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RESUMO

Validagao de métodos analiticos e estudo preliminar de estabilidade de

montelucaste sédico em comprimidos revestidos

Palavras chave: Montelucaste sédico, controle de qualidade, validagdo, métodos

analiticos.

O montelucaste (MTC) sédico € um agente antagonista do receptor de cisteinil-
leucotrienos, utilizado para o tratamento da asma e comercializado no Brasil sob a
forma de comprimidos revestidos, comprimidos mastigaveis e granulos orais com o
nome de Singulair®. Embora seja um medicamento amplamente comercializado, ha
poucas referéncias relativas aos métodos de analise da forma farmacéutica. Este
trabalho teve como objetivos o desenvolvimento e a validagdo de métodos analiticos
para o controle de qualidade do montelucaste sédico nos comprimidos revestidos,
bem como a realizacdo de estudos preliminares de estabilidade térmica e de
fotoestabilidade. A analise qualitativa do MTC sddico foi realizada por cromatografia
em camada delgada (CCD), espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e eletroforese capilar (EC). Para
analise quantitativa, foram validados os métodos por espectrofotometria na regiao do
UV, CLAE e EC. A validacao foi efetuada de acordo com as guias de validagao
disponiveis na literatura. No estudo preliminar de estabilidade térmica utilizaram-se
amostras de comprimidos revestidos submetidos a temperatura de 60° C por 35
dias. A fotoestabilidade foi realizada em camara de luz ultravioleta de 352 nm, por
um periodo de 72 horas. Estas amostras foram analisadas por CLAE para
determinacao de MTC sodico e seus produtos de degradagdo. Os métodos
qualitativos foram efetivos para identificacdgo do MTC sddico. Os métodos
quantitativos propostos foram validados de acordo com os parametros analiticos
preconizados, podendo ser perfeitamente intercambiaveis. O estudo preliminar de
estabilidade térmica ndo apresentou degradacdo da amostra nas condicbes de
analise empregadas. O estudo de fotoestabilidade apresentou degradagéo intensa

nas condi¢des testadas.









ABSTRACT

Validation of analytic methods and preliminary stability study of the sodium

montelukast in coated tablets

KEYWORDS: sodium montelukast, quality control, validation, analytical
methodology.

The sodium montelukast is a selective leukotriene receptor antagonist used for the
treatment of asthma, available in Brazil as a coated tablets, cheweble tablets and
oral granules named Singulair®. Even though, it is widely commercialized, there are
few references related to the quality control methods of it pharmaceutical dosage
form. The aim of this work was the development and validation of analytical
methodology for the quality control of sodium montelukast in coated tablets, as well
the preliminary thermical and photostability studies. The qualitative analysis was
performed by thin layer chromatography, ultraviolet spectrophotometry, high
performance liquid chromatography (HPLC) and capillary electrophoresis (CE). For
quantitative analysis, the methods of ultraviolet spectrophotometry, HPLC and CE
were validated. The validation of the methods was performed according to the
parameters of validation guidances available in the literature. The preliminary
thermical studies were evaluated by exposing samples of coated tablets to
temperatures of 60 °C for 35 days. The photostability was verified in an ultraviolet
light chamber of 352 nm, during 72 hours. The sodium montelukast and their
degradation products were determined in the samples by HPLC. The methods
employed for the qualitative analysis demonstrated to be usefull for the sodium
montelukast identification. The quantitative methods were validated in accordance to
the analytic parameters related in the validation guides, allowing perfect
interchanges. The thermical stability study had not presented sample degradation in
the applied analysis conditions. The photostability study demonstrated an

accentuated degradation in the described test conditions.









1. INTRODUCAO










Introducao

A asma é uma doenca extremamente comum, responsavel por 1 a 3% de
todos os atendimentos realizados em consultérios médicos, 500.000 internacdes
hospitalares por ano e maior responsavel por internagées em hospitais pediatricos
do que qualquer outra doenca isolada. Nos Estados Unidos, mais de 5.000 criancas
e adultos morrem todos os anos devido as crises de asma. Esse numero poderia ser
reduzido pelo tratamento apropriado (UNDEM E LICHTENSTEIN, 2003).

Existem duas grandes categorias de substancias antiasmaticas: os
broncodilatadores e o0s antiinflamatérios. As substancias utilizadas como
broncodilatadores incluem os agonistas dos receptores [(,—adrenérgicos, as
xantinas, os antagonistas dos receptores muscarinicos e o0s antagonistas do
receptor de cisteinil-leucotrienos. As principais substancias utilizadas pela sua acao

antiinflamatdria na asma sao os glicocorticoides (RANG et al., 2007).

Os antagonistas dos receptores de cisteinil-leucotrienos incluem o
montelucaste, zafirlucaste, cinalucaste e quinlucaste. Estes farmacos inibem
competitivamente os receptores de cisteinil-leucotrienos (UNDEM E
LICHTENSTEIN, 2003).

O montelucaste sddico aumenta a funcdo pulmonar, diminuindo os sintomas
da asma com consequente decréscimo da necessidade de terapia [(-agonista
adrenérgica suplementar de acao rapida. A reducéo da terapia com corticosteréides
se da em 30 a 47%, mostrando a importancia da utilizagado de montelucaste sédico
como agente antiasmatico, visto que, os efeitos adversos presentes nos demais
farmacos que fazem parte da terapia antiasmatica, trazem consequéncias graves ao
organismo (DRUG INFORMATION, 2008).

Comercialmente, é encontrado na forma de comprimidos mastigaveis de 4 e
5 mg, sachés com granulos de 4 mg e comprimidos revestidos de 10 mg, com o
nome comercial de Singulair®, marca registrada da Merck Sharp & Dohme

Farmacéutica Ltda.

Apesar de sua utilizagdo e importancia terapéutica, até o momento os
compéndios oficiais ndo descrevem métodos de analise do farmaco em preparacoes
farmacéuticas, havendo poucos relatos na literatura de métodos para analise do

mesmo. A avaliacdo da estabilidade deste farmaco praticamente nao é relatada.
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Introducao

Estudos anteriores revelam que a maioria dos métodos analiticos descritos
para o MTC sodico sdo métodos cromatograficos para determinagao do farmaco em
fluidos biolégicos (AMIN et al.,, 1995; LIU et al.,, 1997; OCHIAI et al., 1998; AL-
RAWITHI et al., 2001; KITCHEN et al., 2003; SMITH et al., 2004; ALSARRA, 2004;
PAPP et al.,, 2007). Para formas farmacéuticas, ha relatos de determinacédo por
método voltamétrico (ALSARRA et al., 2005-a), extragdo liquida de alta pressao
(HOANG et al., 2002), espectrofluorimetria (ALSARRA et al., 2005-b),
espectroscopia no ultravioleta por derivagdo e cromatografia liquida de alta eficiéncia
para montelucaste associado ao farmaco loratadina (RADHAKRISHNA et al., 2003).
Desta forma, o desenvolvimento e validacdo de novos métodos analiticos sao
importantes para o controle de qualidade de novos farmacos que estejam sendo

introduzidos na terapéutica.

A validagdo é essencial para definir se os métodos desenvolvidos estao
completamente adequados aos objetivos a que se destinam, a fim de se obter
resultados confiaveis que possam ser satisfatoriamente interpretados. Desta forma,
possibilita o conhecimento das limitagdes e da confiabilidade nas medidas realizadas
nas analises (ERMER, 2001).

Dependendo do propédsito do método, alguns dos parametros apresentados
podem deixar de ser avaliados. Deve-se ressaltar que o método pode ser
considerado validado, mesmo que alguns parametros néo se enquadrem nos limites
estabelecidos na literatura, mas que sejam criteriosamente conhecidos e, portanto,

adequados aos objetivos do estudo a ser realizado (ERMER, 2001).

O desenvolvimento e validagdo de metodologia analitica para o montelucaste
sddico em comprimidos, bem como seu estudo preliminar de estabilidade, visam a
colaborar com o controle de qualidade deste farmaco, tornando mais segura sua

utilizagcao e resposta terapéutica.
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Objetivos

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar métodos analiticos para analise de montelucaste sodico
na forma farmacéutica comprimido revestido, bem como realizar teste preliminar de

sua estabilidade.

2.2 Objetivos especificos

» Caracterizar a Substancia Quimica de Referéncia (SQR), através da
determinacdo do ponto de fusado, calorimetria exploratdria diferencial e

espectrofotometria na regido do infravermelho;

» Desenvolver método analitico de cromatografia em camada delgada,
espectroscopia na regiao do ultravioleta, eletroforese capilar e cromatografia
liquida de alta eficiéncia, na identificagdo de montelucaste sédico na forma

farmacéutica comprimido revestido;

» Desenvolver e validar método analitico de espectrofotometria na regido do
ultravioleta, cromatografia liquida de alta eficiéncia e eletroforese capilar para
quantificacdo de montelucaste sédico na forma farmacéutica comprimido

revestido;

» Analisar comparativamente os métodos propostos;

» Realizar estudos preliminares de estabilidade, para verificar a presenga ou
auséncia de produtos de degradacdo de montelucaste sodico, na forma de

comprimido revestido, frente a condigdes extremas de temperatura e luz.
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3.1 Aspectos gerais

3.1.1 Asma broénquica

A asma é uma doenga inflamatéria que pode ser definida, de maneira geral,
como uma sindrome caracterizada pela obstrugao “reversivel” recorrente do fluxo de
ar nas vias aéreas em resposta a estimulos que, por si s6, ndo sao nocivos € nao

afetam os individuos n&o-asmaticos (RANG et al., 2007).

A asma representa uma das condi¢bes patolégicas crénicas de maior
incidéncia no mundo contemporaneo. Cronologicamente, constituia uma
fisiopatologia rara no inicio do século, entretanto, sua prevaléncia em paises
industrializados tem crescido assustadoramente, assumindo propor¢des epidémicas,
acometendo cerca de 155 milhdes de pessoas por todo mundo (Figura 1)
(BRONCHIAL ASTHMA, 2007).

Proporgao da populacgao (%)

M >10,1 B 25a5,0
m 7,6a10,0 m 0az24
151a7,5 [0 Sem dados disponiveis

Fonte: Global Initiative for Asthma. Global Burden of Asthma. 2004.

Figura 1. Mapa mundial da prevaléncia da asma.
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O custo do tratamento de pacientes asmaticos é substancial, estimando-se
gastos da ordem de US$ 6 bilhdes nos EUA, US$ 3 bilhdes na Alemanha e US$ 1,6
bilhbes anuais na Inglaterra, acreditando-se que o custo sécio-econdmico desta
fisiopatologia supere o custo combinado de infecgdes como a tuberculose e a
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), rendendo a industria farmacéutica
um lucro da ordem de US$ 5,5 bilhdes/ano (LIMA et al., 2002).

A constatagdo do crescimento no numero de mortes associadas a asma
caracteriza a letalidade desta fisiopatologia e justifica o investimento destinado a
busca de novos agentes antiasmaticos mais eficazes que, juntamente com o
tratamento profilatico, permitam reverter o significativo impacto sdécio-econémico
desta patologia. Dados da Organizagdo Mundial da Saude revelam que o coeficiente
global de mortalidade por asma no Brasil apresenta uma tendéncia a elevagéao, a
partir do inicio da década de 90, estimando-se média de 2,05 6bitos/ano em cada
100.000 habitantes (SANTO, 2006).

No Brasil, Costa Rica, Panama, Peru e Uruguai a prevaléncia dos sintomas
de asma na populagao varia de 20 a 30% (BRONCHIAL ASTHMA, 2007).

A asma e a renite alérgica apresentam caracteristicas epidemioldgicas,
histoldgicas, fisioldégicas e imunopatoldgicas similares, e a chave para o manejo de
ambas as desordens € a prevencgdo e alivio dos sintomas da inflamagéo alérgica

cronica das vias aéreas superiores e inferiores (SIMONS, 2003).

A asma pode ser crbnica ou aguda. Na asma cronica, o individuo sofre
ataques intermitentes de dispnéia, sibilos e tosses, em que a dispnéia consiste em
dificuldade de expirar o ar. A asma aguda grave nao é facilmente revertida, pode ser
fatal e exige tratamento imediato e enérgico. A asma alérgica surge quando as
alteragbes estao relacionadas a sensibilizagao prévia e surgem apds sua ocorréncia
(RANG et al., 2007).

Em muitos individuos, a crise asmatica consiste em duas fases: fase imediata
apos exposicdo ao agente desencadeante, que consiste, principalmente, em
broncoespasmo, e fase tardia, que consiste num tipo especial de inflamacao nos

bronquiolos, caracterizada por vasodilatacdo, edema, secrecdo de muco e
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broncoespasmo causados por mediadores inflamatérios liberados pelos eosindfilos e
por outras células (RANG et al., 2007).

A fisiopatologia do processo asmatico esta relacionada aos mecanismos de
ativagdo, produgao e liberagcdo de mediadores quimicos enddégenos de células
sanguineas e teciduais, como mastocitos, eosinodfilos, macréfagos, linfocitos,
baséfilos e plaquetas. Nestas Uultimas, os estudos pioneiros de Capron e
colaboradores (1986) demonstraram a presencga de receptores de imunoglobulina E
(IgE) de baixa afinidade (FC RIl) em sua superficie membranar. De forma analoga, a
presenca de receptores de IgE de alta afinidade (FC RI) na superficie membranar de
mastoécitos, confere a estas células importante papel no desenvolvimento da
resposta de fase imediata da asma brénquica, por meio da liberacdo de autacoides
aminados, como a histamina e serotonina, e lipidicos, tais como os leucotrienos
cisteinicos, LTC4, LTD4, LTEs e prostaglandina D, (PGD;), que atuam
sinergicamente no desenvolvimento da broncoconstricdo caracteristica desta fase do
processo asmatico. Além disso, a ativacdo e degranulagdo de mastocitos por
estimulos antigénicos levam a liberagdo de citocinas como o fator de necrose
tumoral alfa (TNFa) e as diferentes interleucinas (IL-1, IL-4, IL-5, IL-8 e IL-13) que
agem de forma sinérgica na resposta inflamatoria, caracteristica da fase tardia da
asma brénquica (Figura 2). Portanto, os mastocitos s&o considerados como células
efetoras de respostas alérgicas associadas a IgE, contribuindo, significativamente,
na expressao de aspectos da resposta imune adquirida em reacdes de fase tardia

como a inflamacao crénica-alérgica das vias aéreas (LIMA et al., 2002).
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Figura 2 Efeitos biolégicos de mediadores quimicos liberados de mastocitos
ativados (LIMA et al., 2002).

Os mediadores mais importantes envolvidos no processo incluem leucotrienos
C4 e D4, varias quimiotaxinas e quimiocinas (em ambas as fases) e proteinas dos
eosinofilos que causam lesdo tecidual (fase tardia) (DRUG INFORMATION, 2008).

O envolvimento de leucotrienos na asma é baseado na evidéncia do aumento
de sua concentragao nos fluidos bioldgicos (urina, plasma, fluido nasal) de pacientes
com asma, comparado com individuos sadios (DRUG INFORMATION, 2008).

A asma é uma doenga que pode ser grave e incapacitadora, e pode causar
desde sérios inconvenientes a qualidade de vida do paciente, como internagdes ou
dias de repouso em casa, com consequente auséncia trabalhista, perdas de
escolaridade para as criangas e visitas ndo programadas ao médico. Todavia, hoje a
asma tem tratamento, seus sintomas sdo controlaveis e o paciente pode levar uma
vida normal (SANTO, 2006).

3.1.2 Farmacos usados no tratamento da asma

Existem duas grandes categorias de substancias antiasmaticas: os

broncodilatadores e os antiinflamatorios. As substdncias utilizadas como
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broncodilatadores incluem os agonistas dos receptores [(,—adrenérgicos, as
xantinas, os antagonistas dos receptores muscarinicos e os antagonistas do
receptor de cisteinil-leucotrienos. As principais substancias utilizadas pela sua acao
antiinflamatoria na asma séo os glicocorticéides. Os broncodilatadores mostram-se
eficazes para reverter o broncoespasmo e os agentes antiinflamatérios sao eficazes

na inibigdo ou prevengao dos componentes inflamatérios (RANG et al., 2007).

Os antagonistas dos receptores de cisteinil-leucotrienos incluem o
montelucaste, zafirlucaste, cinalucaste e o quinlucaste. Os farmacos modificadores
dos leucotrienos atuam como antagonistas competitivos dos receptores localizados
em mediadores inflamatérios, ou como inibidores da sua sintese (UNDEM E
LICHTENSTEIN, 2003).

O mercado mundial de antagonistas de receptores de leucotrienos movimenta
bilhdes de dolares e cresce anualmente, por representar a melhor alternativa
terapéutica para o tratamento da asma, suplantando os agentes antiasmaticos

convencionais (broncodilatadores e corticosteroides) (LIMA et al., 2002).

3.1.3 Montelucaste

O montelucaste soédico (Figura 3) foi aprovado pelo Food and Drug
Administration (FDA) em 1998, como um antagonista seletivo do receptor de cisteinil
leucotrienos (Cys LTs) (GRAFF et al., 2003; RAMAKRISHNAN et al., 2005).

O montelucaste sddico é descrito quimicamente como o sal sédico do acido 7-
cloro-2-quinolinil-etenilfenil{[(1-hidroxi-etiletil)fenil]propil}tiometilciclopropanoacético.
Sua formula empirica € CssH3sCINNaOsS, e sua massa molecular € 608,18 (FDA,
1998).
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Figura 3 Estrutura quimica do montelucaste sodico

O montelucaste sédico apresenta propriedades fisico-quimicas anfifilicas
porque possui grupos polares e apolares em lados opostos da molécula (DRUG
INFORMATION, 2008). O farmaco possui um centro quiral e é ativo apenas na

forma R-enantidbmero (LIU et al., 1997).

Montelucaste sodico € um pd higroscépico, branco a quase branco. E
facilmente soluvel em etanol, metanol, pouco soluvel em &agua, e praticamente
insoluvel em acetonitrila (FDA, 1998; CLARKE'’S, 2004b; DEF, 2007; DRUGBANK,
2008).

Seu registro no Chemical Abstracts (CAS) é 151767-02-1 (SWEETMAN,

2007) e sua Denominagdo Comum Brasileira (DCB) € montelucaste de sodio.

Possui pK, estimado em etanol/agua em proporgdes diferentes: (70:30, v/v) e
(90:10, v/v), sendo os valores calculados 2,9 + 0,1 e 2,0 + 0,1 respectivamente
(MERAS et al., 2007).

Montelucaste sodico apresenta-se comercialmente em comprimidos
mastigaveis de 4 mg e de 5 mg; saches com granulos orais de 4 mg e comprimidos
revestidos de 10mg, sob o nome comercial de Singulair®, marca registrada da
Merck Sharp & Dohme Farmacéutica Ltda (FDA, 1998; DEF, 2007).
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O montelucaste sbédico, juntamente com o zafirlucaste, sdo os dois
antagonistas de receptores de leucotrienos mais frequentemente prescritos
(DEMPSEY, 2000). Nos ultimos anos, além do uso no tratamento da asma e rinite
alérgica, outros estudos experimentais tém evidenciado efeitos benéficos destes
farmacos no controle de diferentes processos patologicos. No trato gastrointestinal,
o MTC sddico tem evidenciado melhora no dano a mucosa gastrica induzido por
etanol e outras substancias deletérias (SENER et al., 2005b), bem como na mucosa
colonica em colites experimentais (HOLMA et al., 2001) e lesdes ileais e hepaticas
induzidas por sepse (SENER et al., 2005c). O MTC sddico também mostrou reduzir
a lesdo pulmonar induzida pelo tabagismo (YUKSEL et al.,, 2003). No sistema
nervoso central, observou-se efeito protetor do farmaco na isquemia cerebral focal
(YU et al.,, 2005). Em estudos experimentais com queimaduras cutaneas, por
mecanismo neutrofilo-dependente, o MTC sdédico tem apresentado efeitos
antiinflamatorios e protetores contra lesdo oxidativa da pele (KABASAKAL et al.
2005; SENER et al., 2005a).

Por sua acdo antiinflamatoéria e, possivelmente, de inibicdo da contracéo
cicatricial, os antagonistas de receptores de leucotrienos tem sido implicados
também na prevengdo e tratamento de contraturas capsulares de implantes de
silicone apds mamoplastias de aumento e reconstrugdes mamarias. A agao inibitéria
destes farmacos sobre os receptores Cys LTs, bem como um possivel efeito
supressor sobre os miofibroblastos poderiam explicar estas evidéncias clinicas
(SCHLESINGER et al., 2002; GRYSKIEWICZ, 2003; REID, GREVE e CASAS, 2005;
BASTOS et al., 2005; SCUDERI et al., 2006; BASTOS et al., 2007).

3.1.3.1 Mecanismo de agao

Os leucotrienos cisteinicos (LTC4, LTD4, LTE4) sdo potentes eicosandides
inflamatodrios, produtos do metabolismo do acido araquidénico e liberados de varias
células, incluindo mastécitos e eosindfilos (SILVA, 2006; RANG et al., 2007). Esses
importantes mediadores pro-asmaticos ligam-se aos receptores de leucotrienos
cisteinicos (Cys LTs) (FDA, 1998).
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Os Cys LTs foram correlacionados com a fisiopatologia da asma e da rinite
alérgica. Na asma, os efeitos mediados pelos leucotrienos incluem broncoconstri¢ao,
secregdao de muco, aumento da permeabilidade vascular e recrutamento de
eosinofilos (SILVA, 2006; RANG et al., 2007).

Os Cys LTs produzem seus efeitos biolégicos ligando-se e ativando
receptores especificos localizados na membrana celular das células-alvo. Dois
subtipos de receptores dos Cys LTs foram caracterizados farmacologicamente
(COLEMAN et al.,1995). Os receptores Cys LT1 tem sido identificados em células de
animais experimentais e humanas, incluindo células musculares lisas e macréfagos
das vias aéreas, entre outras células inflamatérias. Os receptores Cys LT2 foram
encontrados somente em células musculares lisas das vias aéreas dos humanos.
Todos os antagonistas de receptores Cys LTs atualmente disponiveis inibem
seletivamente os receptores de subtipo Cys LT1. Com base nos ensaios bioquimicos
e farmacoldgicos, ele se liga com alta afinidade e seletividade ao receptor Cys LT
(preferindo-o a outros receptores farmacologicamente importantes das vias aéreas,
tais como os receptores prostandides, colinérgicos ou a-adrenérgicos). O MTC
sédico inibe as agdes fisiologicas do LTC4, LTD4 € LTE4 no receptor Cys LT sem
atividade agonista (FDA, 1998).

O MTC sédico € um farmaco que melhora significativamente os parametros
da inflamacao, como infiltrado de eosindfilos, linfocitos e leucotrienos que causam
permeabilidade microvascular, levando a edema e inchago dos tecidos das vias
aéreas e, também, a excessiva producdo de muco. Os efeitos contrateis dos
leucotrienos cisteinicos na musculatura lisa dentro das paredes das vias aéreas
levam a broncoconstricdo potente e mantida, de forma até 5.000 vezes mais potente
do que a histamina (MATOS et al., 2001).

3.1.3.2 Indicacgoes

O montelucaste sédico € utilizado para o tratamento da asma em adultos e
criangas a partir de 1 ano de idade (DRUG FACTS, 2004). O farmaco é muito efetivo

em multiplos parametros do controle da asma crénica com efeito positivo no
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tratamento comparado a grupos controle, segundo BARNES e colaboradores (2001).
Também é utilizado para a prevencao de broncoespasmos induzidos por exercicios
(DRUG INFORMATION, 2008). Alivia os sintomas de rinite alérgica, urticaria cronica
e dermatite atopica (DRUG FACTS, 2004).

E efetivo isoladamente ou em associacdo a outros medicamentos utilizados

no tratamento da asma croénica (SILVA, 2006).

A terapia antileucotriena pode ser usada concomitantemente com corticéides
inalatérios, com a finalidade de reduc¢ao gradativa da necessidade desses farmacos,

que promovem severos efeitos adversos ao organismo (BARNES et al., 2001).

3.1.3.3 Caracteristicas farmacocinéticas

Montelucaste sodico € rapidamente absorvido apds administracdo oral. O
tempo de meia-vida do farmaco € em média 2,7 a 6,7 horas em pessoas saudaveis
(GRAFF et al., 2003). A biodisponibilidade oral média é de 64% para comprimidos
revestidos de 10 mg e de 73% para comprimidos mastigaveis de 5 mg. A
alimentacao nao tem influéncia clinica importante (DRUG INFORMATION, 2008).

A ligagdo do montelucaste sddico as proteinas plasmaticas é superior a 99%.

O volume de distribuicao em estado de equilibrio é de 8 a 11 litros (FDA, 1998).

O montelucaste sodico € extensivamente metabolizado. Em estudos nos
quais se utilizou doses terapéuticas, as concentragdes plasmaticas dos metabdlitos
do MTC sddico, em estado de equilibrio, nao foram detectaveis (RAMAKRISHNAN
et al., 2005).

A depuracado plasmatica do montelucaste sédico é 30,8 a 50,4 mL/min. A
eliminacdo do farmaco n&o é via renal, pois menos de 0,2% do mesmo ou de seus
metabdlitos foram encontrados na wurina. O MTC sdodico € praticamente
metabolizado, em sua totalidade, pelo figado, tendo a maior parte de sua eliminagao
biliar (GRAFF et al.; 2003). Pacientes que tém a fungdo renal comprometida, ndo
necessitam de ajustes posologicos (BALANI et al., 1997). Pacientes que tém fibrose

cistica podem utilizar o MTC sddico, pois esta condicdo nao interfere na acdo do
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farmaco (SCHMITT et al., 2002; GRAFF et al., 2003). Em pacientes que tém a
funcao hepatica afetada, ha um decréscimo em 41% no metabolismo do MTC sédico
para comprimidos de 10 mg, tornando sua eliminacdo mais prolongada (DRUG
FACTS, 2004).

A farmacocinética do montelucaste sodico € quase linear para doses de até
50 mg administradas pela manhd ou a noite (KNORR et al, 1999;
RAMAKRISHNAN et al., 2005).

Nao ha diferencas aparentes relacionadas a idade, a respeito dos parametros
farmacocinéticos do montelucaste sédico quando comparados os dados de uma

populagao adulta e uma populacéo de pacientes pediatricos (MIGOYA et al., 2004).

3.1.3.4 Reagdes adversas

N&o foram detectadas diferencas significativas entre o tratamento de grupos,
quanto a frequéncia dos efeitos colaterais ou dos efeitos colaterais individuais, em
comparagao com o grupo placebo em estudo realizado por KNORR e colaboradores
(2001).

No estudo feito por OVERBEEK e colaboradores (2004), onde foi comparado
o efeito de MTC sédico com outros medicamentos para asma e corticdides, nenhum

efeito adverso foi reportado pelos grupos em tratamento.

O aparecimento esporadico de dores de cabeca, nausea, diarréia, dor
abdominal, vOmito, dispepsia, sinusites, dores abdominais, laringite, faringite e
reacdes de hipersensibilidade a formula, que incluem urticaria e angioedema, podem

ocorrer apos tratamento com o farmaco (DRUG FACTS, 2004).

MIGOYA e colaboradores (2004) descrevem, também, o aparecimento de
diarréia e sonoléncia, possivelmente associadas ao tratamento com montelucaste

sodico.
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3.1.3.5 Contra- indicagoes

O montelucaste sddico é contra-indicado a pacientes com hipersensibilidade a
qualquer componente da formulagdo (DRUG INFORMATION, 2008).

Existem varias precaucbes a serem observadas quanto a utilizacdo de
montelucaste sddico: o uso nos ataques agudos de asma deve ser evitado, pois este
tratamento ainda nao foi estabelecido; o uso na gravidez e amamentagcdo nao é
recomendado, pois, o farmaco atravessa a placenta em ratas; ndo devem fazer uso
do farmaco pacientes com menos de um ano de idade; MTC sddico ndo pode ser
utiizado como monoterapia no tratamento de broncoconstricdo induzida por
exercicios; a substituicido abrupta de MTC sddico por corticosterdides orais ou
inalados deve ser evitada (DRUG FACTS, 2004).

3.1.3.6 Interagoes medicamentosas

O montelucaste sédico pode ser administrado com outros medicamentos
usados rotineiramente para a profilaxia e o tratamento cronico da asma e para o
tratamento da rinite alérgica. Em estudos de interagbes medicamentosas, a dose
terapéutica recomendada de MTC soédico nao apresenta efeito clinicamente
importante na farmacocinética dos seguintes medicamentos: teofilina, prednisona,
prednisolona, contraceptivos orais, terfenadina, digoxina e varfarina. Embora néo
tenham sido realizados outros estudos especificos de interacdo, o farmaco foi
utilizado em estudos clinicos concomitantemente a uma ampla variedade de
medicamentos comumente prescritos, sem evidéncia de interagdes clinicas
adversas. A area sob a curva de concentragdo plasmatica-tempo (AUC) do MTC
sédico diminuiu, aproximadamente, 40% em individuos nos quais foi administrado
fenobarbital concomitantemente (FDA, 1998; DEF, 2007; DRUG FACTS, 2004).
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3.1.3.7 Dosagem e administragao

O montelucaste sodico na forma farmacéutica comprimidos mastigaveis de
4 mg pode ser administrado em dose unica diaria, por via oral ou misturando a
alimento leves, junto com as refeicdes (DRUG FACTS, 2004). E uma terapia efetiva
para criangas asmaticas entre 1 e 5 anos de idade, geralmente bem tolerada e sem
efeitos adversos clinicamente importantes (KNORR et al., 2001; MIGOYA et al.,
2004).

A dose de MTC sddico para criangas de 6 a 14 anos foi selecionada através
da identificacdo da dose de comprimido mastigavel em administragdo unica, que
apresentava uma area sob a curva, de concentragao-tempo (AUC), comparavel com
a obtida com os comprimidos revestidos de 10 mg em adultos. Apés varios estudos
farmacocinéticos a dose normatizada para pacientes entre 6 e 14 anos foi
comprimido mastigavel de 5 mg, em administracdo unica diaria (KNORR et al.,
1999).

Em adultos, estudos avaliaram multiplas doses e intervalos de administracéo
para determinar a dose e o regime mais adequados para o MTC sdédico. O
comprimido revestido de 10 mg de administrag&o unica diaria foi selecionado como a
menor dose que produz maximo efeito contra a obstru¢ao pulmonar na asma cronica
e na broncoconstricdo induzida por exercicios. O melhor horario de administracdo do
farmaco € a noite, periodo no qual se obtém nivel plasmatico maximo e mais rapido
(4 a 7 horas), coincidindo com o periodo do dia em que a manifestacdo asmatica é
mais frequente (KNORR et al., 1999).

Doses de 10 mg até 200 mg produzem resultados similares, enquanto que
2 mg produz uma subdose. Além disso, estudos demonstram que a administragao
do farmaco em duas vezes ao dia ndo acrescenta nenhum beneficio adicional se

comparado com a administragdo unica (KNORR et al., 1999).

Seguranga e tolerabilidade do MTC sddico tém sido demonstrados em adultos
em doses de até 800 mg e em doses de 200 mg utilizadas por 22 semanas
(MIGOYA et al., 2004).
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3.1.3.8 Determinagao do montelucaste sédico

Foram encontrados na literatura alguns trabalhos relatando a quantificacéo de
montelucaste sédico em fluidos biolégicos e em formas farmacéuticas por diferentes

técnicas analiticas.

A cromatografia a liquido de alta eficiéncia utilizando detector de fluorescéncia
foi proposta para determinacdo de MTC sddico em fluidos bioldgicos. Na Tabela 1
estdo demonstradas algumas condigbes cromatograficas descritas nos trabalhos ja

publicados.
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Tabela 1 Métodos para determinagdo de montelucaste sddico em fluidos bioldgicos

encontrados na literatura cientifica.

Coluna Fase Mével Deteccao Referéncia
Apex Acetonitrila:fosfato de Fluorescéncia  AMIN et al., 1995
C18 amonio 20 mM (pH 3,5) -

(50 x 4,6 mm, (65:35, VIv) ﬁem'f-_ 288 nm
3um) excit. ™ nm
Chiral AGP (A) Acetonitrila:acetato  Fluorescéncia LIU et al., 1997
de aménio 10 mM (pH -
(100 x 4,0 mm, 3,6)-(10:100, v/v) )\em..s__ 350 nm
5|Jm) )\exc|t._ 400 nm
(B) Acetonitrila:acetato
de aménio 10 mM (pH
5,8)-(32,5:100, v/v)
Capcell pak  Acetonitrila:tampdo acetato  Fluorescéncia OCHIAI et al.,
250 )?4186 - 25 mM Aermis = 350 nm 1998
5pr;1) ’ (80:20, viv) Aexcit.= 400 nm
Novapak Acetato de sddio 25 mM Fluorescéncia  AI-RAWITHI et al.,
C8 (pH 4,0, ajustado com ac. A= 350 nm 2001
(100 x 8,0 mm, acético):acetonitrila (20:80, Aem',s'_ 400
4|Jm) V/V) excit.— nm
Apex Acetonitrila:fosfato de Fluorescéncia KITCHEN et al.,
C18 amonio 20 mM (pH 3,5) - 2003
(50 x 4,6 mm, (65:35, VIV) ;‘\mtz 2(5)8 il
3|Jm) eXCIt.

Genesis Acetonitrila:agua: Fluorescéncia SMITH et al., 2004

C18 ac.acetico =
(100 x 3,0 mm, oE. Aemis. = 350 nm
3um) (75:25:0,25, viviv) Aexcit.= 400 nm

Waters Acetonitrila:fosfato de uv ALSARRA, 2004
C18 potassio desidrogenado _

(150 x 3.9 mm, 50 mM (pH 3.5) (70:30, viv) " o2 NMm
Sum)
Merck KG,A (A) Acido férmico:agua PAPP et al., 2007
C18 (0,5:100, viv) LC-MS
(250 x 4,6mm, (B) Acido formico:
5um)

acetonitrila (0,5:100, v/v)
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A determinacao espectrofluorimétrica de MTC sddico em plasma humano e
formas farmacéuticas foi obtida com sucesso em outro estudo, o qual baseou-se na

propriedade fluorescente do farmaco em solugdo (ALSARRA et al., 2005b).

A analise de comprimidos de MTC sodico foi descrita por alguns autores.
RADHAKRISHNA e colaboradores (2003) desenvolveram uma técnica de
espectroscopia no UV derivada para eliminar a interferéncia dos demais
componentes da formulacdo. Foram analisadas amostras de MTC sddico e
loratadina por derivagdo do espectro em 250 - 375 nm usando uma mistura de
acetonitrila-agua (80:20, v/v). Este método foi comparado com o método de CLAE,
utilizando coluna C+g fase mdével composta de uma mistura de acetonitrila e solugao
tampao de fosfato de sédio dihidrogenado (80:20, v/v) e detector UV em 225 nm. Os
meétodos foram validados e se mostraram adequados para a quantificacdo de MTC

sodico e loratadina simultaneamente em formas farmacéuticas.

Um método alternativo foi estudado em substituicio aos métodos
cromatograficos: a determinagdo voltamétrica para analise de comprimidos. Este
método foi comparado estatisticamente com o cromatografico e demonstrou
exatiddo e precisdo segundo o teste t de Student e teste F, respectivamente
(ALSARRA et al., 2005a).

A determinacdo de MTC sodico em formas farmacéuticas soélidas também foi
avaliada pela técnica de extracao liquida de alta pressdo, a qual utiliza solventes
similarmente a um fluido supercritico, que, em elevadas temperaturas e pressao,
extrai seletivamente os componentes da formulagao, sendo analisados por CLAE. A
técnica mostrou-se eficaz para determinacdo de MTC soédico em comprimidos
(HOANG et al., 2002).

3.1.3.9 Estabilidade do montelucaste sodico

As industrias farmacéuticas realizam estudos de degradacéao forgcada durante
a etapa de pré-formulacao para auxiliar na selegao de compostos e excipientes, para
facilitar a selecdo ou otimizacdo da formulagdo e para produzir amostras para o

desenvolvimento de métodos analiticos indicadores de estabilidade. Testes de
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estresse proporcionam, também, informacdes sobre mecanismos e produtos de
degradacgao em potencial. Tais informacdes sao relevantes no desenvolvimento de
processos de fabricacdo e/ou para selecionar materiais de embalagem. Esses
estudos também podem ser utilizados no preparo de substancias de referéncia ou

na elucidagao de produtos de degradacéo (KLICK et al., 2005).

O montelucaste sédico € um composto foto-sensivel com um grupo funcional
trans-etenil. A forma trans €& convertida em forma cis, sob irradiagdo de luz
ultravioleta. Isto indica que protecao contra luz ultravioleta € necessaria durante a
experimentacao (OCHIAI et al.,1998).

RADHAKRISHNA e colaboradores (2003) avaliaram as amostras de MTC
sédico armazenadas em condigdes normais de luz e sob protecdo da luz. As
amostras foram verificadas durante trés dias e os dados foram comparados com
solucao recém-preparada. As solugdes mantidas sob protecao da luz se mantiveram
estaveis e perderam menos de 2% do teor em relagéo a solugao recém preparada. A
solucdo de MTC sdédico mantida em condigdes normais de luz apresentou

degradagédo com o tempo, obtendo-se o isémero-cis como impureza.

AL-OMARI e colaboradores (2007) demonstraram que a estabilidade do MTC
sédico frente a luz e ao calor varia com sua fonte e meio. Sob efeito da luz de sddio
ou neon, o montelucaste sdédico apresentou maxima estabilidade, mesmo em
solugcdo. Ja sob a luz UV 254 nm, a solucdo de MTC sddico foi totalmente
degradada em 24 horas. Em pdé ou em comprimidos intactos, fora da embalagem de
aluminio original, o MTC sddico também nao é estavel em presencga de luz UV. Em
relacdo a estabilidade térmica, o meio foi determinante. Utilizando-se HCI 0,1 M e
H202 3% como meio de diluicdo, o MTC sdodico apresentou degradagéo, ao contrario

do obtido em meio alcalino.

3.2 Validagao de métodos analiticos

O objetivo da validagdo de métodos analiticos € demonstrar que o método é

apropriado para a finalidade pretendida, ou seja, a determinagédo qualitativa, semi-
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quantitativa e/ou quantitativa de farmacos e outras substancias em produtos
farmacéuticos (BRASIL, 2003).

As caracteristicas de execucdo de um método sdo expressas em termos de
parametros analiticos que devem ser determinados durante a validacdo do mesmo.
Estes parametros visam verificar a linearidade, a precisdo, a exatidao, a
especificidade, os limites de detecgao e de quantificacdo e a robustez do método de
analise proposto (ICH, 2005; USP 30, 2007; BRASIL, 2003).

Os testes necessarios para a validagdo sao classificados em quatro

categorias conforme a Tabela 2.

Tabela 2 Classificagao dos testes, segundo sua finalidade:

Finalidade do teste

Categoria

| Testes quantitativos para a determinacdo do principio
ativo em produtos farmacéuticos ou matérias-primas.
Testes quantitativos ou ensaio Ilimite para a

Il determinagao de impurezas e produtos de degradacao
em produtos farmacéuticos e matérias-primas.

I Testes de performance (por exemplo: dissolugéo,
liberacao do ativo).

v Testes de identificacao.

Fonte: (BRASIL, 2003)

Para cada categoria sera exigido um conjunto de testes, relacionados na
Tabela 3.
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Tabela 3 Ensaios necessarios para a validagdo do método analitico, segundo sua
finalidade.

Parametro Categoria Categoria Categoria Categoria
| 1 ]| v
Quantitativo  Ensaio
limite
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Intervalo Sim Sim * * Nao
Precisao Sim Sim Nao Sim Nao
Repetibilidade
Intermediaria ** ** Nao Nao
Limite de Nao Nao Sim * Nao
deteccao
Limite de Nao Sim Nao * Nao
quantificacao
Exatidao Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

Fonte: (BRASIL, 2003)
* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.

** se houver comprovacdo da reprodutibilidade ndo é necessaria a comprovacdo da
precisédo intermediaria.

Os parametros analiticos para a quantificagcdo conforme a ICH (2005) sao:
exatiddo, precisdo (repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade),
especificidade, limite de quantificagao, limite de deteccao, linearidade, intervalo de

linearidade e robustez.

O analista deve identificar os parametros que sao criticos para o desempenho
do processo analitico e desenvolver protocolos préprios de validagcédo, incluindo
critérios de confiabilidade e o desenvolvimento de uma analise apropriada. Cada
método validado indica que o mesmo foi avaliado estatisticamente e € adequado
para seu proposito (ERMER, 2001).
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Materiais e Métodos

4.1 Amostras

4.1.1 Substancia quimica de referéncia (SQR)

A substancia quimica de referéncia utilizada para o desenvolvimento do
trabalho foi o0 montelucaste sddico, obtido da empresa Sequoia Research Products
Ltda, Inglaterra, com teor declarado em 100%.

4.1.2 Produto farmacéutico

Comprimidos revestidos contendo 10 mg de montelucaste, adquiridos no
comércio local sob o nome comercial de Singulair® (Merck Sharp & Dohme

Farmacéutica Ltda), identificados pelo lote A005593 foram empregados para analise.

Cada comprimido contém (DEF, 2007):

o 10,4 mg de montelucaste sodico, que sao equivalentes a 10,0 mg do

acido livre, como composto ativo.

° Excipientes:  celulose  microcristalina, lactose = monoidratada,
croscarmelose sodica, hidroxipropilcelulose e estearato de magnésio.
0] revestimento consiste de hidroxipropilmetilcelulose,
hidroxipropilcelulose, dioxido de titanio, 6xido vermelho de ferro, éxido

amarelo de ferro e cera de carnauba.
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4.2 ldentificagdo da Substancia Quimica de Referéncia (SQR)

4.2.1 Caracteres fisicos

Aspecto, cor e odor do farmaco foram avaliados conforme descrito na carta de
aprovacao do farmaco junto ao FDA (FDA, 1998).

4.2.2 Solubilidade

O ensaio foi realizado conforme descrito na F. Bras. IV (1988). Os solventes
utilizados foram agua, etanol, metanol e acetonitrila, de acordo com as informacdes

descritas na carta de aprovacgao do farmaco junto ao FDA (FDA, 1998).

4.2.3 Constantes fisico-quimicas
4.2.3.1 Determinagao da faixa e do ponto de fusao

4.2.3.1.1 Material

A substancia quimica de referéncia (SQR) descrita no item 4.1.1 foi
empregada para determinagcdo do ponto e da faixa de fusdo. As analises foram

realizadas no Laboratorio de Quimica Farmacéutica da UFRGS.
A faixa de fus&o foi determinada através do aparelho Koffler (REICHERT).

O equipamento de ponto de fusdo automatico METTLER TOLEDO, modelo
FP81HT, acoplado a processador central FP90, foi utilizado para determinagédo do
ponto de fusao.
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4.2.3.1.2 Método

A técnica utilizada pelo aparelho Koffler (REICHERT) esta fundamentada na
observacdo dos cristais da amostra até sua completa fusdo, visualizados em
microscopio acoplado a um bloco aquecido por resisténcia. Uma pequena
quantidade de amostra (SQR) foi disposta entre lamina e laminula e colocada sobre
o bloco aquecido. As temperaturas, inicial e final da faixa de fusdo foram registradas
através da observagao simultdnea da amostra e do termémetro acoplado ao bloco

metalico. Para a calibragao foi utilizado o acido benzéico (ponto de fusdo 122,4 °C).

No equipamento METTLER TOLEDO, as amostras (SQR) foram introduzidas
em tubos capilares de 1 mm de espessura e 6 cm de comprimento e depositados
nas células de aquecimento, cujo ponto de fusdo é determinado automaticamente no
momento em que as amostras, iluminadas por fonte de luz, coalescem e fundem por
completo, dando origem a um fluido transparente, que permite a passagem de luz
através do tubo capilar. Para a calibragao foi utilizado o acido benzédico (Mettler ME-
18555 A.8.92 Calibration Substance, com ponto de fusdo 122,4 °C), SQR que

acompanha o equipamento.

Foram realizadas trés determinagcbes para o montelucaste sédico SQR em

cada equipamento.

4.2.3.2 Calorimetria exploratoéria diferencial (DSC)

4.2.3.2.1 Material

A substéncia quimica de referéncia (SQR) descrita no item 4.1.1 foi

empregada para determinacao da DSC.

As analises foram realizadas na Central Analitica da Faculdade de Farmacia
da UFRGS, utilizando calorimetro exploratério diferencial modelo DSC-60, marca
SHIMADZU, adaptado ao controlador de fluxo FC-60A, integrador TA 60 WS e
software TA 60 versdo 2.0, com compensag¢ao de poténcia, calibrado com indio
(156,6° C, energia de transicdo — 28,45 J/g) e com zinco (419,58° C, energia de
transicdo — 100,50 J/g).
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4.2.3.2.2 Método

Para determinagdo da faixa de fusdo por DSC, 1,8 mg de montelucaste
sédico SQR foi introduzido em porta-amostra de aluminio com capacidade de 4 ul, o
qual foi selado e inserido no equipamento de DSC. Esta técnica térmica compara e
avalia diferengas no fluxo de calor entre a amostra em branco (porta-amostra selado
vazio) e a substancia em analise enquanto ambas sdo submetidas a um programa

de temperatura controlada.

Foi realizada a determinagédo da faixa de fusdo da SQR por DSC utilizando
rampa de aquecimento de 10 °C por minuto, sob atmosfera inerte de nitrogénio, com
fluxo de 50 ml/min, até 300 °C.

4.2.4 Espectrofotometria na regidao do Infravermelho (IV)

4.2.4.1 Material

A substéncia quimica de referéncia (SQR) descrita no item 4.1.1 foi

empregada para determinagao da espectroscopia na regido do infravermelho.

O experimento foi realizado no Laboratério da Central Analitica da Faculdade
de Quimica — Campus do Vale (UFRGS).

O espectro na regiao do infravermelho do motelucaste sédico SQR, foi obtido
utilizando-se espectrofotdmetro FTIR, marca SHIMADZU, modelo 8300. As
pastilhas destinadas a analise foram preparadas em dispersdo de brometo de

potassio.

4.2.4.2 Método

Em gral de agata foram misturados 1,5 mg de montelucaste sodico SQR e

150 mg de brometo de potassio, previamente dessecado a 105 °C por duas horas.
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Em seguida, a mistura foi transferida para pastilhador e a pastilha obtida foi

destinada a analise espectrofotométrica.

4.3 Analise Qualitativa
4.3.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

4.3.1.1 Material

Para analise da cromatografia em camada delgada foram utilizadas as
amostras de montelucaste sédico SQR, de comprimidos revestidos de MTC sédico,
descritos nos itens 4.1.1 e 4.1.2, respectivamente, e amostra de zafirlucaste
comprimidos revestidos de 20 mg obtidos no comércio local sob o nome comercial
Accolate® (Astra Zeneca), lote 50310.

Os solventes cloroformio (QUIMEX), acetato de etila (NUCLEAR) e acetona
(QUIMEX), ambos de grau analitico, constituiram o sistema eluente. Etanol de grau

analitico e papel filtro (FRAMEX) foram empregados no preparo das amostras.

A migracdo cromatografica foi realizada em cromatoplacas aluminizadas de
gel-silica 60 Fzs4 (MERCK) com 12 cm de comprimento, 5 cm de largura e 0,25 mm
de espessura de camada absorvente. Os reveladores empregados foram lampada
ultravioleta (UV) a 254 nm e vapor de iodo, este ultimo obtido a partir de iodo grau
analitico (INCAS).

4.3.1.2 Método

Foram preparadas solucbes em etanol com o montelucaste sédico SQR,
comprimidos revestidos de MTC sdédico e zafirlucaste comprimidos revestidos na
concentragdo final de 500 ug/ml. As solugdes foram colocadas em banho de ultra-
som por 20 minutos, sendo que as solu¢cbes de comprimidos revestidos de MTC

sodico e zafirlucaste foram, posteriormente, filtradas com papel filtro.
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O sistema eluente foi composto por cloroférmio, acetato de etila e acetona, na

proporgao 10:6:1 (v/v/v), respectivamente.

A aplicagao das solucdes descritas acima ocorreu com o auxilio de tubos
capilares, a uma distadncia de 1 cm da borda inferior da placa. A migracao
cromatografica percorreu 10 cm a partir do ponto de aplicagdo, sendo as placas
cromatograficas dispostas em cubas previamente saturadas com o eluente

escolhido.

A visualizagcdo das manchas foi realizada apds a evaporagao do solvente
residual através da exposi¢ao a lampada UV 254 nm e aos vapores de iodo, sendo,

posteriormente, determinados os respectivos fatores de retencao (Rf) e o fator Rx.

As analises por CCD foram realizadas em triplicata.

4.3.2 Espectrofotometria na Regiao do Ultravioleta — UV

4.3.2.1 Material

As amostras de montelucaste sédico SQR e comprimidos revestidos de MTC

sédico descritas nos itens 4.1.1 e 4.1.2, foram utilizadas para analise.

Foram empregados etanol de grau analitico (TEDIA) e papel filtro (FRAMEX)

para o preparo das amostras.

O método foi desenvolvido em espectrofotdmetro UV/VIS, marca SHIMADZU,

modelo UV 160A, equipado com cubetas de quartzo de 10 mm de caminho 6ptico.

4.3.2.2 Método

A solucao de referéncia foi preparada a partir da pesagem de 10 mg de
montelucaste soédico SQR, e posteriormente transferida para baldo volumétrico de
100 ml com o auxilio de 70 ml de etanol. A solucao foi submetida a banho de ultra-

som por 15 minutos e o volume foi completado com o mesmo solvente. Foi
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transferida aliquota de 2,0 ml para baldo volumétrico de 20 ml, utilizando etanol

como diluente, obtendo entdo solugdo com concentragao final de 10,0 ug/ml.

Foi realizado o peso médio de 20 comprimidos revestidos que foram triturados
a po fino. Pesou-se quantidade de amostra equivalente a 10 mg de montelucaste
sédico, que foi, em seguida, transferida para baldo volumétrico de 100 ml com
auxilio de 70 ml de etanol. Esta suspensio foi submetida a banho de ultra-som por
15 minutos, sendo o volume completado com o mesmo solvente. A suspensao
obtida foi filtrada e uma aliquota de 2,0 ml desta foi transferida para balédo
volumétrico de 20 ml, sendo utilizado etanol como diluente. A concentragdo final

obtida foi equivalente a 10,0 pg/ml de MTC sddico.

Os espectros foram sobrepostos e comparados quanto a seus perfis
caracteristicos a partir de leituras na faixa de comprimento entre 200 e 400 nm,

utilizando etanol como branco.

4.3.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE

4.3.3.1 Material

Foram analisadas as amostras de montelucaste sédico SQR e de
comprimidos revestidos de MTC sddico, descritas nos itens 4.1.1 e 4.1.2

respectivamente.

Para o preparo das solugdes foi utilizado metanol em grau analitico (TEDIA) e
papel filtro (FRAMEX). Para a filtragem das amostras e da fase moével foram

empregados filtros de nylon com 0,45 ym de didmetro de poro (MILLIPORE).

A fase mével foi composta por agua ultrapura produzida pelo sistema de filtros
FILTROSUL modelo Meta I, acetonitrila (TEDIA) e metanol (TEDIA) de grau
analitico. O pH da fase movel foi ajustado com acido acético glacial (NUCLEAR) e

verificado em medidor de pH, marca Digimed, modelo DM-20.

O desenvolvimento e validacdo deste método foram realizados em

cromatégrafo em fase liquida de alta eficiéncia, marca AGILENT, modelo 1200
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SERIES, equipado com 4 bombas de fluxo G1311A, injetor automatico G1329A,
termostato G1330B, desaerador G1322A, detector de arranjo de diodos G1322A e
sistema de dados Chemistation. A coluna cromatografica ZORBAX Eclipse XDB —
C18 end capped (4,6 mm x 150 mm, 5 ym), foi utilizada nas analises descritas neste

estudo.

4.3.3.2 Método

Na etapa de desenvolvimento do método por CLAE foram efetuados ensaios
preliminares utilizando os sistemas cromatograficos propostos na literatura

consultada.
Foram avaliados os seguintes parametros:
.  Composicédo da fase mével,
Il. pH dafase movel;
lll. Comprimento de onda;
IV. Velocidade de fluxo.

As caracteristicas de conformidade tedrica dos cromatogramas obtidos a

partir dos sistemas testados foram analisadas.

A conformidade do sistema cromatografico foi avaliada de acordo com os

parametros e recomendacgdes apresentados na Tabela 4 (SHABIR, 2003).
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Tabela 4 Parametros de conformidade do sistema e recomendacoes.

Parametros Recomendagao

Fator de retencéao (k) O pico principal deve estar bem resolvido dos demais
picos e do pico nao retido, geralmente k > 2,0.
Repetibilidade E aconselhavel DPR < 1 % para N = 5.

Resolucéo (Rs) Rs > 2 entre o pico de interesse e o do interferente
potencial mais préximo (impureza, excipiente, produto

de degradacao, padrao interno,...)

Assimetria (T) T<2

Pratos Tedricos (N) Em geral deve ser maior que 2000.

A solugdo de referéncia foi preparada a partir da pesagem de 10 mg de
montelucaste soédico SQR, e posteriormente transferida para baldo volumétrico de
50 ml com o auxilio de 30 ml de metanol. A solugao foi submetida a banho de ultra-
som por 15 minutos e o volume foi completado com o mesmo solvente. Aliquota de
2,0 ml foi transferida para baldo volumétrico de 20 ml, utilizando metanol como

diluente, obtendo-se solugdo com concentragao final de 20,0 pg/ml.

Foi realizado o peso médio de 20 comprimidos revestidos que foram
triturados a po fino. Pesou-se quantidade de amostra equivalente a 10 mg de MTC
sodico e transferiu-se para baldo volumétrico de 50 ml com auxilio de 30 ml de
metanol. A suspensao foi submetida a banho de ultra-som por 15 minutos, sendo o
volume completado com o mesmo solvente. Em seguida, a suspensao foi filtrada e
uma aliquota de 2,0 ml desta foi transferida para baldo volumétrico de 20 ml, sendo
utilizado metanol como diluente. A concentracdo final obtida foi equivalente a
20,0 pg/ml de MTC sédico. As solugdes foram filtradas com filtro de nylon de 0,45

pum e transferidas para frasco ambar, para posterior analise.

A fase moével foi preparada através da mistura de acetonitrila, agua e metanol
na proporcao de 75:15:10 (v/v/v), respectivamente, sendo esta ajustada para pH 3,8
com acido acético glacial. A fase movel foi filtrada com auxilio de membrana de
nylon com didmetro de poro de 0,45 ym e desaerada com sistema acoplado ao

cromatoégrafo.
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As condigdes cromatograficas para analise estdo descritas na Tabela 5.

Tabela 5 Condicbes cromatograficas empregadas na andlise de montelucaste
sddico por CLAE.

Caracteristica Descricao

Coluna C18 ZORBAX Eclipse and capped (150 mm x 4,6
mm; 5 ym)

, Acetonitrila: agua (pH ajustado a 3,8 com 4&acido

Fase movel . .
acetico glacial): metanol, (75:15:10, v/v).

Volume de injegao 20 ul

Fluxo da fase movel 0,8 ml/minuto

Comprimento de onda 280 nm

Temperatura de analise 25°C+1°C

O montelucaste sddico foi identificado nos comprimidos através da
comparacgao entre os tempos de retencao obtidos com a solugdo preparada com

estes e o verificado para a solugdo de MTC sédico SQR.

4.3.4 Eletroforese capilar — EC

4.3.4.1 Material

As amostras de montelucaste sédico SQR e comprimidos revestidos de MTC
sodico, descritas nos itens 4.1.1 e 4.1.2 respectivamente, foram utilizadas para

analise.

Tetraborato de sodio decaidratado grau analitico (MERCK), dodecilsulfato de
sédio grau analitico (SYNTH) e agua ultrapura (META IlI-FILTROSUL) foram
utilizados na composicao do eletrdlito para analise eletroforética. O pH do eletrdlito

foi verificado em potenciometro DIGIMED modelo DM-20.

Foram empregados metanol grau analitico (TEDIA), tampao tetraborato de

sédio e papel filtro (FRAMEX) para o preparo das amostras.
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A anaélise de MTC sodico por este método ocorreu em sistema de eletroforese
capilar HP*P-CE (HEWLETT-PACKARD), equipado com detector de arranjo de
fotodiodos. O software HP Chemstation, Rev.A.0601[403], (HEWLETT-PACKARD)
foi utilizado para controle do sistema, aquisicdo e tratamento dos dados. Para
preparagao eletroforética foi empregado capilar de silica fundida com 48 cm de
comprimento (40 cm de comprimento efetivo) e 75 pm de didametro interno
(AGILENT). Para ativagao e limpeza do capilar foi utilizado hidroxido de sodio
(MERCK).

Membranas de éster de celulose contendo 0,45 um de diametro de poro
foram empregadas para filtracdo da agua, da solugdo de hidroxido de sdédio, do

eletrdlito e das amostras precedendo a analise eletroforética do MTC sddico.

4.3.4.2 Método

Na etapa de desenvolvimento do método por EC foram efetuados ensaios

preliminares utilizando condicdes eletroforéticas diferenciadas.
Foram avaliados os seguintes parametros:
L. pH do eletrdlito;
Il Concentragao do eletrdlito;
Ml Voltagem;
Iv. Injecdo da amostra.
Os eletroferogramas obtidos a partir dos sistemas testados foram analisados.

O eletrdlito para analise foi constituido por uma mistura de tampao tetraborato
de sodio 10 mM e dodecilsulfato de sédio 30 mM, sendo pH ajustado para 9,4. Esta
solugcao foi preparada em agua ultrapura e permaneceu em banho de ultra-som
durante 15 minutos, sendo posteriormente filtrada através de membrana de éster de

celulose de 0,45 pm de diametro de poro.
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A ativagao inicial do capilar ocorreu com lavagem de solucdo de hidréxido de
sédio 1 M, durante 1 hora. A ativagao diaria do capilar consistiu em lavagens de
solugcao de hidroxido de sodio 0,1 M, agua ultrapura e eletrdlito por 30, 15 e 15
minutos, respectivamente. Para as demais corridas, o capilar foi submetido a pré-
condicionamento através de lavagens de solugédo de hidroxido de sddio 0,1 M, agua
ultrapura e eletrélito por 2, 2 e 3 minutos respectivamente. Apds a migragéao de cada
amostra, o capilar foi submetido ao pds-condicionamento através de lavagens de

agua ultrapura durante 3 minutos, conforme descrito na Tabela 6.

Tabela 6 — Condigdes eletroforéticas empregadas para analise de MTC por
eletroforese capilar.

Caracteristica Descrigao

48 cm de comprimento (40 cm de comprimento

Capilar de silica fundida
pI flica tundi efetivo e 75 ym de didmetro interno.

Tampao tetraborato de s6dio 10 mM e

Eletrolito dodecilsulfato de sédio 30 mM, pH 9,3.
Tensao aplicada 25 kV

Injecao hidrodinamica 50 mBar

Tempo de injegao 5 segundos

Comprimento de onda 280 nm

Pré-condicionamento 2 min NaOH 0,1 M; 2 min H,0; 3 min eletrdlito
Pds-condicionamento 3 min H,O

Temperatura 25°C+1°C

A solugcdo de referéncia foi preparada a partir da pesagem de 50 mg de
montelucaste sddico SQR, e posteriormente transferido para baldo volumétrico de
50 ml com o auxilio de 40 ml de metanol. A solugao foi submetida a banho de ultra-
som por 15 minutos e o volume foi completado com o mesmo solvente. Foi
transferida aliquota de 1,0 ml para balao volumétrico de 20 ml, utilizando tetraborato
de sédio 10 mM como diluente, obtendo-se, entdo, solucdo com concentracao final
de 50,0 pg/ml.

Foi realizado o peso médio de 20 comprimidos revestidos que foram
triturados a pd fino. Pesou-se quantidade de amostra equivalente a 20 mg de

montelucaste sddico e transferida para baldo volumétrico de 20 ml com auxilio de
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15 ml de metanol. Esta suspensido foi submetida a banho de ultra-som por
15 minutos, sendo o volume completado com o mesmo solvente. Logo apds, a
suspensao foi filtrada. Em seguida, aliquota de 1,0 ml foi transferida para balédo
volumétrico de 20 ml, sendo utilizado tetraborato de s6dio 10 mM como diluente. A
concentragao final foi equivalente a 50,0 pyg/ml de MTC sddico. As solugdes foram
filtradas com filtro de nylon de 0,45 pym e transferidas para frasco ambar para

posterior analise.

A identificacdo do MTC sbédico presente nos comprimidos revestidos,
utilizando a EC, foi determinada através da semelhancga entre o tempo de migragao
observado na solugdo preparada com estes e o obtido na solugdo de MTC sédico
SQR.

4.4 Validacao dos métodos analiticos para analise quantitativa de

montelucaste sédico em comprimidos revestidos

4.4.1 Espectrofotometria na Regidao do Ultravioleta — UV

4.4.1.1 Material

As amostras de montelucaste soédico SQR e de comprimidos revestidos,
descritas nos itens 4.1.1 e 4.1.2, foram utilizadas para analise. Foram empregados
etanol de grau analitico (MERCK) e papel filtro (FRAMEX) para o preparo das

amostras.

Os excipientes contidos na formulacdo dos comprimidos revestidos de
montelucaste sddico, descritos no item 4.1.2, foram utilizados para avaliacdo da

especificidade do método.

O método foi desenvolvido em espectrofotdmetro UV/VIS, marca SHIMADZU,

modelo UV 160A, equipado com cubetas de quartzo de 10 mm de caminho éptico.
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4.4.1.2 Método

Os parametros analiticos avaliados para determinagdo e validacdo do
montelucaste sbédico na forma farmacéutica comprimido revestido por

espectrofotometria ultravioleta estdo descritos abaixo:

4.4.1.2.1 Especificidade

A possivel interferéncia dos excipientes na determinagao quantitativa de MTC
sédico foi investigada, comparando os perfis espectrofotométricos da solugdo de
montelucaste sddico SQR, comprimidos revestidos e da amostra simulada de

excipientes, utilizando etanol como branco.

A solugao de referéncia foi preparada a partir da pesagem de 10 mg de MTC
sddico SQR, e posteriormente transferida para baldao volumétrico de 100 ml com
auxilio de 70 ml de etanol. A solugao foi submetida a banho de ultra-som por 15
minutos e o volume foi completado com o mesmo solvente. Aliquota de 2,0 ml foi
transferida para baldo volumétrico de 20 ml, utilizando etanol como diluente,

obtendo-se solugdo com concentracgéo final de 10,0 ug/ml.

O peso médio foi realizado com a pesagem de 20 comprimidos de MTC
sodico. Os comprimidos foram triturados a po fino e quantidade de amostra
equivalente a 10 mg de MTC sédico foi transferida para baldo volumétrico de 100 ml
com auxilio de 70 ml de etanol. A suspensao foi submetida a banho de ultra-som por
15 minutos, sendo o volume completado com o mesmo solvente. Logo apos, a
suspensdo foi filtrada. Aliquota de 2,0 ml foi filtrada e transferida para balao
volumétrico de 20 ml, sendo utilizado etanol como diluente. A concentragao

resultante foi equivalente a 10,0 ug/ml de MTC sddico.

Amostra simulada dos excipientes foi preparada de forma similar a solucio de
comprimidos revestidos de MTC sddico pesando-se, contudo, o equivalente da

mistura dos excipientes contidos em 1 comprimido de 10 mg de montelucaste sodio.

A composi¢ao da amostra simulada de excipientes esta descrita na Tabela 7.
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Tabela 7 Composi¢cao da amostra simulada dos excipientes.

Excipiente Quantidade (mg) *
Celulose microcristalina 41,140
Lactose 110,950
Croscarmelose sodica 4,114
Hidroxipropilcelulose 10,285
Hidroxipropilmetilcelulose 20,570
Estearato de magnésio 2,057
Dioxido de titanio 2,057
Oxido vermelho de ferro 0,205
Oxido amarelo de ferro 0,205
Cera de carnauba 4,114

* Quantidades aproximadas com base nas especificacbes de concentragdes percentuais
meédias descritas para cada excipiente (KIBBE, 2000). A quantidade dos excipientes foi
calculada de acordo com o valor, em mg, do peso médio obtido para os comprimidos
(205,7 mg).

A avaliagdo dos perfis espectrofotométricos permitiu a determinagdo do

melhor comprimento de onda para analise do montelucaste sédico.

4.4.1.2.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada através da construcdo de trés curvas padréo,
desenvolvidas no mesmo dia, contendo sete niveis de concentragbes em cada uma

delas.

A solucdo de montelucaste sdédico SQR, preparada em etanol, a uma
concentracdo equivalente a 0,1 mg/ml, foi utilizada para a construgcdo da curva
padrao. A partir desta solugao, foram transferidas aliquotas de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5;
3,0 e 3,5 ml, com auxilio de bureta, para baldes volumétricos de 20 ml, sendo
utilizado como diluente etanol. As concentragcbes obtidas para as solugdes
preparadas foram respectivamente: 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0 e 17,5 pg/ml. Cada
concentracdo de analise foi preparada em ftriplicata, sendo realizadas trés

determinagdes para cada solucgao.

As leituras foram realizadas em comprimento de onda (1) de 280 nm.
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As médias das absorvancias absolutas obtidas na analise de montelucaste
sédico SQR foram utilizadas na obtengao da curva padréao através da construgao de

um grafico de absorvancia versus concentragao.

A equacédo da reta foi determinada através do estudo de regresséo linear
pelo método dos minimos quadrados e os resultados foram avaliados

estatisticamente através da analise de variancia (ANOVA).

4.4.1.2.3 Limites de Deteccao e de Quantificagao

O limite de detecgéo (LD) para o MTC sdédico pelo método espectrofotometria
no ultravioleta foi estabelecido a partir dos dados obtidos para a curva padrao, sendo

determinado pela seguinte equacéo:

LD = (3,3. s)/ |

Onde:
o S = desvio padrao obtido para o intercepto de trés curvas padrao;
o | =inclinagcdo média obtida nas trés curvas padrao.

O limite de quantificagdo (LQ) para o MTC sédico pelo método
espectrofotometria no ultravioleta foi estabelecido a partir dos dados obtidos para a

curva padrao, sendo determinado pela seguinte equagao:

LD = (10. s)/ |

Onde:
o S = desvio padrao obtido para o intercepto de trés curvas padrao;

o | =inclinagcdo média obtida nas trés curvas padrao.
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4.4.1.2.4 Precisao

As solugdes de montelucaste sédico SQR e dos comprimidos revestidos de
MTC sadico foram preparadas em concentragdes equivalentes a 10 ug/ml, conforme

descrito no item 4.4.1.2.1.

Foram preparadas seis solugdes, a partir de seis pesagens dos comprimidos
revestidos triturados de MTC sddico, por dia. Para cada solugdo obtida, foram

realizadas leituras em triplicata.

A determinacéo do teor de MTC sdédico nos comprimidos foi determinada a
partir da avaliagcdo dos dados obtidos com a repetibilidade das analises. A precisao
intermediaria do método foi determinada através da avaliacao intradia e interdia do
desvio padrdo relativo (DPR) obtido para analises efetuadas em trés dias

consecutivos.

44.1.2.41 Calculos para determinagdo de montelucaste sédico em

comprimidos revestidos

A concentragdo, em pg/ml, das solugdes de MTC sodico comprimidos

revestidos (Cp) foi determinada com base na equagao:

Ca = (Aa . Csar) / Asar

Onde:

An = absorvancia da solugdo de MTC sbdico preparada com os

comprimidos revestidos;
Csar = concentragéo da solugdo de MTC sddico SQR;

Asqr = absorvancia da solugdo de MTC sodico SQR.
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As percentagens de MTC sodico nos comprimidos revestidos (Ca%) foram

calculadas a partir da equacao:

Ca % = (Ca .100) / Ct

Onde:

Ca = concentragao da solucdo de MTC sédico comprimidos revestidos em

pg/mi;

Cr = concentragdo tedrica da solugdo de MTC sodico comprimidos

revestidos em pg/ml.

4.4.1.2.5 Exatidao

A exatidao foi determinada através do teste de recuperacdo. Os resultados

foram expressos em percentagem de recuperagao.

Para a elaboracdo do teste de recuperacado foram preparadas solucdes de
montelucaste sddico SQR e de comprimidos revestidos de MTC sddico, diluidas em
etanol, ambas em concentracdo de 0,1 mg/ml, conforme especificado no item
441.21.

Foram transferidas, com auxilio de pipeta volumétrica, aliquotas de 2,0 ml da
solucao de MTC sddico comprimidos revestidos para baldes volumétricos de 20 ml
denominados de A, R4, Rz e Rs. Aliquotas de 0,5; 1,0 e 1,5 ml da solugdo de MTC
sddico SQR foram transferidas para os baldes denominados Ri, R, e Rsj,
respectivamente. Simultaneamente, foi transferida aliquota de 2,0 ml de solugao de
MTC sédico SQR para baldo volumétrico de 20 ml, denominado P. O volume das
solugdes foi completado com etanol, e as concentragdes finais foram equivalentes a
10,0; 12,5; 15,0; 17,5 e 10,0 pg/ml para os balées denominados A, R4, Rz, Rz e P,
respectivamente. As solugdes foram preparadas em triplicata. Para cada solucao

foram realizadas trés determinacdes.
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A Tabela 8 apresenta de modo esquematico o preparo das solugdes para o

teste de recuperacdo do MTC sddico.

Tabela 8 Preparo das solugdes para realizagdo do teste de recuperagcdo por
espectrofotometria na regido do ultravioleta.

Volume de solugdo de  Volume de solucéo de

\E/‘;'jr‘:]étrico MTC s6dico* MTC s6dico SQR Cf‘i’r:‘;e(:tgfﬁ)o
0,1 mg/ml** (ml) 0,1 mg/ml** (ml)

A 2,0 10,0

R 2,0 0,5 12,5

Rz 2,0 1,0 15,0

Rs 2,0 1,5 17,5

P 2,0 10,0

* MTC sodico comprimidos revestidos.
** Concentracao de MTC.

4.4.1.2.5.1 Calculos para o teste de recuperagao

As percentagens de recuperagdo (R%) obtidas para o montelucaste sédico

SQR foram calculadas através da equacgao:

R% = [(CM - CA) / Cp] . 100

Onde:

Cm = concentracao da solugdo contendo montelucaste sodico SQR e

comprimidos revestidos de MTC sodico determinadas pelo método
(Mg/ml);

Ca = concentragdao da solucdo contendo MTC sodico comprimidos

revestidos determinada pelo método (ug/ml);

Cp = concentracdo de MTC sodico SQR adicionado na solugéo final

(ug/ml).
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4.4.1.2.6 Robustez

A robustez foi avaliada através da constatacdo da suscetibilidade do método
frente a pequenas variagdes nas condigdes espectrofotométricas, incluindo

diferentes marcas de solventes e diferentes tipos de agitagao.

Para realizacdo deste ensaio foram preparadas solugdes de montelucaste
sédico SQR e de comprimidos revestidos de MTC sddico em etanol das marcas
MERCK e TEDIA, em concentragao equivalente a 10 ug/ml para ambas, conforme
descrito no item 4.4.1.2.1. Para a avaliagdo do tipo de agitacdo foram preparadas
solugdes de montelucaste sédico SQR e de comprimidos revestidos de MTC sédico
em etanol (MERCK), conforme descrito no item 4.4.1.2.1, diferindo na maneira de
agitagdo, 15 minutos manual e 15 minutos em banho de ultra-som. As solugdes

foram preparadas em triplicata, sendo realizada trés determinagdes.

4.4.1.2.7 Estabilidade das solugoes

Foram avaliadas solugcdes de montelucaste sddico SQR, preparadas na
concentragdo de 10 pug/ml conforme descrito no item 4.4.1.2.1. As solu¢des foram
armazenadas em frascos de vidro ambar, a temperatura de 2 a 8 °C (em geladeira)

por 5 dias para observagao da possivel redugéo no teor do farmaco.

4.4.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE

4.4.2.1 Material

No item 4.3.3.1 estao descritos os materiais utilizados para o desenvolvimento

e validagao deste método.

Os excipientes contidos na formulagcdo dos comprimidos revestidos de MTC
sédico descritos no item 4.1.2, foram utilizados para realizagdo do teste de

especificidade.
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Na avaliacdo da especificidade do método a partir da degradagao forgada do
farmaco, foram utilizadas solugcdo de NaOH 0,1 N, HCI 0,1 N e peroxido de
hidrogénio 3%, preparados a partir de reagentes de grau analitico, camera
espelhada internamente (100x16x16 cm) com luz ultravioleta de 352 nm Ecolume
(Black Light Blue Lamp-Orion UV-A, 30 W, 130 V, 1,26 x 10-3 watts/cm?) e estufa

Bacteriologica Deleo.

Para o ensaio de robustez foi utilizada coluna cromatografica ACE-121-1546

C18 end capped (150 mm x 4,6 mm; 5 ym).

4.4.2.2 Método

O procedimento proposto para andlise cromatografica foi descrito
anteriormente no item 4.3.3.2 e as condi¢bes analiticas empregadas para a
determinacao do MTC sddico por cromatografia liquida de alta eficiéncia estao

descritas na Tabela 5.

A validacdo do método proposto foi efetuada através da avaliacdo dos

parametros analiticos abaixo propostos.

4.4.2.2.1 Especificidade

44.2.2.1.1 Avaliagdao da especificidade do método frente a amostra

simulada dos excipientes.

Para verificacdo da especificidade do método foram utilizados montelucaste
sédico SQR e a amostra simulada dos excipientes especificados nos itens 4.1.1 e
4.1.2.

A solugdo de referéncia foi preparada a partir da pesagem de 10 mg de
montelucaste sddico SQR, que foi posteriormente transferida para balao volumétrico

de 100 ml com auxilio de 70 ml de metanol. A solugao foi submetida a banho de
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ultra-som por 15 minutos e o volume foi completado com o mesmo solvente.
Aliquota de 4,0 ml foi transferida para baldo volumétrico de 20 ml, utilizando metanol

como diluente, obtendo-se solugdo com concentracgao final de 20,0 ug/ml.

A solugdo da amostra simulada dos excipientes foi preparada da mesma
forma que a solugcdo obtida com os comprimidos revestidos de MTC sddico
pesando-se, contudo, o equivalente da mistura dos excipientes contidos em

comprimidos de 10 mg de MTC saédio.

A composi¢ao da amostra simulada de excipientes esta descrita na Tabela 7.

As solugdes obtidas foram avaliadas quanto aos seus perfis cromatograficos.

4.4.2.2.1.2 Avaliagao da especificidade do método frente a degradagao

forcada

A especificidade do método foi também verificada a partir da avaliacdo dos
provaveis produtos de degradacao que poderiam interferir na determinagao do MTC

sodico.

No minimo trés solugbes foram geradas para avaliagdo de cada condigdo de
estresse: a solugdo amostra e a solugdo sem adicdo do farmaco (placebo)

submetidas a degradacéao; e solucao de referéncia ndo submetida a degradacéo.

e Degradacédo térmica: aquecimento da solucdo amostra (0,1 mg/ml) e do

placebo em estufa a 80 °C, durante 5 horas.

¢ Fotolise: exposigcdo da solugdo amostra (0,1 mg/ml) e do placebo a lampada
de radiagcdo UV 352 nm durante 15 minutos. As amostras foram colocadas em
cubetas de quartzo (UV-CUVETTE MICRO-BRAND), em camara espelhada.
Cubetas com solugdo amostra e do placebo envoltas com papel aluminio foram,
também, colocadas a camara, com o objetivo de verificar alguma interferéncia

devida a elevacao da temperatura no seu interior.
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e Oxidacdo: exposicdo da solugcdo amostra (0,1 mg/ml) e do placebo,
separadamente, ao perdxido de hidrogénio (H2O2 3%, v/v), na propor¢do de 1:5

(v/v), durante 2 horas.

e Hidrdlise acida: exposicdo da solugdo amostra (0,1 mg/ml) e do placebo,
separadamente, ao acido cloridrico (HCI 0,1 M), na proporgao de 1:5 (v/v), durante

duas horas.

e Hidrdlise alcalina: exposi¢ao da solugao amostra (0,1 mg/ml) e do placebo,
separadamente, ao hidréxido de sédio (NaOH 0,1 M), na proporgao de 1:5 (v/v),

durante duas horas.

As aliquotas da solugao amostra e placebo foram neutralizadas, quando
necessario, diluidas e filtradas com filtro de 0,45 ym de diametro de poro antes de
serem injetadas no cromatografo. Os resultados foram comparados com os da
solugdo SQR n&o submetida as degradagdes, injetadas da mesma maneira. Dados
do detector de arranjo de fotodiodos (DAD) foram coletados com o propdsito de

avaliar a pureza do pico do MTC sédico.

Os cromatogramas foram avaliados a fim de se detectar possiveis

interferentes na especificidade do método.

4.4.2.2.2 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada através da construgdo de trés curvas
padrao, preparadas no mesmo dia, contendo sete niveis de concentragdes em cada

uma delas.

A curva padrdao foi construida a partir de uma solugdo metandlica de
montelucaste sddico SQR com concentragéo inicial de 0,1 mg/ml. Em seguida,
aliquotas de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 e 7,0 ml desta solugdo foram transferidas,
com auxilio de bureta, para baldes volumétricos de 20 ml. Os volumes foram
completados com metanol para obtencdo de concentracdes de 5,0; 10,0; 15,0; 20,0;
25,0; 30,0 e 35,0 ug/ml, respectivamente. Para cada concentragdo em analise foram

preparadas solug¢des em triplicata, sendo realizadas trés determinacgdes.
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4.4.2.2.2.1 Calculos para a curva padrao

A curva padrdo foi obtida através da construgdo de um grafico de
concentracido versus area absoluta. A equacao da reta foi determinada a partir do
estudo de regresséao linear pelo método dos minimos quadrados e a anadlise de

variancia — ANOVA - foi realizada para verificacdo da linearidade do método.

4.4.2.2.3 Limites de Detecgao e de Quantificagao

O limite de deteccéo (LD) e de quantificagdo (LQ) para o MTC sdédico pelo
método de CLAE foi estabelecido a partir dos dados obtidos experimentalmente de
diluicdes sucessivas de MTC sddico SQR, em um intervalo de concentragdo de
0,01 a 1,0 pg/ml. Os resultados foram avaliados através do software Chemistation
disponivel no equipamento, onde os limites de deteccdo e de quantificagao

encontrados foram obtidos a partir da analise do sinal-ruido.

4.4.2.2.4 Precisao

As solugcdes de montelucaste sodico SQR e dos comprimidos revestidos de
MTC sddico foram preparadas em concentragdes equivalentes a 20 ug/ml, conforme
descrito no item 4.4.2.2.1.1.

Foram preparadas seis solugdes, a partir de seis pesagens dos comprimidos
revestidos triturados de MTC sddico, por dia. Para cada solugao foram realizadas

leituras em triplicata.

A determinacao do teor de MTC sddico nos comprimidos foi realizada a partir
da avaliacdo dos dados obtidos com a repetibilidade das analises. A precisao
intermediaria do método foi determinada através da avaliagao intradia e interdia do
desvio padrao relativo (DPR) obtido para analises efetuadas em trés dias

consecutivos.
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4.4.2.2.41 Calculos para determinagcdao de montelucaste sédico em

comprimidos revestidos

A concentragao (Ca), em pg/ml, das solugbes de montelucaste sddico em

comprimidos revestidos foi determinada através da equagao:

Ca = (Aa . Csar) / Asar

Onde:

Ap = area absoluta da solucdo de MTC sddico presente nos comprimidos

revestidos;
Csar = concentragao da solugao de MTC sédico SQR;
Asqr = area absoluta da solugdo de MTC sédico SQR.

As percentagens de MTC sédico nos comprimidos revestidos (Ca%) foram

calculadas a partir da equacgéo:

Ca % = (Ca .100) / C1

Onde:

Ca = concentracdo da solugao de MTC sdédico comprimidos revestidos em
Hg/ml;

Cr = concentragdo tedrica da solucdo de MTC soddico comprimidos

revestidos.
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4.4.2.2.5 Exatidao

A exatidao foi determinada através do teste de recuperacao. Os resultados

foram expressos em percentagem de recuperacao.

Foram preparadas solugdes de montelucaste sédico SQR e de comprimidos
revestidos de MTC sddico, diluidas em metanol, ambas em concentracido de

0,1 mg/ml, conforme descrito no item 4.4.2.2.1.1 para o preparo da primeira dilui¢cao.

Foram transferidas, através de pipeta volumétrica, aliquotas de 4,0 ml da
solucdo obtida com os comprimidos revestidos de MTC soédico para baldes
volumétricos de 20 ml, denominados de A’, Ry, Ry e R3. Aliquotas de 1,0; 2,0 e 3,0
ml da solucdo de MTC sdédico SQR foram transferidas, através de pipetas
volumétricas, para os baldes denominados Rji, R, e Rjs, correspondendo,
respectivamente, a 25, 50 e 75% da concentragcédo teste (20 pg/ml).
Simultaneamente, foi transferida aliquota de 4,0 ml de solugdo de MTC sddico SQR
para baldo volumétrico de 20 ml, denominado P’. As solu¢des foram diluidas em
metanol, sendo obtidas solugdes com concentragdes finais equivalentes a 20,0;
25,0; 30,0; 35,0 e 20,0 pg/ml para os baldes denominados A’, Ry, Rz, Rz e P,

respectivamente.

A Tabela 9 apresenta, de modo esquematico, o preparo das solucdes para o

teste de recuperacdo do montelucaste sddico.

As solugdes dos baldes denominados A’, Ry, Ry, Rz e P’ foram preparadas em

triplicata. Para cada solugao foram realizadas trés determinacgoes.
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Tabela 9 Preparo das solugcdes para realizacdo do teste de recuperacdo por

cromatografia a liquido de alta eficiéncia.

Volume de solucéo de

Volume de solugéo

Balao . de MTC sédico SQR Concentragao
. MTC sdédico e )
volumétrico o 0,1 mg/ml final (ug/ml)
0,1 mg/ml** (ml)
(ml)

A 4,0 - 20,0

R 4,0 1,0 25,0

Rz 4,0 2,0 30,0

Rs 4,0 3,0 35,0

P e 4,0 20,0

* MTC sodico comprimidos revestidos.
** Concentragcao de MTC saddico.

4.4.2.2.5.1 Calculos para o teste de recuperagao

As percentagens de recuperacao (R%) obtidas para o montelucaste sddico

SQR foram calculadas através da equacéo:

R% = [(Cy - Ca) / Cp] . 100

Onde:

Cwm = concentracdo da solugdo contendo montelucaste sddico SQR e

comprimidos revestidos de MTC sddico determinadas pelo método (ug/ml);

Ca = concentracao da solugcao preparada com os comprimidos revestidos

contendo MTC sdédico determinada pelo método (ug/ml);

Cp = concentracdo de MTC sédico SQR adicionado na solugao final (ug/ml).
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4.4.2.2.6 Robustez

A solugdo de montelucaste soédico SQR e a solugdo obtida com os
comprimidos revestidos de MTC sédico foram preparadas de acordo com o descrito
no item 4.4.2.2.1.1.

A robustez do método foi avaliada através da verificacdo da suscetibilidade a
variagbes nas condigbes cromatograficas, apds pequenas alteragbes nas
proporcoes, pH e velocidade de fluxo da fase mével, e através da utilizagdo de uma
segunda coluna cromatografica. As alteracdes realizadas e as condigcbes normais de

analise estao descritas na Tabela 10.

Tabela 10 Alteracbes nas condicbes de analise por CLAE para verificagdo da
robustez do método.

Condigdes normais de analise Modificag6es avaliadas
Proporcoes da fase movel*
75:15:10 (v/v) 77:13:10 (v/v) e 73:17:10 (v/v)
pH da fase mével **
3,8 3,6e4,0
Fluxo da fase moével
0,8 ml/min 0,7 € 0,9 ml/min
Coluna cromatografica
Agilent Eclipse® XDB C18 end capped ACE®5 C18 end capped
(150 mm x 4,6 mm; 5 um) (150 mm x 4,6 mm; 5 um)

*Composigao da fase mével: Acetonitrila: agua: metanol.
**Valor de pH ajustado com acido acético glacial.

4.4.2.2.7 Estabilidade das solugoes

Foram preparadas solugdes de montelucaste sddico SQR na concentragao de
20 pg/ml conforme descrito no item 4.4.2.2.1.1, as quais foram armazenadas a
temperatura de 2 a 8 °C. Estas solugdes foram analisadas durante um més para
avaliar o decaimento no teor do farmaco ou possivel formacdo de produtos de

degradacéo.
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4.4.2.2.8 Adequabilidade do sistema

A adequabilidade do sistema foi verificada durante a validacdo do método,
através dos seguintes parametros: fator de cauda (T), pratos tedricos (N), fator de

retencao (k) e precisao instrumental (repetibilidade das injegdes).

4.4.3 Eletroforese capilar — EC

4.4.3.1 Material

No item 4.3.4.1 est&do descritos os materiais utilizados para o desenvolvimento

e validacao deste método.

Os excipientes contidos na formulacdo dos comprimidos revestidos de
montelucaste sédico descritos no item 4.1.2, foram utilizados para realizagao do

teste de especificidade.

Na avaliacdo da especificidade do método a partir da degradagao forgada do
farmaco, foram utilizadas solugdes de NaOH 0,1 N, HCI 0,1 N e peroxido de
hidrogénio 3%, preparados a partir de reagentes de grau analitico, cémera
espelhada internamente (100x16x16 cm) com luz ultravioleta de 352 nm Ecolume
(Black Light Blue Lamp-Orion UV-A, 30 W, 130 V, 1,26 x 10-3 watts/cm?) e estufa

Bacteriolégica Deleo.

4.4.3.2 Método

O procedimento proposto para analise eletroforética foi descrito anteriormente
no item 4.3.4.2 e as condigdes analiticas empregadas para a determinagdo do

montelucaste sdédico por eletroforese capilar estdo descritas na Tabela 6.

A validacdo do método proposto foi efetuada através da avaliacdo dos

parametros analiticos abaixo propostos.
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4.4.3.2.1 Especificidade

44.3.2.1.1 Avaliacio da especificidade do método frente a amostra

simulada dos excipientes.

Para verificacdo da especificidade do método foram utilizados montelucaste
sédico SQR, comprimidos revestidos de MTC soédico e a amostra simulada dos

excipientes especificados nos itens 4.1.1 e 4.1.2.

A solugdo de referéncia foi preparada a partir da pesagem de 20 mg de
montelucaste sddico SQR, que foi posteriormente transferida para baldao volumétrico
de 20 ml com auxilio de 15 ml de metanol. A solucéo foi submetida a banho de ultra-
som por 15 minutos e o volume completado com o mesmo solvente. Aliquota de
1,0 ml foi transferida para baldo volumétrico de 20 ml, utilizando solu¢cdo de
tetraborato de sddio decaidratado 10 mM como diluente, obtendo, entédo, solugao

com concentragao final de 50,0 pg/ml.

A determinagdo do peso médio foi realizada com 20 comprimidos de MTC
sddico. Os comprimidos foram triturados a po6 fino. Pesou-se quantidade de amostra
equivalente a 20 mg de MTC sddico que foi, em seguida, transferida para balédo
volumétrico de 20 ml, com auxilio de 15 ml de metanol. A suspensao obtida foi
submetida a banho de ultra-som por 15 minutos, sendo o volume completado com o
mesmo solvente. Apos filtragdo, aliquota de 1,0 ml desta foi transferida para balao
volumétrico de 20 ml, utilizando solucao de tetraborato de sédio decaidratado 10 mM
como diluente. A concentragao final obtida foi equivalente a 50,0 ug/ml de MTC

sodico.

A solucdo da amostra simulada dos excipientes foi preparada da mesma
forma que a solugcdo obtida com os comprimidos revestidos de MTC sddico
pesando-se, contudo, o equivalente da mistura dos excipientes contidos em
quantidade de amostra dos comprimidos correspondente a 20 mg de MTC sdédio. A

composi¢cao da amostra simulada de excipientes esta descrita na Tabela 7.

As solucdes obtidas foram avaliadas quanto aos seus perfis eletroforéticos.
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4.4.3.2.1.2 Avaliagao da especificidade do método frente a degradagao

forcada

A especificidade do método foi, também, verificada a partir da avaliagao dos
provaveis produtos de degradacdo que poderiam interferir na determinagdo do

montelucaste sodico.

No minimo trés solugbes foram geradas para avaliacdo das condicdes de
estresse: a solugdo amostra e a solugdo sem adicdo do farmaco (placebo)

submetidas a degradacéo; e a solugéo de referéncia ndo submetida a degradacgéo.

e Degradacéo térmica: aquecimento da solugdao amostra (1,0 mg/ml) e do

placebo em estufa a 80 °C, durante 5 horas.

e Fotolise: exposicdo da solugdo amostra (1,0 mg/ml) e do placebo a lampada
de radiagdo UV 352 nm. As amostras foram colocadas em cubetas de quartzo (UV-
CUVETTE MICRO-BRAND), em camara espelhada. Cubetas com solugdo amostra
e do placebo envoltas com papel aluminio foram, também, colocadas a camara, com
o objetivo de verificar alguma interferéncia devida a elevagao da temperatura no seu

interior.

e Oxidacdo: exposicdo da solugdo amostra (1,0 mg/ml) e do placebo,

separadamente, ao peroxido de hidrogénio (H202 3%, v/v).

e Hidrdlise acida: exposi¢cao da solugdo amostra (1,0 mg/ml) e do placebo,

separadamente, ao acido cloridrico (HCI 0,1 M).

e Hidrdlise alcalina: exposigdo da solugao amostra (1,0 mg/ml) e do placebo,

separadamente, ao hidréxido de sddio (NaOH 0,1 M).

As aliquotas da solugao amostra e placebo foram neutralizadas, quando
necessario, diluidas e filtradas com filtro de 0,45 pm de didmetro de poro antes de
serem analisadas. Os resultados foram comparados com os da solugdo SQR nao
submetida as degradagdes. Dados do detector de arranjo de fotodiodos (DAD) foram

coletados com o propésito de avaliar a pureza do pico de montelucaste sodico.
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Os eletroferogramas foram avaliados a fim de se detectar possiveis

interferentes na especificidade do método.

4.4.3.2.2 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada através da construcdo de trés curvas
padrao desenvolvidas no mesmo dia, contendo sete niveis de concentragdes em

cada uma delas.

A curva padrao foi construida a partir de uma solugdo de montelucaste sddico
SQR com concentracgéo inicial de 1,0 mg/ml em metanol. Em seguida, aliquotas de
1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0 e 5,0 ml desta solucao foram transferidas, com auxilio de
bureta, para baldes volumétricos de 50 ml. Os volumes foram completados com
tetraborato de sédio decaidratado 10mM para obtencédo de concentragdes de 20,0;
30,0; 40,0; 50,0; 60,0; 80,0 e 100,0 ug/ml, respectivamente. Para cada concentragao
em analise foram preparadas solugcbes em ftriplicata, sendo realizadas trés

determinagdes para cada solugao.

4.4.3.2.2.1 Calculos para a curva padrao

A curva padrdo foi obtida através da construgdo de um grafico de
concentracdo versus area absoluta. A equacao da reta foi determinada a partir do
estudo de regressao linear pelo método dos minimos quadrados e a analise de

variancia — ANOVA - foi realizada para verificacdo da linearidade do método.

4.4.3.2.3 Limites de Deteccao e de Quantificagao

O limite de detecgao (LD) e de quantificagdo (LQ) para o montelucaste sédico
pelo método de EC foi estabelecido a partir dos dados obtidos experimentalmente de
diluicdes sucessivas de MTC sédico SQR, em um intervalo de concentragéao de 1,0 a

6,0 pg/ml. Os resultados foram avaliados através do software Chemistation
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disponivel no equipamento, onde os limites de deteccdo e de quantificagao

encontrados foram obtidos a partir da analise do sinal-ruido.

4.4.3.2.4 Precisao

As solugdes de montelucaste sédico SQR e dos comprimidos revestidos de
MTC sadico foram preparadas em concentragdes equivalentes a 50 ug/ml, conforme
descrito no item 4.4.3.2.1.1.

Foram preparadas seis solugdes a partir de seis pesagens dos comprimidos
revestidos triturados de MTC sdédico por dia, e para cada solugado obtida foram

realizadas leituras em triplicata.

A determinacéo do teor de MTC sdédico nos comprimidos foi realizada a partir
da avaliagdo dos dados obtidos com a repetibilidade das analises. A precisao
intermediaria do método foi determinada através da avaliagdo intradia e interdia do
desvio padréo relativo (DPR) obtido para analises efetuadas em trés dias

consecutivos.

4.4.3.2.41 Calculos para determinagdao de montelucaste sédico em

comprimidos revestidos

A concentragao (Ca), em pg/ml, das solugbes de comprimidos revestidos de

MTC saddico foi determinada através da equacao:

Ca = (Aa . Csar) / Asar

Onde:

Ap = area absoluta da solugdo de MTC sddico presente nos comprimidos

revestidos;

Csar = concentracdo da solugdo de MTC sédico SQR;
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Asqr = area absoluta da solugdo de MTC sédico SQR.

As percentagens de montelucaste sédico nos comprimidos revestidos

(Ca%) foram calculadas a partir da equacgéo:

CA % = (CA 100)/CT

Onde:

Ca = concentracado da solugcdo de comprimidos revestidos de MTC sdédico

em ug/ml;

Ct = concentracdo tedrica da solucdo de MTC sodico comprimidos

revestidos.

4.4.3.2.5 Exatidao

A exatidao foi determinada através do teste de recuperagcao. Os resultados

foram expressos em percentagem de recuperacao.

Foram preparadas solugdes de montelucaste sédico SQR e de comprimidos
revestidos de MTC sbédico, diluidas em metanol, ambas em concentracido de
1,0 mg/ml, conforme descrito no item 4.4.3.2.1.1 para o preparo da primeira diluicao.
As solugdes foram novamente diluidas transferindo-se aliquotas de 5,0 ml para
baldes volumétricos de 20 ml, utilizando como diluente solugcdo de tetraborato de

sédio decaidratado 10 mM, para concentragao final de 250 pg/ml.

Foram transferidas, através de pipeta volumétrica, aliquotas de 4,0 ml da
solucdo obtida com os comprimidos revestidos de MTC soédico para baldes
volumétricos de 20 ml denominados de A’, R, Rz e Rs. Aliquotas de 1,0; 2,0 e 3,0 ml
da solucdo de montelucaste sédico SQR foram transferidas, para os baldes
denominados R4, R; e Rj3, correspondendo, respectivamente, a 25, 50 e 75% da
concentracao teste (50 pg/ml). Simultaneamente, foi transferida aliquota de 4,0 mi

de solucdo de montelucaste SQR para baldo volumétrico de 20 ml, denominado P’.
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As solugdes foram diluidas em tetraborato de sddio decaidratado 10 mM, sendo
obtidas solugdes com concentragdes finais equivalentes a 50,0; 62,5; 75,0; 87,5 e

50,0 ug/ml para os balées denominados A’, R+, Ry, Rz e P’, respectivamente.

A Tabela 11 apresenta, de modo esquematico, o preparo das solugdes para o

teste de recuperacdo do montelucaste sodico.

As solugdes dos baldes denominados A’, Ry, Ry, R3e P’ foram preparadas em

triplicata. Para cada solugao foram realizadas trés determinacgoes.

Tabela 11 Preparo das solugdes para realizacdo do teste de recuperagao por
eletroforese capilar.

Volume de solucéo de Volume de solucdo

Balao MTC sédico* de MTC sédico SQR Concentragao final
volumétrico 250 pg/ml** 250 pyg/ml** (ug/ml)
A 4,0 - 50,0
R4 4,0 1,0 62,5
Rz 4,0 2,0 75,0
Rs 4,0 3,0 87,5
P e 4,0 50,0

* MTC sodico comprimidos revestidos.

** Concentragcao de MTC saddico.

4.4.3.2.5.1 Calculos para o teste de recuperagao

As percentagens de recuperagcdo (R%) obtidas para o montelucate sédico

SQR foram calculadas através da equacgao:

R% = [(Cy - Ca) / Cp] . 100

Onde:

Cm = concentragdao da solugdo contendo montelucaste sédico SQR e

comprimidos revestidos de MTC so6dico determinadas pelo método (ug/ml);
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Ca = concentracdo da solugcdo preparada com os comprimidos revestidos

contendo MTC sddico determinada pelo método (ug/ml);

Cp = concentragao de MTC sédico SQR adicionado na solugao final (ug/ml).

4.4.3.2.6 Robustez

A solucdo de montelucaste sdédico SQR e a solugdo obtida com os
comprimidos revestidos de MTC sédico foram preparadas de acordo com o descrito
no item 4.4.3.2.1.1.

A robustez do método foi avaliada através da verificacdo da suscetibilidade a
variagdbes nas condicoes eletroforéticas apdés pequenas alteragcdes no pH e
concentracdo do eletrolito, voltagem aplicada ao sistema e tempo de injecdo da
amostra. As alteragdes realizadas e as condigdes normais de analise estdo descritas
na Tabela 12.

Tabela 12 Alteracdes nas condi¢cdes de analise por EC para verificacdo da robustez
do método.

Condi¢6es normais de analise Modificag6es avaliadas
pH do eletrélito*
9,4 9,3e9,5
Concentracgao do eletrélito
10 mM 8 mMe 12 mM
Tensao aplicada
25 kV 24 kV e 26 kV

Tempo de injecao da amostra

5 segundos 4 e 6 segundos

* Eletrolito: Tetraborato de sddio decaidratado 10 mM + Dodecilsulfato de sédio 30 mM.

4.4.3.2.7 Estabilidade das solugoes

Foram preparadas solugcdes de montelucaste sddico SQR na concentragao de

50 pg/ml conforme descrito no item 4.4.3.2.1.1, as quais foram armazenadas a
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temperatura de 2 a 8 °C. Estas solugdes foram analisadas durante 28 dias para
avaliar o decaimento no teor do farmaco ou possivel formagao de produtos de

degradacao.

4.4.3.2.8 Adequabilidade do sistema

A adequabilidade do sistema foi verificada durante a validagdo do método
através dos seguintes parametros: fator de cauda (T), pratos tedricos (N) e preciséo

instrumental (repetibilidade das injegdes).

4.4.4 Analise comparativa dos métodos

A analise comparativa dos métodos propostos foi realizada através de analise
de variéncia (ANOVA).

4.5 Estudo preliminar da estabilidade dos comprimidos revestidos de

montelucaste sodico

4.5.1 Estabilidade térmica

4.5.1.1 Materiais

Nos itens 4.1.1 e 4.1.2 estdo descritos os materiais utilizados para o

desenvolvimento do estudo preliminar de estabilidade térmica.

Para realizar a degradagao térmica fez-se uso de estufa bacteriologica DelLeo

regulada a uma temperatura de 60 °C £ 1 °C.

Os demais equipamentos e reagentes estao descritos no item 4.3.3.1.
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4.5.1.2 Método

Foi preparada solugao metandlica de comprimidos de MTC sddico a uma
concentragédo de 0,2 mg/ml, conforme descrito no item 4.3.3.2, e acondicionada em
frascos de vidro ambar. As amostras foram colocadas em estufa a temperatura de
60 °C £ 1 °C e retiradas em intervalos de tempo de 1, 3, 5, 10, 15 e 20 dias, em

triplicata.

Comprimidos foram triturados a po6 fino e apds a determinacdo do peso
médio, quantidades equivalentes a 10 mg de montelucaste sodico foram
acondicionados em frascos de vidro ambar, assim como comprimidos intactos foram
colocados sobre vidros de relégio. As amostras foram colocadas em estufa,
separadas por intervalos de tempo de 1, 7, 14, 21, 28 e 35 dias, em triplicata. Apds
os respectivos intervalos de tempo, as amostras foram retiradas da estufa e

preparadas conforme descrito no item 4.3.3.2 até concentracéo final de 20 pg/ml.

Amostras ndo armazenadas a temperatura empregada foram consideradas
como tempo zero de exposi¢cao térmica, e submetidas ao mesmo tratamento das
demais. A solugdo de montelucaste soddico SQR foi preparada na concentracao de

20 pg/ml, conforme descrito no item 4.3.3.2.

A andlise quantitativa das amostras de MTC sédico foi realizada por CLAE,
utilizando o sistema cromatografico descrito na Tabela 5, com o objetivo de verificar

a possivel redugéo do teor e a formagéo de produtos de degradagao.

4.5.2 Fotoestabilidade

4.5.2.1 Materiais

Nos itens 4.1.1 e 4.1.2 estdo descritos os materiais utilizados para o

desenvolvimento do estudo preliminar de fotoestabilidade.

A avaliagdo preliminar da fotoestabilidade foi desenvolvida em camera

espelhada internamente, com dimensdes de 100 x 16 x 16 cm, contendo lampada de
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radiacdo UV 352 nm (Black Light Blue Lamp-Orion UV-A, 30 W, 130 V, 1,26 x 10-3
watts/cm?). Cubetas (UV-CUVETTE MICRO-BRAND) foram utilizadas para

acondicionar a solugao amostra de montelucaste sédico.

Os demais equipamentos e reagentes estao descritos no item 4.3.3.1.

4.5.2.2 Método

Foi preparada solugdo metandlica a partir de comprimidos de MTC sédico, a
uma concentracdo de 0,2 mg/ml, conforme descrito no item 4.3.3.2. As amostras
foram colocadas em camera espelhada separadas por intervalos de tempo de 3, 6,

9, 12, 15 e 18 minutos, em triplicata.

Comprimidos foram triturados a po6 fino e apds a determinacdo do peso
médio, quantidades equivalentes a 10 mg de MTC sddico foram espalhados,
uniformemente, sobre vidros de reldégio e colocados em cémera espelhada,

separados por intervalos de 4, 8, 12, 16, 20, 24 e 32 horas, em triplicata.

Comprimidos intactos foram colocados sobre vidros de relégio. As amostras
foram colocadas em camera espelhada separadas por intervalos de tempo de 6, 12,
24, 36, 48 e 72 horas, em ftriplicata.

Controles com amostra de MTC sédico em solugdo, comprimidos triturados e
intactos, envoltos com papel aluminio foram colocados a camara com o objetivo de

verificar alguma interferéncia devida a elevagéo da temperatura em seu interior.

Apos os respectivos intervalos de tempo, as amostras foram retiradas da
camera e preparadas conforme descrito no item 4.3.3.2 até concentracéo final de

20 pg/ml.

Amostras ndo armazenadas na camera foram consideradas como tempo zero
de exposigcao a lampada UV, e submetidas ao mesmo tratamento das demais
tomadas de amostra. A solugado de MTC sédico SQR foi preparada na concentragao

de 20 pg/ml, conforme descrito no item 4.3.3.2.
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A andlise quantitativa das amostras de MTC sddico foi realizada através de
CLAE, utilizando o sistema cromatografico descrito na Tabela 5, com o objetivo de

verificar a possivel redugcao do teor e a formagao de produtos de degradacao.
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Resultados e Discussao

5.1 Identificagdo da Substancia Quimica de Referéncia (SQR)

5.1.1 Caracteres fisicos

O farmaco apresentou-se como po6 higroscépico, branco e inodoro, resultado
que indica conformidade com a carta aprovada do montelucaste sodico apresentada
pelo FDA.

5.1.2 Solubilidade

A solubilidade foi testada conforme descrito no item 4.2.2. O farmaco
apresentou-se livremente soluvel em metanol e etanol, levemente soluvel em agua e
muito pouco soluvel em acetonitrila. O resultado estd de acordo com a carta

aprovada do montelucaste sddico apresentada pelo FDA.

5.1.3 Constantes fisico-quimicas da SQR

5.1.3.1 Ponto de fusao

O ponto de fusdo do montelucaste sodico foi determinado em dois
equipamentos de acordo com o item 4.2.3.1. Os valores obtidos em ftrés
determinagdes do ponto de fusdo do farmaco estdo apresentados na Tabela 13.

Utilizou-se o acido benzdico (122,4 °C) para calibragao.
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Tabela 13 Valores obtidos para a faixa e ponto de fusdo do montelucaste sodico.

Equipamento 1 2 3
Koffler (Reichert) 59°Ca71°C 60°Ca73°C 56 °C a 65 °C
Mettler Toledo FP 90 66,5 °C 67,0 °C 67,1 °C

O ponto de fusao para o montelucaste sddico ndo € apresentado na literatura.

A determinacao da faixa e do ponto de fusdo sao testes fisico-quimicos que
auxiliam a identificacdo dos farmacos, entretanto nao possibilitam a conclusao
definitiva da identidade dos compostos pesquisados. Estas analises fornecem
informagdes do grau de pureza do produto em ensaio, sendo possivel a constatagao
da presenca de contaminantes através de alteracdo no valor obtido (F. BRAS.,
1988).

Os valores obtidos para a faixa e o ponto de fusdo do montelucaste sddico,

demonstram que a técnica n&o € adequada para identificacdo da SQR.

Devido ao tamanho da estrutura quimica do MTC sddico, com peso molecular
de 608,18, esperava-se um ponto de fusdo elevado. A ampla faixa de fusao
observada, bem como os reduzidos valores de temperatura podem ser atribuidos a
baixa energia de coesado intramolecular que dificulta a determinagédo precisa do
ponto de fusdo. Alem disso, sais de compostos organicos na forma salina
apresentam intervalo de temperatura consideravel, mesmo estando puros
(BENVENUTI, 2006).

A pureza e a identificagcdo do farmaco ndo podem ser constatadas através

deste teste devido a impossibilidade de comparacgao de resultados com a literatura.

5.1.3.2 Calorimetria exploratoéria diferencial (DSC)

Na Figura 4 encontra-se a curva de aquecimento obtida na analise do ponto

de fusdo do montelucaste sédico SQR.
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Figura 4 Curva de aquecimento do montelucaste sédico SQR realizada por DSC.

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC — differential scanning calorimetry)
€ 0 método de analise térmica mais amplamente utilizada, no qual, as diferengas no
fluxo de calor na substancia amostra e referéncia sdo medidas como uma funcao da
temperatura da amostra, enquanto estas sao submetidas a um programa de
temperatura controlada. Trata-se de um método calorimétrico no qual sdo medidas
diferencas em energia (BRITTAIN et al., 1991; SKOOG et al., 2002).

A DSC é, frequentemente, a técnica de analise térmica preferida devido a
capacidade de fornecer informacdes detalhadas sobre as propriedades fisicas e
energéticas de uma substancia. A DSC fornece a temperatura de fusdo com a
exatiddo que métodos classicos, ocasionalmente, nao permitem, além de fornecer a
entalpia de fusdo, indicar a pureza de uma amostra, determinando se esta sofreu
alguma degradagao, decomposigdo ou conversao polimérfica durante o processo de
fusdo (CLAS et al., 1999).

Os valores obtidos na curva de aquecimento do MTC sddico mostram que a
DSC nao é uma técnica adequada como indicador de identidade e pureza da SQR e
a auséncia de um pico afilado impede a determinacdo da pureza do farmaco. Os
resultados se equivaleram em relagdo a medida da faixa e ponto de fusdo através

dos equipamentos Koffler (Reichert) e Mettler Toledo.
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A falta de dados na literatura indica que as técnicas termoanaliticas nao

constituem ferramentas adequadas para assegurar a pureza do MTC sédico.

5.1.4 Espectrofotometria na regido do Infravermelho (IV)

A espectrofotometria no IV € um ensaio de identificacdo por exceléncia (F.
Bras. IV, 1988). A analise espectrofotométrica do montelucaste sodico SQR na
regido do infravermelho foi realizada de acordo com o item 4.2.4 e o espectro esta

ilustrado nas Figuras 5 e 6.

As bandas de absorc¢ao caracteristicas do farmaco, e as possiveis atribuicdes,

com base em bibliografia de referéncia, encontram-se na Tabela 14.

Transmitancia %
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Figura 5 Espectro na regido do IV do montelucaste sdédico SQR.
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Figura 6 Espectro na regido do IV do montelucaste sddico SQR, expandida de 1800
a 600 cm™.

Tabela 14 Atribuicdo das principais bandas do espectro de IV do montelucaste
sédico SQR.

Frequéncia de absorgio (cm™) Atribuicao

696 Deformacgao angular fora do plano das

ligagbes C=C do anel®

1150 Deformacéo axial de OH®

1406 Deformacgao axial simétrica do anion

carboxilato®

1496 Deformacéo axial de C=C do anel®
<1500 Regido de impressao digital
1560 Deformacao axial assimétrica do anion

carboxilato®

1608 Deformagéo axial de C=N de anel®
1625 Vibragdo do anel quinolinico®

2921 Deformacdo axial de C-H de metila®
3396 Deformagao axial de OH"

a (Silverstein; Webster, 2000a), b (Pavia et al., 2001), ¢ (Nakanishi, 1977) e d
(Watson,2005).
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A analise espectrofotométrica na regido do infravermelho é um dos métodos
mais empregados para identificacdo de farmacos, ja que é capaz de diferenciar
substancias por menores que sejam as diferengas estruturais, com excecédo dos
isémeros Opticos (CIENFUGOS; VAITSMAN, 2000). O espectro de infravermelho
permite determinar caracteristicas estruturais da molécula através da analise das
bandas caracteristicas dos grupamentos quimicos determinados no espectro.
Certamente, a identificacdo de uma substancia torna-se mais simples quando se
compara o espectro da amostra em analise com o da substancia de referéncia, uma
vez que uma simples molécula pode originar um complexo espectro (SILVERSTEIN;
WEBSTER, 2000a).

Na auséncia de um espectro de infravermelho para fins de comparacgao, a
atribuicdo dos picos foi efetuada considerando a regidao de absorgao, o formato e a
intensidade dos picos. O ion carboxilato da origem a duas bandas, uma das quais,
em 1560 cm™, é intensa e provém da deformac&o axial assimétrica. A outra mais
fraca, observada em 1406 cm™, provém da deformacdo axial simétrica. A banda
observada em 1608 é caracteristica de ligacdo C=N de anel e a banda de pequena
intensidade em 1625 provém de vibracdo do anel quinolinico. A banda observada
em 3396 cm™ foi atribuida a deformagdo axial O-H, caracteristica dos &cidos
carboxilicos. Sais do ion carboxilato possuem frequentemente bandas largas na

regido de 3400 cm™' devido ao fato de serem higroscépicos.

A analise por espectrofotometria na regido do infravermelho auxiliou na

identificacdo da substancia quimica utilizada como referéncia.

5.2 Analise qualitativa

5.2.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Os cromatogramas do montelucaste sédico SQR, da amostra de comprimidos
de MTC sddico e da amostra de comprimidos de zafirlucaste estdo apresentados na

Figura 7.
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Figura 7 Representagdo esquematica do cromatograma obtido por CCD na analise
das solugdées de montelucaste sédico SQR (1) de MTC sédico comprimidos (2) e
zafirlucaste comprimidos (3), utilizando como reveladores luz UV em A de 254 nm
(A) e vapores de iodo (B).

A cromatografia em camada delgada (CCD) € uma técnica de facil execugéo
e compreensdo, versatii e com baixo custo se comparada as demais técnicas

analiticas empregadas na identificagédo de compostos.

Previamente foi realizada pesquisa bibliografica a fim de encontrar algum
trabalho que descrevesse técnica por cromatografia em camada delgada para o
montelucaste sodico, sendo verificada a auséncia de tais relatos na literatura

consultada.

Para o desenvolvimento de um método destinado a identificagdo de MTC
sodico através da CCD foi realizado um estudo inicial com a combinacao de alguns
solventes organicos, entre os quais, etanol, metanol, cloroférmio, acetato de etila em
varias combinagdes e proporgdes, a fim de verificar qual o melhor sistema eluente a

ser empregado na analise.

O sistema eluente composto pela mistura de cloroférmio, acetato de etila e

acetona, na proporgao 10:6:1 (v/v/v), respectivamente, permitiu a adequacédo do
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sistema cromatografico e a determinagcdo de Rf satisfatorios para o objetivo

proposto, apresentando reprodutibilidade e seletividade.

A semelhanga das manchas e dos valores de Rf obtidos (Rfsqr = Rfcomp. =
0,49) indica a presenga do montelucaste sodico nos comprimidos. O Rf obtido para o
zafirlucaste (Rf = 0,64), também antagonista de cisteinil leucotrieno, com Rx de 1,31,
comprovou a seletividade do método, mostrando diferenciacdo entre os valores.
Observou-se que tanto as revelagdes sob lampada UV (254 nm), quanto por

exposicao da placa aos vapores de iodo mostram-se eficientes.

5.2.2 Espectrofotometria na regiao do ultravioleta (UV)

Os espectros de absorcao obtidos, na faixa de comprimento de onda de 200 a
400 nm, das solugdes de montelucaste sédico SQR e dos comprimidos revestidos

de MTC sbédico, ambas em concentragdo de 10 ug/ml, estdo representados na

Figura 8.
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Figura 8 Perfil comparativo dos espectros de absor¢ao na regido do UV referentes
as solugdes de montelucaste sédico SQR (A) e de comprimidos revestidos de MTC
sédico (B) preparadas em etanol, ambas em concentragao de 10 pg/ml.
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A espectrofotometria na regido do ultravioleta aplica-se na identificagédo e
quantificacdo de farmacos, apesar de apresentar algumas limitagdes, pois depende
da existéncia de grupamentos cromoforos na estrutura do composto a ser analisado,
0 que compromete, também, sua especificidade. Entretanto, apresenta-se como
método de doseamento alternativo na auséncia de equipamentos mais sofisticados

como o cromatografo a liquido de alta eficiéncia (SKOOG et al., 2002).

O montelucaste sodico apresenta uma estrutura com grupamentos
cromoforos através das ligagdes duplas conjugadas do anel quinolinico e dos anéis

benzénicos, possibilitando uma absorg¢ao na regido do ultravioleta.

Na etapa de desenvolvimento do método de espectrofotometria na regido do
UV foram efetuados ensaios preliminares utilizando varios tipos de solventes e
concentragcbes do analito. Primeiramente, foram testados alguns solventes
comumente utilizados na realizagdo de ensaios por espectrofotometria de absorgao

na regido do UV, como etanol, metanol, acido cloridrico 0,1 M e agua.

Devido a solubilidade baixa em agua e a degradacdo do montelucaste na
solucdo de acido cloridrico 0,1 M, os espectros de absorgdo na regiao do UV para
estes solventes ndo se mostrou adequada. Ja com a utilizagdo de etanol e metanol
como solventes, os perfis dos espectros de absor¢cdao no UV resultantes foram
adequados devido a caracteristica de solubilidade do farmaco. O solvente
selecionado para utilizagdo no método foi etanol devido a menor toxicidade e custo.
A concentragdo do analito testada variou de 10 a 30 yg/ml e a que melhor se

adequou ao desenvolvimento do método foi a de 10 pg/ml.

Os perfis dos espectros de absorgdo apresentados na Figura 8, obtidos a
partir das solugées de MTC sddico SQR e dos comprimidos de MTC sédico séo
similares, apresentando dois comprimentos de onda caracteristicos em 280 nm e em
345 nm, o que indica a presenga do farmaco nos comprimidos. Desta forma o
método apresentou-se adequado na identificacdo deste farmaco, porém, cabe
salientar que métodos adicionais qualitativos devem complementar a espectroscopia

de absor¢ao no ultravioleta para a correta identificacdo de uma substancia.
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5.2.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Na Figura 9 podem ser observados os cromatogramas obtidos com as
solugdes preparadas com montelucaste sdédico SQR e com os comprimidos

revestidos de MTC sddico através de cromatografia a liquido de alta eficiéncia.

Norm. 7
35

30{ Montelucaste SQR

25 Montelucaste Comprimidos

20 —

--— T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 min

Figura 9 Cromatogramas obtidos através da analise por CLAE das solugcdes de
montelucaste sédico SQR e de montelucaste sédico comprimidos revestidos, ambas
a concentracdo de 20 pg/ml, preparadas em metanol. Condigdes cromatograficas:
fase mével constituida de acetonitrila: metanol: agua (pH 3,8) (75:10:15, v/v/v), fluxo
de 0,8 ml/min, coluna ZORBAX XDB — C18 (150 x 4,6 mm, 5 pm), AGILENT,
deteccdo em A de 280 nm, volume de injegao 20 ul, temperatura de analise 25 °C.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi a técnica cromatografica mais
interessante desenvolvida nos ultimos anos. Os varios tipos de colunas e detectores
fazem com que a seletividade do método possa ser ajustada (WATSON, 2005). Esta
técnica permite a utilizacdo de métodos sensiveis de detecgdo, onde pequena
quantidade de amostra pode ser separada, identificada e analisada qualitativamente
e quantitativamente (BEESLEY et al., 2001).

Na literatura consultada, foram encontrados trabalhos relatando a aplicacéo
de CLAE para analise de MTC sédico em fluidos biolégicos, empregando diferentes
composicoes de fases méveis com variagées na concentragdo do tampao, no pH, na
natureza e na concentragdo de solventes organicos empregados (AMIN et al., 1995;
LIU et al., 1997; OCHIAI et al., 1998; AI-RAWITHI et al., 2001; KITCHEN et al., 2003;
SMITH et al., 2004; PAPP et al., 2007). RADHAKRISHNA e colaboradores (2003)
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desenvolveram uma técnica por CLAE para quantificacdo de loratadina e MTC
sédico, simultaneamente, em formas farmacéuticas, utilizando coluna C18 fase
movel composta de uma mistura de acetonitrila e solugdo tampao de fosfato de
sédio dihidrogenado (80:20, v/v) e detector UV em 225 nm. A fim de aperfeigoar o
método para analise qualitativa e quantitativa dos comprimidos revestidos de MTC
sédico foram avaliadas algumas modificagcbes nos sistemas cromatograficos

propostos.

Diversas propor¢des de fases moveis, constituidas de acetonitrila e agua
foram testadas e, em todas, o tempo de retengao do farmaco foi elevado (entre 15 e
24 minutos) e ndo houve adequada separacgéo entre o MTC sodico e os produtos de
degradagdo. Proporgdes de metanol e agua também foram testadas e nédo foram
suficientes para eluir o MTC sédico antes de 40 minutos. A fim de melhorar as
condigbes obtidas anteriormente, foram testadas propor¢cdes de fases moveis
constituidas por metanol, acetonitrila e agua. Quanto maior a concentragdo de
solvente organico na fase movel, menor foi o tempo de retencdo do farmaco. A
concentracdo de acetonitrila provocou maior influéncia na retencdo do MTC sddico
viste que torna maior a interacao da parte nao polar do farmaco com a coluna
cromatografica. A utilizagdo de acetonitrila, metanol e agua (75:10:15, v/viv),
apresentou melhores resultados em relagcdo as condi¢cdes testadas anteriormente
em relagcéo a varios parametros cromatograficos, como tempo de retengéo , simetria

e repetibilidade da analise.

Foi observado o efeito do pH na retencdo do MTC sddico, nas melhores
condigbes cromatograficas até entdo estabelecidas, em uma faixa de 3,0 a 8,0. Com
o0 aumento do pH da fase moével, houve uma diminuigdo do tempo de retengéo,
porém parametros como o fator de retencdo (k) e assimetria (T) ndo se mostraram

satisfatorios.

A fase mével composta por uma mistura de acetonitrila, metanol e agua (pH
3,8 ajustado com acido acético) (75:10:15, v/v/v) proporcionou uma analise rapida,
parametros adequados e separagao satisfatéria entre o MTC sddico e o produto de
degradagado majoritario formado a partir da degradagao da solugédo metandlica dos

comprimidos em camara de luz ultravioleta de 352 nm. Além disso, o tempo de
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retencdo, cerca de 6,8 minutos, € adequado para analises de rotina em laboratérios

de controle de qualidade.

O sistema de eluigao isocratico se mostrou satisfatério para determinagao do
MTC sodico. Este sistema apresenta uma série de vantagens como alta
reprodutibilidade dos tempos de retencdo, uma maior robustez e uma forma mais

econdmica de utilizacdo da fase mdvel através de reciclagem (CLARKE'’S, 2004a).

A velocidade de fluxo foi testada entre 0,8 a 1,0 ml/min. Os melhores
parametros dos cromatogramas foram encontrados para a velocidade de 0,8 ml/min,

a qual foi estabelecida para o método.

O comprimento de onda de 280 nm foi preferido por apresentar maior

absorcao (mAU) em fungéo das concentragdes de MTC sédico avaliadas.

Inimeros trabalhos encontrados na literatura cientifica relataram a utilizagao
de tampdes na fase movel e o uso de padrdo interno, como descrito no trabalho de
Radhakrishna e colaboradores (2003), o qual utilizou fase mdvel composta por
acetonitrila e solugdo tampao de fosfato de sddio dihidrogenado o que nao foi
necessario no sistema proposto. A nao utilizacdo de tampao confere ao método
vantagens, principalmente, em relagdo ao equipamento e ao tempo que se deve

dispender na lavagem das conexdes do equipamento pos-analise.

Os cromatogramas apresentados na Figura 9, obtidos por cromatografia a
liquido de alta eficiéncia, a partir de solugdes preparadas com montelucaste sodico
SQR e com os comprimidos revestidos de MTC sddico, apresentam valores de
tempo de retencao similares, 6,801 e 6,810 minutos, respectivamente, o que permite

sugerir que as amostras avaliadas apresentam a mesma identidade.

5.2.4 Eletroforese Capilar (EC)

Os eletroferogramas obtidos a partir da analise de montelucaste sédico SQR
e de comprimidos revestidos de MTC soédico sob as condicdes de analise

selecionadas podem ser visualizados na Figura 10.
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Figura 10 Eletroferogramas obtidos através da analise por EC das solugbes de
montelucaste sodico SQR e de comprimidos revestidos de MTC sddico, preparadas
em metanol e diluidas em solugcdo de tetraborato de sodio 10 mM, ambas em
concentragado de 50 ug/ml. Condigbes eletroforéticas: capilar de silica fundida 48 cm
de comprimento (40 cm de comprimento efetivo e 75 uym de diametro interno,
eletrolito tampéo tetraborato de sodio: dodecilsulfato de sédio (10 mM: 30 mM), pH
9,4, tensédo aplicada de 25 kV, injecao hidrodinamica de 50 mBar/ 5 segundos,
detecgao UV A de 280 nm, temperatura de analise 25°C £ 1 °C

A eletroforese capilar oferece ampla seletividade em combinacdo com alta
eficiéncia de separagao, trabalhando com pequenos volumes de amostra e tempo de
analise reduzido, sendo, portanto, uma técnica alternativa e complementar a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (RADHAKRISHNA et al., 2003). Esta técnica
€ menos sensivel se comparada a CLAE, mas tem como vantagens a geracao de
uma pequena quantidade de residuos, bem como nao requerer a utilizagcdo de

grandes quantidades de solventes organicos (CLARKES, 2004a).

Para compostos acidos, a eletroforese capilar em solugdo livre com pH
elevado é ideal em fungdo da maior ionizagdo do farmaco. No entanto, para
farmacos em que o pKa nao é conhecido, é apropriado que se teste outras opgoes,

como a cromatografia capilar eletrocinética micelar (MEKC) (ALTRIA, 1998).

Diversos parametros devem ser considerados para a otimizacdo das
separacdes em EC, tais como: composicdo e pH do eletrélito, dimensbes e
temperatura do capilar, voltagem aplicada, modo e tempo de injecédo (BAKER,
1995).
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O desenvolvimento de um método eletroforético para a analise do MTC
sodico foi realizado primeiramente através da escolha do melhor diluente para o
farmaco. Em funcdo da alta solubilidade do montelucaste sédico em etanol e
metanol, estes foram os primeiros diluentes testados. No entanto, n&o foi observada
nenhuma corrente no sistema eletroforético. Foi testada, entdo, solucdo de
tetraborato de sédio, mas ndo houve completa solubilizacdo do farmaco. Finalmente,
para resolver estes problemas, a primeira diluicdo foi realizada em metanol e a

segunda diluicdo em solugao de tetraborato de sddio 10 mM.

A técnica de eletroforese capilar em solugao livre foi testada primeiramente
devido a facilidade de sua implementacdo. O tampao fosfato de potassio
monobasico foi utilizado como eletrdlito nesta primeira analise, sendo testada
concentracéao de 30 mM e pH 6,8; 7,4 e 8,0. As demais condigdes eletroforéticas
empregadas neste método estdo descritas na Tabela 6. Os resultados foram
insatisfatérios devido ao aparecimento de picos largos e assimétricos (Figura 11, A).
O tampao tetraborato de sédio, nas concentracées de 10 a 30 mM e pH 8,7 e 9,4
também foi testado. Os resultados para a concentragao de 10 mM mostraram picos
com maior simetria em relagao as condi¢des anteriores, porém, ainda largos (Figura
11, B).
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Figura 11 Eletroferogramas obtidos através da analise por EC das solugdes de MTC
sédico SQR preparadas em metanol e diluidas em solugao de tetraborato de sddio
10 mM, ambas em concentragao de 50 ug/ml. Condi¢oes eletroforéticas: capilar de
silica fundida 48 cm de comprimento (40 cm de comprimento efetivo e 75 ym de
diametro interno, eletrdlito tampao fosfato de potassio monobasico 30 mM, pH 8,0
(A) e tampéo tetraborato de sédio 10 mM, pH 9,4 (B), tenséo aplicada de 25 kV,
injecao hidrodindmica de 50 mBar/ 5 segundos, deteccdo UV A de 280 nm,
temperatura de analise 25 °C + 1 °C.

A fim de melhorar as condi¢des eletroforéticas obtidas, foi testada a técnica
de cromatografia capilar eletrocinética micelar, onde foi adicionado o tesoativo
dodecilsulfato de sd6dio 30 mM ao tampdo tetraborato de sodio 10 mM, em
concentracdo superior a concentracdo micelar critica. O MTC sodico interage,
possivelmente, através da ligagdo de seus grupamentos polares com a parte
terminal ionizada da micela, migrando junto com esta, proporcionando melhor perfil

cromatografico.

Foram testadas, também, variagcbes de pH entre 8,6 e 9,4, no eletrdlito

composto por tetraborato de sédio 10 mM e dodecilsulfato de sédio 30 mM. Quanto
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mais alto o pH da solugdo tamp&o, menor o tempo de migragdo e melhor a simetria

do pico do MTC sédico. Sendo assim, o pH selecionado foi 9,4.

A presenca de solventes organicos no eletrdlito € sugerida por muitos autores,
por apresentar melhor desempenho de analise, permitindo a reducdo do tempo de
migragdo, maior eficiéncia e simetria dos picos (ALTRIA, 1998). Foi adicionado
metanol em varias concentragcbes (5, 10 and 15%, v/v) a solugdo tampao de
tetraborato de sdédio 10 mM e dodecilsulfato de sddio 30 mM, pH 9,4. O tempo de
migragdo do MTC sdédico, nestas condi¢gdes, aumentou significativamente em todas
as analises. Por esta razdo, o metanol foi excluido da composicdo do eletrdlito de

analise.

Os efeitos da voltagem sobre o sistema eletroforético foram testados entre 20
e 30 kV. Usando tetraborato de sédio 10 mM e dodecilsulfato de sédio 30 mM, pH
9,4, como solugao tampao, foi observado menor tempo de migragéo e picos finos e
simétricos com o aumento da voltagem. Entretanto, altas voltagens conferem altas
correntes e aumento da temperatura do sistema. Para limitar o aquecimento do

capilar, a voltagem selecionada foi de 25 kV.

O tempo de injecao foi testado, pois afeta a simetria e a area do pico.
Solugdes foram injetadas no modo hidrodindmico a 50 mbar durante 3 a 6 segundos.
A area e a simetria do pico aumentam com o aumento do tempo de injecéo.
Entretanto, ap6s 5 segundos, o pico de montelucaste sddico apresenta elevada

assimetria. O tempo de injecéo selecionado foi, entdo, 5 segundos.

Os eletroferogramas apresentados na Figura 10 obtidos por eletroforese
capilar, a partir de solugdes preparadas com montelucaste sédico SQR e com os
comprimidos revestidos de MTC sédico, apresentam valores de tempo de retengao
similares, 5,03 e 5,07 minutos, respectivamente, o que permite sugerir que as

amostras avaliadas apresentam a mesma identidade.
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5.3 Validagdo dos métodos analiticos para anadlise quantitativa do

montelucaste sédico em comprimidos revestidos

5.3.1 Espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV)

A absorgao da radiagdo ultravioleta (UV) por muitos compostos ocorre em
uma faixa reduzida de comprimento de onda. Por consequéncia disso, a absorcao
na regidao do UV oferece possibilidades para identificagdo de grupos funcionais mais
restritas do que outros métodos espectroscopicos como o infravermelho e a
ressonancia magnética nuclear. Contudo, as aplicagdes dos métodos quantitativos
de absor¢cdo no ultravioleta/visivel ndo sdo apenas numerosas, como também
atingem todos os campos nos quais informagdes quimicas quantitativas sejam
necessarias, uma vez que o método é simples, rapido, de facil execucao e de baixo
custo (SKOOG et al., 2002).

5.3.1.1 Especificidade

A especificidade do método espectrofotométrico foi avaliada através da
comparagao dos espectros obtidos, o que permite avaliar a possivel interferéncia
dos excipientes na determinagéo do MTC sddico.

As solucdes de montelucaste sodico SQR, dos comprimidos de MTC sodico e
da amostra simulada de excipientes foram preparadas conforme descrito no item
4.4.1.2.1. A composicdo da amostra simulada de excipientes esta descrita na
Tabela 7.

Na Figura 12 os espectros obtidos, por espectrofotometria na regido do UV,
com as solugdes de montelucaste soédico SQR, comprimidos revestidos de MTC

sodico e amostra simulada dos excipientes estao sobrepostos.
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Figura 12 Sobreposi¢cao dos espectros de absorgao obtidos por espectrofotometria
ultravioleta das solugbes de montelucaste sédico SQR (A), de comprimidos de
MTC sédico (B) e da amostra simulada dos excipientes (C) preparadas em etanol
em concentracdes de 10 pg/ml.

A determinacdo da especificidade é extremamente importante durante a
validacdo de um método ndo cromatografico, porque este ndo contém uma fase de

separagao que garanta a nao interferéncia dos excipientes (BRITTAIN, 1998).

A partir da analise dos espectros das solu¢gdes de montelucaste sdédico SQR,
de comprimidos de MTC sédico e da solugido de amostra simulada de excipientes,
foi observado que o método proposto € especifico, ja que ndo sofre interferéncia dos
excipientes no comprimento de onda selecionado (280 nm). A solugdo de amostra

simulada de excipientes apresenta apenas pequena absor¢ao em torno de 200 a
240 nm.

5.3.1.2 Linearidade

As absorvancias obtidas para cada concentragdo analisada na curva padrao
estdo apresentadas na Tabela 15.
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Tabela 15 Absorvancias obtidas na curva padrdo do montelucaste sddico SQR por
espectrofotometria na regido do ultravioleta a 280 nm.

~ Ao g n
Concentracéo Absorvancia * Absorvancia média t DPR

(ng/ml) e.p.m.

0,100
2,5 0,101 0,101 + 0,0009 1,50
0,103

0,202
5,0 0,205 0,204 £ 0,0009 0,75
0,204

0,302
7,5 0,301 0,302 + 0,0008 1,51
0,304

0,411
10,0 0,404 0,408 + 0,0021 0,88
0,409

0,508
12,5 0,500 0,505 £ 0,0027 0,91
0,508

0,606
15,0 0,605 0,605 + 0,0006 0,17
0,604

0,707
17,5 0,710 0,707 £ 0,0020 0,47
0,703

* Cada valor é resultante da média de trés determinagdes.
e.p.m. - Erro padrao da média
DPR - Desvio padrao relativo

A partir das absorvancias médias obtidas na faixa de concentracao
estudada (2,5 a 17,5 pug/ml) a equagao da reta foi calculada e o coeficiente de

correlacéo (r) foi determinado (Figura 13).
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Figura 13 Representacao grafica da curva padrdao do montelucaste sédico SQR
obtida por espectrofotometria de absor¢ao no UV.

A Tabela 16 apresenta os valores encontrados na analise de variancia
(ANOVA) a partir dos valores experimentais obtidos por espectroscopia de absorgao
no UV.

Tabela 16 Analise de variancia das absorvancias obtidas para obten¢do da curva
padrdao do montelucaste sédico SQR por espectrofotometria no ultravioleta.

S d
Fontes de variacao Gl oma dos Variancia F
quadrados
Entre 6 0,8531 0,1422 18206,390*
Regressao linear 1 0,8530 0,8530 109231,820*
Desvio de 5 0,00005108 0,00001021 1,308
linearidade
Residuo 14 0,00010933 0,00000781 -—-
Total 20 0,8532 --- -—-

* Significativo para p<0,05.

A linearidade do método foi verificada através da construgao de trés curvas
padrdo em um unico dia, na faixa de concentracao de 2,5 a 17,5 ug/ml. A equagao
da reta resultante foi y = 0,040x + 0,0013 e coeficiente de correlagdo (r) igual a
0,9999, determinado pelo estudo de regresséo linear. O valor do coeficiente de
correlacdo, que deve ser 0 mais proximo da unidade, foi satisfatorio. A analise de
variancia (ANOVA) demonstrou que existe regressao linear sem haver desvio da

linearidade, o que confere validade do método proposto em termos de linearidade.
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5.3.1.3 Limite de detecg¢ao (LD) e Limite de quantificagao (LQ)

Os valores obtidos para determinagcao dos limites de detecgcdo e de
quantificacdo do montelucaste sédico através do método de espectrofotometria na

regido do ultravioleta podem ser observados na Tabela 17.

Tabela 17 Valores obtidos para determinacdo do LD e do LQ do montelucaste
sodico determinados matematicamente através dos valores obtidos pela curva
padrao.

Parametro Analitico Montelucaste sodico
Limite de deteccédo (LD) 0,20 pg/ml
Limite de quantificacéo (LQ) 0,62 pg/ml

Os limites de deteccdo e quantificacdo para o montelucaste sodico
apresentam valores baixos, demonstrando a sensibilidade do método para

determinagao e quantificagdo do MTC sdodico nas condigdes descritas.

5.3.1.4 Precisao

Os valores experimentais obtidos na determinagcdo do montelucaste sodico
em comprimidos revestidos por espectrofotometria na regido do ultravioleta estéo
descritos na Tabela 18, bem como os resultados obtidos a partir da determinagao da

precisédo intermediaria realizada em trés dias consecutivos.
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Tabela 18 Apresentacao dos valores experimentais obtidos a partir da determinagao
do montelucaste sédico nos comprimidos revestidos obtidos por UV para avaliagao
da precisao.

Teor (%) das solugoes Teor Intradia
Sdi . (%)
de MTC sddico (10 pg/ml) + e.p.m. DPR
101,40 100,01 100,90
Dia 1 100,06 £ 0,367 0,94
99,51 98,81 99,75
101,41 100,50 99,75
Dia 2 99,91 + 0,365 0,89
99,02 99,26 99,51
102,45 100,00 98,77
Dia 3 100,89 + 0,776 1,88
100,24 103,92 100,02
Teor médio interdias (%) 100,28 £ 0,215
DPR 0,52

* Cada valor representa a média de trés determinacdes.

A precisdao do método proposto foi realizada em trés dias diferentes, nos quais
foram realizadas seis determinagdes das amostras preparadas individualmente para
cada dia. O teor obtido para o montelucaste sédico nos comprimidos foi equivalente
a 100,06%, 99,91% e 100,89% para o primeiro, segundo e terceiro dias de analise
respectivamente, com desvios padrao inferiores a 2% para avaliagdo da precisao
intradia e teor de 100,28% com desvio padréao de 0,52% para avaliagéo da precisao
interdia, demonstrando boa repetibilidade, conforme ICH, 2005, dos resultados

obtidos a partir da execucéo deste método.

5.3.1.5 Exatidao

As percentagens obtidas pelo teste de recuperagdo realizado por
espectrofotometria de absorcdo no UV de MTC sdédico podem ser observadas na
Tabela 19.
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Tabela 19 Resultados obtidos pelo teste de recuperagao por espectrofotometria no
UV para a determinagao de MTC sédico em comprimidos.

Concentracgao (ug/ml) Recuperagao Média DPR
Adicionada Recuperada * (%) (%)
R1 2,50 2,50 100,00
R2 5,00 5,09 101,98 100,95 0,87
R3 7,50 7,54 100,87

* Cada valor representa a média de trés determinagdes

A exatiddo do método foi comprovada através do teste de recuperacao do
montelucaste soédico SQR. Os resultados observados demonstraram a exatiddo do
método proposto, sendo que o percentual médio de recuperagao foi equivalente a
100,95%.

5.3.1.6 Robustez

A Tabela 20 apresenta os valores encontrados para os teores de
montelucaste soédico que foram submetidos a diferentes procedimentos de extracao

do farmaco.

Tabela 20 Valores experimentais obtidos por espectrofotometria de absorcdo no UV
para determinagao da robustez do método.

Parametros Média (teor %)* DPR

Solvente Etanol marca MERCK 102,55 0,35
Etanol marca TEDIA 102,54 0,71

Tipo de agitagao Agitagao manual 15 min 100,71 0,94
Sonicagao 15 min 102,46 0,82

* Cada valor é a média de trés determinacdes

As Tabelas 21 e 22 apresentam a comparacao entre as diferentes marcas de
solvente e os tipos de agitagao, para determinacao da robustez do método efetuada

através do Teste-t, presumindo duas amostras com variancias equivalentes.
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Tabela 21 Teste—t: duas amostras presumindo varidncias equivalentes para as
diferentes marcas de solvente.

Solvente marca Solvente marca
MERCK TEDIA
Média 102,55 102,54
Variancia 0,1344 0,52
Observacgodes 9 9
Variancia agrupada 0,9295
Hipbtese de diferenca média 0
gl 16
Stat t 0,99
t critico bi-caudal 4,30

Tabela 22 Teste—t: duas amostras presumindo varidncias equivalentes para os
diferentes tipos de agitagéo.

Agitacao 15 min Sonicagao 15 min
Média 100,71 102,46
Variancia 0,91 0,70
Observacodes 9 9
Variancia agrupada 0,4325
Hipotese de diferenga média 0
gl 16
Stat t 2,00
t critico bi-caudal 4,30

A robustez representa uma indicagado de confiabilidade do método durante
o uso rotineiro (BRITTAIN, 1998). Os parametros avaliados para a robustez do
meétodo proposto, duas marcas de solventes e dois tipos de agitacdo, nao
apresentaram diferengas significativas entre si, através do teste-t, ja que o t
calculado (0,99 e 2,00 respectivamente) € inferior ao tabelado (4,30), comprovando

a robustez do método, para os critérios testados.
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5.3.1.7 Estabilidade das solugoées

Na Tabela 23 estdo demonstrados os valores experimentais obtidos por
espectrofotometria no UV de solugbes de MTC sodico SQR, preparadas na
concentragédo de 10 pg/ml, avaliadas durante cinco dias armazenadas a temperatura
de2a8°C.

Tabela 23 Valores experimentais obtidos a partir de solugdes de MTC sddico SQR
num intervalo de 5 dias.

Dia Absorvancia*
0 0,408
5 0,407

*Média de trés determinacoes

A solucdo de montelucaste sédico SQR preparada em etanol manteve-se
estavel na geladeira (2 a 8 °C) por, 5 dias. Os espectros na regidao do UV dos
isdmeros sao diferentes, descartando-se a hipétese do resultado obtido ser a soma

destes.

Com base na avaliacdo dos resultados obtidos através dos parametros
analiticos preconizados nas guias de validacdo para a espectrofotometria de
absorgdo no UV para a determinagdo de montelucaste sdédico em comprimidos
revestidos, pode-se afirmar que o método foi validado de maneira satisfatoria e,

portanto, € adequado para o controle de qualidade deste farmaco.

O método por espectrofotometria no UV desenvolvido e validado para a
quantificacdo do MTC sdédico pode, futuramente, ser empregado para analise do

farmaco em testes de dissolucéo, por ser de facil execucéao e rapido.

5.3.2 Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os pardmetros analiticos avaliados para a determinagcdo do montelucaste
soédico na forma farmacéutica por cromatografia a liquido de alta eficiéncia estao

descritos a seguir.
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5.3.2.1 Especificidade

5.3.2.1.1 Avaliacao da especificidade do método frente a amostra

simulada dos excipientes

A especificidade do método cromatografico foi avaliada através da
comparagdo dos cromatogramas obtidos, o que permite avaliar a possivel

interferéncia dos excipientes na determinagcédo do montelucaste sodico.

As solugdes de MTC sddico SQR e da amostra simulada de excipientes foram
preparadas conforme descrito no item 4.4.1.2.1. A composi¢cdo da amostra simulada

de excipientes esta descrita na Tabela 7.

A Figura 14 mostra os cromatogramas obtidos, por CLAE, com as solu¢des

de MTC sédico SQR (20 pg/ml) e da amostra simulada dos excipientes sobrepostos.
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Figura 14 Sobreposi¢cao dos cromatogramas obtidos através da analise por CLAE
da solugdo da amostra simulada dos excipientes (A) e das solugdes de montelucaste
sédico SQR (B) e bem como, representacdo da pureza do pico. Condigdes
cromatograficas: fase mével constituida de acetonitrila: metanol: agua (pH 3,8)
(75:10:15, v/vlv), fluxo de 0,8 ml/min, coluna ZORBAX XDB - C18
(150 x 4,6 mm, 5 ym) AGILENT, detecgdo em A de 280 nm, volume de injecdo 20
pl, temperatura de analise 25 °C.

Através da analise dos cromatogramas das solugdes de montelucaste sodico
SQR e amostra simulada de excipientes, observou-se que o método proposto
apresenta especificidade, ja que néo sofre interferéncia dos excipientes junto ao
sinal do MTC sddico. Além disso, a pureza do pico observado para o montelucaste

sodico encontra-se em torno de 99,99%.
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5.3.2.1.2 Avaliagao da especificidade do método frente a degradagao

forcada

A avaliagdo do método por CLAE quanto a sua especificidade para o
montelucaste sodico foi realizada frente aos potenciais produtos de degradagao

formados por degradagao térmica, fotdlise, hidrolise acida, alcalina e oxidagao.

As solugcdes de montelucaste sodico preparadas a partir dos comprimidos
revestidos foram submetidas a condigcbes extremas de analise com intuito de
provocar a formacdo de provaveis produtos de degradagdo e avaliar a possivel

interferéncia destes na determinagcao do MTC sddico.

A Figura 15 mostra o cromatograma obtido com a solugdo de MTC sddico na

degradacéo térmica a 80 °C, durante 5 horas.
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Figura 15. Cromatograma obtido com a solucdo de montelucaste sodico na
degradacgdo térmica a 80 °C, durante 5 horas. Condigdes cromatograficas: fase
movel constituida de acetonitrila: metanol: agua (pH 3,8) (75:10:15, v/v/v), fluxo de
0,8 ml/min, coluna ZORBAX XDB - C18 (150 x 4,6 mm, 5 um) AGILENT, deteccao

em A de 280 nm, volume de inje¢ao 20 ul, temperatura de analise 25 °C.

A Figura 16 mostra o cromatograma obtido com a solugdo de MTC sédico

submetido a radiacdo UV (352 nm) durante 15 minutos.
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Figura 16 Cromatograma obtido com a solu¢do de montelucaste sodico submetida a
radiacdo UV (352 nm), durante 15 minutos. Condi¢cbées cromatograficas: fase movel
constituida de acetonitrila: metanol: agua (pH 3,8) (75:10:15, v/v/v), fluxo de 0,8
ml/min, coluna ZORBAX XDB — C18 (150 x 4,6 mm, 5 ym) AGILENT, deteccdo em
A de 280 nm, volume de injegéo 20 pl, temperatura de analise 25 °C.

A Figura 17 mostra o cromatograma obtido com a solugdo de MTC sdédico

submetida a oxidagdo em peroxido de hidrogénio (H202 3%, v/v) durante 2 horas.
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Figura 17 Cromatograma obtido com a solu¢gdo de montelucaste soédico submetida a
oxidagdo em peréxido de hidrogénio (H20O2 3%, v/v), durante 2 horas Condigdes
cromatograficas: fase moével constituida de acetonitrila: metanol: agua (pH 3,8)
(75:10:15, v/vlv), fluxo de 0,8 ml/min, coluna ZORBAX XDB - C18
(150 x 4,6 mm, 5 ym) AGILENT, deteccdo em A de 280 nm, volume de injecao 20
ul, temperatura de analise 25 °C.

A Figura 18 mostra o cromatograma da solugdo de MTC sdédico submetida a

hidrolise acida em acido cloridrico (HCI 0,1 M) durante 2 horas.
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Figura 18 Cromatograma obtido com a solu¢gdo de montelucaste soédico submetida a
hidrolise acida em acido cloridrico (HCI 0,1 M), durante 2 horas. Condi¢des
cromatograficas: fase moével constituida de acetonitrila: metanol: agua (pH 3,8)
(75:10:15, v/v/v), fluxo de 0,8 ml/min, coluna ZORBAX XDB - C18 (150 x 4,6 mm,
5 um) AGILENT, detecgdo em A de 280 nm, volume de injegao 20 pl, temperatura
de analise 25 °C.

A Figura 19 mostra o cromatograma da solugao de MTC sdédico submetida a

hidrolise alcalina em hidroxido de sédio (NaOH 0,1 M) durante 2 horas.
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Figura 19 Cromatograma obtido com a solu¢do de montelucaste sédico submetida a
hidrdlise alcalina em hidroxido de sédio (NaOH 0,1 M) durante 2 horas. Condigoes
cromatograficas: fase moével constituida de acetonitrila: metanol: agua (pH 3,8)
(75:10:15, v/viv), fluxo de 0,8 ml/min, coluna ZORBAX XDB — C18 (150 x 4,6 mm,
5 um) AGILENT, detecgdo em A de 280 nm, volume de injegdo 20 pl, temperatura
de analise 25 °C.

Para o desenvolvimento de métodos indicativos de estabilidade, os testes de

estresse podem ser uteis para a obtencdo de informacdes sobre mecanismos de
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degradagdo e potenciais produtos de degradacao. Algumas guias enfatizam que as
condigcdes experimentais para testes de estresse dependem da natureza da
substancia e do produto acabado. Durante estes testes sdo observados produtos de
degradacgédo que nao sao formados durante estudos de estabilidade acelerados ou
de longa duragdo. Desta forma, testes de estresse devem gerar amostras
representativas capazes de demonstrar a estabilidade da substancia e do produto
acabado indicando a capacidade do método aplicado ser indicativo de estabilidade
(KLICK et al., 2005).

Na solugdo submetida a degradagao térmica (80 °C) nado foi observado
nenhum pico de degradagéo ou diminuigdo no pico do montelucaste sodico (Figura

15). O cromatograma da solugao placebo nédo apresentou nenhum pico.

Os ensaios realizados com a luz devem ser parte integrante dos testes de
estresse (ICH, 2005). As amostras fotodegradadas apresentaram uma diminui¢do no
teor em 57,90% e um potencial pico de degradacdo em 5,7 minutos (Figura 16).
Segundo AL-OMARI e colaboradores (2007), este pico de degradagao pode ser o
isbmero cis inativo do MTC sddico. O cromatograma da solugdo placebo nao

apresentou nenhum pico.

O estresse sob condi¢do oxidante (H2O2 3%, v/v) mostrou, pelo menos, um
potencial produto de degradacédo, com tempo de retengcdo de 3,92 minutos e uma
diminuicéo de 76,84% no teor de MTC sddico. O cromatograma apresentou um pico
extra possivelmente devido ao proprio peroxido de hidrogénio, em 1,78 minutos
(Figura 17), pois também aparece nos cromatogramas das solu¢des de H,O2 3% e

do placebo.

A hidrélise acida (HCI 0,1 M), apresentou um pico em, aproximadamente,
1,55 minutos e uma redugao de 93,42% no teor de MTC saodico (Figura 18). O
cromatograma da solugao placebo e da solucédo de HCI 0,1 M apresentaram o
mesmo pico em 1,55, sugerindo que este seja referente a um sinal do préprio

solvente acido.

Na hidrélise alcalina (NaOH 0,1 M), n&o foi observado nenhum pico de
degradagdo ou diminuicdo no pico do montelucaste sodico (Figura 19). O

cromatograma da soluc¢ao placebo nao apresentou nenhum pico.
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A analise da pureza dos picos realizada através do software Chemistation,
comprovou que nenhum dos picos dos potenciais produtos de degradacgao interferiu
com o pico do montelucaste sodico apos os testes de degradacgao acelerada. Este

resultado indica que o método por CLAE ¢é especifico para o farmaco.

5.3.2.2 Linearidade

Na Tabela 24 estdo demonstrados os valores experimentais encontrados para
as areas referentes a faixa de concentragcado utilizada (5,0 - 35,0 ug/ml) para o

montelucaste sodico SQR por CLAE.

Tabela 24 Areas absolutas do montelucaste sédico SQR obtidas por CLAE para
determinagao da curva padrio.

Concentragao

Area absoluta * Area média £ e.p.m. DPR
(ng/ml)

126,2968
5,0 121,5634 125,0671 £1,7776 2,46
127,3410

243,9392
10,0 244,6208 243,7989 + 0,5198 0,37
242,8366

366,8545
15,0 363,7141 365,7938 + 1,0399 0,49
366,8129

485,3617
20,0 482,3010 483,6333 + 0,9922 0,32
483,2372

605,9542
25,0 604,7809 605,0822 + 0,4449 0,13
604,5021

722,2330
30,0 711,4903 719,4579 + 4,0445 0,97
724, 6504

838,2424
35,0 835,8883 837,4019 + 0,7583 0,16
838,0750

* Cada valor representa a média de trés determinacoes.
e.p.m. — Erro padrao da média
DPR — Desvio padrao relativo
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A representacgdo grafica da curva padrao do montelucaste sédico SQR, obtida

pela técnica de CLAE, encontra-se na Figura 20.

y=23.77x+ 7.453
r=0,9995

Area(mV.s)

T T T 1
0.0 5.0 10,0 15.0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0

Concentracao (pg/ml)

Figura 20 Representacdo grafica da curva padrdo do montelucaste sddico SQR
obtida por CLAE.

A analise estatistica através da ANOVA para verificar a linearidade do

meétodo por CLAE esta demonstrada na Tabela 25.

Tabela 25 Analise de variancia das areas absolutas obtidas para obten¢éo da curva
padrao do montelucaste sédico SQR por CLAE.

Fontes de variagao Gl o?[?e:::a?;;ss Variancia F
Entre 6 1186940 197823 20366,23*
Regresséo linear 1 1186872 1186872 122190,35*
Desvio de linearidade 5 69 14 1,41
Residuo 14 136 10 ---
Total 20 1187076 --- ---

* Significativo para p < 0,05.

A linearidade do método foi verificada através da construgcéo de trés curvas
padrdo em um unico dia, na faixa de concentracdo de 5,0 a 35,0 ug/ml. A equagéao
da reta resultante foi y = 23,77x + 7,453 e coeficiente de correlagédo (r) igual a
0,9995, mostrando-se satisfatorio. A analise de variancia (ANOVA) demonstrou que
existe regresséao linear (F calculado = 122190,35 > F critico = 4,6; p < 0,05), sem
haver desvio da linearidade (F calculado = 1,41 < F critico = 2,96; p > 0,05), o que

confere linearidade ao método.
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5.3.2.3 Limite de Detecc¢ao (LD) e Limite de Quantificagao (LQ)

Os valores obtidos para determinacdo dos limites de detecgcdo e de

quantificacdo do montelucaste sodico, através do método de CLAE, podem ser

observados na Tabela 26.

Tabela 26 Valores obtidos experimentalmente para o LD e LQ para o método por
CLAE.

Parametro Analitico Montelucaste sodico
Limite de deteccédo (LD) 0,03 pg/ml
Limite de quantificagcéo (LQ) 0,09 pg/ml

Nas figuras 21 e 22 estdo representados os cromatogramas referentes a
determinacado experimental dos LD e LQ, respectivamente. Juntamente com as

figuras estdo os valores do sinal:ruido obtidos através do software ChemStation.
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Figura 21 Cromatograma obtido com a solugdgo de MTC sédico SQR na
concentragédo de 0,03 yg/ml. Condi¢gées cromatograficas: fase moével constituida de
acetonitrila: metanol: agua (pH 3,8) (75:10:15, v/v/v), fluxo de 0,8 ml/min, coluna
ZORBAX XDB — C18 (150 x 4,6 mm, 5 ym) AGILENT, deteccdo em A de 280 nm,
volume de inje¢ao 20 pl, temperatura de analise 25 °C.
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Figura 22 Cromatograma obtido com a solugdgo de MTC sdédico SQR na
concentragédo de 0,09 ug/ml. Condi¢cbées cromatograficas: fase mével constituida de
acetonitrila: metanol: agua (pH 3,8) (75:10:15, v/v/v), fluxo de 0,8 ml/min, coluna
ZORBAX XDB — C18 (150 x 4,6 mm, 5 ym) AGILENT, deteccdo em A de 280 nm,
volume de injegao 20 ul, temperatura de analise 25 °C.

O limite de deteccdo pode ser determinado através da comparacao de baixas
concentragdes do analito com a medida da razao sinal:ruido com o equipamento de

CLAE (ICH, 2005).

Os limites de deteccdo e quantificacdo para o montelucaste sddico
apresentaram valores baixos de concentracdo do analito e correspondem aos
valores calculados (LD = 0,03 pg/ml e LQ = 0,09 ug/ml) a partir da curva padrao,
demonstrando a elevada sensibilidade do método para determinagao e quantificagao

do MTC sédico nas condicbes do método descritas.

5.3.2.4 Precisao

Os valores experimentais obtidos na determinagcdo do montelucaste sodico
em comprimidos revestidos por CLAE estdo descritos na Tabela 27, bem como os
resultados obtidos a partir da determinagao da precisdo intermediaria realizada em

trés dias consecutivos.
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Tabela 27 Apresentacao dos valores experimentais obtidos a partir da determinagao
do montelucaste sodico nos comprimidos revestidos obtidos por CLAE para
avaliagao da precisao.

Teor (%) das solugoes Teor Intradia (%)
+

de MTC sédico (10 pg/ml)* = €.p-m. DPR
100,65 101,68 101,42

Dia 1 101,13 £ 0,185 0,44
101,01 101,44 100,58
101,97 101,64 102,41

Dia 2 101,76 £ 0,159 0,38
101,77 101,44 101,34
100,17 101,37 100,72

Dia 3 100,77 £ 0,176 0,42
100,35 100,88 100,93

Teor médio interdias (%) 101,22 + 0,289
DPR 0,49

* Cada valor representa a média de trés determinacdes.

A precisao do método proposto foi realizada em trés diferentes dias, nos quais
foram realizadas seis determinagdes das amostras preparadas individualmente para
cada dia. O teor obtido para o montelucaste sédico no teste intradia foi equivalente a
101,13%, 101,76% e 100,77%, respectivamente para o primeiro, segundo e terceiro
dias. O teor interdias foi equivalente a 101,22%, com desvios padrao inferiores a 2%
(BRASIL, 2003), o que foi equivalente ao obtido por RADHAKRISHNA e
colaboradores (2003), demonstrando boa repetibilidade e reprodutibilidade dos

resultados a partir da execucgao deste método.

5.3.2.5 Exatidao

As percentagens de recuperacao obtidas a partir do teste de recuperagéo do
montelucaste sddico SQR, para avaliacdo da exatiddo, estdo apresentadas na
Tabela 28.
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Tabela 28 Resultados do teste de recuperacdo por CLAE para determinagao do
MTC sédico em comprimidos revestidos.

Concentragao (ug/ml) Recuperagdo Média DPR
Adicionada Recuperada * (%) (%)
R1 5,00 4,97 99,43
R2 10,00 10,08 100,80 100,24 0,72
R3 15,00 15,07 100,49

* Cada valor representa a média de trés determinagdes

O método desenvolvido demonstrou exatidao através dos resultados obtidos,
exibindo percentagem de recuperagdo meédia de 100,24%, resultado equivalente em
exatidao ao obtido por RADHAKRISHNA e colaboradores (2003), de 100,35%.

5.3.2.6 Robustez

Os resultados obtidos na determinacdo do montelucaste sodico nos
comprimidos revestidos, através de pequenas alteragcbes nas condicoes

cromatograficas, podem ser observados na Tabela 29.
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Tabela 29 Variagbes aplicadas ao método por CLAE na determinagdo do MTC
sddico para avaliacdo da robustez do método.

Modificagoes Teor Tempo de Pratos Fatorde Assimetria
(%) de  retencdao  tedricos retencao (T)
MTC (min) (N) (k)
sodico*
FM pH 3,6 99,10 6,86 6349 2,02 1,06
FM pH 4,0 99,15 6,81 6103 2,09 1,06
Proporgao FM **
27:13:10 100,09 5,96 6239 2,09 1,07
Proporcéo FM **
23:17-10 99,89 5,89 5792 2,01 1,06
Fluxo da FM**
(0,7 mi/min) 99,31 7,91 6448 2,21 1,07
Fluxo da FM**
(0,9 mi/min) 99,89 6,13 5697 2,22 1,06
Coluna ACE® 5
C18 (150 x 4,6 98,99 6,46 4631 2,07 1,11
mm; 5u)
Condicbes 100,31 6,89 6295 2,21 1,07
normais

* Cada valor representa a média de trés determinagdes.
** FM: Acetonitrila: agua (pH ajustado com ac. acético para 3,8): metanol; (75:15:10, v/v/v).
Fluxo de 0,8 ml/min.

As alteragcbes propositais realizadas no método cromatografico, a fim de
avaliar sua suscetibilidade a variacbes na determinacdo do montelucaste sédico,
foram denominadas de robustez. A partir de alteracbées como o pH, a proporgcédo dos
componentes da fase movel, o fluxo e a procedéncia da coluna cromatografica pode-
se observar que, apesar de variagdes do tempo de retencdo do farmaco, os teores
calculados para o farmaco mantiveram-se similares as condi¢cdées normais de
analise, exceto quando se altera a marca da coluna, quando foi observado um
pequeno decréscimo no teor e valor reduzido de pratos tedricos. Entretanto, esta
diferenca pode ser atribuida as caracteristicas especificas das colunas utilizadas e

ao processo de empacotamento das mesmas.
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5.3.2.7 Estabilidade das solugoes

Na Tabela 30 estdo demonstrados os valores experimentais obtidos por CLAE
de solug¢des de montelucaste sédico SQR, preparadas na concentragdo de 20 pg/ml,
acondicionadas em frascos de vidro ambar, avaliadas durante 30 dias e

armazenadas a temperatura de 2 a 8 °C.

Tabela 30 Valores experimentais obtidos a partir de solu¢gdes de MTC sddico SQR
num intervalo de 30 dias.

Dia Area Teor (%)
0 483,63334 100,15
15 483,98769 100,24
30 482,99768 100,03

*Média de trés determinacdes

O tratamento estatistico dos valores obtidos entre os diferentes dias de

analise do montelucaste sdédico esta demonstrado na Tabela 31.

Tabela 31 Analise de variancia das areas absolutas obtidas para obtencdo da
estabilidade das solugées de MTC sddico.

Fontes de variagado Gl Soma dos quadrados Variancia F
Entre grupos 2 1,45351 0,72675 17,72626*
Dentro 6 0,24599 0,04099 ---
Total 8 1,69950 - -

* Significativo para p<0,05.

O resultado da ANOVA, segundo a Tabela 31, demonstrou que ha
diferenca significativa entre os resultados da analise nos diferentes dias testados,
para um nivel de significancia de 5%, indicando degradagdo de MTC sdédico em
solugéo por um periodo superior a 15 dias, armazenado sob refrigeragéo. A solugao
de montelucaste sédico SQR manteve-se estavel na geladeira (2 a 8 °C) por 15 dias

em metanol, como pode ser observado na Tabela 30.
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5.3.2.8 Adequabilidade do sistema

Na Tabela 32 estdo apresentados os resultados dos pardmetros de
adequabilidade do sistema obtidos pelo método cromatografico, bem como os

valores preconizados.

Tabela 32 Parametros de adequabilidade do sistema obtidos experimentalmente e
os recomendados para CLAE (FDA, 1994; SHABIR, 2003).

Parametro Recomendagao MTC sddico
Fator de retencao (k) k>2 2,21
Repetibilidade das

injecoes DPR<1,n=25 0,23 (n= 6)
Assimetria (T) T=<2 1,07
Pratos teéricos (N) N > 2000 6295

O teste de adequabilidade do sistema €& essencial para assegurar a qualidade
no desempenho do sistema cromatografico (FDA, 1994).

Todos os parametros testados, conforme mostrado na Tabela 32,

apresentaram valores de acordo com o recomendado.

Com base na avaliacdo dos resultados obtidos através dos parametros
analiticos verificados no procedimento de validacéo, € possivel afirmar que o método
por cromatografia a liquido de alta eficiéncia para analise do montelucaste sodico é

adequado para o controle de qualidade do farmaco em estudo.

O método desenvolvido e validado por cromatografia a liquido de alta eficiéncia
para andlise de MTC foi selecionado para utilizagdo nos testes preliminares de
estabilidade, por apresentar como caracteristica elevada sensibilidade, comprovada
pelos baixos limites de deteccdo e quantificacdo, quando comparada aos outros
métodos. A sensibilidade e seletividade do método é fator preponderante nos

estudos de estabilidade, para detecgao de potenciais produtos de degradagéo.
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5.3.3 Eletroforese Capilar (EC)

Os parametros analiticos avaliados para a determinacdo do montelucaste

sédico na forma farmacéutica por eletroforese capilar estdo descritos a seguir.

5.3.3.1 Especificidade

5.3.3.1.1 Avaliagcdao da especificidade do método frente a amostra

simulada dos excipientes

A especificidade do método eletroforético foi avaliada através da comparagao
dos eletroferogramas obtidos, o que permite avaliar a possivel interferéncia dos

excipientes na determinacdo do montelucaste saodico.

As solugcbes de montelucaste soédico SQR e da amostra simulada de
excipientes foram preparadas conforme descrito no item 4.4.3.2.1.1. A composigao

da amostra simulada de excipientes esta descrita na Tabela 7.

A Figura 23 mostra os eletroferogramas obtidos, por EC, com as solugdes de

montelucaste sodico SQR (50 pg/ml) e da amostra simulada dos excipientes.
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Figura 23 Sobreposig¢ao dos eletroferogramas obtidos através da analise por EC das
solugdes de montelucaste sédico SQR e da solugdo da amostra simulada dos
excipientes (placebo). Condicdes eletroforéticas: capilar de silica fundida 48 cm de
comprimento (40 cm de comprimento efetivo e 75 pm de didmetro interno, eletrélito
tampéao tetraborato de sddio: dodecilsulfato de sédio (10 mM: 30 mM), pH 9.4,
tensao aplicada de 25 kV, inje¢ao hidrodindmica de 50 mBar/ 5 segundos, detecgao
UV A de 280 nm, temperatura de analise 25 °C + 1 °C.

Através da anadlise dos eletroferogramas das solugbes de montelucaste
sédico SQR e amostra simulada de excipientes, observou-se que o método proposto
apresenta especificidade, ja que ndo sofre interferéncia dos excipientes junto ao pico
do MTC sddico. Além disso, a pureza do pico observado para o montelucaste sédico

encontra-se em torno de 99,99%.

5.3.3.1.2 Avaliagcao da especificidade do método frente a degradagao

forcada

As solucdes de montelucaste sodico preparadas a partir dos comprimidos
revestidos foram submetidas a condicbes extremas de analise com intuito de
provocar a formacdo de provaveis produtos de degradagdo e avaliar a possivel

interferéncia destes na determinagado do MTC sddico.

A Figura 24 mostra o eletroferograma obtido com a solu¢do de MTC sddico

submetida a degradacgao térmica a 80 °C durante 5 horas.
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Figura 24 Eletroferograma obtido com a solugdo de MTC sédico em concentragao
de 50 ug/ml submetida a degradagao térmica a 80 °C durante 5 horas. Condigdes
eletroforéticas: capilar de silica fundida 48 cm de comprimento (40 cm de
comprimento efetivo e 75 pm de diametro interno, eletrélito tampéo tetraborato de
sédio: dodecilsulfato de sodio (10 mM: 30 mM), pH 9,4, tensao aplicada de 25 kV,
injecdo hidrodindmica de 50 mBar/ 5 segundos, deteccdo UV A de 280 nm,
temperatura de analise 25 °C + 1 °C.

A Figura 25 mostra o eletroferograma da solugdo de MTC sdédica submetida a

fotdlise sob radiacdo UV (352 nm) durante 15 minutos.
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Figura 25 Eletroferograma obtido com a solugédo de MTC sédico em concentragéo
de 50 ug/ml submetida a fotélise sob radiacédo UV (352 nm) durante 15 minutos.
Condigdes eletroforéticas: capilar de silica fundida 48 cm de comprimento (40 cm de
comprimento efetivo e 75 ym de didmetro interno, eletrélito tampao tetraborato de
sédio: dodecilsulfato de sodio (10 mM: 30 mM), pH 9,4, tensado aplicada de 25 kV,
injecao hidrodindmica de 50 mBar/ 5 segundos, deteccdo UV A de 280 nm,
temperatura de analise 25 °C + 1 °C.
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A Figura 26 mostra o eletroferograma da solu¢cado de MTC sodico submetida a

oxidagao em peroxido de hidrogénio (H20, 3%, v/v) durante 2 horas.
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Figura 26 Eletroferograma obtido com a solucédo de MTC sédico em concentragéo
de 50 pg/ml submetida a oxidagdo em peroxido de hidrogénio (H.O2 3%, v/v) durante
2 horas. Condicdes eletroforéticas: capilar de silica fundida 48 cm de comprimento
(40 cm de comprimento efetivo e 75 ym de didmetro interno, eletrélito tampao
tetraborato de sodio: dodecilsulfato de sédio (10 mM: 30 mM), pH 9,4, tenséo
aplicada de 25 kV, inje¢ao hidrodinamica de 50 mBar/ 5 segundos, deteccdo UV A
de 280 nm, temperatura de analise 25 °C + 1 °C.

A Figura 27 mostra o eletroferograma da solugao de MTC sdédico submetida a

hidrolise acida em acido cloridrico (HCI 0,1 M) durante 2 horas.

[ DADT A, Sig=220, 10 RE o o T LIRS0 oy
mal | ﬁ

" MTC D

5 / Area = 28,52

) R

: ; : z i ol

Figura 27 Eletroferograma obtido com a solugdo de MTC sddico em concentragao
de 50 pg/ml submetida a hidrdlise acida em acido cloridrico (HCI 0,1 M) durante 2
horas. Condicdes eletroforéticas: capilar de silica fundida 48 cm de comprimento (40
cm de comprimento efetivo e 75 pm de didmetro interno, eletrolito tamp&o
tetraborato de sddio: dodecilsulfato de sédio (10 mM: 30 mM), pH 9,4, tenséo
aplicada de 25 kV, injegao hidrodinamica de 50 mBar/ 5 segundos, detecgdo UV A
de 280 nm, temperatura de analise 25 °C =+ 1 °C.
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A Figura 28 mostra o eletroferograma da solu¢cado de MTC sodico submetida a

hidrdlise alcalina em hidroxido de sédio (NaOH 0,1 M) durante 2 horas.
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Figura 28 Eletroferograma obtido com a solugédo de MTC sddico em concentragéo
de 50 pg/ml submetida a hidrdlise alcalina em hidréxido de sédio (NaOH 0,1 M)
durante 2 horas. Condicdes eletroforéticas: capilar de silica fundida 48 cm de
comprimento (40 cm de comprimento efetivo e 75 pm de didmetro interno, eletrélito
tampéao tetraborato de sddio: dodecilsulfato de sédio (10 mM: 30 mM), pH 9.4,
tensao aplicada de 25 kV, inje¢ao hidrodindmica de 50 mBar/ 5 segundos, detecgao
UV A de 280 nm, temperatura de analise 25 °C + 1 °C.

Na solucdo submetida a degradacao térmica (80 °C) ndo foi observado
nenhum pico de degradagéo ou diminuigdo no pico do montelucaste sodico (Figura

24). A solugao placebo n&o apresentou nenhum pico.

O teste de fotdlise (352 nm) apresentou um potencial pico de degradagado em
4,75 minutos. Houve uma diminuigdo no teor do MTC sddico em 55% (Figura 25),
equivalente ao resultado obtido pelo método de CLAE. A solugao placebo nao

apresentou nenhum pico.

O estresse sob condi¢cao oxidante (H202 3%, v/v) mostrou uma redugédo do
teor de MTC sddico em 10%, mas ndao mostrou nenhum potencial produto de
degradagao. O eletroferograma apresentou um pico extra, possivelmente devido ao
préoprio peréxido de hidrogénio em 1,88 minutos (Figura 26), pois também aparece

nos eletroferogramas da solugéo de H,O, a 3% e no placebo.
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Na hidrélise acida (HCI 0,1 M e alcalina (NaOH 0,1 M) foi observado uma
diminuicdo da area do pico em 67,92% e em 73,08 % respectivamente, sem o
aparecimento de picos adicionais para a hidrélise acida, e um sinal pequeno em 4,3
minutos para a hidrélise alcalina, sugerindo a possivel degradagdo do MTC sddico

nestas condigdes.

O MTC sddico apresentou redugao no seu teor quando submetida aos efeitos
da oxidagao e hidrélise acida sem o aparecimento, contudo, de picos adicionais. A
diminuicao na area do farmaco, sem aparecimento de picos adicionais, pode ser
devido a formacdo de produtos de degradagdo nao cromoforos, ou mesmo a

presenca de compostos com baixos pesos moleculares (BAKSHI e SINGH, 2002).

A andlise dos picos através do software do equipamento (ChemStation)
comprovou que nenhum dos picos dos potenciais produtos de degradacao interferiu
com o pico do montelucaste soédico apés os testes de degradacéo acelerada. O fator
de pureza dos picos do montelucaste sddico encontrados ficaram em torno de

99,99%. Este resultado indica que o método por EC ¢é especifico para o farmaco.

5.3.3.2 Linearidade

Na Tabela 33 estdo demonstrados os valores experimentais encontrados para
as areas referentes a faixa de concentragdo utilizada (20,0 - 100,0 yg/ml) para o

montelucaste soédico SQR por EC.
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Tabela 33 Areas absolutas do montelucaste sédico SQR obtidas por EC para
determinagao da curva padrao.

Concentragao

Area absoluta * Area média £ e.p.m. DPR
(ng/ml)

34,0856
20,0 35,3690 35,4905 + 0,8483 4,14
37,0169

51,6980
30,0 53,9654 53,2398 £ 0,7713 2,94
54,0256

69,8776
40,0 68,3218 69,8417 + 0,8673 2,15
71,3256

86,0587
50,0 87,9874 87,7686 * 0,9305 1,83
89,2598

105,3698
60,0 107,5698 107,1028 + 0,8967 1,45
108,3690

140,9856
80,0 141,0258 141,7937 + 0,7881 0,96
143,3698

176,9584
100,0 177,3258 177,7700 + 0,6368 0,62
179,0258

* Cada valor representa a média de trés determinacdes.
e.p.m. — Erro padrao da média
DPR — Desvio padrao relativo

A representacgao grafica da curva padrao do montelucaste sédico SQR, obtida

pela técnica de EC, encontra-se na Figura 29.
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Figura 29 Representacdo grafica da curva padrdo do montelucaste sédico SQR
obtida por EC.

A analise estatistica através da ANOVA para verificar a linearidade do

método por EC esta demonstrada na Tabela 34.

Tabela 34 Analise de variancia das areas absolutas obtidas para obtencdo da curva
padrdao do montelucaste sédico SQR por EC.

Fontes de variagado Gl Soma dos quadrados Variancia F
Entre 6 45452 7575 2866,265*
Regressao linear 1 45445 45445 17185,146 *
inearidacs ° 7 1 2,489
Residuo 14 37 3 ---
Total 20 45489 --- ---

* Significativo para p < 0,05.

A linearidade do método foi verificada através da construgcdo de trés curvas
padrdo em um unico dia, na faixa de concentragao de 20,0 a 100,0 pg/ml. A equagao
da reta resultante foi y = 1,781x — 0,582 e coeficiente de correlagdo (r) igual a
0,9995, determinado pelo estudo de regressao linear. A analise de variancia
(ANOVA) demonstrou que existe regressao linear (F calculado = 17185,146 > F
critico = 4,6; p < 0,05) sem haver desvio da linearidade (F calculado = 2,489 < F
critico = 2,96; p > 0,05), o que confere validade do método proposto em termos de

linearidade.
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5.3.3.3 Limite de Detecc¢ao (LD) e Limite de Quantificagao (LQ)

Os valores obtidos para determinacdo dos limites de detecgcdo e de
quantificacdo do montelucaste sédico através do método de EC podem ser

observados na Tabela 35.

Tabela 35 Valores obtidos experimentalmente para o LD e LQ para o método por
EC.

Parametro Analitico Montelucaste sédico
Limite de deteccao (LD) 0,75 pg/ml
Limite de quantificacéo (LQ) 2,00 pg/ml

Nas Figuras 30 e 31 estado representados os eletroferogramas referentes a
determinagcdo experimental dos LD e LQ, respectivamente. Juntamente com as

figuras estdo os valores do sinal:ruido obtidos através do software Chemistation.
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Figura 30 Eletroferograma obtido com a solugdo de MTC sdédico SQR na
concentragdo de 0,75 pg/ml. Condigdes eletroforéticas: capilar de silica fundida
48 cm de comprimento (40 cm de comprimento efetivo e 75 ym de diametro interno,
eletrolito tampéo tetraborato de sodio: dodecilsulfato de sédio (10 mM: 30 mM), pH
9,4, tensdo aplicada de 25 kV, injecao hidrodinamica de 50 mBar/ 5 segundos,
deteccao UV A de 280 nm, temperatura de analise 25 °C = 1 °C.
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Figura 31 Eletroferograma obtido com a solugdo de MTC sdédico SQR na
concentragdo de 2,00 ug/ml. Condigbes eletroforéticas: capilar de silica fundida
48 cm de comprimento (40 cm de comprimento efetivo e 75 ym de diametro interno,
eletrélito tampéao tetraborato de sodio: dodecilsulfato de sédio (10 mM: 30 mM), pH
9,4, tensédo aplicada de 25 kV, injecdo hidrodinamica de 50 mBar/ 5 segundos,
detecgao UV A de 280 nm, temperatura de analise 25 °C £ 1 °C.

Os limites de deteccdo e quantificacdo para o montelucaste sodico
apresentam valores baixos de concentragdo do analito, 0,75 e 2,00 pg/ml,
respectivamente, demonstrando a elevada sensibilidade do método para

determinacao e quantificacdo do MTC saddico.

5.3.3.4 Precisao

Os valores experimentais obtidos na determinagcdo do montelucaste sodico
em comprimidos revestidos por EC estdo descritos na Tabela 36, bem como os
resultados obtidos a partir da determinagao da precisdo intermediaria realizada em

trés dias consecutivos.

121



Resultados e Discussao

Tabela 36 Apresentacao dos valores experimentais obtidos a partir da determinagao
do montelucaste sédico nos comprimidos revestidos obtidos por EC para avaliagao
da preciséo.

Teor (%) das solugoes Teor Intradia
Sdi . (%)
de MTC sdédico (10 pg/ml) £ e.p.m. DPR
101,76 100,01 102,68
Dia 1 100,92 £ 0,434 1,05
100,46 100,56 100,08
101,97 103,41 101,94
Dia 2 101,72 + 0,491 1,18
100,64 100,07 102,34
101,67 101,02 101,35
Dia 3 100,49 £ 0,327 0,79
101,97 102,88 100,03
Teor médio interdias (%) 100,96 £ 0,519
DPR 0,81

* Cada valor representa a média de trés determinacdes.

A precisao do método proposto foi realizada em trés diferentes dias, nos quais
foram realizadas seis determinag¢des das amostras preparadas individualmente para
cada dia. O teor intradia obtido para o montelucaste sédico nos comprimidos foi
equivalente a 100,92%, 101,72% e 100,49%, no primeiro, segundo e terceiro dias,
respectivamente. O teor interdias foi 100,96% e desvio padrao de 0,81,
demonstrando boa repetibilidade e reprodutibilidade dos resultados a partir da

execucao deste método.

5.3.3.5 Exatidao

As percentagens de recuperagao obtidas a partir do teste de recuperagao do
montelucaste soédico SQR, para avaliagdo da exatidao, estdo apresentadas na
Tabela 37.
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Tabela 37 Resultados do teste de recuperagao por EC para determinacdo do MTC
sddico em comprimidos revestidos.

Concentragao (ug/ml) Recuperagao Média DPR
Adicionada Recuperada * (%) (%)
R1 12,50 12,31 98,48
R2 25,00 2517 100,68 99,67 1,11
R3 37,50 37,45 99,86

* Cada valor representa a média de trés determinagdes

O método desenvolvido demonstrou exatidao através dos resultados obtidos,

exibindo percentagem de recuperacdo média de 99,67 %.

5.3.3.6 Robustez

Os resultados obtidos na determinagdo do montelucaste sodico nos
comprimidos revestidos, através de pequenas alteragbes nas condi¢coes

eletroforéticas, podem ser observados na Tabela 38.
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Tabela 38 Variagdes aplicadas ao método por EC na determinagédo do MTC sddico
para avaliacdo da robustez do método.

Modificagoes Teor (%) Tempo de Pratos teéricos Assimetria
de MTC retengao (N) (T)
sodico* (min)

pH 9,3** 99,10 5,09 64980 1,06

pH 9,5** 100,25 4,99 66239 1,06

24 kKV** 99,78 517 66448 1,07

26 kV** 99,69 4,96 65697 1,11

4 s /50 mBar** 99,91 5,06 63349 1,06

6 s /50 mBar** 99,09 5,21 66106 1,14

Condicbes 100,11 5,06 65950 1,07

normais

* Cada valor representa a média de trés determinagdes.

**Eletrdlito: tampao tetraborato de sédio: dodecilsulfato de sédio (10 mM: 30 mM) pH 9,4,
tens&o de 25 kV, injec&o hidrodinamica de 50 mBar/ 5 segundos.

A analise eletroforética das diferentes condicbes analiticas foi realizada
separadamente. Os parametros eletroforéticos do pico do MTC sddico apresentaram
poucas alteragcées. A avaliagdo da robustez do método garante a validade do
procedimento analitico sempre que utilizado, pois as alteragbes no pH do eletrdlito,
na tensdo aplicada ao sistema e no tempo de injegdo da amostra n&o influenciaram
na determinacéo quantitativa do MTC sddico, apesar de apresentarem diferencas no
tempo de retencdo do farmaco. Dessa forma, € possivel afirmar que o método

proposto apresenta robustez.

5.3.3.7 Estabilidade das solugoes
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Na Tabela 39 estdo demonstrados os valores experimentais obtidos por EC
de solug¢des de montelucaste sédico SQR, preparadas na concentragao de 50 pg/ml,
armazenadas a temperatura de 2 a 8 °C e avaliadas durante 28 dias.

Tabela 39 Valores experimentais obtidos a partir de solu¢gées de MTC sddico SQR
num intervalo de 28 dias.

Dia Area Teor (%)
0 87,78990 100,11
7 87,65789 99,95
14 67,98765 77,52
21 50,98705 58,14
28 35,98762 41,03

*Média de trés determinacoes

A solugdo de montelucaste sédico SQR ndo permaneceu estavel na
geladeira (2 a 8 °C), preparada conforme descrito no item 4.4.3.2.1. Sendo assim, as
solugdes de MTC sddico utilizadas no desenvolvimento do método de eletroforese
capilar foram preparadas diariamente, a fim de evitar possiveis degradacdes das

amostras.

5.3.3.8 Adequabilidade do sistema

Na Tabela 40 estdo apresentados os resultados dos parametros de
adequabilidade do sistema obtidos pelo método eletroforético, bem como os valores

preconizados.

Tabela 40 Parametros aproximados de adequabilidade do sistema obtidos
experimentalmente e os recomendados para CLAE e EC (FDA, 1994; SHABIR,
2003).

Parametro Recomendagao MTC sddico
Repetibilidade das

injecoes DPR=<1,n25 0,99 (n= 6)
Fator de cauda (T) T<2 1,07
Pratos tedricos (N) N > 2000 66950
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Todos os parametros testados, conforme mostrado na Tabela 40, apresentaram

valores de acordo com o recomendado.

Com base na avaliagdo dos resultados obtidos através dos parametros
analiticos verificados no procedimento de validacéo, € possivel afirmar que o método
de eletroforese capilar para analise do montelucaste soédico é adequado para o

controle de qualidade do farmaco.

5.4 Anadlise estatistica comparativa dos métodos

Com o objetivo de avaliar a capacidade de utilizar indistintamente os métodos
desenvolvidos para quantificagdo do montelucaste sdédico nos comprimidos
revestidos, realizou-se a analise estatistica, através de ANOVA, dos valores obtidos

para os trés métodos propostos neste trabalho.

Na Tabela 41 estdo apresentados os valores médios obtidos na determinagao

do teor do MTC sédico através dos métodos propostos.

Tabela 41 Resultados obtidos na determinacdo de MTC sddico em comprimidos
revestidos por espectrofotometria no UV, CLAE e EC.

Espectrofotometria UV CLAE EC
Teor (%)* 100,21 101.22 100,96
DPR 0,52 0,49 0,81

*Média de dezoito determinagdes

O tratamento estatistico dos valores obtidos pelos diferentes métodos

quantitativos propostos esta demonstrado na Tabela 42.
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Tabela 42 ANOVA dos valores obtidos na determinacdo de MTC sddico em
comprimidos revestidos por espectrofotometria no UV, CLAE e EC.

Fontes de Variagao Gl Soma de Variancia F
Quadrados

Entre grupos 2 0,72680 0,36340 0,62466

Residuo 51 29,66958 0,58175

Total 53 30,39638

O resultado da ANOVA, segundo a Tabela 42, demonstrou que n&o ha
diferenca significativa entre os métodos desenvolvidos, para um nivel de
significancia de 5%. Estes resultados comprovam que os métodos desenvolvidos
sdo intercambiaveis, sendo adequados para a determinagcdo quantitativa de MTC

sddico em comprimidos revestidos.

5.5 Estudo preliminar da estabilidade dos comprimidos revestidos de

montelucaste sodico

Os medicamentos devem manter suas caracteristicas de identidade, eficacia,
poténcia, pureza e seguranga desde sua produgéo e periodo em que se encontram
no mercado até o momento de seu uso (NUDELMAN, 1975). A estabilidade de
produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais como temperatura, umidade
e luz, e de outros relacionados ao préprio produto, como propriedades fisicas e
quimicas de substancias ativas e excipientes farmacéuticos, forma farmacéutica e
sua composicao, processo de fabricacdo, tipo e propriedades dos materiais de
embalagem (BRASIL, 2005; USP 30, 2007).

Estudos preliminares de estabilidade tém o objetivo de determinar quais os

principais fatores que interferem no teor do farmaco, na toxicidade, na eficacia e nas
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caracteristicas farmacotécnicas e organolépticas. Os testes de estresse fornecem
informacgdes uteis sobre os potenciais mecanismos e produtos de degradacgéo e a
estabilidade intrinseca da molécula do farmaco, assim como para validar métodos
analiticos indicadores de estabilidade (ICH, 2003; KLICK et al., 2005). No entanto,
as condi¢des experimentais devem ser realistas e conduzir a formacao de produtos
de degradagao relevantes, ndo havendo necessidade de exceder a exposi¢cao do
farmaco pelo periodo de trés meses e/ou ndo os degradando mais que 5 a 15%
(KLICK et al., 2005).

A capacidade de separacdo e deteccdo do farmaco de seus potenciais
produtos de degradagdo, mesmo em baixas concentragdes, faz da cromatografia a
liquido de alta eficiéncia (CLAE) o método analitico indicador de estabilidade mais
amplamente empregado, pois apresenta alta capacidade de resolucao, sensibilidade
e especificidade se comparado aos métodos convencionais de analise (BAKSHI e
SINGH, 2002).

5.5.1 Estabilidade térmica

Para o estudo de estabilidade térmica as amostras das solugdes de MTC
sddico, comprimidos triturados e intactos foram mantidas em estufa, a uma
temperatura de 60 °C £ 1 °C. Ao final de cada tempo, o teor residual de MTC sédico
foi determinado por CLAE e os resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela
43, 44 e 45.
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Tabela 43 Valores experimentais obtidos no estudo de estabilidade térmica das

solugdes de MTC sédico, obtidas por CLAE.

Tempo (dias) Teor (%)* DPR
0 100,50 0,34
1 100,29 1,09
3 99,98 0,89
5 99,99 0,56
10 100,28 1,22
15 100,90 0,18
20 100,03 0,78

*Cada valor representa a média de nove determinacoes.

O teor médio obtido de MTC sbédico presente em solugdo metandlica foi

equivalente a 100,28%.

Tabela 44 Valores experimentais obtidos no estudo de estabilidade térmica dos

comprimidos triturados de MTC sddico, obtidas por CLAE.

Tempo (dias) Teor (%)* DPR
0 100,40 2,84
1 102,29 1,99
7 100,69 1,04
14 101,04 1,51
21 100,88 0,92
28 100,91 1,59
35 102,33 1,70

*Cada valor representa a média de nove determinagdes.
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O teor médio obtido de MTC sddico presente nos comprimidos triturados para

todos os dias de analise apresentou valor equivalente a 101,22%.

Tabela 45 Valores experimentais obtidos no estudo de estabilidade térmica dos
comprimidos intactos de MTC sddico, obtidas por CLAE.

Tempo (dias) Teor (%)* DPR
0 100,40 0,84
1 100,09 0,29
7 101,47 1,89
14 100,24 1,04
21 100,98 1,02
28 100,19 0,98
35 99,93 0,79

*Cada valor representa a média de nove determinacdes.

O teor médio obtido de MTC sddico nos comprimidos intactos, para todos os

dias de analise, foi equivalente a 100,47 %.

Os resultados obtidos na determinagao do teor de MTC sddico nas amostras
avaliadas sugerem que a amostra em estudo néo sofre degradacédo nas condi¢des
de analise aplicadas, mostrando-se estavel a 60 °C por até 20 dias em solugao, e
35 dias em comprimidos triturados e intactos. Os cromatogramas ndo apresentaram
picos referentes a potenciais produtos de degradacdo nas condigdes estabelecidas

para a avaliagao da estabilidade térmica.

De acordo com os resultados obtidos, sugere-se que a temperatura nao seja

fator preponderante na estabilidade do montelucaste saodico.
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5.5.2 Fotoestabilidade e determinagao da cinética da reagao

Para o estudo de fotoestabilidade as amostras foram mantidas em cémera
sob lampada de radiagdo UV em 352 nm, e ao final de cada tempo, o teor de MTC
sodico foi determinado por CLAE. Os resultados obtidos estdo demonstrados na
Tabela 46, 47 e 48.

Tabela 46 Valores experimentais obtidos no estudo de fotoestabilidade das solugdes
de MTC sédico, obtidas por CLAE.

Tempo (minutos) Teor (%)* DPR
0 100,50 0,34
3 92,59 1,95
6 80,08 0,49
9 64,83 0,41
12 54,80 0,39
15 46,20 1,45
18 36,72 0,70

*Cada valor representa a média de nove determinacgoes.
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Tabela 47 Valores experimentais obtidos no estudo de fotoestabilidade dos
comprimidos triturados de MTC sddico, obtidas por CLAE.

Tempo (horas) Teor (%)* DPR
0 100,59 0,56
4 94,98 1,14
8 88,22 1,16
12 81,32 0,98
16 75,58 0,50
20 69,05 2,72
24 63,20 0,84
32 57,39 1,47

*Cada valor representa a média de nove determinacdes.

Tabela 48 Valores experimentais obtidos no estudo de fotoestabilidade dos
comprimidos intactos de MTC sddico, obtidas por CLAE.

Tempo (horas) Teor (%)* DPR
0 100,59 0,56
6 100,19 0,39
12 100,47 0,99
24 100,04 1,67
36 100,18 1,22
48 100,43 0,98
72 100,11 0,70

*Cada valor representa a média de nove determinacdes.

Os resultados mais provaveis para a foto-decomposi¢cao de um farmaco séao a

perda de teor do produto e uma possivel formulagado terapeuticamente inativa.
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Embora este n&o seja frequentemente o caso, a fotodegradagao pode levar a outros
problemas, como a formagao de subprodutos durante o tempo de armazenagem que
possam causar efeitos adversos ao paciente. O conhecimento da interacdo farmaco-
luz &€ um pré-requisito necessario para o desenvolvimento de produtos farmacéuticos
estaveis, com qualidade adequada e que realmente contenham o teor especificado
(TONNESEN, 2001).

Para que uma reacao fotoquimica ocorra € necessario que a molécula em
estudo apresente maximos de absor¢cdo na regido de amplitude da fonte de
radiacdo. Compostos contendo grupamentos como o nitrogénio e ligagdes duplas
conjugadas s&o mais sensiveis a fotdlise quanto maior for o numero desses
croméforos na molécula, especialmente se estdo conjugados ou ocorrer a
possibilidade de interagdo entre os elétrons méveis de cada grupo (NUDELMAN,
1975). O MTC sédico apresenta em sua estrutura quimica grupamentos de

nitrogénio e ligagdes duplas conjugadas tornando-o suscetivel a fotdlise.

Os resultados obtidos mostraram que as amostras de MTC sédico em solucéo
e em comprimidos triturados, sob exposicdo a lampada de radiagao UV, sofreram
degradagdo com notavel diminuicdo do teor. A comparagdo das concentragdes
obtidas entre as amostras em solugéo referentes ao Tp (amostra ndo submetida a
radiacdo UV) e a que foi submetida a 18 minutos de luz UV, sugere um decréscimo
de cerca de 63 % no teor do MTC sddico. A Figura 32 mostra o cromatograma da

solugédo de MTC sodico apds 18 minutos de exposigéo a radiagdo UV (352 nm).
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Figura 32 Cromatograma do MTC sdédico submetido a 18 minutos de exposigédo a
radiacdo UV (352 nm). Condi¢des cromatograficas: fase moével constituida de
acetonitrila: metanol: agua (pH 3,8) (75:10:15, v/v/v), fluxo de 0,8 ml/min, coluna
ZORBAX XDB - C18 (150 x 4,6 mm, 5 ym) AGILENT, deteccdo em A de 280 nm,
volume de inje¢ao 20 ul, temperatura de analise 25 °C.
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A medida que o MTC sddico reduz seu teor durante a exposi¢édo a radiagdo
UV, o pico do produto de degradagdo maijoritario aumenta. SMITH e colaboradores
(2004) sugerem que na presenca de luz, o MTC sodico rapidamente se transforma

em seu isdbmero geométrico cis, terapeuticamente inativo.

Ja a comparacgao entre as amostras de comprimidos triturados entre o To e 32
horas sugere um decréscimo de 42% no teor do farmaco. O farmaco em
comprimidos triturados apresentou menor degradagao em relagao a solugao devido
ao menor grau de penetracdo da luz sob as particulas do farmaco ou, ainda, a

presenga dos excipientes que muitas vezes inibem a fotodegradagao.

Ja os comprimidos intactos de MTC sdédico mostraram-se estaveis a
exposicao UV durante 72 horas, sugerindo a eficacia do revestimento do
comprimido. O teor médio obtido para todos os dias de analise dos comprimidos

intactos foi equivalente a 100,28%.

Tendo em vista que as reacdes fotoquimicas podem ser acompanhadas por
reacdes térmicas, foi avaliada uma solugao controle que, no tempo total de analise
(72 horas) nao foi alterada, podendo-se concluir que a degradagéo alcangada foi

somente devido a luz.

Para determinar a cinética de reacao, os ensaios devem ser conduzidos até
um estagio avancado de degradacgao, cerca de 50%, pois do contrario, os valores
obtidos podem ser pouco precisos e geralmente superiores aos valores reais.
Contudo, € praticamente impossivel determinar a ordem de reagdao quando a
degradagao atinge estagios avancados, 90 a 80% (NUDELMAN, 1975). Sendo
assim, a cinética de reacao foi determinada apenas para a solucédo fotodegradada
de MTC. Com objetivo de determinar a ordem de reagcdo foram plotados os

seguintes graficos:

A. Ordem zero: tempo de exposicdao a radiacdo UV x concentragao

(Mg/ml);

B. Primeira ordem: tempo de exposicdo a radiagdo UV x logaritmo da

concentragao (ug/ml);
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C. Segunda ordem: tempo de exposi¢cédo a radiagdo UV x 1/ concentragao

(ug/ml).

Os graficos obtidos estao apresentados nas Figuras 33, 34 e 35.
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Figura 33 Representacdo grafica da cinética de ordem zero de reacdo de
fotodegradacdo obtida por CLAE apods degradagao forgada da solucdo de MTC
sddico em camara de luz UV de 352 nm.
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Figura 34 Representacdo grafica da cinética de primeira ordem de reagédo de
fotodegradacao obtida por CLAE apds degradacao forcada da solucdo de MTC
sédico em camara de luz UV de 352 nm.

135



Resultados e Discussao

0,16 - Segunda ordem y = 0.004x + 0,040

0,14 A r=04a723 *
0,12 A

A0
[
Y

v

~ 0,08
008
0,04 +
0,02 A

1/ concentrag;
(ug/m

0 2 4 5 8 10 12 14 16 18 20

Tempo (minutos)

Figura 35 Representacdo grafica da cinética de segunda ordem obtida por CLAE
apo6s degradacéao forgada de solugdo de MTC sddico em camara de luz UV de 352
nm.

As reagbes de degradagdo ocorrem em velocidades definidas e s&o
dependentes de varias condi¢gdes, tais como concentragdo dos reagentes,
temperatura, pH, da radiagéo ou da presenga de catalisadores. A ordem de reagao
permite, em muitos casos, definir a variagao da velocidade da reagao em funcao das

concentragdes dos reagentes (LACHMAN et al., 2001).

A avaliagéo dos resultados ilustrados nas Figuras 33, 34 e 35, demonstraram
que a reacao de ordem zero apresenta o melhor coeficiente de correlagao
(r =0,9960), o que sugere que a degradacao da amostra por radiacdo de ultravioleta
de 352 nm obedecga a uma cinética de ordem zero, ou seja, a concentragao (teor) do
MTC sdédico diminui proporcionalmente em funcdo do aumento do tempo de
exposicao a luz UV. Além disso, a acentuada degradagao do MTC sddico observada
nas condi¢des de analise empregadas justifica o revestimento da forma farmacéutica

estudada.
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Conclusoes

A caracterizagdo do montelucaste soédico SQR foi efetuada
satisfatoriamente. O método de espectrofotometria na regido do
infravermelho  permitiu  determinar caracteristicas relevantes para

identificacdo do anti-asmatico em estudo;

As analises por cromatografia em camada delgada, cromatografia a liquido
de alta eficiéncia, espectrofotometria na regido do ultravioleta e eletroforese
capilar permitiram a identificacdo segura do montelucaste sodico nos

comprimidos revestidos;

Os métodos por espectrofotometria na regido do ultravioleta, cromatografia
a liquido de alta eficiéncia e eletroforese capilar foram validados e
demonstraram especificidade, linearidade, precisdo, exatidao, robustez e
sensibilidade adequadas para determinagdo do montelucaste sodico e nos

comprimidos revestidos;

A avaliagcdo comparativa entre os métodos quantitativos propostos neste

trabalho demonstrou ndo haver diferenga significativa entre os mesmos;

O ensaio preliminar de estabilidade térmica dos comprimidos revestidos
sugere que o MTC sddico é estavel a temperatura de 60 °C nas condigdes

de analise empregadas;

O estudo de fotoestabilidade indica a formacdo de um pico em 5,7 minutos
como principal produto de degradagdo do MTC sddico quando exposto a

radiagao ultravioleta de 352 nm, nas condi¢cdes experimentais aplicadas;

O estudo preliminar de fotoestabilidade efetuado permitiu inferir que o MTC
sédico em solugao sofre degradacéo intensa e apresenta cinética de reacao
de ordem zero quando exposto a radiagao ultravioleta de 352 nm nas

condi¢cbes experimentais aplicadas.
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