas Eli Lilly e Boehringer Ingelheim, sendo controlado pela

lista “C1” da resolug¢do RDC n° 15/2007.

A utilizacdo da duloxetina oferece vantagens frente a outros
antidepressantes existentes como a fluoxetina, tomoxetina e nisoxetina, devido
ao aumento da eficacia, diminuicdo de efeitos adversos e dupla inibicdo de

receptores de serotonina e norepinefrina (SONI e BANERJEE, 2005).
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Figura 7. Estrutura quimica da duloxetina.

A duloxetina € um potente e balanceado inibidor duplo da recaptacao de
5-HT e NE. O (R) enantibmero da duloxetina € também um inibidor da
recaptacao de 5-HT e NE, no entanto, o enantibmero (S) se mostrou duas
vezes mais potente que o isobmero R (BYMASTER et al., 2003; YANG et al.,
2007; TRAFF et al.,, 2011). De acordo com o processo de fabricacdo, o
enantibmero (S) é rotineiramente obtido e o enantibmero (R) € considerado
como uma impureza (EMEA, 2005). A Tabela 8 apresenta os métodos

enantiosseletivos descritos na literatura para a duloxetina.

Tabela 8. Métodos para determinagao quiral de duloxetina.

Técnica Seletor Quiral Referéncia
Coluna Chirobiotic V (vancomicina) e
CLAE N YANG et al., 2007
HPBCD como aditivo de fase movel
CLAE Coluna Chiralpak AD (amilose) RANE e SHINDE, 2008
CLAE Coluna Chiral-AGP (glicoproteina) DAVADRA et al., 2011
EC Ciclodextrinas LIU e NUSSBAUM, 1998
EC Glicogénio ZHU et al., 2007
EC Lactobionato de Eritromicina CHEN et al., 2010
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Os trabalhos envolvendo a separacdo dos enantibmeros da duloxetina
possuem diferentes abordagens. Yang e colaboradores (2007) propuseram
primeiramente a separagdo por CLAE dos enantibmeros utilizando coluna
quiral Chirobiotic V que é composta por uma glicoproteina macrociclica
(vancomicina). A resolugdo maxima alcangada foi de 1,8 e a separacao
cromatografica otimizada obteve tempo de retengdo de aproximadamente 14,0
minutos para a S-duloxetina e 15,2 minutos para a R-duloxetina. Outra
proposta de separacgao foi a utilizagcdo de HPBCD como aditivo de fase mével e
separagao em coluna de fase reversa aquiral (coluna C8). Nesta situacédo os
enantidmeros da duloxetina também foram resolvidos, porém a resolucao de
1,65 s6 foi alcangada com tempos de corrida superiores a 50 minutos.

A separacdo dos enantidmeros da duloxetina por CLAE foi descrita
também por Rane e Shinde (2008) utilizando coluna quiral de amilose
(chiralpak AD). O método otimizado teve resolugédo de 2,8 e foi validado para
determinar a R-duloxetina como impureza na matéria-prima de duloxetina.

Em 2011, Davandra e colaboradores desenvolveram método
enantiosseletivo por CLAE para a duloxetina utilizando coluna quiral de a-1-
acido glicoproteina (chiral-AGP). O método foi validado para determinacao dos
enantibmeros S e R da duloxetina em matéria-prima e formulacdes
farmacéuticas.

Quando se trata da analise dos enantidmeros da duloxetina por EC, Liu
e Nussbaum (1998) estudaram o comportamento de diversos compostos
bésicos utilizando ciclodextrinas modificadas como seletor quiral. De acordo
com os resultados obtidos, os seletores quirais HP-B-CD, HP-a-CD e SUL-B-
CD se mostraram eficazes para separar os compostos de interesse. Este
trabalho ndo propds nenhum tipo de validac&o por se tratar de um screening.

Em 2009, Zhu e colaboradores propuseram a separacdo quiral da
duloxetina por EC utilizando glicogénio como seletor quiral. A resolucéo
otimizada foi de 1,84 e os autores discutiram 0 mecanismo de separagcédo dos
enantiobmeros sem abordar a validacdo do método.

A separacao quiral de farmacos basicos a partir da utilizagdo do
lactobionato de eritromicina foi estudada por Chen e colaboradores (2010).
Segundo dados do estudo, obteve-se resolugdo satisfatéria entre o0s

enantiomeros da duloxetina, porém o tempo de corrida foi superior a 50
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minutos. Neste estudo também néo foi abordada a validagdo do método

analitico.

3.7 Validac&o de metodologia analitica

3.7.1 Critérios de aceitacao

Validacéo refere-se ao ato de validar, tornar legitimo. Este termo é
empregado e inclusive requerido em legislacbes e normas nacionais e
internacionais para assegurar a validade de processos de distinta natureza.
Validar € assegurar através de evidéncia consistentemente documentada que
um sistema ou processo funciona como deve funcionar, de acordo com as
especificacdes técnicas e atributos de qualidade previamente estabelecidos
(HEBER, 2002).

Os conceitos e definicbes sobre validacdo de metodologia analitica sdo
encontrados em vasta literatura, incluindo compéndios como as Farmacopeias,
guias técnicos de agéncias regulatérias como o FDA, conferéncias como o ICH
(International Conference on Harmonization), legislagbes como a RE 899 de 29
de maio de 2003 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria),
normas e orientacbes do INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial), artigos de revisdo (RIBANI et al., 2004)
entre outros. Entretanto, estes guias sdo geralmente ndo especificos e
carecem detalhes de “como fazer” os testes de validacao na pratica.

Conforme legislacdo vigente da ANVISA (RE n° 899, de 29 de maio de
2003), a validacdo de metodologia analitica é o ato de demonstrar que um
método é confiavel e reprodutivel para as finalidades propostas. Para isto, o
método é desafiado mediante a avaliacdo dos seguintes parametros:

* Especificidade (ou seletividade)
* Linearidade

* Limite de deteccéo

* Limite de quantificagcao

» Exatidao

* Precisao (repetibilidade e reprodutibilidade)
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* Intervalo

* Robustez (estabilidade de solug&o e planejamento fatorial)

A Tabela 9 apresenta os parametros recomendados para métodos de

pureza quiral.

Tabela 9. Parametros recomendados para métodos de pureza quiral.

Parametro

Composto majoritario

Composto minoritario
(impureza enantiomérica)

Especificidade

Linearidade

Sensibilidade

Precisao

Exatidao

Intervalo

Estabilidade do analito

N&o deve apresentar
interferéncias do branco

O tempo de retencao e
resolucdo deve ser aceitavel

Faixa de 80-120% do teor
Demonstrar inclinagéo,
intercepto, coeficiente de
correlacdo e soma dos
guadrados residuais

N&o se aplica

Repetibilidade a 100%.
Replicatas n=6 (DPR < 5,0%)

Inferida baseada na
linearidade, precisdo e
especificidade

Inferida baseada na
linearidade, exatidao e
precisao

Verificar o tempo de
estabilidade da solugéo de
amostra preparada

N&o deve apresentar
interferéncias do branco
O tempo de retencao e
resolucao deve ser
aceitavel

Faixa de 80-120% da
especificacéo
Demonstrar inclinagao,
intercepto, coeficiente de
correlacdo e soma dos
guadrados residuais

Limite de quantificacéo de

50-100% da especificacdo

S/IN 210

Limite de detecgdo S/N = 3

Repetibilidade na
especificacéo
Replicatas n=6 (DPR <
20,0%)

Inferida baseada na
linearidade, precisao e
especificidade

Inferida baseada na
linearidade, exatidao e
precisao

Verificar o tempo de
estabilidade da solugéo de
amostra preparada

Fonte: Wrezel et al., 2006

A segquir, sera feita uma abordagem sobre validacdo de metodologia

analitica, baseada nos guias e legislacéo disponiveis sobre o tema.
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3.7.2 Especificidade e seletividade

Os termos especificidade e seletividade algumas vezes sdo empregados
como sindénimos. Por definicdo, diz-se que um método € especifico quando
responde para uma uUnica substancia de interesse. Um meétodo é seletivo
quando exprime resposta para varios compostos quimicos, com caracteristicas
comuns (RIBANI et al., 2004). Em validacdo de metodologia analitica na area
farmacéutica, o termo especificidade é comumente o mais adotado.
Especificidade é a capacidade de o método distinguir inequivocamente o
analito na presenca de outros componentes, por exemplo, matriz da amostra,
produtos de degradacado, impureza, subprodutos de sintese, contaminantes,
etc. A amostra simulada de excipientes também é comumente chamada de
placebo e refere-se a mistura de todos os componentes da amostra, exceto 0s
analitos de interesse, nas mesmas concentracdes previstas para a solucdo
teste.

O método sera considerado especifico se atender a dois requerimentos
gerais: 1) os cromatogramas das solucdes isentas do analito ndo devem
apresentar resposta na regiao de eluicdo dos picos de interesse; 2) a resposta
dos picos de interesse nao deve ser afetada por outros solutos.

Para assegurar o cumprimento desses requisitos deve ser demonstrada
separacao satisfatoria do pico do analito e outros picos do cromatograma. Os
picos de interesse devem apresentar também fator de pureza satisfatorio, ou
seja, ndo deve haver coeluicdo. A determinacdo do fator de pureza, através da
comparacao de espectros sobre a area do pico, empregando detector de
arranjo de diodos (detector PDA), em conjunto com os demais resultados do

teste de especificidade, € indicativo satisfatério da especificidade do método.

3.7.3 Linearidade
Linearidade é a capacidade que o método tem de fornecer respostas

proporcionais a concentracdo, numa faixa determinada (ANVISA, RE 899 de 29
de maio de 2003).
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Para demonstrar a linearidade devem-se preparar solu¢des padrao de
concentracdo seriada, de acordo com a faixa pretendida para utilizacdo do
método. Em geral sdo avaliados, no minimo, cinco niveis de concentragdo. A
analise do resultado de cada solucédo injetada deve ser feita com base na
resposta de altura e/ou area dos picos de interesse. Deve-se calcular a
resposta média e o correspondente DPR obtido para as replicatas de um
mesmo nivel de concentracdo. A resposta relativa média obtida para cada nivel
de concentracdo injetado deve ser calculada e comparada com a resposta
relativa obtida para o nivel 100% de concentracéo. Isto permite avaliar o quanto
a resposta de cada nivel desviado ponto central de concentragdo estabelecido
para o método e é possivel identificar alguma tendéncia que pde em risco a
proporcionalidade entre resposta e concentracao.

Os resultados médios de resposta obtidos em duplicata para cada nivel
de concentracdo sdo tratados estatisticamente, segundo o método dos
minimos quadrados, com base no modelo de regresséao linear. Os parametros
do modelo linear sdo obtidos e correspondem ao coeficiente de correlacdo
linear, intercepto (“a@”) e coeficiente de correlagao angular, “slope” (“b”). Desta
forma, esta definida a equacéo de primeira ordem do modelo linear: y = a + bx.
A significAncia estatistica do intercepto € determinada através da soma dos
desvios e seu erro padrao.

Com os dados da regressao linear, é feita a analise de variancia
(ANOVA) para testar a significancia do modelo e dos residuos associados. A
relacdo entre as variaveis x e y € determinada através do calculo do coeficiente
de determinacdo (R?), que mostra o grau de variabilidade explicada pelo
método e do coeficiente de correlacdo (r = VR?). Para analise de farmacos por

cromatografia liquida, recomenda-se r > 0,999 (SNYDER et al.,1997).

Para verificar se ha falta de ajuste dos dados ao modelo escolhido é
realizado o “Lackof Fit Test”, através da ANOVA. Os residuos sao
decompostos em erro puro (aleatério) e erro devido a falta de ajuste dos dados
(pode ser originado de erros sistematicos ou grosseiros). A significancia da
falta de ajuste € avaliada através da comparacdo das variancias obtidas para a
soma quadratica dos desvios de erro puro e dos desvios de falta de ajuste. Se

ndo houver diferenca entre estas variancias, estd comprovado que ndo ha falta

66



3. Revisédo Bibliografica

de ajuste dos dados ao modelo linear escolhido. A avaliacdo visual do grafico
de residuos padronizados € importante para identificar tendéncia ou indicacao
de autocorrelacdo serial entre os desvios dos diferentes niveis de concentracao
avaliado. O grafico deve exibir perfil aleatério, randémico, mostrando que a
variabilidade é a mesma ao longo da faixa de concentracdo avaliada no teste
de linearidade (RIBEIRO et al., 2008).

A linearidade do método é plenamente comprovada para a faixa avaliada
guando séo atendidos de modo satisfatorio os critérios de aceitacdo quanto ao
coeficiente de correlacdo linear, desvio da resposta relativa, significancia do
intercepto e da falta de ajuste e distribuicdo dos residuos.

3.7.4 Limite de deteccéo e limite de quantificacéo

O limite de deteccdo (LD) de um método € a menor concentracéo
detectada, mas ndo necessariamente quantificada. O limite de quantificacdo
(LQ) é a menor concentracdo que foi detectada e pode ser quantificada com
precisdo e exatiddo adequadas (ANVISA, RE 899 de 29 de maio de 2003.
Teoricamente, multiplo de 3,3 vezes, o ruido gera um sinal (medido em altura
do pico) suficientemente distinguivel do ruido, a ponto de ser sempre detectado
(LD). Do mesmo modo, multiplo de 10 vezes o ruido, gera um sinal
qguantificAvel com preciséo e exatiddo adequada. Na pratica, com base no valor
tedrico calculado, devem ser preparadas solucbes padrdo diluidas, com
concentracdo equivalente a area esperada para o valor de LD e LQ calculados.
Estas solu¢gbes devem ser cromatografadas, injetadas sequencialmente, por no
minimo seis vezes.

A resposta das injecdes da solucdo de LQ deve ser avaliada quanto ao
valor de concentracao resultante e ao DPR. Se o resultado obtido apresentar
precisdo adequada, entdo realmente a solucdo testada corresponde ao limite
de quantificacdo do método. Caso os valores tedricos de LQ ndo sejam
comprovados na prética, deve-se preparar solucdo gradativamente mais

concentrada para que o método seja novamente desafiado.
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3.7.5 Exatidao

A exatiddo do método exprime o grau de concordancia entre um valor
observado experimentalmente e um valor aceito como verdadeiro (RIBANI et
al.,2004). A exatiddo deve ser demonstrada através da avaliacdo de pelo
menos nove replicatas, sendo trés replicatas de trés diferentes niveis de
concentracdo (baixa, média e alta), concordante com o intervalo recomendado
para a finalidade do método (ANVISA, RE 899 de 29 de maio de 2003). Para
fazer o teste de exatiddo, deve-se analisar concentracdo conhecida do analito,
na presenca dos componentes da matriz e mediante a submisséo de todas as
etapas envolvidas no procedimento de preparacao da solucéo teste.

Os resultados de resposta obtidos com as solu¢des de recuperacéo séo
comparados com as respostas de uma solucdo padrdo controle, no nivel de
concentracdo 100%, preparada a partir da mesma solucdo padrdo estoque
usada para fazer as solucdes de recuperacéo. Recuperacéo de 98% a 102% é

usualmente recomendada em analise de medicamentos.

3.7.6 Precisao

A precisdo de um método é dada pelo grau de concordancia (grau de
dispersdo) entre uma série de medidas obtidas a partir de mudaltiplas
amostragens de uma mesma amostra homogénea sob as condi¢des prescritas
no método
(ANVISA, 2003).

A repetibilidade do método é definida como o nivel de concordancia
entre os resultados obtidos a partir da aplicacdo do procedimento experimental
diversas vezes (n > 6 para o nivel de concentracdo 100% ou um minimo de 9
determinacdes, como por exemplo, 3 replicatas de trés niveis de
concentracdo), sob as condi¢des prescritas pelo método, num curto intervalo
de tempo.

A precisdo intermediaria indica o efeito das variagbes dentro do
laboratério devido a eventos como diferentes dias, diferentes analistas,
diferentes equipamentos ou uma combinacdo desses fatores. E reconhecida
como a mais representativa da variabilidade dos resultados em um Unico
laboratério (RIBANI et al., 2004).
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A reprodutibilidade € a avaliacdo dos resultados obtidos em diferentes
laboratorios, mediante o uso da mesma metodologia analitica. Deve ser
considerada em situacdes de padronizacdo de procedimentos analiticos a

serem incluidos, por exemplo, em farmacopeias (RIBANI et al., 2004).

3.7.7 Intervalo

O intervalo de um método analitico & a faixa entre a maior e a menor
concentracdo (quantidade) de analito em uma amostra para a qual se
demonstra que o procedimento analitico tem um nivel adequado de linearidade,
exatidao e precisdo (ANVISA, 2003). O intervalo de um método analitico deriva,
portanto, das faixas testadas para a determinacédo da linearidade, exatidao e

preciséo.

3.7.8 Robustez

A robustez de um método analitico € a medida da capacidade do método
manter-se inalterado mesmo apds pequenas, mas deliberadas variacdes de
alguns de seus parametros (ANVISA, RE 899 de 29 de maio de 2003). E um
indicativo da sua confiabilidade para seu uso rotineiro.

A demonstracdo da robustez pode ser etapa integrante do
desenvolvimento do método. Para demonstrar a robustez deve-se comprovar
gue pequenas variacdes de alguns fatores como pH, temperatura, fornecedor
de coluna, porcentagem de componentes da fase movel e vazdo ndo tenham
efeito significativo sobre a resposta para a quantificacdo do analito na amostra.
Isto pode ser feito através de planejamento fatorial (DEJAEGHER e VANDER
HEYDEN, 2007).

A estabilidade das solucbes refere-se a capacidade das solucdes de
amostra e padrdo manterem inalteradas suas caracteristicas e propriedades
fisico-quimicas, quando submetidas a condicdbes de armazenamento

especificas.
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4.1 Substancia quimica de referéncia (SQR)

A SQR de S-duloxetina (98,5%, m/m) foi adquirida junto a empresa
EcoChem International (Copenhagen, Dinamarca) e R-duloxetina (99,0% m/m)
junto a AKSci (California, EUA). A SQR de Cimetidina, usada como padrdo
interno foi fornecido pela USP (Rockville, EUA). O composto 1-Naftol foi

adquirido junto a empresa Nuclear (Sao Paulo, Brasil).
4.2 Produto farmacéutico

Cépsulas contendo 60 mg de duloxetina, em microgranulos de cobertura
entérica, foram adquiridas no mercado sob o nome comercial de Cymbalta®
produzido pela empresa Eli Lilly and Company (Indianépolis, EUA).

Os excipientes contidos no produto farmacéutico foram adquiridos de diferentes
fontes comerciais. A Tabela 10 apresenta a composicdo da amostra simulada

de excipientes.

Tabela 10. Composi¢cdo da amostra simulada de excipientes.

Excipiente Concentracéo (%)
Sacarose 65,0
Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) 10,0
Acetato succinato de HPMC 4,0
Talco 1,0
Di6xido de titanio 0,5
Citrato de trietila 1,0

1- Determinadas de acordo com as especificacbes de concentracdes percentuais
médias descritas para cada excipiente em g.s.p 100% do farmaco (KIBBE, 2000;
SHIN-ETSU, 2008).

4.3 Materiais utilizados na analise por CLAE

As colunas Chiralcel OD-H e AD foram adquiridas junto a Diacel

Chemical Industries (Tokyo, Japan). Os reagentes n-hexano (HEX), etanol
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(ETOH) e isopropanol (ISO) grau CLAE foram obtidos da empresa Tedia
Company Inc. (Fairfield, EUA). Dietilamina (DEA) 99,5% redestilada foi
adquirida da Aldrich Chemicals Inc. (Milwaukee, EUA). As amostras foram
fitradas através de membrana de 0,45 pum da Macherey Nagel (Berlin,
Alemanha). O equipamento CLAE utilizado foi o Shimadzu Prominence com
detector PDA (Kyoto, Japan). Os dados obtidos foram monitorados e

processados utilizando o software integrado LC solutions.

4.4 Materiais utilizados na anélise por EC

O capilar foi adquirido junto a empresa Polymicro Technologies
(Phoenix, EUA). O reagente tris-hidroximetilaminometano (TRIS) foi comprado
junto a Nuclear (Sado Paulo, Brasil). B-ciclodextrina (3CD) e Hidroxipropil-p-
ciclodextrina (HPBCD) foram adquiridas da empresa Sigma Aldrich (Saint
Louis, EUA). A agua foi purificada através do sistema Milli-Q (Bradford, EUA).
As amostras foram filtradas através de membrana de 0,45 um Millex (Bradford,
EUA). Os experimentos foram conduzidos em sistema de eletroforese capilar
da Agilent Technologies, modelo HP 3D CE (California, EUA), equipado com
detector PDA, injetor automéatico e sistema de controle de temperatura. Os

dados foram adquiridos e processados pelo software ChemStation.

4.5 Método utilizado por CLAE

As condi¢cdes cromatograficas para a analise por CLAE estdo descritas
na Tabela 11.
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Tabela 11. Condi¢cdes cromatograficas empregadas na analise enantiomérica

de duloxetina por CLAE.

Caracteristica Descricao

Coluna Chiralcel OD-H® (250 mm x 4,6 mm x 5 um)
Fase Mével HEX:ETOH:DEA 90:10:0,2 (v/viv)

Vazéo 1,0 mL/min

Volume de injecdo 50 pL

Comprimento de Onda 293 nm

Temperatura do forno 30 °C

Fase moével: Preparou-se uma mistura volumétrica de HEX, ETOH e DEA grau
CLAE na proporcdo 90:10:0,2 (v/viv). Homogeneizou-se e filtrou-se a vacuo

utilizando membrana de 0,45 pm.

Solucéo diluente: Utilizou-se fase mével como solugéo diluente.

Solucdo estoque padrdo S-duloxetina (SES): Transferiu-se 10,0 mg de
padrdo de S-duloxetina para baldo volumétrico de 10 mL, adicionou-se
aproximadamente 7 mL diluente e levou-se ao ultrassom sem aquecimento por
15 minutos. Na sequéncia completou-se o volume com diluente (conc. final
1000,00 pg/mL).

Solucdo estoque padrdo R-duloxetina (SER): Transferiu-se 10,0 mg de
padrdao de R-duloxetina para baldo volumétrico de 10 mL, adicionou-se
aproximadamente 7 mL diluente e levou-se ao ultrassom sem aquecimento por
15 minutos e completou-se o volume com solucéo diluente. Desta transferiu-se
1 mL para baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com diluente

(conc. final 10,00 pg/mL).

Padrdo RS-duloxetina: Transferiu-se 1mL da SES e 1 mL da SER para baldo
volumétrico de 10 mL. Completou-se o volume com diluente, homogeneizou-se
e filtrou-se com membrana de 0,45 pum (conc. final 100,00 pg/mL para S-

duloxetina e 1,00pg/mL para R-duloxetina)
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Amostra: Transferiu-se amostra equivalente a 50,0 mg de duloxetina para
baldo volumétrico de 50 mL. Adicionou-se aproximadamente 35 mL de diluente,
agitou-se em vortex por 1 minuto e levou-se ao ultrassom sem aquecimento por
15 minutos. Completou-se o volume com diluente e centrifugou-se por 3
minutos. Transferiu-se 1 mL do sobrenadante para baldo volumétrico de 10 mL
e completou-se o volume com diluente, homogeneizou-se e filtrou-se com

membrana de 0,45 um (conc. tedrica final 100,00 pg/mL para S-duloxetina).

4.6 Método utilizado por EC

As condicdes eletroforéticas para a analise por EC estdo descritas na
Tabela 12.

Tabela 12. Condicbes eletroforéticas empregadas para andlise quiral da
duloxetina.

Caracteristica Descricéo

Capilar de sflica fundida 40 cm de comprimento efetivo e 50 uM de diametro

interno
Eletrdlito Tampao TRIS 40 mM pH 2,5 e HPBCD 5 mM
Tensédo aplicada 20 kv
Injecéo hidrodindmica 40 mbar
Tempo de inje¢éo 3 segundos
Comprimento de Onda 230 nm
Temperatura 25°C
Pré-condicionamento 2 min NaOH 0,1 M; 1 min H,O; 2 min Eletrdlito

Eletrolito: O eletrélito para analise foi constituido por tampao TRIS 40 mM pH
2,5 e HPBCD 5mM. Esta solugdo foi preparada em agua ultrapura e
permaneceu em ultrassom durante 15 minutos, sendo posteriormente filtrada

através de membrana de celulose de 0,45 um de diametro de poro.

Diluente: O diluente para analise foi a acetonitrila grau CLAE.
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Solucdo estoque padrédo S-duloxetina (SES): Transferiu-se 10,0 mg de
padrdao de S-duloxetina para baldo volumétrico de 10 mL, adicionou-se
aproximadamente 7 mL diluente e levou-se ao ultrassom sem aquecimento por
15 minutos. Na sequéncia completou-se o volume com diluente (conc. final
1000,00 pg/mL).

Solucdo estoque padrdo R-duloxetina (SER): Transferiu-se 10,0 mg de
padrdao de R-duloxetina para baldo volumétrico de 10 mL, adicionou-se
aproximadamente 7 mL diluente e levou-se ao ultrassom sem aquecimento por
15 minutos. Na sequéncia completou-se o volume com diluente (conc. final
1000,00 pg/mL).

Solucéo estoque padrao interno (SEPI): Transferiu-se 100,0 mg de padréo
de cimetidina para baldo volumétrico de 50 mL, adicionou-se aproximadamente
35 mL diluente e levou-se ao ultrassom sem aquecimento por 15 minutos. Na

sequéncia completou-se o volume com diluente (conc. final 2000,00 pg/mL).

Padrao: Transferiu-se 1mL da SES, 1 mL da SER e 1 mL da SEPI para baldo
volumétrico de 10 mL. Completou-se o volume com diluente, homogeneizou-se
e filtrou-se com membrana de 0,45 um (conc. final 100,00 pg/mL para S-

duloxetina e 100,00 pg/mL para R-duloxetina e 200,00 pg/mL para o PI).

Amostra: Transferiu-se amostra equivalente a 50,0 mg de duloxetina para
baldo volumétrico de 50 mL. Adicionou-se aproximadamente 35 mL de diluente,
agitou-se em vortex por 1 minuto e levou-se ao ultrassom sem aquecimento por
15 minutos. Completou-se com diluente e centrifugou-se por 3 minutos.
Transferiu-se 1 mL do sobrenadante juntamente com 1 mL da SEPI para balédo
volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com diluente, homogeneizou-
se e filtrou-se com membrana de 0,45 um (conc. tedrica final 100,00 pg/mL

para S-duloxetina e 200,00 pg/mL para o PI).
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4.7 Validacdo de método por CLAE

O instrumental e o procedimento para a andlise cromatografica foram

descritos no item 4.5, Tabela 11.

4.7.1 Avaliacao da especificidade por CLAE

A avaliacdo da especificidade foi realizada através da investigacdo dos
possiveis interferentes presentes na amostra. Desta forma avaliaram-se os

seguintes compostos:

Padrdo S-duloxetina: Transferiu-se 10,0 mg de padréo de S-duloxetina para
baldo volumétrico de 10 mL, adicionou-se aproximadamente 7 mL diluente e
levou-se ao ultrassom sem aquecimento por 15 minutos. Na sequéncia
completou-se o volume com diluente. Desta, transferiu-se 1 mL para balao
volumétrico de 10 mL. Completou-se o volume com diluente, homogeneizou-se

e filtrou-se com membrana de 0,45 pum (conc. final 100,00 pg/mL).

Padrao R-duloxetina: Transferiu-se 10,0 mg de padrdo de R-duloxetina para
baldo volumétrico de 10 mL, adicionou-se aproximadamente 7 mL diluente e
levar ao ultrassom sem aguecimento por 15 minutos. Na sequéncia completou-
se 0 volume com diluente. Desta solucdo, transferiu-se 1 mL para balédo
volumétrico de 10 mL. Completou-se o volume com diluente, homogeneizou-se

e filtrou-se com membrana de 0,45 pum (conc. final 100,00 pg/mL).

Amostra: Transferiu-se amostra equivalente a 50,0 mg de duloxetina para
baldo volumétrico de 50 mL. Adicionou-se aproximadamente 35 mL de diluente,
agitou-se em vortex por 1 minuto e levou-se ao ultrassom sem aquecimento por
15 minutos. Em seguida, transferiu-se 1 mL para baldo volumétrico de 10 mL e
completou-se o volume com diluente, homogeneizou-se e filtrou-se com

membrana de 0,45 pum (conc. tedrica final 100,00 pg/mL para S-duloxetina).
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Placebo: Transferiu-se cerca de 270,58 mg de placebo para baldo volumétrico
de 50 mL. Adicionou-se aproximadamente 35 mL de diluente, agitou-se em
vértex por 1 minuto e levou-se ao ultrassom sem aquecimento por 15 minutos.
Desta solugdo transferiu-se 1 mL para baldo volumétrico de 10 mL e
completou-se o volume com diluente, homogeneizou-se e filtrou-se com

membrana de 0,45 pm.

A pureza dos picos cromatograficos foi verificada através do detector

PDA, empregando as ferramentas disponiveis no software LCSolutions.

4.7.2 Avaliacéo da linearidade por CLAE

Para a avaliacdo da linearidade foram construidas 3 curvas padrao para

S-duloxetina e R-duloxetina.

Solucdo estoque padrdo S-duloxetina (SES): Transferiu-se 10,0 mg de
padrdo de S-duloxetina para baldo volumétrico de 10 mL, adicionou-se
aproximadamente 7 mL de diluente e levou-se ao ultrassom sem aquecimento
por 30 minutos. Na sequéncia completou-se o volume com diluente (conc. final
1000,00 pg/mL).

Solucdo estoque padrdo R-duloxetina (SER): Transferiu-se 10,0 mg de
padrdo de R-duloxetina para baldo volumétrico de 100 mL, adicionou-se
aproximadamente 70 mL de diluente e levou-se ao ultrassom sem aquecimento
por 30 minutos. Na sequéncia completou-se o volume com diluente (conc. final
1000,00 pg/mL).

O preparo e as concentracdes finais estao descritos na tabela 13.
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Tabela 13. Preparo e concentracoes finais da linearidade por CLAE.

Ponto ~ Conc. Final Conc. Final
Volume Volume Balao . .
da e 1 S-duloxetina R-duloxetina
SES SER volumétrico
curva (ug/mL) (Mg/mL)
1 0,5 0,5 10 50,0 0,5
2 0,8 0,8 10 80,0 0,8
3 0,9 0,9 10 90,0 0,9
4 1,0 1,0 10 100,0 1,0
5 1,1 1,1 10 110,0 1,1
6 1,2 1,2 10 120,0 1,2
7 15 1,5 10 150,0 1,5

1- Os balBes foram completados com diluente.

As médias das areas absolutas correspondentes a cada diluicdo foram
utiizadas para a obtencdo das curvas padrdo. A equacdo da reta foi
determinada pelo método dos quadrados minimos e a validade da curva foi
verificada através de analise de variancia (ANOVA).

4.7.3 Avaliacdo da preciséo por CLAE

Para avaliacdo da precisdo foram preparadas seis amostras distintas de
duloxetina (S-duloxetina) a 100% incrementadas com a impureza R-duloxetina

a 1%. O preparo das amostras esta descrito abaixo.

Solucédo estoque padrédo S-duloxetina (SES): Conforme o descrito no item
4.5.

Solucéo estoque padrao R-duloxetina (SER): Conforme o descrito no item
4.5.

Padrao RS-duloxetina: Conforme o descrito no item 4.5.

Solucdo Amostra: Transferiu-se o equivalente 50,0 mg de duloxetina para

baldo volumétrico de 50 mL, adicionou-se aproximadamente 35 mL de diluente
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e levou-se ao ultrassom sem aquecimento por 15 minutos. Completou-se com
diluente e centrifugou-se 3 minutos. Transferiu-se 1 mL do sobrenadante
juntamente com 1 mL de SER para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se

com fase movel.

Determinou-se individualmente a concentracdo de S-duloxetina e R-

duloxetina nas amostras analisadas em porcentagem utilizando a formula:

AaxCPxTp

C(%) = Ap x Ca

Onde: Aa e Ap séo as respectivas areas da amostra e do padrao em unidades
de area; Ca e Cp sédo as respectivas concentracbes da amostra e do padrdo

em ug/mL; e, Tp é o teor do padrdo em porcentagem.

O desvio padrao relativo entre as 6 amostras analisadas foi calculado

utilizando a férmula:

DP x 100

DPR (%) = CMD

Onde: DPR é o desvio padrao relativo, DP é o desvio padrdo e CMD € a

concentracdo média determinada entre as 6 amostras.

4.7.4 Avaliacado da exatidao por CLAE

Para a analise da exatidao foi utilizado o método de adicdo de padréao,
na qual foram adicionadas quantidades conhecidas dos analitos a solucdo
placebo. A Tabela 14 correlaciona as solu¢cées nas concentracdes baixa, média
e alta com as respectivas porcentagens de S-duloxetina e R-duloxetina

contidas nas mesmas.
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Tabela 14. Determinacdo das concentracbes das amostras para a analise de

exatidao.
a1 Relacao (%) Conc. de Conc. S-DLX Conc. R-
Concentragao
S-DLX R-DLX Placebo (%) (Mg/mL) DLX (ug/mL)
Baixa 50% 0,5% 50,00 0,50
Média 100% 1,0% 100 100,00 1,00
Alta 150% 1,5% 150,00 1,50

1-Amostras preparadas em triplicata.

As amostras utilizadas para a avaliacdo da exatidao foram preparadas a
partir da pesagem do placebo e das solucbes estoque SES e SER conforme o
descrito no item 4.5. A partir das massas pesadas de placebo e das solucdes
estoque, foram preparadas as trés diferentes concentracdes, em triplicata,

utilizando a Tabela 15 como referéncia.

Tabela 15. Preparo das amostras utilizadas na exatidao.

. Massa de Volume (mL) Baldo
Concentragéao ) . 3
placebo (mg) SES SER Volumétrico (mL)
Baixa 270,58 0,5 0,5 10
Media 270,58 1,0 1,0 10
Alta 270,58 15 15 10

1- Triplicata de amostra.
2- Levando-se em conta 0 peso médio de 330,58 mg.

3- Os baldes foram completados com fase moével.

A concentracdo recuperada de cada amostra determinada

experimentalmente foi calculada utilizando a férmula:

CME x 100

(%) Recuperada = T

Onde: CME é a concentracdo meédia determinada experimentalmente e CT € a

concentracao teorica.
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4.7.5 Avaliagéo da robustez por CLAE

A robustez do método foi avaliada através de planejamento fatorial de
Plackett-Burman, utilizando-se quatro fatores e ponto central. Para demonstrar
a robustez do método quanto a pequenas variacdes estudou-se o efeito de
quatro fatores potenciais: vazdo, temperatura do forno, concentracdo de HEX e
DEA na fase movel. Este tipo de planejamento prevé treze ensaios, que foram
realizados conforme apresentado na Tabela 16.

Tabela 16. Dados do planejamento fatorial para o teste de robustez por CLAE.

(A) Vazéao (mL min'l) (B) Temp. (°C) (C) (%) HEX (D) (%) DEA
Ensaio ()09 (+) 1,1 () 28 (+) 32 () 88 (+) 92 ()0,1(+) 03
1 1 -1 -1 -1
2 1 -1 1 1
3 1 1 1 1
4 1 1 1 1
5 1 1 1 1
6 1 1 1 1
7 -1 -1 -1 -1
8 -1 -1 -1 1
9 1 1 -1 1
10 1 1 1 -1
11 1 1
12 0 0 0 0
13 1 1 1 1

Foi avaliada também a estabilidade das solu¢des durante o periodo de

48 horas em temperatura de 25 °C e protegida da exposi¢ao da luz.

4.8 Validacao de método por EC

O instrumental e o procedimento para a andlise cromatografica foram

descritos no item 4.6 Tabela 12.
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4.8.1 Avaliacao da especificidade por EC

A avaliacdo da especificidade foi realizada através da investigacdo dos
possiveis interferentes presentes na amostra. Desta forma, avaliaram-se o0s

seguintes compostos:

Padrado S-duloxetina: Transferiu-se 10,0 mg de padréo de S-duloxetina para
baldo volumétrico de 10 mL, adicionou-se aproximadamente 7 mL diluente e
levar ao ultrassom sem aquecimento por 15 minutos. Na sequéncia completou-
se 0 volume com diluente. Desta solucdo, transferiu-se 1 mL para balédo
volumétrico de 10 mL. Completou-se o volume com diluente, homogeneizou-se

e filtrou-se com membrana de 0,45 pum (conc. final 100,00 pg/mL).

Padrdo R-duloxetina: Transferiu-se 10,0 mg de padrdo de R-duloxetina para
baldo volumétrico de 10 mL, adicionou-se aproximadamente 7 mL diluente e
levar ao ultrassom sem aguecimento por 15 minutos. Na sequéncia completou-
se o0 volume com diluente. Desta solucdo, transferiu-se 1mL para balédo
volumétrico de 10 mL. Completou-se o volume com diluente, homogeneizou-se

e filtrou-se com membrana de 0,45 pum (conc. final 100,00 pg/mL).

Padrao interno: Transferiu-se 100,0 mg de padrédo de cimetidina para baldo
volumétrico de 50 mL, adicionou-se aproximadamente 35 mL diluente e levou-
se ao ultrassom sem aquecimento por 15 minutos. Na sequéncia completou-se
o volume com diluente. Desta solugcdo, transferiu-se 1mL para balédo
volumétrico de 10 mL. Completou-se o volume com diluente, homogeneizou-se

e filtrou-se com membrana de 0,45 um (conc. final 200,00 pg/mL).

Amostra: Transferiu-se amostra equivalente a 50,0 mg de duloxetina para
baldo volumétrico de 50 mL. Adicionou-se aproximadamente 35 mL de diluente,
agitou-se em vortex por 1 minuto e levou-se ao ultrassom sem aquecimento por
15 minutos. Desta solucédo transferiu-se 1 mL para baldo volumétrico de 10 mL
e completou-se o volume com diluente, homogeneizou-se e filtrou-se com

membrana de 0,45 um (conc. tedrica final 100,00 pg/mL para S-duloxetina).
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Placebo: Transferiu-se cerca de 270,58 mg de placebo para baldo volumétrico
de 50 mL. Adicionou-se aproximadamente 35 mL de diluente, agitou-se em
vértex por 1 minuto e levou-se ao ultrassom sem aquecimento por 15 minutos.
Desta solucdo, transferiu-se 1 mL para baldo volumétrico de 10 mL e
completou-se o volume com diluente, homogeneizou-se e filtrou-se com

membrana de 0,45 pum.

A pureza dos picos presentes nos eletroferogramas foi verificada através
do detector PDA, empregando as ferramentas disponiveis no software
ChemStation.

4.8.2 Avaliacao da linearidade por EC

Para a avaliacdo da linearidade foram construidas 3 curvas padrao para
a S-duloxetina e R-duloxetina. A partir de duas solucdes estoques.

Solucdo estoque padrdo S-duloxetina (SES): Transferiu-se 10,0 mg de
padrdo de S-duloxetina para baldo volumétrico de 10 mL, adicionou-se
aproximadamente 7 mL de diluente e levou-se ao ultrassom sem aguecimento
por 30 minutos. Na sequéncia, completou-se o volume com diluente (conc. final
1000,00 pg/mL).

Solucdo estoque padrdo R-duloxetina (SER): Transferiu-se 10,0 mg de
padrdo de R-duloxetina para baldo volumétrico de 10 mL, adicionou-se
aproximadamente 7 mL de diluente e levou-se ao ultrassom sem aguecimento
por 30 minutos. Na sequéncia completou-se o volume com diluente (Conc.
Final 1000,00 pg/mL).

Solucéo estoque padrao interno (SEPI): Transferiu-se 100,0 mg de padréo
de cimetidina para bal&do volumétrico de 50 mL, adicionou-se aproximadamente
35 mL diluente e levou-se ao ultrassom sem aquecimento por 15 minutos. Na

sequéncia completou-se o volume com diluente (conc. final 2000,00 pg/mL).
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O preparo e as concentracoes finais estao descritos na Tabela 17.

Tabela 17. Concentracdes finais da linearidade.

Ponto Volume Volume Volume Balao Conc. Flnal Conc. Fln_al
da e 1 S-duloxetina R-duloxetina
SES SER SEPI volumétrico
curva (ug/mL) (ug/mL)
1 0,5 0,5 1,0 10 50 50
2 0,8 0,8 1,0 10 80 80
3 0,9 0,9 1,0 10 90 90
4 1,0 1,0 1,0 10 100 100
5 1,1 1,1 1,0 10 110 110
6 1,2 1,2 1,0 10 120 120
7 1,5 1,5 1,0 10 150 150

1-Os balGes foram completados com diluente.

As médias das razfes das areas correspondentes a cada diluicdo foram
utilizadas para a obtencao das curvas padréo. A equacgéao da reta, o coeficiente
de correlacdo (r) e os resultados foram calculados através de analise de
variancia (ANOVA).

4.8.3 Avaliacao da preciséo por EC
Para avaliacdo da precisdo foram preparadas 6 amostras distintas de
duloxetina a 100% contaminadas com a impureza R-duloxetina a 100%. O

preparo das amostras esta descrito abaixo.

Solucéo estoque padrdo S-duloxetina (SES): Conforme o descrito no item
4.6.

Solucéo estoque padrdo R-duloxetina (SER): Conforme o descrito no item
4.6.

Solucéo estoque padrao interno (SEPI): Conforme o descrito no item 4.6.

Padrao: Conforme o descrito no item 4.6.
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Solucdo Amostra: Transferiu-se o equivalente 50,0 mg de duloxetina para
baldo volumétrico de 50 mL, adicionou-se aproximadamente 35 mL de diluente
e levou-se ao ultrassom sem aquecimento por 15 minutos. Na sequéncia,
completou-se o volume com diluente. Desta solucdo transferiu-se 1 mL
juntamente com 1 mL de SER e 1 mL de SEPI para baldo volumétrico de 10
mL e completou-se com fase moével (conc. final 100,00 pg/mL para S-

duloxetina, 100,00 pg/mL para R-duloxetina e 200,00 pg/mL para o Pl )

Determinou-se individualmente a concentragdo de S-duloxetina e R-

duloxetina nas amostras analisadas em porcentagem utilizando a férmula:

AaxCPxTp

C(%) = Ap x Ca

Onde: Aa e Ap séo as respectivas areas da amostra e do padrao em unidades
de area; Ca e Cp sdo as respectivas concentracdes da amostra e do padréo

em ug/mL; e, Tp é o teor do padrdo em porcentagem.

O desvio padrao relativo entre as 6 amostras analisadas foi calculado

utilizando a férmula:

DP x 100

DPR (%) = CMD

Onde: DPR é o desvio padrao relativo, DP é o desvio padrdo e CMD € a

concentracdo média determinada entre as 6 amostras.

4.8.4 Avaliacéo da exatidédo por EC

Para a analise da exatidao foi utilizado o método de adicdo de padréo,
na qual foram adicionadas quantidades conhecidas dos analitos ao placebo. A
Tabela 18 correlaciona as concentracdes baixa, média e alta com as

porcentagens de S-duloxetina e R-duloxetina contida nela.
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Tabela 18. Determinacdo das concentracbes das amostras para a analise de

exatidao.
a1 Relacao (%) Conc. de Conc. S-DLX Conc. R-
Concentragao
S-DLX R-DLX Placebo (%) (Mg/mL) DLX (ug/mL)
Baixa 50 50 50,00 50,00
Média 100 100 100 100,00 100,00
Alta 150 150 150,00 150,00

1-Amostras preparadas em triplicata.

As amostras utilizadas na avaliacdo da exatidao foram preparadas a
partir da pesagem do placebo e das solugbes estoque SES e SER e SEPI
conforme o descrito no item 4.6. A partir das massas pesadas de placebo e das
solugbes estoque, foram preparadas as trés diferentes concentracbes da

exatidao, em triplicata, utilizando a Tabela 19 como referéncia.

Tabela 19. Preparo das amostras utilizadas na exatidao.

. Massa de Volume (mL) Baldo
Concentragéao ) o 3
placebo (mg) SES SER SEPI Volumeétrico (mL)
Baixa 270,58 0,5 0,5 1,0 10
Media 270,58 1,0 1,0 1,0 10
Alta 270,58 15 15 1,0 10

1- Triplicata de amostra.
2- Levando-se em conta 0 peso médio de 330,58 mg.

3- Os baldes foram completados com diluente.

A concentracdo recuperada de cada amostra determinada

experimentalmente foi calculada utilizando a férmula:

CME x 100

(%) Recuperada = T

Onde: CME é a concentracdo meédia determinada experimentalmente e CT € a

concentracao teorica.
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4.8.5 Avaliacao da robustez por EC

A robustez do método foi avaliada através de planejamento fatorial de
Plackett-Burman, com quatro fatores e utilizando ponto central. Para
demonstrar a robustez do método quanto a pequenas variacfes estudou-se 0
efeito de quatro fatores potenciais: concentragdo de HPBCD, pH, voltagem e
temperatura. Este tipo de planejamento prevé treze ensaios, que foram

realizados, conforme apresentado na Tabela 20.

Tabela 20. Dados do planejamento fatorial para o teste de robustez por EC.

(A) HPBCD (mM) (B) pH (C) Voltagem (kV) (D) Temp. (°C)
Ensaio ()45 (+)55 () 2,4 (+) 2,6 ()19 (+) 21 () 24 (+) 26
1 1 E) 1 1
2 1 1 1 1
3 1 1 1 1
4 1 1 1 1
5 1 1 1 1
6 1 1 1 1
7 1 1 1 1
8 1 1 1 1
9 1 1 1 1
10 1 1 1 1
11 1
12 0 0 0 0
13 1 1 1 1

Foi avaliada também a estabilidade das solu¢des durante o periodo de

48 horas em temperatura de 25 °C e protegida da exposi¢ao da luz.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Resultados por CLAE

5.1.1 Desenvolvimento e otimizagcdo do método por CLAE

Os testes de desenvolvimento e adequacdo do sistema sdo partes
integrantes do método de andlise por cromatografia liquida. A seletividade e o
tempo de eluicho dos enantibmeros s&o fatores importantes no
desenvolvimento de métodos rapidos e eficientes. Os parametros a serem
medidos e seus limites recomendados, de acordo com o FDA, estédo
apresentados na Tabela 21. Tipicamente, no minimo dois destes critérios sdo

requeridos para garantir a conformidade do sistema (RIBANI et al., 2004).

Tabela 21. Parametros de conformidade do sistema e recomendagodes.

Parametro Recomendacéo
Fator de retencéo (k) O pico deve estar bem separado de

outros picos e do componente nao
retido. Geralmente k > 2
Repetibilidade E aconselhavel DPR < 1% paran =5
Resolucéo (Rs) A resolugéo entre o pico de interesse e
o interferente potencial mais préximo
deve ser > 2
Fator de simetria (T) O fator de assimetria deve estar
compreendido entre 0,8 e 2,0

NUumero de pratos teoricos (N) Em geral deve ser > 2000

Fonte: RIBANI et al. (2004)

Com esta finalidade, varias condicdes de analise foram testadas visando a
obtencdo de um sistema otimizado. Neste estudo, duas colunas quirais foram
avaliadas a fim de obter um método enantiosseletivo, com alta sensibilidade e
baixo tempo de analise. Aléem disso, a influéncia de diferentes parametros
analiticos foi considerada para aperfeicoamento do método. Na sequéncia, nas
Tabelas 22 e 23, séo apresentadas as condi¢cdes cromatograficas testadas e 0s

resultados obtidos no desenvolvimento e otimizagdo do método por CLAE.
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Tabela 22. Condi¢cdes cromatogréaficas avaliadas no desenvolvimento CLAE.

Coluna Fase movel (v/v/iv) Temp.(°C)
Condigéo 1 Chiralcel AD-H HEX: ETOH (90:10) Ambiente
Condigéo 2 Chiralcel OD-H HEX: ETOH (90:10) Ambiente
Condicgéo 3 Chiralcel OD-H HEX: ETOH:DEA (90:10:0,1) Ambiente
Condigao 4 Chiralcel OD-H HEX: ETOH:DEA (90:10:0,2) Ambiente
Condigédo 5 Chiralcel OD-H HEX: ETOH:DEA (90:10:0,3) Ambiente
Condigéo 6 Chiralcel OD-H HEX: ETOH:DEA (90:10:0,2) 25
Condigéo 7 Chiralcel OD-H HEX: ETOH:DEA (90:10:0,2) 30
Condicéo 8 Chiralcel OD-H HEX: ETOH:DEA (90:10:0,2) 35
Condicéo 9 Chiralcel OD-H HEX: ETOH:DEA (87,5:12,5:0,2) 30
Condigéo 10 Chiralcel OD-H HEX: ETOH:DEA (92,5:7,5:0,2) 30
Condigao 11 Chiralcel OD-H HEX:ISO:DEA (90:10:0,2) 30

Tabela 23. Resultados obtidos no desenvolvimento CLAE.

TR TR T T N° N°
Rs*
S-DLX R-DLX  S-DLX R-DLX  S-DLX  R-DLX

Condicéo 1 5,090 1,027 4420 0
Condicéo 2 13,610 18,771 1,849 2211 3321 3799 1,510
Condig&o 3 7,791 10,622 1,193 1,155 7779 7388 6,678
Condig&o 4 7,801 10,653 1,192 1,153 8469 7750 6,929
Condig&o 5 7,681 10,498 1,196 1,146 8220 7917 6,949
Condicéo 6 7,430 10,082 1,092 1,074 8723 7344 6,724
Condig&o 7 7,167 9,512 1,098 1,072 8973 7947 6,430
Condicéo 8 6,856 8,954 1,108 1,069 9284 8282 6,187
Condig&o 9 8,934 11,863 1,096 1,070 10078 8905 6,820
Condicdo 10 7,141 9,487 1,103 1,072 9087 7948 6,469
Condic&o 11 7,181 9,546 1,745 1,732 8814 7076 6,221

1 — Tempo de Retencao (min); 2 — Simetria; 3 — NUmero de Pratos teéricos; 4 — Resolucao.
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Para o desenvolvimento do método por CLAE, avaliou-se
preliminarmente, dentre a coluna de amilose (Chiralcel AD-H) e celulose
(Chiralcel OD-H), a mais adequada para a separacdo dos enantibmeros da
duloxetina. Ambas as colunas supracitadas utilizam o modo normal de eluicdo
e desta forma possuem uma seérie de restricbes quanto aos componentes a
serem utilizados. Inicialmente testou-se a resolucdo dos enantibmeros da
duloxetina com a coluna de amilose. Conforme o demonstrado na Figura 8,
pode-se observar que a coluna testada ndo se mostrou capaz de resolver os

enantidmeros da duloxetina.
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Figura 8. Cromatograma extraido da condi¢éo 1, conforme o descrito na
Tabela 22. Padréo RS-duloxetina.

Tendo em vista a falta de seletividade da coluna de amilose foram
conduzidos testes com a coluna de celulose, conforme o demonstrado na
Figura 9.
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Figura 9. Cromatograma extraido da condicao 2, conforme o descrito na
Tabela 22. Padréo RS-duloxetina.

A partir da avaliacdo da Figura 9 pode-se constatar que a coluna de
celulose (Chiralcel OD-H) é capaz de separar os enantidbmeros da duloxetina.
No entanto, o perfil dos picos cromatograficos nas condi¢cdes apresentadas nao
foi satisfatério, uma vez que os parametros de assimetria, pratos teéricos e
resolucdo nao foram adequados, associados a um tempo de retencao elevado
(Tabela 23).

Visando a melhoria do perfil cromatografico dos enantibmeros da
duloxetina, optou-se pela adicdo do modificador DEA a fase movel. A Figura 10
apresenta o efeito da adicao de DEA na composicdo da fase mével e pode-se
constatar que a adicdo deste modificador na fase mdvel acarreta em uma

melhora consideravel no perfil dos picos cromatograficos (Tabela 23).
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Figura 10. Cromatogramas extraidos e sobrepostos das condi¢des 3 a 5.
Padrédo RS-duloxetina.

A partir dos resultados obtidos com as condi¢cdes descritas, optou-se
pela avaliacdo dos demais fatores na separagdo dos enantiomeros. Os

resultados estdo demonstrados abaixo.
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Figura 11. Cromatogramas extraidos e sobrepostos das condi¢cdes 6 a 11.
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Baseado nos resultados pode-se constatar que a coluna de celulose se
mostrou especifica na separacdo dos enantibmeros da duloxetina. O uso de
fases estacionarias baseadas em derivados de celulose e amilose tém
mostrado que o mesmo derivado, embora proveniente de polissacarideo
diferente, pode resultar em habilidade de resolucéo quiral totalmente distinta.
Foi proposto que as conformacfes 3/2 da cadeia helicoidal dos derivados de
celulose e 4/1 dos derivados de amilose sdo responsaveis pelas diferencas
cromatograficas entre as fases estacionarias baseadas em tris-3,5-

dimetilfenilcarbamato de celulose e amilose (BONATO, 2005).

Foram realizados testes empregando-se hexano, isopropanol e etanol
em diferentes propor¢cbes. Aumentando-se a polaridade da fase movel, seja
pelo aumento da proporgcédo ou por alteracao do tipo de alcool (isopropanol ou
etanol). Os ensaios com etanol e isopropanol indicaram resultados favoraveis
ao etanol devido ao perfil dos picos cromatogréficos obtidos. Constatou-se
também que a adicdo de DEA é imprescindivel para a obtencdo de
cromatogramas com parametros adequados. O emprego desta base organica
tem por finalidade principal reduzir a interacdo do analito com 0s grupos

silandis residuais presentes no suporte de silica (BONATO, 2005).

Observou-se que a temperatura tem influéncia direta no tempo de
retencdo dos compostos. O aumento de temperatura resulta na reducdo
consideravel no tempo de retencéo dos enantibmeros. Essa diferenca € devida
a reducdo nas interacdes quimicas entre os enantibmeros e o0s seletores

quirais das fases estacionarias, reduzindo assim o tempo de retencao.

Segundo o fabricante da coluna Chiralcel OD-H®, existe uma série de
restricdes quanto a sua utilizacdo. Como fase mével, recomenda-se a utilizacédo
de hexano, isopropanol ou etanol. Como modificador de fase mével deve-se
utilizar &cido trifluoracético ou dietilamina. Componentes como acetonitrila,
dimetilformamida, tetraidrofurano, dimetilsulfoxido e quaisquer tampdes sao
desaconselhados. Outros pontos limitantes na utilizacdo destas colunas sao a
pressdo de trabalho recomendada, que deve ser de até 700 psi e a

temperatura méaxima de utilizacdo n&do deve ser superior a 40 °C. Tendo em
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vista as restricbes supracitadas e os resultados obtidos nos testes preliminares,
definiram-se os parametros cromatograficos testados na condicdo 7 como
sendo inicialmente os mais adequados para avaliagdo dos enantibmeros da

duloxetina.

Baseado no sistema cromatografico da condicdo 7, testes
suplementares foram conduzidos para a definicdo dos demais parametros do
método, tais como, comprimento de onda, volume de injecdo, concentracdo de
trabalho e diluente. A condicéo final otimizada encontra-se detalhada no item
4.5.

5.1.2 Especificidade por CLAE

A avaliacdo da especificidade do método analitico por CLAE foi realizada
através da injecdo do farmaco S-duloxetina, da impureza enantiomérica R-
duloxetina e do produto de degradacdo majoritario 1-Naftol. Avaliou-se também
amostra do produto Cymbalta®, os excipientes simulados (placebo), juntamente
com a solucao diluente. A Figura 12 apresenta os cromatogramas extraidos e

sobrepostos da analise de especificidade.
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Figura 12. Cromatogramas extraidos e sobrepostos da analise de

especificidade (condi¢cbes conforme o descrito no item 4.5).

A partir dos resultados obtidos, pdde-se constatar a capacidade do
método em separar 0os compostos estruturalmente semelhantes, como a
impureza majoritaria 1 naftol. Constatou-se também a nao interferéncia do
placebo e do diluente na andlise, pois ndao se observou a presenca de picos de
absorcdo provenientes destas solucdes nos tempos de retencdo dos analitos
de interesse.

Com o objetivo de certificar que o método é especifico, foram
observados os gréficos de pureza de cada pico cromatografico, utilizando
detector de arranjo de diodos, com célculos realizados pelo software LC
Solutions. Todos os picos analisados apresentaram pureza de pico superior a
0,99, sem deteccdo de impureza, indicando a ndo contaminacdo dos picos
cromatograficos.

A Figura 13 demonstra a pureza de pico dos enantibmeros da

duloxetina e o espectro de absor¢do no UV oriundo da anélise por PDA.
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Figura 13. Grafico de pureza e espectro UV dos picos referentes aos
enantidbmeros da duloxetina por CLAE.

5.1.3 Linearidade por CLAE

As Tabelas 24 e 25 apresentam as areas correspondentes a cada

concentragdo de S-duloxetina e R-duloxetina, dados estes utilizados para a

confeccdo das curvas padrdo dos compostos.
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Tabela 24. Dados analiticos utilizados na curva de linearidade da S-duloxetina

por CLAE.
Concentracdo Area Area Média DPR (%)
(Hg/mL)

2722033

50,0 2726122 2739172 0,96
2769361
4396365

80,0 4372240 4405147 0,86
4446836
4964909

90,0 4932388 4970736 0,84
5014911
5469578

100,0 5490058 5512756 1,05
5578631
6085034

110,0 6055063 6097865 0,83
6153498
6666373

120,0 6616931 6668632 0,79
6722592
8378201

150,0 8289669 8361013 0,77
8415170

Tabela 25. Dados analiticos utilizados na curva de linearidade da R-duloxetina

por CLAE.
Concentracao Area Area Média DPR (%)
(Hg/mL)

36904

0,5 38210 37744 1,93
38118
59640

0,8 60914 60781 1,78
61788
68378

0,9 69733 69356 1,23
69958
74732

1,0 77078 76314 1,80
77131
83283

1,1 85369 85028 1,88
86432
90969

1,2 93991 93147 2,04
94483
115493

1,5 117213 116966 1,17
118192
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A representacdo grafica das curvas obtidas para os enantibmeros da
duloxetina encontram-se nas Figuras 14 e 15.

Representacdo da Linearidade S-duloxetina
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Figura 14. Representacéo gréfica da curva padrdo de S-duloxetina.

Representacio da Linearidade R-duloxetina
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Figura 15. Representacao grafica da curva padrdo de R-duloxetina.

As representacdes graficas dos residuos obtidos com as curvas dos

enantibmeros da duloxetina sdo apresentadas nas Figuras 16 e 17.
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Figura 16. Residuos padronizados provenientes da curva da S-duloxetina.
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Figura 17. Residuos padronizados provenientes da curva da R-duloxetina.

A andlise estatistica através de ANOVA para verificar a linearidade do
método por CLAE esta demostrada nas Tabelas 26 e 27.
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Tabela 26. ANOVA das &reas absolutas determinadas para a obtencdo da

curva padrédo de S-duloxetina por CLAE.

Fontes de Variacdo gl SQ Variancia Fcal
Entre doses 6 5,70.10% 9,50.10" 3976,38
Regressao linear 1 5,70.10%° 5,70.10% 23857,13
Desvio linearidade 5 2,76.10° 5,51.108 0,23
Dentro 14 3,34.10% 2,39.10°

Total 20 5,70.10"

Tabela 27. ANOVA das areas absolutas determinadas para a obtencédo da

curva padréao de R-duloxetina por CLAE.

Fontes de Variagcdo gl SQ Variancia Fcal
Entre doses 6 1,13.10% 1,89.10° 1071,93
Regressio linear 1 1,13.10% -1,13.10"°  6429,93
Desvio linearidade 5 2,88.10° 5,9510° 0,33
Dentro 14 2,47.10° 1,7610°

Total 20 1,14.10%°

Os resultados obtidos na analise da linearidade apresentaram-se
satisfatorios para ambos os compostos. O coeficiente de correlacdo linear (r)
obtido para S-duloxetina foi de 0,9996 e para a R-duloxetina de 0,9988,
estando os dois, dentro do esperado. A analise de ANOVA efetuada demonstra
regressao linear significativa para ambos os compostos, ndo havendo desvio
da linearidade para um nivel de significancia de 5%. Os graficos dos residuos
nao apresentaram indicadores de variancia ndo constante, pois se obtiveram
residuos homocedasticos e aleatoriamente distribuidos com auséncia de
amostras atipicas, comprovando a validade do método em relacdo a

linearidade.
5.1.4 Limite de Quantificagdo e Detecgéo por CLAE

O LQ e o LD foram calculados para a impureza R-duloxetina baseados
no desvio padréo do intercepto e na inclinacdo, a partir das curvas padréo da

linearidade. A Tabela 28 apresenta os resultados de LQ e LD para a impureza

R-duloxetina.
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Tabela 28. Limite de deteccéo e quantificacdo para R-duloxetina.

Composto LD (ng/mL) LQ (ug/mL)
R-duloxetina 0,0171 0,0519

Baseado nos limites obtidos avaliou-se a precisdo do método no LQ a
partir do preparo de padrdo na concentracdo proxima ao LQ. Na Tabela 29

podem-se observar 0s resultados da precisao no LQ.

Tabela 29. Resultados da precisao no LQ para R-duloxetina.

Injecéo Conc. (ug/mL) Area DPR (%)

1 4193
4142
4141
0,0500 1,47
4224
4235

4072

o 00~ WD

A avaliacdo da precisdo na concentracdo do LQ demostra que o método

€ preciso no limite proposto, indicando a sensibilidade satisfatéria do mesmo.

5.1.5 Precisao por CLAE

A precisdo do método foi demonstrada pela repetibilidade (intradia) e
precisao intermediaria (interdia), sendo expresso pelo DPR de uma série de
leituras. A avaliacdo foi realizada com amostra do produto farmacéutico, na
concentracdo nominal de 100% para o farmaco S-duloxetina, contaminada com
1% da impureza enantiomérica R-duloxetina. Os valores experimentais obtidos
na avaliagdo da precisdo intra e interdia para os enantibmeros da duloxetina

estdo demostrados nas Tabelas 30 e 31.
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Tabela 30. Valores experimentais referentes a determinacédo de S-duloxetina

para avaliagéo da precisao por CLAE.

Avaliacao intradia

Amostras i i i
1° dia (%) 2° dia (%) 3° dia (%)
1 99,94 100,80 101,52
2 100,53 100,72 100,24
3 98,65 99,94 99,81
4 99,96 102,54 100,3
5 99,67 99,36 100,54
6 101,77 100,97 99,48
Média 100,09 100,72 100,32
DPR (%) 1,03 1,07 0,70
Avaliacéo interdia
- 100,38
Média (%)
DPR (%) 0,93

Tabela 31. Valores experimentais referentes a determinagdo de R-duloxetina

para avaliacdo da precisao por CLAE.

Avaliagéo intradia

Amostras _ - -
1° dia (%) 2° dia (%) 3° dia (%)

1 1,06 1,01 1,03

2 1,09 1,05 1,07

3 1,07 1,06 1,05

4 1,05 1,06 1,04

5 1,01 1,06 1,03

6 1,07 1,05 1,05

Média 1,06 1,05 1,05

DPR (%) 2,56 1,85 1,45

Avaliagéo interdia

Média (%) 1,05
DPR (%) 1,97
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A precisdo do método para a determinacdo dos enantibmeros da
duloxetina em cépsulas foi investigada através da repetibilidade e da precisédo
intermediaria. Os valores porcentuais médios encontrados no doseamento das
amostras intra e interdias foram satisfatorios. Os baixos valores de DPR

obtidos neste estudo caracterizam a precisdo do método.
5.1.6 Exatidao por CLAE

As porcentagens de recuperacao obtidas a partir do teste de exatidao
para 0s enantibmeros da duloxetina, na avaliacdo da exatiddo, estdo

apresentadas nas Tabelas 32 e 33.

Tabela 32. Resultados do teste de recuperacdo por CLAE para a determinacéo

de S-duloxetina.

Conc. (ug/mL) Recuperacéo Média
_ DPR (%)
Adicionada Recuperada® (%) (%)
Baixa 50 49,35 98,70
Média 100 101,44 101,44 99,87 1,42
Alta 150 149,21 99,47

1 — Cada valor representa a média de trés determinacdes

Tabela 33. Resultados do teste de recuperacdo por CLAE para a determinacéo
de R-duloxetina.

Conc. (ug/mL) Recuperagao Média
- DPR (%)
Adicionada Recuperada’ (%) (%)
Baixa 0,5000 0,5072 101,44
Média 1,0000 1,0188 101,88 101,34 0,59
Alta 1,5000 1,5104 100,69

1 — Cada valor representa a média de trés determinacdes

A exatiddo do método proposto foi determinada através do teste de
recuperacdo dos enantibmero da duloxetina. O método desenvolvido

demonstrou exatidédo atraves dos resultados obtidos, exibindo porcentagem de
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recuperacdo media de 99,87% para o S-duloxetina e 101,34% para R-

duloxetina.

5.1.7 Robustez por CLAE

Para verificagdo da robustez avaliou-se o efeito das variagdes frente ao
teor, a resolucado entre os enantiobmeros, o fator de capacidade a simetria da R-
duloxetina. Os resultados obtidos na determinacdo dos enantibmeros da
duloxetina através de pequenas alteracdes nas condicdes cromatograficas
estdo demonstrados nas Figuras 18 a 21.

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is Teor, Alpha = ,05)
2,365

Vazdo -

Temperatura 4
E
I
2

organico

DEA -

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Standardized Effect

Figura 18. Efeitos das alteracdes sobre o teor.
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Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is Resolugdo, Alpha = ,05)
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Figura 19. Efeitos das alteracdes sobre a resolucdo dos enantibmeros da

duloxetina.
Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is K (R-DLX), Alpha = ,05)
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Figura 20. Efeitos das alteracdes sobre o fator de capacidade referente da R-

duloxetina.
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Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is Simetria, Alpha = ,05)
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Figura 21. Efeitos das alteracdes sobre a simetria do pico da R-duloxetina.

Para a verificagdo do efeito da variagdo dos fatores, utilizou-se o
software Minitab para calculo dos efeitos e geragao do grafico de Pareto. Com
os resultados obtidos pode-se observar que apenas a resolucao foi afetada
pela modificagdo da temperatura e concentragdo de solvente organico, no
entanto, todos os valores de resolugao obtidos foram superiores a 2,0, ndo se
mostrando critico para a analise em questdo. Para os outros parametros
avaliados nenhum efeito foi maior que o efeito critico, em um nivel de confianca

de 95%, ou seja, o efeito entre os fatores ndo foi significativo.

5.1.8 Estabilidade das solucdes por CLAE
Na Tabela 34 estdo demonstrados os valores experimentais obtidos por

CLAE de solucdes de S-duloxetina, preparadas na concentragéo de 100 pug/mL,

armazenadas a temperatura de 2 a 8 °C por 168 horas.
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Tabela 34. Valores experimentais obtidos a partir de solu¢des de S-duloxetina
SQR em 168 horas.

Tempo (h) Area Variac&o (%)
0 5541638 -
12 5529821 -0,21
24 5543147 0,03
168 5566213 0,44

Com base nos resultados obtidos pode-se constatar que a solucéo de
SQR de S-duloxetina é considerada estavel por pelo menos 168 horas quando
em temperatura de 2 a 8 °C. Observou-se, também, um pequeno aumento na
area quando injetada em 168 horas, relacionada provavelmente a evaporagao
do diluente.

Com base na avaliagdo dos resultados obtidos através dos parametros
analiticos verificados no método por CLAE, pode-se afirmar que o método foi
validado de maneira satisfatéria e, portanto, € adequado para o controle de

qualidade do medicamento em questéo.

5.2 Resultados por EC

5.2.1 Desenvolvimento e otimizacdo do método por EC

A EC oferece uma ampla seletividade em combinacdo com alta
eficiéncia de separacgéo, trabalhando com pequenos volumes de amostra e
tempo de andlise reduzido, sendo, portanto, uma técnica alternativa e
complementar a CLAE, mas tendo como vantagens a geracdo de peguena
guantidade de residuos, bem como n&o requerer a utilizacdo de grandes
quantidades de solventes organicos (CLARKES, 2004). Diversos parametros
devem ser considerados para otimizacdo das separacdes por EC, tais como:
seletor quiral, composicdo e pH do eletrdlito, dimensdes e temperatura do
capilar, voltagem aplicada, modo e tempo de injecdo (KWATERCZAC et al.,
2009).
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As dimensdes dos capilares mais utilizadas atualmente variam entre 25
e 100 cm de comprimento e entre 25 a 100 um de diametro interno. Quanto a
composi¢cdo, os materiais mais comuns sdo: vidro tipo Pirex, teflon e silica
fundida, cada um com suas vantagens respectivas. Os capilares de vidro tipo
Pirex sdo resistentes e ndo requerem revestimento externo para dissipar o
calor, mas ndo sdo oticamente transparentes para comprimentos de onda
abaixo de 280 nm. Os capilares de teflon séo oticamente transparentes e sao
mais flexiveis, mas possuem uma baixa taxa de dissipacdo do calor quando
submetidos a altas diferencas de potencial. Os de silica fundida, em geral mais
utilizados, sao oticamente transparentes, mas pouco resistentes e para
aumentar sua resisténcia sdo comumente recobertos por uma fina camada de
poliamida (BAKER, 1995).

Ao realizar a escolha do capilar deve se considerar o diametro interno do
mesmo, pois quanto maior, mais calor sera gerado e maior serd a diferenga de
temperatura (e por tanto de FEO) entre o centro e as paredes do capilar e
guanto maior o comprimento, maior sera o tempo de andlise. Como um dos
propositos do método é a praticidade, foi escolhido, por ser o material mais
utilizado, um capilar de silica fundida, tendo 40 cm efetivos e com didmetro
interno de 50 um. Capilar este com especificacdes amplas o suficiente para ser

utilizado por métodos eletroforéticos de rotina.

A composicao do eletrdlito € importante para ajuste dos parametros de
retencdo, seletividade e simetria dos picos em EC. Segundo Wingert e
colaboradores (2011), no desenvolvimento de método aquiral para a avaliacdo
da duloxetina, o tampao TRIS foi o que apresentou melhor performance. Chen
e colaboradores (2010) também utilizaram tampé&o TRIS utilizando lactobionato
de eritromicina como seletor quiral para analise dos enantibmeros da

duloxetina e desta forma este tampéao foi o inicialmente utilizado.

Avaliou-se o0 seletor quiral a ser utlizado para a resolucdo dos
enantiomeros da duloxetina. Dos varios seletores quirais utilizados, as

ciclodextrinas (CD) e seus derivados s&o, reconhecidamente, 0s mais
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importantes. Estima-se que cerca de 80% das separacfes enantiomeéricas em
CE séao obtidas pelo uso de CDs (BONATO, 2005).

Os enantidbmeros da duloxetina sdo aminas secundarias, com pKa de
9,6, tendo portanto um carater basico. A separacdo enantiosseletiva de solutos
bésicos empregando CDs e seus derivados neutros é feita em meio &cido para
gue esses solutos possam apresentar carga positiva e migrar do ponto de
injecdo em direcdo ao detector (BONATO, 2005).

Das ciclodextrinas disponiveis, avaliou-se inicialmente a capacidade da
BCD em separar os enantibmeros da duloxetina. Os resultados obtidos nao
foram satisfatérios, uma vez que em nenhuma das condi¢des testadas foi
possivel a resolucdo dos compostos R e S-duloxetina. Na sequéncia, foram
realizados diversos testes a fim de verificar o comportamento da HPBCD na
separacao quiral. As Figuras 22 a 26 apresentam a influéncia das diferentes

condi¢bes testadas sobre a resolucdo dos enantibmeros da duloxetina.

RESOLUCAO X CONC. HPBCD POR EC

3,00 -
2,80 -
2,60 -
2,40 -
2,20 -
2,00 -
1,80 - 2,5;1,62
1,60 -
1,40 -
1,20 -
1,00 ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; .
00 1,0 20 30 40 50 60 70 80 90 10,0 11,0
Conc. HPBCD (mM)

5,0; 2,14

10,0; 1,75

Resolugdo

Figura 22. Efeito da concentragdo de HPBCD sobre a resolugdo dos
enantiomeros da duloxetina (Condicdo: Tampdo TRIS 50 mM, pH 2,5,
Voltagem 20 kV, temperatura 25 °C).
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3,00 -
2,80 -
2,60 -
2,40 -
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RESOLUCAO X TAMPAO TRIS
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40; 2,18
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Conc. tampdo TRIS (mM)

Figura 23. Efeito da concentracdo de tampdo TRIS sobre a resolucdo dos
enantidbmeros da duloxetina (Condigéo: HPBCD 5 mM, pH 2,5, Voltagem 20 kV,

temperatura 25 °C).

3,00 -
2,80 -
2,60 -
2,40 -
2,20 -
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RESOLUCAO X pH POR EC

1,00
1,5

2,0 2,5 3,0 3,5
pH

Figura 24. Efeito do pH sobre a resolugdo dos enantibmeros da duloxetina
(Condicéo: TRIS 40 mM, HPBCD 5 mM, voltagem 20 kV, temperatura 25 °C).
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RESOLUGCAO X VOLTAGEM POR EC

3,00
2,80 -
2,60 -
2,40 15;2,18
2,20 -~
2,00 -~
1,80 -
1,60 - 30; 1,42
1,40 -
1,20 -~
1,00 T T T T ]

10 15 20 25 30 35

Voltagem (kV)

20; 2,11

25;1,77

Resolugao

Figura 25. Efeito da voltagem aplicada sobre a resolucdo dos enantiomeros da
duloxetina (Condigédo: TRIS 40 mM pH 2,5, HPBCD 5 mM, temperatura do 25
°C).

RESOLUCAO X TEMPERATURA POR EC
3,00 -
2,80 -
2,60 -
o 207 25;2,15
® 2,20 -~
é 1,80 - 35; 1,66
1,60 -
1,40 -
1,20 -
1,00 T T T )
20 25 30 35 40
Temperatura °C

Figura 26. Efeito da temperatura do cassete sobre a resolugdo dos
enantibmeros da duloxetina (Condi¢ao: TRIS 40 mM pH 2,5, HPBCD 5 mM, 25
°C, voltagem 20 kV).
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De acordo com Liu e Nussbaum, 1999, o screening realizado com
compostos basicos demonstrou a capacidade da HPBCD em separar diversos
enantiomeros por EC. Os resultados obtidos experimentalmente corroboram a
eficiéncia da HPBCD como seletor quiral para a avaliagao dos enantidbmeros da
duloxetina. A avaliagado da HPBCD demonstrou que a concentragado 6tima para
a separacdo € 5 mM. Quanto ao tampéo TRIS, a concentracdo de 40 mM foi a
gue apresentou melhores resultados. A partir do teste de pH, verificou-se que a
melhor resolugéo foi alcancada quando em pH 2,3. No entanto, o pH de
escolha foi o de 2,5 tendo em vista que a duloxetina € instavel em pH inferior a
2,5 (WINGERT et al., 2011).

Os efeitos da voltagem sobre o sistema eletroforéticos foram testados
entre 15 e 30 kV e observou-se 0 menor tempo de migracdo associado a
diminuicdo da migragdo com o aumento da voltagem. A voltagem escolhida foi
a de 20 kV por apresentar boa separacédo associada a um tempo de retencao
aceitavel e corrente adequada. A influéncia da temperatura foi avaliada a 25,
30 e 35°C. A resolucdo enantiomérica e o tempo de migracdo aumentaram
com a diminuicdo da temperatura, devido ao aumento da estabilidade dos
complexos de inclusdo formados entre a HPBCD e os enantibmeros da

duloxetina. A temperatura que apresentou melhores resultados foi a de 25 °C.

Durante o desenvolvimento e otimizacdo do sistema eletroforético
testou-se o tempo de injecdo da amostra. Solu¢des foram injetadas a 40 mbar
durante 3 a 6 segundos. Os melhores valores de simetria e resolugéo foram
obtidos com injecdo de 3 segundos.

A utilizacdo de padréo interno em métodos por EC é recomendada para
gue se aumente a precisdo da injecdo. Baseados nos resultados de Wingert e
colaboradores (2011), que desenvolveram método aquiral para a avaliagcdo da
duloxetina, testou-se a utilizagdo da cimetidina como padréo interno. Os
resultados obtidos com esse composto foram satisfatérios, uma vez que ele
apresentou absorvancia apropriada no comprimento de onda selecionado e

boa resolugdo com os demais analitos.
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A condicdo final otimizada encontra-se detalhada no item 4.5. O

eletroferograma representativo das condicdes finais definidas estd demostrado

na Figura 27.
mAU o
201
—t_
&
157

Figura 27. Eletroferograma nas condi¢cdes otimizadas para andlise dos
enantidbmeros da duloxetina (Tampao TRIS 40 mM pH 2,5, HPBCD 5mM, 20 kV
e 25°C).

5.2.2 Especificidade por EC

A avaliacdo da especificidade do método analitico por EC foi realizada
através da injecdo do farmaco S-duloxetina, da impureza enantiomérica R-
duloxetina e do produto de degradacdo majoritario 1-Naftol. Avaliou-se também
amostra do produto Cymbalta®, os excipientes simulados (placebo) juntamente
com a solucao diluente. A Figura 28 apresenta os eletroferogramas extraidos e

sobrepostos da analise de especificidade.
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Figura 28. Eletroferogramas extraidos e sobrepostos da andlise de

especificidade por EC.

A partir dos resultados obtidos, pdde-se constatar a capacidade do
método em separar 0s compostos estruturalmente semelhantes. A resolucdo
entre os enantiomeros da duloxetina foi de 2,14. A analise do 1-naftol ndo foi
demonstrada, pois o composto ndo apresentou resposta nas condigdes
analisadas. Devido a sua caracteristica acida, no pH de 2,5 o 1-naftol se
encontra protonado ndo apresentando mobilidade satisfatoria. A mobilidade do
analito € necessaria para que ocorra a migracdo dos compostos quando se
utiliza ciclodextrinas neutras (LIU e NUSSBAUM, 1998). Constatou-se também
a nao interferéncia do placebo e do diluente na andlise, pois ndo se observou a
presenca de picos de absorcdo provenientes destas solucdes nos tempos de
retencdo dos analitos de interesse.

Com o objetivo de certificar que o método é especifico, foram
observados os graficos de pureza de cada pico, utilizando detector de arranjo
de diodos, com calculos realizados pelo software ChemStation. Todos os picos
analisados apresentaram pureza de pico superior a 0,99, sem detecgédo de
impureza, indicando a ndo contaminacéo dos picos eletroforéticos. A Figura 29
demonstra a pureza de pico dos enantibmeros da duloxetina e 0 espectro de

absorcdo no UV oriundo da analise por PDA .
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R-duloxetina

Gréfico de pureza
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Figura 29. Grafico de pureza e espectro UV dos picos referentes aos
enantidbmeros da duloxetina por EC.

5.2.3 Linearidade por EC

As Tabelas 35 e 36 apresentam as areas correspondentes a média de

cada concentracdo de S-duloxetina e R-duloxetina, dados estes utilizados para

a confecc¢ao das curvas padrdao dos compostos.

Tabela 35. Dados analiticos utilizados na curva de linearidade da S-duloxetina

por EC.
Concentracéo . ) ) )
Area Média Pl Area Média S-DLX Razao DPR (%)
(ug/mL)
50,00 44,43 30,17 0,69 0,81
80,00 46,43 53,43 1,15 0,73
90,00 45,57 58,20 1,28 0,25
100,00 45,00 64,33 1,43 0,03
110,00 45,13 70,83 1,57 0,95
120,00 44,67 76,17 1,70 0,97
150,00 45,90 98,77 2,15 0,95
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Tabela 36. Dados analiticos utilizados na curva de linearidade da R-duloxetina

por EC.
Concentracéao ) 3
Area Média Pl  Area Média R-DLX Razédo DPR (%)
(Hg/mL)
50,00 44,47 31,83 0,72 1,87
80,00 44,63 52,80 1,18 1,18
90,00 44,77 58,60 1,31 1,80
100,00 45,57 66,90 1,47 1,00
110,00 43,53 70,07 1,61 0,79
120,00 46,60 80,10 1,72 0,43
150,00 45,40 98,13 2,16 1,61

A representacdo grafica das curvas obtidas para os enantibmeros da
duloxetina encontram-se nas Figuras 30 e 31.

Representagdo da Linearidade SDLX - EC
2,5000 -
20000 | Y= 0.0146x-0,0379
r=0,9994
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o
(=X
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0,0000 . | | |

0 50 100 150 200
Concentragdo (pug/mL)

Figura 30. Representacao gréafica da curva padrédo de S-duloxetina por EC.
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Representacao da Linearidade RDLX - EC
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Figura 31. Representacdo gréfica da curva padrédo de R-duloxetina por EC.

As representacdes gréficas dos residuos obtidos com as curvas dos

enantiomeros da duloxetina sdo apresentadas nas Figuras 32 e 33.

Representa¢ao da Linearidade S-duloxetina
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Figura 32. Residuos padronizados provenientes da curva da S-duloxetina por
EC.
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Representacao da Linearidade R-duloxetina
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Figura 33. Residuos padronizados provenientes da curva da R-duloxetina por
EC.

A andlise estatistica através de ANOVA para verificar a linearidade do

método por EC esta demostrada nas Tabelas 37 e 38.

Tabela 37. ANOVA das areas absolutas determinadas para a obtencédo da

curva padréao de S-duloxetina por EC.

Fontes de Variacéo gl SQ Variancia Fcal
Entre doses 6 3,85 6,41.10" 4370,9
Regressao linear 1 3,85 3,85 26210,66
Desvio linearidade 5 2,17.10° 4,34.10" 2,96
Dentro 14 2,05.10° 1,46.10"

total 20 3,85

Tabela 38. ANOVA das areas absolutas determinadas para a obtencdo da

curva padréao de R-duloxetina por EC.

Fontes de Variagéo o] SQ Variancia Fcal
Entre doses 6 3,70 6,17.10" 1674,09
Regresséo linear 1 3,70 3,70 10031,70
Desvio linearidade 5 4,74.10° 9,48.10™ 2,57
Dentro 14 5,16.10° 3,68.10"

total 20 3,71
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Os resultados obtidos na analise da linearidade apresentaram-se
satisfatorios para ambos os compostos. O coeficiente de correlacdo linear (r)
obtido para S-duloxetina foi de 0,9994 e para a R-duloxetina de 0,9987,
estando os dois, dentro do esperado. A analise de ANOVA efetuada demonstra
regressao linear significativa para ambos os compostos, ndo havendo desvio
da linearidade para um nivel de significancia de 5%. Os gréficos dos residuos
nao apresentaram indicadores de variancia ndo constante, pois se obtiveram
residuos homocedasticos e aleatoriamente distribuidos com auséncia de
amostras atipicas, comprovando a validade do método em relacdo a

linearidade.
5.2.4 Limite de Quantificacédo e Deteccao por EC

O LQ e o LD foram calculados para a impureza R-duloxetina baseados
no desvio padréo do intercepto e na inclinacdo, a partir das curvas padréo da
linearidade. A Tabela 39 apresenta os resultados de LQ e LD para a impureza

R-duloxetina.

Tabela 39. Limite de deteccéo e quantificacdo para R-duloxetina por EC.

Composto LD (ng/mL) LQ (ng/mL)

R-duloxetina 4,37 13,24

Baseado nos limites obtidos avaliou-se a precisdao do método no LQ a
partir do preparo de padrdo na concentracdo proxima ao LQ. Na Tabela 40

podem-se observar 0s resultados da precisao no LQ.

Tabela 40. Resultados da precisdo no LQ para R-duloxetina por EC.

Injecdo  Conc. (ug/mL) Area Pl Area R-DLX Razo DPR (%)
1 45,8 7.7 0,17
2 46,7 8,3 0,18
° 10,00 43.2 74 0.17 6,64
4 45,1 8,2 0,18
S 47,5 8,7 0,18
6 453 6,9 0,15
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A avaliacdo da precisdo na concentracdo do LQ demostram que o

método é preciso no limite proposto, no entanto, 0 mesmo se mostrou pouco

sensivel para detectar a impureza R-duloxetina em baixas concentracoes.

5.2.5 Precisao por EC

A precisdo do método foi demonstrada pela repetibilidade (intradia) e

precisdo intermediaria (interdia), sendo expresso pelo DPR de uma série de

leituras. Os valores experimentais obtidos na avaliacdo da precisdo intra e

interdia para os enantiomeros da duloxetina estdo demostrados nas Tabelas 41

e 42.

Tabela 41. Valores experimentais referentes a determinacédo de S-duloxetina

para avaliacdo da precisao por EC.

Avaliagéo intradia

Amostras - -
1° dia (%) 2° dia (%) 3° dia (%)
1 101,02 100,01 100,30
2 100,40 101,28 99.15
3 102,39 102,21 102,46
4 99,16 100,93 102,45
s 100,70 102,14 100,89
6 99,58 99.76 101,02
Média 10054 101,06 101,05
DPR (%) 114 1,02 1.26
Avaliagéo interdia
_ 100,88
Média (%)
DPR (%) 1,10
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Tabela 42. Valores experimentais referentes a determinacdo de R-duloxetina

para avaliagéo da precisao por EC.

Avaliacao intradia

Amostras i i i
1° dia (%) 2° dia (%) 3° dia (%)
1 101,02 100,01 100,30
2 100,40 101,28 99,15
3 102,39 102,21 102,46
4 99,16 100,93 102,45
5 100,70 102,14 100,89
6 99,58 99,76 101,18
Média 100,54 101,05 101,07
DPR (%) 2,67 1,38 1,10
Avaliacéo interdia
Média (%) 101,41
DPR (%) 1,80

A precisdo do método para a determinacdo dos enantibmeros da
duloxetina em cépsulas foi investigada através da repetibilidade e da precisédo
intermediaria. Os valores percentuais médios encontrados no doseamento das
amostras intra e interdias foram satisfatorios. Os baixos valores de DPR

obtidos neste estudo caracterizam a precisdo do método.
5.2.6 Exatidao por EC
As porcentagens de recuperacdo obtidas a partir do teste de exatidao

para 0s enantibmeros da duloxetina, na avaliacdo da exatiddo, estdo

apresentadas nas Tabelas 43 e 44.
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Tabela 43. Resultados do teste de recuperacao por EC para a determinacédo de

S-duloxetina.
Conc. (ug/mL) Recuperacéo Média
_ , DPR (%)
Adicionada Recuperada (%) (%)
Baixa 50 50,86 101,72
Média 100 98,63 98,63 100,67 1,76
Alta 150 152,50 101,67

1 — Cada valor representa a média de trés determinagdes

Tabela 44. Resultados do teste de recuperacao por EC para a determinacédo de

R-duloxetina.
Conc. (pg/mL) Recuperacéo Média
— . DPR (%)
Adicionada Recuperada (%) (%)
Baixa 50 49,87 99,74
Média 100 100,52 100,52 100,44 0,66
Alta 150 151,60 101,07

1 — Cada valor representa a média de trés determinacdes

A exatiddo do método proposto foi determinada através do teste de
recuperacdo dos enantibmero da duloxetina. O método desenvolvido
demonstrou exatiddo através dos resultados obtidos, exibindo porcentagem de
recuperacdo média de 100,67% para o S-duloxetina e 100,44% para R-

duloxetina.

5.2.7 Robustez por EC

Para avaliacdo da robustez, verificou-se o efeito das variacdes frente ao
teor, e a resolucéo entre os enantibmeros, o fator de capacidade a simetria da
R-duloxetina. Os resultados obtidos na determinacdo dos enantibmeros da
duloxetina através de pequenas alteracbes nas condicbes cromatograficas

estdo demonstrados nas Figuras 34 a 37.
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Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is Teor, Alpha = ,05)
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Figura 34. Efeitos das alteragdes sobre o teor.
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Figura 35. Efeitos das alteracdes sobre a resolucao.
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Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is N°® Pratos tedricos, Alpha = ,05)
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Figura 36. Efeitos das alterac6es sobre o nimero de pratos tedricos referentes

a S-duloxetina.

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is Simetria, Alpha = ,05)
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Figura 37. Efeitos das alteracdes sobre a simetria do pico da S-duloxetina.
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Com os resultados obtidos, calculados pelo software Minitab, pode-se
observar nenhum efeito foi maior que o efeito critico, em um nivel de confianga
de 95%, ou seja, o efeito entre os fatores ndo foi significativo.

Com base na avaliagdo dos resultados obtidos através dos parametros
analiticos verificados no método por EC, pode-se afirmar que o método foi
validado de maneira satisfatoria e, portanto, € adequado para o controle de

qualidade do medicamento em questao.
5.2.8 Estabilidade das solugdes por EC

Na Tabela 45 estdo demonstrados os valores experimentais obtidos por
EC de solucdes de S-duloxetina, preparadas na concentracdo de 100 pg/mL,

armazenadas a temperatura de 2 a 8 °C por 168 horas.

Tabela 45. Valores experimentais obtidos a partir de solugdes de S-duloxetina
SQR em 168 horas.

Tempo (h) Area PI Area S-DLX Razao Variac&o (%)
0 44,2 65,7 1,4864 i
12 45,5 67,2 1,4769 -0,64
24 44,1 65,8 1,4921 0,38
168 46,1 68,9 1,4946 0,55

Com base nos resultados obtidos pode-se constatar que a solugéo de
SQR de S-duloxetina é considerada estavel por pelo menos 168 horas quando
em temperatura de 2 a 8 °C. Observou-se também um pequeno aumento na
area quando injetada em 168 horas, relacionada provavelmente a evaporacao

do diluente.

5.3 Analise comparativa dos metodos analiticos

A andlise de variancia (ANOVA) foi o tratamento estatistico aplicado
para a comparagcdo entre os resultados obtidos pelos métodos analiticos
validados neste trabalho. Para este teste foram utilizados os valores médios

obtidos na precisdo por CLAE e EC.
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A Tabela 46 apresenta os resultados obtidos na determinacao
quantitativa de S-duloxetina em capsulas de Cymbalta® pelos métodos

analiticos validados neste trabalho.

Tabela 46. Resultados obtidos na determinacdo de S-duloxetina em capsulas
de Cymbalta® por CLAE e EC.

CLAE EC
Teor (%) 100,38 100,88
DPR 0,93 1,10

1 — Média de dezoito determinagdes.

O tratamento estatistico dos valores obtidos pelos diferentes métodos

guantitativos propostos estd demonstrado na Tabela 47.

Tabela 47. ANOVA de valores obtidos na determinacdo de S-duloxetina em

capsulas de Cymbalta® por CLAE e EC.

Fonte da

o SQ gl MQ F calc. valor-P F critico
variacao
Entre 2,31 1 2,32 2,1963 0,1475 4,1300
Dentro 35,85 34 1,05
Total 38,16 35

O resultado da ANOVA demonstrou que ndo ha diferenca significativa
entre os métodos desenvolvidos, em um nivel de significancia de 5%, conforme
apresentado na Tabela 47. Estes resultados comprovam que os métodos
desenvolvidos séo intercambiaveis, sendo adequados para a determinacéo
guantitativa de S-duloxetina na forma farmacéutica. Cabe ressaltar que nao se
comparou estatisticamente a determinacdo da impureza R-duloxetina, tendo
em vista a grande diferenca de sensibilidade apresentada pelos métodos
validados.

O controle da impureza R-duloxetina, no produto farmacéutico
Cymbalta® foi realizada por CLAE, conforme o apresentado na Tabela 48 e

Figura 38.

131



5. Resultados e Discussao

Tabela 48. Resultados obtidos na determinacédo da impureza R-duloxetina em

cépsulas de Cymbalta® por CLAE.

Teor (%) Média (%) DPR
Amostra 1 0,0885
Amostra 2 0,0856 0,0868 1,76
Amostra 3 0,0862
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Figura 38. Cromatograma representativo obtido na determinacdo da impureza

R-duloxetina em capsulas de Cymbalta® por CLAE.

A partir dos resultados demonstrados na Tabela 48 e Figura 38 pode-se
constatar a capacidade de o método desenvolvido por CLAE quantificar a
impureza R-duloxetina, apresentando resultados dentro do limite de
quantificacdo e com baixo DPR relacionado no que se refere a impureza R-

duloxetina.
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6. Conclusodes

- O método desenvolvido por CLAE, utilizando fase estacionéria quiral de
celulose demonstrou especificidade, linearidade, precisédo, exatidao e robustez
para a quantificacdo da S-duloxetina e de sua impureza enantiomérica R-

duloxetina;

- O método desenvolvido por EC, utilizando HPBCD como seletor quiral
demonstrou especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez para a

quantificacdo da S-duloxetina e de sua impureza enantiomérica R-duloxetina;

- No que se refere a tempo de andlise, os métodos propostos apresentaram-se

semelhantes, com tempo de corrida de 15 minutos.

- O método por EC mostrou-se menos sensivel para a determinacdo da
impureza R-duloxetina, tendo em vista o alto limite de quantificacdo

apresentado;

- A EC mostrou-se como uma técnica extremamente versatil e mais econémica
gquando comparada com CLAE. Isto se deve a simplicidade instrumental, a
utilizacdo de seletores quirais menos dispendiosos e ao baixo consumo de

reagentes;

- A andlise comparativa entre os métodos propostos para a determinacdo
quantitativa da S-duloxetina em cépsulas contendo pellets de duloxetina
demonstrou ndo haver diferenca estatisticamente significativa entre eles, sendo
caracterizada a intercambialidade dos mesmos para a quantificacdo da S-

duloxetina.

135






7. REFERENCIAS







7. Referéncias

ABOUL-ENEIN, H.Y.; BASHA, L.I.A. Chirality and drug hazards. In: ABOUL-
ENEIN, H.Y.; WAINER. eds. The impact of stereochemistry on drug
development and use. New York: John Wiley. v. 142, p. 1-19, 1997.

ABOUL-ENEIN, H. Y.; ALI, I. Chiral separations by liquid chromatography
and related Technologies. New York: Marcel Dekker, 2003.

AGRANAT, |.; CANER, H. Intellectual property and chirality of drugs. Drug
discovery Thecnologies, v. 4, n. 7, p. 313-321, 1999.

BAILEY, J. Chirality and the origin of life. Acta Astronautica, v.46, n.10, p.627-
631, 2000.

BAKER, R D. Capillary electrophoresis.1 ed. New York: John Wiley & Sons,
Inc. 1995.

BARREIRO, E.J.; FERREIRA, V.F,; COSTA, P.R.R. Substancias
enantiomericamente puras (SEP): a questdo dos farmacos quirais. Quimica
Nova, v.20, n.6, 1997.

BLANCO, M.; VALVERDE, I. Choice of chiral selector for enantioseparation by
capillary electrophoresis. Trends Analytical Chemistry, v.22, p. 428-439,
2003.

BONATO, S.P.; JABOR, V.A.P.J; GAITANI, C.M. Enantioselective analysis of
drugs: contributions of high-performance liquid chromatography and capillary
electrophoresis. Quimica Nova, vol.28, n.4, p. 683-691, 2005.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria. Resolugcdo n.899, de 29 de
maio de 2003. Determina a publicacdo do "Guia para validacdo de métodos
analiticos e bioanaliticos". Diario Oficial da Republica Federativa do Brasil,
Brasilia, DF, 2003.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolu¢do n.15, de 01 de
marco de 2007. Determina a lista de medicamentos controlados. Diario Oficial
da Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 2007.

139



7. Referéncias

BRITO, M.A.F.O.; NASCIMENTO, C.S.; SANTOS, H.F. Analise estrutural de
ciclodextrinas. Um estudo comparativo entre métodos tedricos classicos e
quanticos. Quimica nova, v.27, p. 882-888, 2004.

BYMASTER, F.P.; BEEDLE, E.E.; FINDLAY J.; GALLAGHER, P.T,;
KRUSHINSKI, J.H.; MITCHELL, S.; ROBERTSON, D.C.; THOMPSON, D.C;
WALLACEB, L.; WONGA, D.T. Duloxetine (CymbaltaTM), a Dual Inhibitor of
Serotonin and Norepinephrine Reuptake. Bioorganic & Medicinal Chemistry
Letters, v.13, p. 4477-4480, 2003.

CANADA. Health Canada. Guidance for industry: Stereochemical issues in
chiral drug development. 1998. Disponivel em: http://www.hc-sc.gc.ca/dhp-
mps/alt_formats/hpfb-dgpsa/pdf/prodpharma/stereo-eng.pdf. Acesso em:
01/12/2011.

CANER, H.; GRONER, E.; LEVY, L. Trends in the development of chiral drus.
Drug Discovery Today, v.9, n.3, p. 105-110, 2004.

CHEN, B.; DU, Y.X.; WANG, H. Study on enantiomeric separation of basic
drugs by NACE in methanol-based medium using erythromycin lactobionate as
a chiral selector. Electrophoresis, v.31, p. 371-377, 2010.

CLARKES. Analysis of Drugs and Poisons in Pharmaceuticals Body fluids
and Postmortemmateria, 32 ed. Volume 1. Londres, p. 500-534, 2004.

DAVANDRA, P.M.; PATEL, S.J.; JAIN, M.R.; PATEL, P.R.; JOSHI, H.S;
BAPODRA, A.H. A validated chiral RP-HPLC method for the enantiomeric
separation of duloxetine hydrochloride using chiral-AGP as the stationary
phase. Journal of Liquid Chromatography & Related Technologies, v.34, p.
1699-1711, 2011.

DEJAEGHER, B.; VANDER HEYDEN, Y. Ruggedness and robustness testing.
Journal of Chromatography, A, v.1158, p138-157, 2007.

DRUGS INFORMATION ON LINE. Top 200 Drugs for 2010 by Sales.
Disponivel em:_http://www.drugs.com/top200.htm| Acesso em: 05/03/2012.

EUROPEAN MEDICINES AGENCY. Committe for Medicinal Products for
Human Use. Investigation of Chiral Active Substances. 1993. Disponivel

140


http://apps.webofknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&colName=WOS&SID=1FhonhPBej35kpkO5hn&author_name=Chen,%20B&dais_id=3300347
http://apps.webofknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&colName=WOS&SID=1FhonhPBej35kpkO5hn&author_name=Du,%20YX&dais_id=1504157
http://apps.webofknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&colName=WOS&SID=1FhonhPBej35kpkO5hn&author_name=Wang,%20H&dais_id=1218500
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&colName=WOS&SID=1FhonhPBej35kpkO5hn&field=AU&value=Patel,%20SJ
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&colName=WOS&SID=1FhonhPBej35kpkO5hn&field=AU&value=Patel,%20SJ
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&colName=WOS&SID=1FhonhPBej35kpkO5hn&field=AU&value=Patel,%20PR
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&colName=WOS&SID=1FhonhPBej35kpkO5hn&field=AU&value=Joshi,%20HS
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&colName=WOS&SID=1FhonhPBej35kpkO5hn&field=AU&value=Joshi,%20HS
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&colName=WOS&SID=1FhonhPBej35kpkO5hn&field=AU&value=Bapodra,%20AH
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&colName=WOS&SID=1FhonhPBej35kpkO5hn&field=AU&value=Bapodra,%20AH
http://www.drugs.com/top200.html

7. Referéncias

em: http://www.emmea.europa.eu/pdfs/human/gwp/3cc29aen.pdf. Acesso em:
01/12/2011.

EMEA. European Medicines Agency. Scientific discussion. 2005. Disponivel
em: www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/EPAR_Scientific_Disc
ussion /human/000572/WC500036776.pdf. Acesso em: 22/01/2012.

GAITANI, C. M.; MARTINEZ, A. S.; BONATO, P. S.; Study on thioridazine 5-
sulfoxide epimerization and degradation by capillary electrophoresis.
Electrophoresis, v.24, p.2723-2730, 2003.

FANALI, S. Enantioselective determination by capillary electrophoresis with
cyclodextrins as chiral selectors. Journal of Chromatography A, v.875, n.1, p.
89-122, 2000.

HIRCHFILD, R. M. History and evolution of monoamine hypothesis of
depression. Journal Clinical Psychiatry, n.61, p.4-6, 2000.

HOLZGRABE, U.; BRINZ, D.; KOPEC, S.; WEBER, C.; BITAR, Y. Why not
using capillary electrophoresis in drug analysis? Electrophoresis, v.27, n.12,
p.2283-2292, 2006.

HEBER, L. A primer good laboratory practice and current good manufacturing
practice. Waldbronn: Agilent Technologies, 2002.

HUTT, A. J.; VALENTOVA, J. The chiral switch: the development of single
enantiomer drugs from racemates. Acta Facultaties Pharmaceuticae. Univ.
Comenianae Tomus L. p. 7-23, 2003.

ICH - Test Procedures and Acceptance Criteria for New Drug Substances and
New Drug Products, Q6A, In: International Conference on Harmonization, 1999.

KIBBE, A. H. (Ed.) Handbook of Pharmaceutical Excipients. Washington:
American Pharmaceutical Association, 2000.

KWATERCZAK, A.; DUSZCZYK, K.; BIELEJEWSKA, B. Comparation of chiral
electrophoresis and liquid chromatography using neutral and negatively
charged cyclodextrin. Analytica Chimica Acta, v. 645, p. 98-104, 2009.

141



7. Referéncias

LIN, G.Q.; YOU, Q.D.; CHENG, J.F. Chiral Drugs, Chemistry and Biological
Action. New York: John Wiley, p. 1-25, 2011

LIU, L.; NUSSBAUM, A. Systematic screening approach for chiral separations
of basic compounds by capillary electrophoresis with modified cyclodextrins.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 19, p. 679-694,
1999.

LOURENCO, T.C., CASSIANO, N.M., CASS, Q. B. Fases estacionarias quirais
para cromatografia liquida de alta eficiéncia. Quimica nova, v.33, p. 4363-
4372, 2010.

MAIER, N.M.; FRANCO, P.; LINDNER, W. Separation of enantiomers: needs,
challenges, perspectives. Journal of Chromatography Analysis, v. 906. p. 3-
33.2001.

MASON, J.P.; HUTT, A.J. Stereochemical aspects of drug metabolism. In:
ABOUL-ENEIN, H.Y.; WAINER., eds. The impact of stereochemistry on drug
development and use. New York: John Wiley, v. 142, p. 45-105, 1997.

MOSS, G.P. Basic terminology of stereochemistry (IUPAC Recommendations).
Pure and Applied Chemistry, v.68, n.12, p.2193-2222, 1996.

NISH, H. Enantiomer separation of drugs by electrokinetic chromatography.
Journal of Chromatography A, v.735, n.1, p. 57-76, 1996.

RANE, V.P.; SHINDE, D.B. Development and validation of chiral LC method for
the enantiomeric separation of duloxetine on amylose based stationary phase.
Journal of Chromatography Science. v.46, p.772-776, 2008.

RIBANI, M.; BOTTOLI,; C.B.G.; CAROL H. COLLINS; JARDIM, I.C.S.F.; MELO,
L.F.C. Validagio em métodos cromatograficos e eletroforéticos. Quimica
Nova, v.27, p.771-780, 2004.

RIBEIRO, A.L.R.; FERREIRA, M.M.C.; MORANO, S.C.; SILVA, L.R;
SCHNEIDER, R.P. Planilha de validagdo: Uma nova ferramenta para estimar
figuras de mérito na validagdo de métodos analiticos. Quimica Nova, v.31,
p.164-167, 2008.

142


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rane%20VP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Shinde%20DB%22%5BAuthor%5D

7. Referéncias

RUDAZ, S.; CALLERI, E.; GEISER, E.; CHERKAOUI,S.; PRAT, J.; VEUTHEY.
Infinite enantiomeric resolution of basic compounds using highly sulfated
cyclodextrin as chiral selector in capillary electrophoresis. Electrophoresis,
v.24, p. 2633-2641, 2003.

SANTORO, M.I.R.M. Cromatografia liquida em fase quiral: novos rumos no
controle de qualidade de medicamentos. Revista de Farmacia e Bioquimica
da Universidade de S&o Paulo, v.28, p.1-29, 1992.

SANTORO, M. I. R. M.; SINGH, A. K. Development and regulation of chiral drug
substances: an overview on worldwide pharmaceutical guidelines. Revista
Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, Sao Paulo, v. 37, n. 3, p. 259-268,
2001.

SHIN-ETSU, AQUOAT®. Hypromellose acetate succinate. Disponivel em:
http://www.metolose.jp/e/pharmaceutical/aqgoat.shtml. Acesso em: 15/10/2011.

SINGH, A.K.; KEDOR-HACKMANN, E.R.M.; SANTORO, M.l.R.M. Development
and validation of a chiral liquid chromatographic method for the determination of
atenolol and metoprolol enantiomers in tablet preparations. Journal of AOAC
International, v.84, p.1724-1729, 2001.

SNYDER, L.R.; KIRKLAND, J.J.; GLAJCH, J.L.; KERN, J.; KIRKLAND, K.
Chiral separations. Pratical HPLC method development, 2 ed. New York.
John Wiley, 1997.

SOLOMONS, T.W.G. Quimica organica, 6.ed. Rio de Janeiro: Livros Técnicos
e Cientificos,1996.

SONI, P.; BANERJEE, U.C. Biotransformations for the production of chiral drug
(S)-Duloxetine catalyzed by a novel isolate of Candida tropicalis. Applied
Microbiology and Biotechnology, v.67, p.771-777, 2005.

SRINVAS, N. R.; BARBHAIYA, R.H.; MIDHA, K.K. Enantiomeric drug
development issues: issues, considerations and regulatory requirements.
Journal of Pharmaceutical Sciences, v.90, n.9, p.1205-1215, 2001.

STAHL, S.M. The psychopharmacology of painful physical symptoms in
depression. Journal Clinical Psychiatry, V.60, n.5, p.382-383, 2002.

143



7. Referéncias

STRONG, M. FDA policy and regulation of stereoisomers: paradigm shift and
the future of safer, more effective drugs. Food and Drug Law Journal, v.54,
n.3, p.463-487, 1999.

THALL, E. When drug molecules look in the mirror. Journal of Chemical
Education, v.73, n.6, p. 481, 1996.

TUCKER, G.T.; Chiral switches. The Lancet. v. 355, p.1085-1087, 2000.

THOMPSON, R. A practical guide to HPLC enantioseparations for
pharmaceutical compounds. Journal of Liquid Chromatography & Related
Technologies, v.28, n.7, p.1215-1231, 2005.

TRAFF, A.; LIHAMMAR, R.; BACKVALL, J. A chemoenzymatic dynamic Kinect
resolution approach to enantiomerically pure (R)- and (S)-Duloxetine. The
Journal of Organic Chemistry. v. 76, p. 3917-3921, 2011.

UNITED STATES. Food and Drug Administration. Department of Health and
Human service. Center for Drug Evaluation and Research. FDA’s Policy
Statement for the development of New Stereoisomeric Drugs. 1992. Disponivel
em:
http://www.fda.gov/Drugs/GuidanceComplianceRegulatorylnformation/Guidance
s/lucm122883.htm. Acesso em: 01/12/2011.

WARD, T.J.; BAKER, B.A.. Chiral separations. Analytical Chemistry, v. 80, p.
4363-4372, 2008.

WECKER, L.; CATALANO, G. Tratamento dos transtornos afetivos. In:
MINNEMAN, K. P. (Ed.); WECKER, L. (Ed.); LARNER, J. BRODY, T.M. Brody:
Farmacologia Humana, 4. Ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2006.

WINGERT, A.R.; BARTH, A.B.; GOMES, P.; SHAPOVAL, E.S.; STEPPE, M.
Quantitative analysis of duloxetine and 1 naphthol by capillary micellar
electrokinetic chromatography. Current Analytical Chemistry. v. 7, p. 184-
193, 2011.

WONG, D.T.; ROBERTSON D,W.; BYMASTER, F.P.; KRUSHINSKI, J.H.;
REID, L.R. LY227942, an inhibitor of serotonin and norepinephrine uptake:

144



7. Referéncias

biochemical pharmacology of a potential antidepressant drug. Life Science,
v.43, p.2049-57, 1988.

YANG, J.; LU, X.; BI, Y.; LI, F. Chiral Separation of Duloxetine and Its R-
Enantiomer by LC. Chromatographia, v. 66, p. 389-393, 2007.

ZHANG, Y.; WU, D.R.; WANG-IVERSON, D.B.; TYMIAK, A.A. Enantioseletive
chromatography in drug discovery. Drug Discovery Today, v.10, n.8, p. 571-
577, 2005.

ZHU, F.X.; DU, Y.X.; CHEN, J.Q.; YU, T.; ZHOU, Y.; CHEN, W.L.; SUN, H.S;
DU, F. Enantioseparation of Duloxetine Hydrochloride by Capillary
Electrophoresis with Glycogen as Chiral Selector and Its Separation
Mechanism. Chinese Journal of Analytical Chemistry. v.37, p. 915-918,
20009.

145


http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&colName=WOS&SID=1FhonhPBej35kpkO5hn&field=AU&value=Zhu,%20FX
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&colName=WOS&SID=1FhonhPBej35kpkO5hn&field=AU&value=Zhu,%20FX
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&colName=WOS&SID=1FhonhPBej35kpkO5hn&field=AU&value=Chen,%20JQ
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&colName=WOS&SID=1FhonhPBej35kpkO5hn&field=AU&value=Yu,%20T
http://apps.webofknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&colName=WOS&SID=1FhonhPBej35kpkO5hn&author_name=Zhou,%20Y&dais_id=1066901
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&colName=WOS&SID=1FhonhPBej35kpkO5hn&field=AU&value=Chen,%20WL
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&colName=WOS&SID=1FhonhPBej35kpkO5hn&field=AU&value=Chen,%20WL
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&colName=WOS&SID=1FhonhPBej35kpkO5hn&field=AU&value=Du,%20F

