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RESUMO 
 

O fumarato de fesoterodina (FESO) é um potente fármaco antimuscarínico 

recentemente desenvolvido para o tratamento da síndrome da bexiga hiperativa, 

também conhecida como incontinência urinária. A análise de fármacos é necessária 

em todas as fases do desenvolvimento farmacêutico, como estabilidade e controle 

de qualidade dos produtos comercializados. Nenhum relato de determinação 

quantitativa e de estudos de estabilidade do fármaco em comprimidos foi encontrado 

na literatura. No presente trabalho, a caracterização da substância química de 

referência de FESO foi realizada por espectrometria de massas e ressonância 

magnética nuclear de hidrogênio. Métodos analíticos por espectrofotometria 

derivada, cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), eletroforese capilar e 

cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas sequencial foram 

desenvolvidos para determinação qualitativa e quantitativa de FESO em 

comprimidos de liberação prolongada. Os procedimentos foram validados, 

avaliando-se os parâmetros de especificidade, linearidade, precisão, exatidão, 

robustez e limite de detecção e quantificação, cujos resultados cumpriram os 

requisitos preconizados. Os resultados obtidos através destes métodos foram 

comparados estatisticamente por ANOVA, que indicou não haver diferenças 

estatisticamente significativas entre os mesmos. A cinética de fotodegradação da 

FESO também foi avaliada utilizando o método por CLAE, na qual foi obtido um 

modelo de ordem zero. Um método por cromatografia líquida acoplada à 

espectrometria de massas foi aplicado para análise de FESO e de seus produtos de 

degradação, possibilitando identificar os íons moleculares destes e propor a rota de 

fragmentação do fármaco. Além disso, desenvolveu-se e validou-se um método de 

dissolução de FESO em comprimidos. Através deste método, foi observado que a 

formulação possui uma cinética de dissolução de acordo com o modelo de Higuchi. 

Desse modo, estabeleceram-se procedimentos que podem ser aplicados para 

aprimorar o controle da qualidade dos medicamentos comercializados, bem como 

contribuir para garantir a segurança e eficácia no uso terapêutico. 

Palavras-chaves: fumarato de fesoterodina, cromatografia líquida de alta eficiência, 

eletroforese capilar, espectrometria de massas, espectrofotometria derivada, 

identificação de produtos de degradação. 





ABSTRACT 
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ABSTRACT 
 

Fesoterodine fumarate (FESO) is a potent antimuscarinic drug recently developed for 

the treatment of overactive bladder, a lower urinary tract disorder characterized by 

urinary urgency. The drug analysis is necessary in all steps of the pharmaceutical 

development, as stability and quality control tests of marketed products. The absence 

of the reports in the literature of quantitative determination and stability studies of the 

drug in pharmaceutical formulation were observed. In the present study, the 

characterization of the FESO reference substance was performed by mass 

spectrometry and proton nuclear magnetic resonance techniques. Analytical methods 

by derivative spectrophotometry, liquid chromatography (LC), capillary 

electrophoresis and liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry 

were developed for qualitative and quantitative determination of FESO in extended-

release tablets. The procedures were validated, evaluating the parameters of 

specificity, linearity, precision, accuracy, robustness, and limit of detection and 

quantitation, whose results have met the requirements recommended. The results 

obtained through these analytical methods were compared by ANOVA, which 

showed no significant statistically difference between them. The photodegradation 

kinetic of FESO was also evaluated using the validated LC method, following the 

zero-order kinetics. A liquid chromatography coupled to mass spectrometry method 

was applied for analysis of FESO and its degradation products, enabling to identify 

the respective molecular ions and propose the drug photodegradation pathway. 

Besides, a dissolution method for FESO extended-release tablets was developed 

and validated. It method allowed to observe that the kinetics of drug release of the 

presented pharmaceutical formulation was better described by the Higuchi model. 

Then, the established procedures can be applied to improve the quality control of the 

commercialized pharmaceutical formulations, as well as to contribute for assure the 

safety and therapeutic efficacy of the drug.  

Keywords: fesoterodine fumarate, liquid chromatography, capillary electrophoresis, 

mass spectrometry, derivative spectrophotometry, degradation products 

identification. 
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De acordo com as normas vigentes no Regimento do Programa de Pós-

Graduação em Ciências Farmacêuticas, da Universidade Federal do Rio Grande do 

Sul, o presente trabalho de tese foi redigido na forma de capítulos, com encarte de 

publicações, para uma melhor compreensão e discussão dos resultados obtidos. 

Assim, este exemplar encontra-se dividido da seguinte forma: 

− Introdução;  

− Objetivo geral e objetivos específicos; 

− Revisão bibliográfica; 

− Capítulo I – Caracterização da substância química de referência (SQR) de 

fumarato de fesoterodina (FESO); 

− Capítulo II – Desenvolvimento de métodos analíticos para determinação 

qualitativa de FESO em comprimidos de liberação prolongada; 

− Capítulo III – Desenvolvimento e validação de métodos analíticos para 

determinação quantitativa de FESO em comprimidos revestidos – Encarte 

de publicações; 

− Capítulo IV – Estudo da estabilidade: cinética de fotodegradação e 

identificação dos produtos de degradação – Encarte de publicação; 
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− Referências; 
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A síndrome da bexiga hiperativa (SBH), também conhecida como 

incontinência urinária, é uma condição incômoda, que apresenta sintomas de 

urgência, com e sem incontinência de urgência, geralmente com aumento da 

frequência miccional e noctúria, na ausência de fatores infecciosos, metabólicos ou 

locais (FONG & NITTI, 2010; SHABAN et al., 2010; TOOZS-HOBSON, 2010).  

A SBH tem uma alta prevalência, estimada em 12-17% da população adulta, 

e aumento da incidência com a idade, afetando cerca de 34 milhões de pessoas nos 

Estados Unidos (NEY et al., 2008). Como é um distúrbio bastante comum, a 

incontinência urinária possui efeito significativo sobre a qualidade de vida das 

pessoas, sendo causa de isolamento social, frustração, ansiedade e depressão. O 

tratamento inicial da SBH consiste em mudanças de comportamento e estilo de vida 

para controlar os sintomas. Agentes antimuscarínicos são o principal tratamento 

farmacológico da SBH e geralmente são seguros e eficazes para o alívio dos 

sintomas. A combinação de intervenções comportamentais e a farmacoterapia pode 

melhorar o benefício terapêutico (WYMAN et al., 2009; KRAUS et al., 2010). 

O fumarato de fesoterodina (FESO) é um novo e potente antagonista dos 

receptores muscarínicos recentemente aprovado para o tratamento de pacientes 

com SBH. A FESO atua como um pró-fármaco e após sua administração é 

rapidamente hidrolisada por esterases plasmáticas para o metabólito ativo, 5-

hidroximetil tolterodina (5-HMT) (COLE, 2004; KHULLAR et al., 2008). 

A FESO foi liberada para uso clínico em abril de 2007 pela agência européia 

European Medicines Agency (EMEA) e, em 31 de outubro de 2008, pela agência 

norte-americana Food and Drug Administration (FDA), com nome comercial Toviaz®, 

produzido pelo laboratório Pfizer nos Estados Unidos e, em alguns países europeus, 

na forma de comprimidos de liberação prolongada (4 e 8 mg). No Brasil, o 

medicamento ainda não foi introduzido no mercado. 

Os avanços tecnológicos recentes na área farmacêutica viabilizaram o 

desenvolvimento e produção de novos fármacos de interesse terapêutico, os quais 

necessitam cumprir diretrizes regulamentadas para evitar e prevenir os riscos na 

qualidade e segurança. A garantia da qualidade é um importante aspecto a ser 

considerado desde o projeto até a liberação do produto ao consumidor. De acordo 

com a legislação vigente, os medicamentos comercializados devem cumprir com 
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especificações que garantam segurança ao consumidor. Estas normas são 

dinâmicas e devem ser atualizadas para acompanhar a evolução tecnológica dos 

processos, novos equipamentos e gerenciamento da qualidade (BRASIL, 2003; ICH, 

2005; USP 34, 2011).  

Neste contexto, o controle de qualidade é responsável pela avaliação de 

inúmeras propriedades que conferem a qualidade aos medicamentos, desde a 

matéria-prima até o produto acabado. Possui ainda atuação no desenvolvimento e 

validação de métodos analíticos, nos estudos de estabilidade de formulações, na 

análise de produtos de degradação e na padronização de procedimentos de 

produção (SWARTZ & KRULL, 1998). Atualmente, o conhecimento dos fatores 

inerentes à estabilidade dos fármacos é de suma importância. O conhecimento das 

rotas de fragmentação e a identificação dos produtos de degradação pode garantir a 

administração terapêutica do medicamento de uma maneira segura e eficaz, 

evitando efeitos adversos e a perda da atividade. 

A validação de métodos analíticos, utilizados para avaliar a qualidade do 

fármaco em estudo, garante que os mesmos atendam às exigências das aplicações 

analíticas e assegure a confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados (BRASIL, 

2003; ICH, 2005; USP 34, 2011), demonstrando a importância do desenvolvimento 

deste trabalho. 

O desenvolvimento de métodos analíticos utilizando diferentes técnicas 

possibilita uma visão ampla das vantagens e desvantagens dos avanços 

tecnológicos da área analítica. Destaca-se que a FESO não possui monografia em 

compêndios oficiais nem registros disponíveis para determinações quantitativas em 

produto acabado, bem como relatos sobre sua estabilidade. Além disso, não foi 

encontrado método para o ensaio de dissolução dos comprimidos de liberação 

prolongada. Com base no exposto, a validação de métodos analíticos para 

realização do controle de qualidade do fármaco em comprimidos, possibilitando a 

análise qualitativa e quantitativa, além do estudo de estabilidade e o ensaio de 

dissolução justificam a realização deste trabalho. Assim, este estudo contribui para o 

domínio tecnológico e científico, aprimorando a área de controle da qualidade e 

garantindo a segurança e eficácia terapêutica dos produtos farmacêuticos 

comercializados. 
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2.1. OBJETIVO GERAL 

Desenvolver metodologia analítica para a determinação qualitativa e 

quantitativa de FESO, bem como estabelecer as condições para avaliação do perfil 

de dissolução dos comprimidos de liberação prolongada e avaliar diferentes 

condições de estresse que influenciam na estabilidade do fármaco, possibilitando, 

também, identificar os seus produtos de degradação. 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Aplicar métodos qualitativos para identificação de FESO nos comprimidos de 

liberação prolongada por cromatografia em camada delgada (CCD), 

espectrofotometria na região do ultravioleta (E UV), espectrofotometria derivada 

de primeira ordem (ED-1), espectrofotometria derivada de segunda ordem (ED-

2), cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), eletroforese capilar (EC), 

cromatografia líquida (liquid chromatography – LC) acoplada à espectrometria de 

massas (mass spectrometry – MS) com eletronebulização (electrospray ionization 

– ESI) (LC-ESI-MS) e LC-ESI-MS sequencial (LC-ESI-MS/MS); 

 Desenvolver e validar métodos para determinação quantitativa de FESO nos 

comprimidos de liberação prolongada por ED-2, CLAE, EC e LC-ESI-MS/MS; 

 Realizar análise estatística comparativa entre os métodos propostos; 

 Realizar estudo da estabilidade térmica, química e fotoquímica do fármaco na 

forma farmacêutica; 

 Identificar os principais produtos de degradação do fármaco por LC-ESI-MS; 

 Propor a rota de fragmentação da FESO; 

 Determinar a cinética de fotodegradação do fármaco; 

 Isolar por CLAE semipreparativa o principal produto de fotodegradação 

majoritário; 
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 Desenvolver e validar método de dissolução para comprimidos de liberação 

prolongada de FESO; 

 Determinar a cinética de dissolução do fármaco. 
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3.1. ASPECTOS GERAIS 

A International Continence Society define a síndrome da bexiga hiperativa 

(SBH) pela presença de urgência urinária, com ou sem incontinência, geralmente 

acompanhada pelo aumento da freqüência urinária e noctúria (ABRAMS et al., 

2002). Os mecanismos responsáveis pelo desencadeamento destes sintomas estão, 

direta ou indiretamente, associados às perturbações na integração do sistema 

nervoso central (SNC), do sistema nervoso autônomo e de alterações na ultra-

estrutura das relações intercelulares do músculo detrusor da bexiga (SHABAN et al., 

2010; CALLEGARI et al., 2011). 

A SBH é uma condição crônica ocorrendo tanto em homens quanto em 

mulheres, com uma prevalência que aumenta com o avanço da idade. Um estudo 

recente, usando as definições da International Continence Society, determinou a 

prevalência global da SBH em 12%, variando de 7% a 10% em indivíduos com 

menos de 39 anos de idade para quase 20% para aqueles com mais de 60 anos 

(CHAPPLE et al., 2005; IRWIN et al., 2006; MICHEL & HEDGE, 2006; CHAPPLE et 

al., 2007). 

Possíveis fatores de risco para incontinência urinária incluem gravidez, fatores 

obstétricos, menopausa, histerectomia, obesidade, incapacidade funcional, déficit 

cognitivo e fumo (NICE CG040, 2006). Particularmente, outros fatores podem 

desencadear a incontinência, como a deficiência dos ligamentos que sustentam a 

uretra e deficiência intrínseca do esfíncter, que afetam as mulheres, assim como, a 

fraqueza do esfíncter, principal causa de incontinência detectada nos homens 

(SHABAN et al., 2010). 

A fisiopatologia da SBH é complexa. Esta síndrome é causada principalmente 

pela hiperatividade do músculo detrusor, definida como contrações involuntárias 

deste músculo durante a fase de enchimento da bexiga, resultado da contínua e 

crescente atividade aferente. Durante a função normal, a bexiga deve estar relaxada 

assim que estiver preenchida de urina (GUPTA et al., 2010). A causa da SBH ainda 

é desconhecida; no entanto, três principais teorias da hiperatividade do detrusor têm 

sido propostas. A teoria miogênica sugere que a desnervação parcial do detrusor 

resulta em alterações nas propriedades das células musculares deste músculo 
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levando a um aumento da excitabilidade e, portanto, produzindo aumento na 

pressão involuntária (BRADING, 1997). A teoria neurogênica sugere que os danos 

ao centro das vias inibitórias podem desmascarar reflexos que desencadeiam a 

hiperatividade do detrusor (DE GROAT, 1997). Uma terceira teoria, a hipótese da 

bexiga autônoma, foi proposta em 2004. Esta sugere que a hiperatividade do 

detrusor é uma conseqüência da ativação inapropriada ou modulação da atividade 

fásica (GILLESPIE, 2004). 

Como a causa subjacente da SBH é multifatorial e muitas vezes 

indeterminada, algumas modalidades de tratamento focam no alívio sintomático. 

Atualmente, os tratamentos incluem formas farmacológicas e não farmacológicas, 

como terapia comportamental, estratégias de enfrentamento, vestuário de proteção, 

estimulação do assoalho pélvico ou estimulação do nervo sacral. Em último caso, 

procedimentos cirúrgicos são necessários (MILSOM et al., 2001; IRWIN et al., 2006). 

O tratamento ideal deve ser escolhido considerando as características individuais de 

cada paciente, a presença de medicações concomitantes e o perfil fármacológico de 

diferentes fármacos (CHAPPLE et al., 2008; THÜROFF et al., 2011). Os tratamentos 

farmacológicos primários considerados de primeira linha para o alívio dos sintomas 

da SBH são os fármacos antimuscarínicos, que têm eficácia comprovada na melhora 

dos sintomas (CHAPPLE et al., 2005; CHAPPLE et al., 2007).  

Os antimuscarínicos atuam nos receptores muscarínicos, dos quais existem 

cinco subtipos distintos (M1-M5) (VOLPICELLI & LEVEY, 2004). Uma seletividade 

relativa de receptores muscarínicos tem sido proposta como um mecanismo 

potencial de maximizar a eficácia terapêutica para SBH enquanto minimiza os efeitos 

colaterais desagradáveis. O músculo detrusor contém receptores M2 e M3, com 

predominância 3:1 do subtipo M2 (HEDGE & EGLEN, 1999). Apesar da 

predominância de receptores M2, vários pesquisadores descobriram que os 

receptores M3 são os principais responsáveis pela contração da bexiga (CHESS-

WILLIANS et al., 2001). Este conceito levou ao desenvolvimento de agentes 

antimuscarínicos com relativa seletividade aos receptores M3 (ALABASTER, 1997; 

PERETTO et al., 2009; SMITH & WEIN, 2010). 

Vários representantes desta classe estão disponíveis comercialmente, sendo 

que todos bloqueiam os receptores muscarínicos efetivamente, mas podem diferir 
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pelo método de aplicação, metabolismo corporal e perfil de eventos adversos. 

Desses, incluem a darifenacina, oxibutinina, solifenacina, tróspio, propiverina, 

tolterodina, e mais recentemente, a FESO. A tolterodina ainda permanece como líder 

no mercado global, embora geralmente bem tolerada, sua eficácia em relação ao 

placebo é apenas moderada (CHAPPLE et al., 2005; MICHEL, 2008). Enquanto 

vários destes fármacos apresentam múltiplas doses registradas, a dose-

dependência é mal estabelecida. Além disso, muitos desses medicamentos têm 

restrições de uso em alguns pacientes. Outras classes de fármacos são usadas 

como segunda linha de tratamento, como a toxina botulínica tipo A, que age por 

bloqueio seletivo da liberação de acetilcolina nas terminações nervosas, os 

antidepressivos, como a imipramina, que possui efeitos anticolinérgicos sistêmicos, e 

também, os agentes antidiuréticos, representado pela desmopressina (ROBINSON & 

CARDOZO, 2010; SHABAN et al., 2010; DMOCHOWSKI & GOMELSKY, 2011). 

De maneira geral, os antimuscarínicos podem ser divididos em aminas 

terciárias e quaternárias. Eles diferem em relação à lipofilicidade, à carga molecular, 

e até mesmo ao tamanho molecular; compostos terciários geralmente têm maior 

lipofilicidade e maior carga molecular do que agentes quaternários. A maioria dos 

compostos, incluindo a FESO e seu metabólito ativo 5-HMT, são aminas terciárias. 

Eles são geralmente bem absorvidos pelo trato gastrointestinal e devem, 

teoricamente, ser capazes de passar para o SNC, dependendo de suas 

propriedades físico-químicas individuais. Elevada lipofilia, pequeno tamanho 

molecular e menor carga aumentam as possibilidades para atravessar a barreira 

hematoencefálica. No entanto, compostos de amônio quaternário, como o tróspio, 

não são bem absorvidos, passam para o SNC de forma limitada e tem uma baixa 

incidência de efeitos colaterais no SNC (GUAY, 2003). Mas, também produzem os 

bem conhecidos efeitos secundários antimuscarínicos periféricos que afetam a 

qualidade de vida dos pacientes, tais como, constipação, boca seca e visão turva. 

Alguns pacientes podem sofrer também angina, dor no peito, gastroenterite, dor de 

cabeça e tontura (ANDERSSON et al., 2009). Nenhum dos medicamentos 

atualmente disponíveis está em condições ideais em termos de eficácia e 

tolerabilidade (ROSENBLUM, 2009).  
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3.2. FUMARATO DE FESOTERODINA (FESO) 

3.2.1. Descrição 

O fumarato de fesoterodina (Figura 3.1) é um novo derivado das 3,3-

difenilpropil aminas e apresenta as seguintes características (EMEA, 2007; 

DRUGBANK, 2011; PFIZER, 2011): 

 Aspecto: pó cristalino branco ou quase branco não higroscópico; 

 Nome químico (IUPAC): fumarato de [2-[(1R)-3-(di(propan-2-il)amino)-1-

fenilpropil]-4-(hidroximetil)fenil]2-metilpropionato; 

 Fórmula molecular: C30H41NO7; 

 Massa molecular: 527,66; 

 Denominação Comum Internacional (DCI): fesoterodine fumarate; 

 Denominação Comum Brasileira (DCB): fumarato de fesoterodina; 

 Registro no Chemical Abstracts (CAS): [286930-03-8]; 

 Ponto de fusão: 103 °C; 

 Solubilidade: muito solúvel em água, solúvel em etanol, metanol, acetona e 

acetonitrila, levemente solúvel em tolueno, praticamente insolúvel em 

heptano. 

 

FIGURA 3.1. Estrutura química do fumarato de fesoterodina (PFIZER, 2011). 
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3.2.2. Mecanismo de ação 

A FESO, uma vez convertida ao seu metabólito ativo, 5-HMT, age como um 

antagonista competitivo nos receptores muscarínicos. Isto resulta na inibição da 

contração da bexiga e diminuição da pressão do músculo detrusor, permitindo que a 

bexiga retenha grandes volumes de urina e reduzindo o número de episódios de 

incontinência (ELLSWORTH et al., 2009; GUPTA et al., 2010). 

3.2.3. Aspectos farmacológicos 

A FESO (Fig. 3.1) é um novo antagonista dos receptores muscarínicos 

disponível clinicamente que atua funcionalmente como um pró-fármaco. O fármaco é 

rapidamente e extensamente hidrolisado por esterases não-específicas à 5-HMT, 

seu metabólito ativo, independentemente do sistema citocromo (CYP) P450. A 

atividade antimuscarínica da FESO é primariamente atribuível à 5-HMT, que é 

metabolizada em metabólitos inativos através do sistema CYP P450 pelas enzimas 

CYP2D6 e CYP3A4 (GOMELSKY & DMOCHOWSKI, 2010). 

A hidrólise da FESO por esterases plasmáticas está associada a uma menor 

exposição enzimática do fármaco ativo do que o tratamento com tolterodina, que 

também possui o mesmo metabólito ativo, 5-HMT. Porém, esta metabolização 

ocorre de forma distinta: ao contrário da FESO, o metabolismo da tolterodina é 

realizado pelo sistema CYP P450, especialmente por enzimas CYP2D6. Isto pode 

ser particularmente relevante em pacientes com baixa atividade enzimática de 

CYP2D6, por exemplo, pacientes que apresentam deficiência hepática ou em casos 

de interações medicamentosas. Como resultado da sua reduzida variabilidade 

farmacocinética, juntamente com uma baixa lipofilicidade da 5-HMT, a FESO 

apresenta menores riscos de efeitos colaterais (MICHEL, 2008; MALHOTRA et al., 

2009a; MALHOTRA et al., 2011). 

Devido à rápida metabolização, a FESO não pode ser detectada no sangue, 

sendo que seu metabólito ativo possui uma biodisponibilidade de 52%. A 5-HMT é 

metabolizada no fígado em seus metabólitos carboxi-metil, carboxi-N-desisopropil, e 

N-desisopropil através de duas vias principais que envolvem enzimas do sistema 
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CYP P450: CYP2D6 e CYP3A4, como representado na Figura 3.2. Nenhum destes 

metabólitos contribui significativamente para a atividade antimuscarínica da FESO. O 

metabolismo hepático e a excreção renal contribuem significativamente para a 

eliminação do metabólito ativo. Após a administração oral de FESO, 

aproximadamente 70% da dose administrada é excretada na urina como 

metabólitos. Destes, 16% são do metabólito ativo, 34% do metabólito carboxi-metil, 

18% do metabólito carboxi-N-desisopropil e 1% do metabólito N-desisopropil. Além 

disso, uma pequena quantidade do fármaco intacto (7%) é excretada nas fezes 

(MALHOTRA et al., 2009b; GOMELSKY & DMOCHOWSKI, 2010; GUPTA et al., 

2010). 

 

FIGURA 3.2. Via metabólica da fesoterodina – Adaptado de MALHOTRA et al., 
2009b. 
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As concentrações plasmáticas da 5-HMT aumentam proporcionalmente com a 

dose, atingindo níveis plasmáticos máximos após aproximadamente 5 horas 

(MALHOTRA et al., 2008). Além disso, não foi observada acumulação após 

administração de doses múltiplas (GOMELSKY & DMOCHOWSKI, 2010). O volume 

médio de distribuição após infusão intravenosa de 5-HMT é de 169 litros (PFIZER, 

2011), apresentando baixa ligação às proteínas plasmáticas, de aproximadamente 

50%. Também, estudos indicam que a alimentação não influencia de forma relevante 

no efeito clínico da farmacocinética da FESO (MALHOTRA et al., 2009c). 

3.2.4. Polimorfismo e quiralidade 

Polimorfismo, a ocorrência de formas cristalinas diferentes, é uma 

característica de algumas moléculas e complexos moleculares. Uma única molécula 

pode dar origem a uma variedade de polimorfos possuindo estruturas cristalinas e 

propriedades físicas distintas, como ponto de fusão, comportamento térmico 

(avaliado por análise termogravimétrica ou calorimetria exploratória diferencial), perfil 

de difração de raios-X, espectro de absorção no infravermelho e espectro de RMN 

do estado sólido. Uma ou mais destas técnicas pode ser usada para distinguir 

diferentes formas polimórficas de um composto. A descoberta de novas formas 

polimórficas de um produto farmacêutico pode fornecer produtos com propriedades 

físicas e físico-químicas que alteram a biodisponibilidade e terapêutica, como maior 

estabilidade e perfil de dissolução melhorado, além de facilidade de manipulação e 

purificação durante o processo de produção (STEPHENSON et al., 2001; SHAH et 

al., 2006; AALTONEN et al., 2009). As formas cristalina e amorfa do fumarato de 

fesoterodina, bem como a forma cristalina da fesoterodina base estão caracterizadas 

e descritas na literatura (CIAMBECCHINI et al., 2010; KEREKES et al., 2011). 

Muitos fármacos possuem, em geral, um ou mais centros quirais que 

influenciam sua atividade no organismo. O alto grau de estereosseletividade de 

diversos processos biológicos implica que, quando uma dada mistura racêmica é 

administrada, assim como um fármaco, ambos enantiômeros apresentam efeitos 

diferenciados. Frequentemente, um dos representantes constitui o isômero mais 

ativo para uma dada ação enquanto o outro isômero pode apresentar outra ação 

farmacológica, contribuindo para os efeitos adversos, modificando a toxicidade ou 
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mesmo atuando como antagonista (MAIER et al., 2001; AGRANAT et al., 2002). A 

fim de viabilizar a separação de enantiômeros, assegurando a qualidade e 

segurança de produtos farmacêuticos, cada vez mais são desenvolvidas 

metodologias analíticas enantiosseletivas. A técnica consiste no uso de substâncias 

quirais que interagem com os enantiômeros de modo seletivo (GÜBITZ & SCHMID, 

2006). Como resultado destas interações, as formas enantioméricas apresentam 

comportamentos diferentes, como velocidade de reação e solubilidade, o que 

possibilita a separação para a quantificação individual de cada enantiômero e 

isolamento para produção de fármacos opticamente puros (ABOUL-ENEIN & ALI, 

2003). A FESO está disponível comercialmente na forma do enantiômero R. Apenas 

dois métodos analíticos foram encontrados na literatura para a determinação 

enantiosseletiva de intermediários da síntese da FESO. O método por CLAE 

empregou coluna Chiralpak AD (250 x 4,6 mm) e eluente composto por n-

heptano/etanol/ácido trifluoracético (92,5/7,5/0,1% v/v) eluído em 1 mL/min. A 

determinação por EC foi realizada utilizando um capilar de sílica fundida de 60 cm de 

comprimento e 75 µm de diâmetro interno. O eletrólito foi composto por uma mistura 

de 100 mM/100 mM tampão tris/ácido bórico (pH 8.5) combinado com 3% (p/v) de 

hidroxipropil-β-ciclodextrina (MEESE, 2004). 

3.3. DETERMINAÇÃO QUALITATIVA E QUANTITATIVA 

A validação de métodos analíticos é um processo dinâmico e constante que 

inicia nas fases de seleção, desenvolvimento e otimização das metodologias, 

qualificação dos instrumentos, materiais e pessoal (RIBANI et al., 2004; SHABIR et 

al., 2007). Um processo de validação bem definido e documentado fornece 

evidências objetivas de que o método atende às exigências das aplicações 

analíticas, sendo adequado para o uso pretendido. Os parâmetros fundamentais 

avaliados na validação de um método são: especificidade, linearidade, precisão, 

exatidão, robustez, limite de detecção e limite de quantificação (BRASIL, 2003; 

ERMER & MILLER, 2005; ICH, 2005; ROZET et al., 2007). A capacidade de um 

método analítico de separar, detectar e quantificar impurezas ou produtos de 

degradação também é parâmetro que deverá ser avaliado durante a validação (RAO 
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& NAGARAJU, 2003; ICH, 2006a; ICH, 2006b). Um método deve ser validado ou 

revalidado sempre que seus parâmetros sofrerem alterações. 

Quanto à definição e execução dos parâmetros analíticos de validação, tanto 

o ICH (2005) como a Farmacopeia Americana (USP 34, 2011) reconhecem que não 

há necessidade de serem avaliados todos os parâmetros. O tipo de método e o seu 

propósito é que irão determinar o desenvolvimento do processo e os parâmetros a 

serem avaliados (SWARTZ & KRULL, 1998; ERMER, 2001; ERMER & MILLER, 

2005). 

Métodos indicativos de estabilidade são requeridos para monitorar possíveis 

produtos de degradação que possam surgir devido a interações da substância ativa 

com os excipientes, processo de produção, embalagens e/ou armazenamento 

inadequado. O método indicativo de estabilidade necessita ser validado e ser 

incluído na investigação e aplicação de novos fármacos. Estes métodos devem ser 

robustos e reunir todos os parâmetros de validação requeridos em cada estágio do 

desenvolvimento do fármaco e na análise do produto final (ICH, 2003; ICH, 2006a; 

ICH, 2006b; BOUABIDI et al., 2010; SEHRAWAT et al., 2010). 

A utilização de métodos analíticos é imprescindível para que o controle de 

qualidade possa garantir a segurança, eficácia e qualidade total de um 

medicamento. São várias as metodologias analíticas utilizadas na análise 

farmacêutica, tais como, técnicas cromatográficas, eletroforéticas e espectrais, 

empregadas conforme a análise requerida (GÖRÖG, 2007).  

3.3.1. Espectrofotometria derivada (ED) 

Os métodos espectrofotométricos são as técnicas mais comumente utilizadas 

e continuam a desfrutar de grande popularidade. A disponibilidade de 

instrumentação, a simplicidade dos procedimentos, a velocidade, a precisão, e a 

exatidão da técnica ainda fazem dos métodos espectrofotométricos uma atraente 

opção. Além disso, estes métodos são mais econômicos e mais simples, em 

comparação aos métodos por CLAE e EC. A ED na região UV-vis é uma técnica útil 

na obtenção de informações qualitativas e quantitativas pela sobreposição das 
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bandas dos analitos e interferências (PASCHOAL et al., 2003; ROJAS & OJEDA, 

2009).  

A ED é uma técnica analítica que consiste na diferenciação do espectro 

normal pela transformação matemática da curva espectral em uma derivada 

(primeira ou mais derivadas), utilizando técnicas de processamento de dados. Essa 

técnica apresenta maior seletividade que a espectrofotometria clássica, devido à 

separação das bandas espectrais sobrepostas e à melhor detectabilidade dos 

pequenos traços espectrais (OJEDA & ROJAS, 2004). Além disso, torna as bandas 

largas mais finas, individualizando melhor os constituintes da mistura e eliminando a 

interferência de produtos indesejáveis, como excipientes e produtos de degradação 

(PASCHOAL et al., 2003). 

A ED tem sido utilizada como uma importante ferramenta para análise 

quantitativa, caracterização e controle de qualidade nas áreas farmacêuticas e 

biomédicas (DONATO et al., 2010). Atualmente, esta técnica oferece uma poderosa 

alternativa para a análise quantitativa de mistura de múltiplos componentes, 

especialmente para análise de produtos de degradação como métodos indicativos 

de estabilidade (ROJAS & OJEDA, 2009; CIELECKA-PIONTEK & JELINSKA, 2010; 

HEGAZY et al., 2012). 

3.3.2. Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

A CLAE, especialmente com detecção na região do UV, constitui-se em um 

procedimento de larga utilização, principalmente em razão da sua versatilidade e 

disponibilidade em diversos laboratórios de análise. A possibilidade de variação dos 

mecanismos de separação através da escolha correta da coluna e fase móvel e do 

método de detecção permite a utilização desta técnica nas diferentes fases de 

estudo de produtos farmacêuticos (COLLINS et al., 2006; KAZAKEVICH & 

LOBRUTTO, 2007).  

A separação cromatográfica é obtida através das interações físicas e 

químicas dos componentes da amostra com a fase móvel e a fase estacionária. A 

diferença na intensidade da retenção dos solutos na coluna determina a resolução 

dos mesmos (SKOOG et al, 2003; DONG, 2006). 
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Esta técnica possui inúmeras vantagens como a análise quantitativa rápida e 

precisa, operação automatizada, sensibilidade de detecção, recuperação 

quantitativa da amostra e a aplicabilidade da técnica a diversos tipos de matrizes. 

Entre as limitações da metodologia incluem-se ausência de detector universal, 

menor eficiência de separação que algumas técnicas, custo elevado e necessidade 

de analistas treinados, devido à diversidade de parâmetros de análise e 

particularidades da técnica (WATSON, 2005; DONG, 2006; SHABIR et al., 2007). 

A CLAE é o principal método para a análise de impurezas orgânicas 

relacionadas, sendo amplamente utilizada em estudos de estabilidade de fármacos 

devido a sua sensibilidade, especificidade e capacidade de resolução (BAKSHI & 

SINGH, 2002). Portanto, a CLAE é uma técnica muito bem estabelecida como 

ferramenta efetiva no controle de processo industrial e na análise de matéria-prima e 

produto acabado (RAO & NAGARAJU, 2003). 

3.3.2.1. Colunas monolíticas 

Atualmente, na indústria farmacêutica há uma necessidade cada vez maior de 

velocidade e economia de tempo e custos. Assim sendo, uma demanda para o 

desenvolvimento de procedimentos analíticos mais rápidos é necessária. Uma 

alternativa muito interessante a essa necessidade são as colunas monolíticas. 

Mesmo utilizando uma instrumentação cromatográfica comum, essas colunas 

fornecem um alto desempenho, assim como apresentado pela cromatografia líquida 

de ultra eficiência e eletroforese capilar (GUILLARME et al., 2007; MIYAMOTO et al., 

2008). 

A coluna monolítica difere das colunas convencionais por não ser 

empacotada com partículas porosas de sílica, normalmente de 3 ou 5 μm.  O 

empacotamento das colunas monolíticas é um material poroso formado por 

monômeros de sílica e monômeros orgânicos, apresentando poros com diferentes 

tamanhos. Nas colunas convencionais, o material particulado apresenta mesoporos 

de tamanho de 6 até 30 nm, enquanto que na monolítica o suporte cromatográfico 

possui uma estrutura tridimensional, com mesoporos em torno de 10 nm e 
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macroporos de 2 μm de diâmetro (FARIA et al., 2006; TANAKA & KOBAYASHI, 

2003). 

A principal vantagem das colunas monolíticas frente às colunas normais é a 

realização de separações rápidas com elevadas taxas de vazão da fase móvel, sem 

comprometer a resolução cromatográfica. Uma taxa de vazão tão elevada somente é 

possível devido à presença de macroporos, que oferecem uma baixa resistência à 

vazão de fase móvel, e consequente menor pressão. A separação cromatográfica 

ocorre principalmente nos mesoporos, que são os principais responsáveis pela alta 

eficiência obtida com as fases monolíticas. As eficiências das fases monolíticas são 

similares às obtidas com colunas empacotadas com partículas de 3 μm, no entanto a 

diferença de pressão ao longo de uma coluna monolítica é cerca de 65% menor 

(FARIA et al., 2006; IKEGAMI et al., 2008). 

As colunas monolíticas ainda não estão incluídas nos compêndios oficiais, 

onde as colunas com empacotamento convencional de sílica são comumente 

utilizadas. Neste sentido, considera-se necessário investigar se as separações 

desenvolvidas em colunas convencionais de sílica podem ser transferidas para 

colunas monolíticas mantendo a qualidade da separação cromatográfica 

(CABRERA, 2004; WANG et al., 2009). A transferência de uma coluna clássica para 

uma coluna monolítica resulta em um significativo ganho de tempo, sendo que o 

consumo total de solventes por análise é menor ou equivalente aos métodos 

utilizando colunas convencionais. Assim, destaca-se a aplicação destas colunas 

para análise de rotina na indústria farmacêutica (VAN NEDERKASSEL et al., 2003; 

UNGER et al., 2008). 

3.3.3. Cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas 

A CLAE pode ser combinada a diferentes sistemas de detecção, tratando-se 

de uma das técnicas analíticas mais utilizadas e de melhor desempenho. A MS é 

uma técnica microanalítica utilizada para obter informação do peso molecular e de 

características estruturais da amostra. Características como inigualável 

sensibilidade, limites de detecção, velocidade e diversidade das suas aplicações 

elevaram a MS a uma posição de destaque entre os métodos analíticos. A LC-MS é 
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uma técnica analítica que combina a capacidade de separação da CLAE com a 

seletividade e a capacidade de análise molecular da MS (NIESSEN, 1999; ARDREY, 

2003). 

O desafio de tornar as operações em pressões elevadas da CLAE 

compatíveis com as baixíssimas pressões da MS, assim como outros problemas de 

acoplamento, culminou com o desenvolvimento de diferentes interfaces para o 

acoplamento LC-MS. A interface de LC-MS fornece a conexão entre a CLAE e a MS, 

sendo responsável pela transferência confiável e eficiente dos analitos da fase 

aquosa para a fase gasosa. A vazão do eluente utilizado na CLAE é relativamente 

alta, de maneira que não é possível bombear o eluente diretamente para o 

espectrômetro, que opera a pressões muito baixas sob vácuo. Assim, uma das mais 

importantes funções de uma interface empregada em LC-MS é remover toda ou, 

pelo menos, uma parte significativa da fase móvel. Além disso, a interface é também 

responsável pelo elemento crítico na análise por MS: a ionização. Compostos como 

os fármacos que são separados por CLAE são relativamente pouco voláteis e/ou 

sensíveis à temperatura, de maneira que não é possível ionizá-los utilizando as 

técnicas de ionização mais comumente aplicadas na MS. Desta forma, para o 

acoplamento da CLAE à MS foi necessário o desenvolvimento de interfaces e de 

formas de ionização alternativas. Dentre as fontes de ionização desenvolvidas, as 

mais empregadas são a ESI e a ionização química à pressão atmosférica 

(atmospheric pressure chemical ionization – APcI) (NIESSEN, 1999; ARDREY, 2003; 

LEE, 2005). 

A combinação da capacidade de separação da cromatografia, que permite 

que compostos "puros" sejam introduzidos no espectrômetro de massas, com a 

capacidade de identificação da MS é claramente vantajosa, pois muitos compostos 

com características cromatográficas semelhantes ou idênticas possuem espectros 

de massa bastante diferentes e podem, portanto, ser diferenciados. Esta 

especificidade extra possibilita a determinação dos analitos em uma mistura 

complexa, a qual não seria possível utilizando as técnicas isoladamente. Portanto, a 

combinação da CLAE com a MS permite, com muita sensibilidade e seletividade, 

uma identificação definitiva e também uma determinação quantitativa dos compostos 

que não estão totalmente resolvidos cromatograficamente (KLYUEV, 2002; 

ARDREY, 2003; NIESSEN, 2003). 
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A LC-MS é uma técnica muito poderosa para a análise de baixos níveis de 

produtos de degradação em formulações farmacêuticas. A fim de obter uma 

determinação rápida e precisa dos produtos de degradação do fármaco sem o 

demorado processo de isolamento, a combinação da LC-MS e/ou LC-RMN pode ser 

a melhor escolha (ROURICK et al., 1996, VOLK et al., 1996; PENG et al., 1999, 

ERMER & VOGEL, 2000; WU, 2000; KERNS, 2006). 

A LC-MS sequencial ou LC-MS/MS envolve dois ou mais estágios de seleção 

de massas, a fim de examinar seletivamente a fragmentação dos íons. Dessa forma, 

esta técnica analítica torna-se ainda mais seletiva, rápida e sensível. Misturas 

complexas com substâncias de estruturas químicas semelhantes são facilmente 

identificadas utilizando esta técnica, o que a torna o método de escolha na análise 

bioanalítica de fármacos. Além disso, a LC-MS/MS está sendo muito utilizada no 

desenvolvimento farmacêutico, possibilitando a elucidação estrutural de impurezas e 

produtos de degradação. A identificação da fragmentação destes compostos ajuda a 

compreender os potenciais efeitos colaterais associados à degradação, na 

concepção de uma formulação mais favorável e na síntese de novos medicamentos 

com maior estabilidade (SHAH et al., 2008; LI et al., 2009, MEHTA et al., 2010; 

VYAS et al., 2010). 

3.3.4. Eletroforese capilar (EC) 

A EC é uma técnica extremamente útil para análises de pequenas moléculas, 

especialmente compostos farmacêuticos, além de proteínas, peptídeos, vitaminas, 

compostos orgânicos e inorgânicos e outros. A EC encontra-se bem estabelecida 

como técnica analítica, não só por ser considerada uma alternativa à CLAE, mas, 

também, por apresentar vantagens como simplicidade operacional, baixo custo de 

operação, facilidade de automação, alta eficiência de separação, baixo consumo de 

amostras, reagentes e solventes, e vários modos de separação (ALTRIA, 1998; 

MORZUNOVA, 2006). Essa técnica assume outras vantagens sobre a CLAE, pois 

problemas como alta pressão das bombas, vazamento de solventes e valor elevado 

das colunas são eliminados. Entretanto, a técnica apresenta algumas desvantagens, 

como uma menor sensibilidade devido ao baixo volume de amostra injetado, à 

estreita faixa de detecção devido ao pequeno diâmetro dos capilares de sílica e 
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menor precisão de injeção (ALTRIA et al., 1998; ALTRIA, 1999; WÄTZIG & 

GÜNTER, 2003; KOWALSKI et al., 2005). Assim, a EC é uma técnica complementar 

e uma alternativa viável à CLAE. Mesmo como técnica de rotina para análises 

específicas em alguns países, no Brasil a EC ainda permanece sendo utilizada 

quase que exclusivamente na pesquisa.  

A separação eletroforética baseia-se na migração diferenciada de compostos 

em um campo elétrico e possui diversas classificações de acordo com o modo de 

separação empregado, destacando-se a eletroforese capilar de zona (capillary zone 

electrophoresis – CZE) e cromatografia eletrocinética micelar (micellar electrokinetic 

chromatography – MEKC). Na CZE os compostos são separados pela combinação 

entre mobilidade eletroforética, definida pelo tamanho e o número de grupamentos 

ionizados, e a magnitude do fluxo eletrosmótico, ou seja, fluxo de solução gerado 

pela aplicação de voltagem no capilar preenchido com eletrólito. Na MEKC, a 

solução tampão contendo um tensoativo forma um micro-sistema de duas fases. O 

eletrólito é a fase primária, a qual é transportada eletro-osmoticamente sob ação do 

campo elétrico, enquanto que as micelas representam a fase secundária, pseudo-

estacionária, que é transportada por uma combinação de eletroforese e eletro-

osmose. Dessa forma, moléculas neutras podem ser separadas em função de sua 

hidrofobicidade, enquanto os compostos hidrofílicos, não são solubilizados na 

micela, são separados de acordo com a mobilidade eletroforética (TAVARES, 1996; 

TAVARES, 1997; ALTRIA, 1999; SANTORO et al., 2000). 

3.4. PLANEJAMENTO FATORIAL 

Com a sofisticação crescente das técnicas instrumentais, tornaram-se 

necessários tratamentos de dados mais complexos do ponto de vista matemático e 

estatístico. Neste sentido, a quimiometria tem sido muito enfatizada atualmente no 

desenvolvimento e validação de métodos analíticos, a qual emprega sistemas 

multivariados que podem analisar muitas variáveis simultaneamente. Assim, a 

utilização de desenhos estatísticos experimentais tem-se constituído em modelos 

efetivos de análise, pois possibilita a variação constante e planejada dos fatores a 

serem estudados, com os quais se obtém um grande número de informações 

através do menor número possível de experimentos, o que maximiza o rendimento, 
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a produtividade e a qualidade dos resultados, minimizando tempo e custos (DAVIES, 

1993; GABRIELSSON et al., 2002; ARMSTRONG, 2006). A idéia fundamental é 

mudar todos os fatores relevantes, simultaneamente, sobre um conjunto de 

experiências planejadas e em seguida, conectar e interpretar os resultados 

utilizando modelos matemáticos. A metodologia do planejamento fatorial, associada 

à análise de superfícies de resposta, é uma ferramenta fundamentada na teoria 

estatística, que fornece informações seguras sobre o processo, minimizando o 

empirismo que envolve técnicas de tentativa e erro. Essas metodologias além de 

permitirem uma maior precisão das estimativas dos efeitos principais dos fatores, 

também possibilitam tirar conclusões mais amplas a respeito dos fatores estudados 

de forma simultânea, além de informar sobre a interação entre os fatores 

(WISSMANN & GROVER, 2009). A sua utilização no desenvolvimento e validação 

de métodos analíticos aumentou consideravelmente nos últimos anos, coincidindo 

com a evolução dos microcomputadores e a disponibilização de softwares 

estatísticos. No entanto, para que essa metodologia atinja os objetivos desejados, é 

necessário haver uma integração entre o processo, a estatística e o bom senso do 

responsável pela montagem dos experimentos e análise estatística e estratégica dos 

resultados (MONTGOMERY, 2001). 

Neste sentido, a utilização de planejamentos experimentais, tanto no 

desenvolvimento quanto na validação de métodos analíticos, é de grande 

importância para a redução do número de experimentos e, consequentemente, 

diminuição do custo e tempo total de análise. Além do mais, esse tipo de 

procedimento permite uma completa avaliação estatística dos valores obtidos, com 

inúmeros tipos de gráficos e respostas. Assim, este tipo de procedimento, quando 

aplicado principalmente na otimização e na robustez de um método, é muito 

vantajoso em relação à metodologia clássica, que apresenta uma estatística limitada 

ou nula, baseada na interpretação e experiência do analista (GABRIELSSON et al., 

2002; RAGONESE et al., 2002; CAPELLA-PEIRÓ et al., 2006; PALABIYIK & ONUR, 

2010; DEJAEGHER & HEYDEN, 2011; VOGT & KORD, 2011). 

3.5. ENSAIO DE DISSOLUÇÃO 

A dissolução de medicamentos pode ser definida como o fenômeno em que 
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um fármaco no estado sólido se libera de sua forma farmacêutica de administração e 

entra em solução. Uma vez solubilizado, o fármaco está pronto para ser absorvido 

pelo organismo. Para medicamentos de administração oral, os parâmetros 

fundamentais que controlam a taxa e a extensão da absorção são a sua solubilidade 

aquosa e sua permeabilidade gastrointestinal (AMIDON et al., 1995; KASIM et al., 

2003). 

Assim, a solubilidade e a permeabilidade de fármacos – classificados em 

quatro classes biofarmacêuticas – podem ser utilizadas no desenvolvimento do 

método de dissolução e na verificação da possibilidade de realização da correlação 

in vivo-in vitro (CIVIV). De acordo com AMIDON e colaboradores (1995) e 

LINDENBERG e colaboradores (2004), as classes biofarmacêuticas dos fármacos 

são: 

 Classe 1: alta solubilidade e alta permeabilidade; 

 Classe 2: baixa solubilidade e alta permeabilidade; 

 Classe 3: alta solubilidade e baixa permeabilidade; 

 Classe 4: baixa solubilidade e baixa permeabilidade. 

A CIVIV é esperada quando a dissolução é a etapa limitante da absorção do 

fármaco na circulação, ou seja, para aqueles com baixa solubilidade. Por essa 

razão, se o fármaco é altamente permeável e a dissolução é a etapa limitante da 

absorção (Classe II), é muito provável o desenvolvimento de uma CIVIV (AMIDON et 

al., 1995; FDA, 1997). 

Na literatura pesquisada não é descrita a classificação biofarmacêutica da 

FESO. No entanto, existem dados de biodisponibilidade do seu metabólito ativo 5-

HMT (52%) e alta solubilidade do fármaco, e sua classificação biofarmacêutica 

poderá ser sugerida (EMEA, 2007). 

3.6. ESTABILIDADE: IDENTIFICAÇÃO DE PRODUTOS DE DEGRADAÇÃO E 
CINÉTICA DE FOTODEGRADAÇÃO 

A estabilidade é definida como a capacidade de uma determinada formulação, 

em um material de acondicionamento específico, manter suas especificações físicas, 



3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 28 

químicas, microbiológicas, terapêuticas e toxicológicas durante um período de tempo 

(O’DONNELL & BOKSER, 2006). O propósito do estudo de estabilidade é prover 

evidência de como a qualidade de um fármaco varia com tempo sob influência de 

uma variedade de fatores, e estabelecer um período de re-teste para a substância 

ou a vida de prateleira do produto, recomendando as condições de estocagem (ICH, 

2003). Pode também ser definida como o tempo (em dias, meses, anos) durante o 

qual a especialidade farmacêutica ou mesmo a matéria-prima considerada 

isoladamente mantém, dentro dos limites especificados e durante todo o período de 

estocagem e uso, as mesmas condições e características que possuía quando da 

época de sua fabricação (BRASIL, 2005). 

A determinação da estabilidade de um produto é de suma importância, pois 

fornece informações sobre como a qualidade da matéria-prima ou mesmo do 

produto acabado pode ser influenciada por alterações em diferentes fatores, tais 

como temperatura, umidade, luz, reações de hidrólise e reações de oxidação 

(KOMMANABOYINA & RHODES, 1999). Além disso, a estabilidade depende das 

propriedades físicas e químicas dos fármacos, excipientes e embalagens utilizados 

(MATTHEWS, 1999). 

As alterações na formulação farmacêutica podem levar à perda parcial ou 

total da atividade, alteração da biodisponibilidade, perda da uniformidade de 

conteúdo, perda da qualidade microbiológica, formação de produtos cuja toxicidade 

é elevada, entre outras. Modificações como, alterações de cor, solubilidade, pH, 

viscosidade, teor do fármaco ou presença de produtos de degradação, possibilitam, 

com boa margem de segurança, estabelecer um prazo mínimo de validade, no qual 

a formulação será estável (CARSTENSEN & RHODES, 2000). 

A literatura especializada recomenda que os testes de estabilidade devam 

consistir de duas etapas: testes acelerados e testes confirmatórios. Os estudos 

acelerados de estabilidade servem para acelerar a degradação química ou 

mudanças físicas de um produto farmacêutico em condições forçadas de 

armazenamento. Este tipo de estudo permite determinar quais os principais fatores 

que afetam a estabilidade do produto e qual a magnitude, além de elucidar produtos 

e rotas de degradação e fornecer dados importantes para o desenvolvimento de 

métodos analíticos a serem utilizados nos testes confirmatórios. Nesses ensaios as 



3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 29 

condições de degradação aos quais os produtos farmacêuticos e fármacos são 

submetidos são a degradação térmica, hidrólise ácida e básica, decomposição 

oxidativa e fotolítica. Os estudos confirmatórios de longa duração são realizados a 

fim de verificar as características físicas, químicas, biológicas e microbiológicas do 

produto durante e, opcionalmente, depois do prazo de validade esperado 

(CARSTENSEN & RHODES, 2000; ICH, 2003; KLICK et al., 2005). 

O conhecimento teórico das reações de degradação e dos princípios de 

cinética química, assim como uma ampla pesquisa em torno dos procedimentos 

utilizados, são necessários para o desenvolvimento dos ensaios de estabilidade. 

Além disso, sabe-se que a natureza química é um dos principais tipos de 

degradação nos medicamentos e ocorre a velocidades definidas que podem ser 

aceleradas através do aumento na temperatura (CARSTENSEN & RHODES, 2000). 

Tecnicamente, os estudos de cinética de degradação apresentam vários 

objetivos. Dentre eles, destacam-se a obtenção experimental dos dados cinéticos, a 

proposição do mecanismo de reação, o planejamento dos experimentos necessários 

para confirmar as hipóteses propostas e o estabelecimento das condições para 

acelerar ou diminuir a velocidade de reação conforme necessidade (CARSTENSEN 

& RHODES, 2000). 

Os princípios de cinética química envolvem a avaliação da velocidade e 

ordem de reação. A determinação da ordem de reação permite definir a variação da 

velocidade de reação com a concentração dos reagentes. As reações de ordem zero 

são aquelas em que a velocidade independe da concentração dos reagentes. A 

partir da determinação da velocidade e ordem de reação, torna-se possível a 

obtenção de outros dados, característicos de estudos de estabilidade, tais como, o 

t90%, que representa o tempo em que a concentração do fármaco atinge 90% da 

concentração inicial (NUDELMAN, 1975; CARSTENSEN & RHODES, 2000). 

A realização de um estudo de estabilidade está condicionada à existência de 

métodos analíticos indicativos de estabilidade. Assim, métodos analíticos que são 

indicativos de estabilidade possibilitam estabelecer se o fármaco contido nas 

amostras permanece inalterado, ou ainda parcial ou totalmente alterado, quando 

estas forem conservadas em condições adequadas. A determinação quantitativa do 

fármaco se faz necessária, assim como, se possível, a determinação dos seus 
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produtos de degradação. Uma técnica muito empregada para identificação completa 

do fármaco inalterado e de seus possíveis produtos de alteração é a CLAE. Os 

métodos de análises quantitativos devem ser, por sua vez, muito específicos de 

maneira a poderem distinguir entre o fármaco inalterado e o produto de degradação. 

Um método que não garanta esta diferenciação não deve ser utilizado, ou seja, não 

é adequado para verificar se o medicamento é estável (CARSTENSEN & RHODES, 

2000; BAKSHI & SINGH, 2002; BAJAJ et al., 2012). 
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4.1. INTRODUÇÃO 

A qualidade de uma substância de referência para a validação de métodos 

analíticos é de grande importância. De acordo com o FDA, existem duas categorias 

de substâncias de referência: as compendiais, que são obtidas de fontes 

farmacopeicas e não necessitam de caracterização posterior; e as não-compendiais, 

que são aquelas com elevado teor de pureza, mas que devem ser cuidadosamente 

caracterizadas para garantir sua identidade, potência e pureza (SWARTZ & KRULL, 

1998).  

A SQR de FESO utilizada neste trabalho é classificada como não compendial, 

sendo assim, objetivou-se a sua caracterização. 

4.2. SUBSTÂNCIA QUÍMICA DE REFERÊNCIA (SQR) DE FESO 

A SQR de FESO, com teor declarado de 98,0%, foi adquirida da empresa 

Toronto Reseach Chemicals Inc., Canadá. 

4.3. CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS 

4.3.1. Caracterização da SQR de FESO 

Utilizaram-se as seguintes técnicas para caracterização da SQR de FESO: 

espectrometria de massas por varredura total dos íons principais e por varredura dos 

íons secundários e espectroscopia de ressonância magnética nuclear de hidrogênio 

(RMN 1H). 

4.3.1.1. Espectrometria de massas 

A determinação do íon de relação massa/carga (m/z) da FESO SQR foi 

realizado em espectrômetro de massas Micromass® modelo Quattro LC, equipado 

com triplo quadrupolo e uma interface de ionização por ESI, operado no modo 

positivo. O gás de nebulização e dessolvatação foi nitrogênio, enquanto argônio foi 
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utilizado como gás de colisão. Os parâmetros operacionais fixados foram: fluxo de 

gás para nebulização de 51 L/h, fluxo de gás para dessolvatação de 385 L/h, 

voltagem do capilar de 3,5 kV, voltagem do cone de 45 V, voltagem do extrator de 3 

V, energia de colisão de 31 eV, temperaturas do bloco de 120 °C e de dessolvatação 

de 500 °C. 

A solução contendo 2 µg/mL de FESO SQR em metanol foi infundida 

diretamente no espectrômetro de massas utilizando uma bomba de infusão 

(Bioanalytical Systems). 

As análises foram realizadas junto ao Centro Bioanalítico de Medicamentos 

(CBIM) da UFRGS. 

4.3.1.1.1. Resultados e discussão 

Os parâmetros do instrumento foram otimizados de modo a maximizar a 

intensidade do ion de m/z 412 [M+H]+, visto que a massa molecular da FESO é 

411,57. O espectro de massas de FESO SQR, que foi adquirido no modo de 

varredura total dos íons principais com ESI positiva, está representado na Figura 4.1, 

apresentando o ion m/z 412,6 característico da FESO. 

 

FIGURA 4.1. Espectro de massas de FESO SQR adquirido no modo de varredura 
total dos íons principais com eletronebulização positiva. 
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A fragmentação do composto foi realizada ativando a energia de colisão do 

instrumento, adquirindo o espectro de massas no modo de varredura dos íons 

secundários com ESI positiva (Fig. 4.2). O principal fragmento da FESO em m/z 223 

[M+H]+ foi obtido pela perda dos radicais hidroxila, isobutirato e diisopropilamino. 

 

FIGURA 4.2. Espectro de massas de FESO SQR adquirido no modo de varredura 
dos íons secundários com eletronebulização positiva. 

4.3.1.2. Espectroscopia de ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN 
1H) 

O espectro de RMN 1H da FESO SQR foi realizado em equipamento Bruker, 

modelo 400 MHz, utilizando metanol deuterado (MeOD) como solvente. 

A análise foi realizada pelo laboratório produtor Toronto Research Chemicals 

Inc. 

4.3.1.2.1. Resultados e discussão 

O espectro de RMN 1H da FESO SQR, bem como sua estrutura química, 

estão apresentados na Figura 4.3. 
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FIGURA 4.3. Espectro de RMN 1H (400 MHz) de FESO SQR utilizando MeOD como 
solvente. 

As atribuições do espectro de RMN 1H de FESO SQR estão apresentadas na 

Tabela 4.1. 

As atribuições dos hidrogênios da FESO SQR foram estabelecidas com base 

em dados tabelados disponíveis na literatura consultada, demonstrando que os 

sinais obtidos estão de acordo com as atribuições esperadas para o composto em 

estudo. 
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TABELA 4.1. Atribuições do espectro de RMN 1H de FESO em MeOD (PRETSCH et 
al., 1985; PAVIA et al., 2001; SILVERSTEIN et al., 2005). 

Posição Deslocamento 
químico (ppm) 

Multiplicidade Número de 
hidrogênios 

Interpretação 

2, 4 7,52 Singleto 2 CH, anel aromático 

1, 5, 3 7,28-7,35 Multipleto 3 CH, anel aromático 

22 7,19-7,25 Duplo dubleto 1 CH, anel aromático 

19, 20 7,05 Dubleto 2 CH, anel aromático 

F1 6,71 Singleto 2 CH, fumarato 

- 4,88 - - Solvente (MeOD) 

23 4,64 Singleto 2 CH2 

7 4,16-4,21 Tripleto 1 CH 

24 3,67-3,75 Multipleto 1 OH 

- 3,34 - - Solvente (MeOD) 

11, 14, 27 2,98-3,06 Multipleto 3 CH, diisopropila 

9 2,85-2,93 Multipleto 2 CH2 

8 2,45-2,56  Duplo dubleto 2 CH2 

28, 29 1,34 Dubleto 6 CH3, isobutirato 

12, 13, 15, 16 1,28 Multipleto 12 CH3, diisopropila 

4.4. DISCUSSÃO GERAL 

A RMN é uma técnica extremamente eficaz, pois permite caracterizar uma 

substância química através da presença e/ou ausência de sinais característicos da 

molécula (WATSON, 2005). As atribuições dos sinais referentes ao espectro de 

RMN 1H (Tabela 4.1) estão de acordo com o esperado e descrito na literatura 

pertinente.  

O espectrômetro de massas é um analisador que permite a determinação 

qualitativa e quantitativa de vários componentes de uma amostra, sendo muito 

utilizado para obter informação do íon molecular e de características estruturais da 

amostra. Os espectros de massas obtidos por varredura total, tanto dos íons 

principais como secundários, permitiram observar o íon m/z característico da FESO, 

e também, o principal fragmento do composto. 
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Como mencionado anteriormente, no desenvolvimento de um método 

analítico a identidade e a pureza da substância utilizada como referência constituem 

um dos principais fatores para se obter resultados apropriados. Métodos adequados 

de identificação, como os espectroscópicos, tais como RMN 1H e MS, são de 

fundamental importância, pois permitem caracterizar a substância utilizada como 

referência. 

No presente trabalho, os resultados obtidos por RMN 1H e MS confirmam a 

identidade da FESO SQR. 

4.5. CONCLUSÕES 

 A análise dos espectros de massas de FESO SQR demonstrou a presença 

do íon principal m/z 412 [M+H]+ e do íon secundário m/z 223 [M+H]+ 

referente à molécula de FESO, assegurando a identidade da SQR; 

 A interpretação do espectro de RMN 1H demonstrou que os sinais obtidos 

estão de acordo com as atribuições esperadas para a molécula de FESO; 

 Tendo em vista os resultados obtidos, caracterizou-se a SQR de FESO 

como adequada para ser utilizada nos estudos propostos nesta Tese. 
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5.1. INTRODUÇÃO 

A identificação dos fármacos nos produtos acabados é de fundamental 

importância no controle de qualidade dos mesmos. Várias metodologias e técnicas 

analíticas são utilizadas na identificação e caracterização de substâncias, sendo 

escolhidas avaliando-se fatores relativos à substância (propriedades químicas, 

físicas e biológicas) como, também, ao método (disponibilidade, simplicidade, 

adequação técnica e viabilidade financeira). 

A identificação de fármacos por E UV é realizada através da comparação do 

espectro da solução amostra com o espectro de uma solução padrão do mesmo 

fármaco em determinada concentração. Mesmo não sendo um método seletivo, 

possui ampla aplicação nos códigos oficiais (WATSON, 2005). 

A CCD é uma técnica de separação que oferece fácil compreensão e 

execução, separações em breve espaço de tempo, versatilidade e baixo custo 

(LOPES, 1997). 

A CLAE, quando utilizada para identificação de compostos, realiza a 

comparação entre os tempos de retenção obtidos para o pico da solução amostra e 

da solução padrão do fármaco. A utilização de detectores de arranjo de fotodiodos 

permite, além da comparação do tempo de retenção, verificar a similaridade entre os 

espectros obtidos. 

As técnicas LC-ESI-MS e LC-ESI-MS/MS aplicadas na identificação de 

fármacos permitem um alto nível de seletividade, analisando um número selecionado 

de íons para caracterizar um determinado composto. Além disso, pode-se realizar a 

comparação dos perfis cromatográficos e dos tempos de retenção da solução 

amostra com a solução padrão de fármaco.  

Na EC a identificação do fármaco na amostra de comprimidos é realizada 

através da comparação do tempo de migração da solução amostra com a solução 

padrão de fármaco. Da mesma forma, é possível caracterizar a pureza do pico 

eletroforético e sua identificação, através da análise do espectro gerado pelo 

detector de arranjo de fotodiodos. 
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5.2. PRODUTO FARMACÊUTICO 

Comprimidos de liberação prolongada contendo 8 mg de fumarato de 

fesoterodina (Toviaz®), fabricados pela Pfizer Pharma GmbH, adquiridos na 

Alemanha. Os excipientes presentes na formulação são: xilitol, lactose 

monoidratada, celulose microcristalina, hipromelose, talco, beenato de glicerila, 

álcool polivinílico, dióxido de titânio, macrogol, talco, lecitina de soja, indigo de 

carmin, sal de alumínio (PFIZER, 2009). 

5.3. CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS 

5.3.1. Espectrofotometria na região do UV 

5.3.1.1. Condições espectrofotométricas 

A identificação da FESO dos comprimido de liberação prolongada foi 

realizada em comparação com a SQR, na concentração de 12 µg/mL. A solução 

SQR foi preparada a partir de uma alíquota de 100 µg/mL em metanol, diluindo-a 

com água até a obtenção da concentração de 12 µg/mL. As amostras foram 

preparadas utilizando metanol como primeiro diluente. O equivalente a 5 mg de 

FESO foram pesados a partir de comprimidos triturados, transferindo para balão 

volumétrico de 50 mL. Adicionaram-se 30 mL de metanol e extraiu-se o fármaco em 

banho de ultrassom por 10 min. Completou-se o volume e transferiu-se para tubos 

de centrifugação a 3000 x g (6500 rpm) por 10 min. Uma alíquota do sobrenadante 

foi coletada e filtrada em papel filtro. Uma alíquota de 3 mL do filtrado foi transferida 

para balão volumétrico de 25 mL e completou-se o volume com água, obtendo-se 

uma solução com concentração de 12 µg/mL.  

As análises espectrofotométricas foram realizadas em espectrofotômetro UV-

Vis SHIMADZU modelo UV-1800, equipado com cubetas de quartzo de 1,0 cm de 

espessura. Os espectros de absorção no UV de zero-ordem, derivada de primeira e 

segunda-ordem das amostras foram obtidos a partir de leituras na faixa de 

comprimento de onda de 200 a 300 nm, utilizando água como branco. 
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A identificação de FESO na forma farmacêutica em estudo foi realizada 

através da sobreposição dos espectros obtidos e comparação dos mesmos quanto 

ao seu perfil característico e comprimentos de onda de máxima absorção. 

5.3.1.1.1. Resultados e discussão 

A espectrofotometria na região do UV é um método amplamente utilizado 

tanto para análise qualitativa como para análise quantitativa de fármacos, pois além 

da simplicidade e rapidez, possui custo relativamente baixo (WATSON, 2005). 

Para a escolha do solvente, os critérios empregados foram a sensibilidade do 

método, a facilidade no preparo da amostra e, principalmente, a solubilidade da 

substância a ser analisada. Vários solventes foram testados, e o metanol foi o 

diluente escolhido devido à adequada solubilidade do fármaco, principalmente no 

preparo da amostra. Para redução da utilização do solvente orgânico, 

proporcionando um método menos oneroso, tóxico e poluente, foi empregada água 

como segundo diluente.  

A estabilidade da FESO em água foi testada e verificou-se a não ocorrência 

de modificações no espectro do fármaco após 6 h de estocagem à temperatura 

ambiente e abrigo da luz, e após 48 h sob refrigeração (2-8 °C). 

Os espectros de absorção no UV de ordem zero, referentes à FESO SQR e à 

forma farmacêutica, preparados em água na concentração de 12 µg/mL estão 

apresentados sobrepostos na Figura 5.1. Devido à possível interferência com os 

excipientes da formulação, foram obtidos os espectros de ED-1 e ED-2. Os 

espectros ED-1 também foram desconsiderados para análise quantitativa devido à 

interferência da absorção dos excipientes (Fig. 5.2). Dessa forma, foram obtidos os 

espectros ED-2 para melhor seletividade do método espectrofotométrico (Fig. 5.3). 
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FIGURA 5.1. Sobreposição dos espectros de absorção no UV de ordem zero das 
soluções da SQR (a), da amostra dos comprimidos de FESO (b) e da solução 
placebo (c). Soluções preparadas em água a 12 µg/mL. 

 

FIGURA 5.2. Sobreposição dos espectros de absorção no UV derivada de primeira 
ordem das soluções da SQR (a), da amostra dos comprimidos de FESO (b) e da 
solução placebo (c). Soluções preparadas em água a 12 µg/mL. 
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FIGURA 5.3. Sobreposição dos espectros de absorção no UV derivada de segunda 
ordem das soluções da SQR (a), da amostra dos comprimidos de FESO (b) e da 
solução placebo (c). Soluções preparadas em água a 12 µg/mL. 

Os espectros de absorção obtido na análise da FESO SQR e comprimidos em 

estudo demonstraram perfis similares no solvente utilizado, sugerindo a mesma 

identidade das amostras. Em virtude dos resultados obtidos, os métodos 

desenvolvidos por E UV, ED-1 e ED-2 são úteis na identificação de FESO em 

amostras de comprimidos de liberação prolongada. 

5.3.2. Cromatografia em camada delgada (CCD) 

5.3.2.1. Condições cromatográficas 

As soluções da SQR de FESO e da amostra de FESO nos comprimidos de 

liberação prolongada foram preparadas em metanol na concentração de 200 µg/mL. 

As soluções foram mantidas em ultrassom por 10 minutos, com posterior filtração da 

solução amostra dos comprimidos de FESO. 

O desenvolvimento cromatográfico foi realizado em placas cromatográficas 

aluminizadas de sílica-gel 60 F254 (Merck). Após as aplicações das soluções, as 

placas foram transferidas para cubas, previamente saturadas com o sistema eluente, 
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constituído de uma mistura de metanol e clorofórmio (85:15, v/v). O cromatograma 

foi desenvolvido e após colocado em recipiente fechado contendo cristais de iodo 

para a visualização das manchas. Os vapores de iodo complexam-se com os 

compostos insaturados formando complexos de cor marrom ou amarela. 

Posteriormente, os fatores de retenção (Rf) referentes ao fármaco aplicado foram 

determinados. Os solventes utilizados nesse ensaio foram de grau analítico. 

5.3.2.1.1. Resultados e discussão 

A CCD permite a utilização dos mais variados sistemas eluentes e agentes 

reveladores, os quais são determinados de acordo com as características químicas 

da amostra em teste (LOPES, 1997). 

O cromatograma obtido por CCD nas condições descritas anteriormente está 

apresentado na Figura 5.4. 

 

FIGURA 5.4. Cromatograma obtido por CCD na análise da solução da SQR de 
FESO (1) e da solução amostra dos comprimidos de FESO (2), revelados por 
vapores de iodo. Sistema eluente: metanol e clorofórmio (85:15, v/v). Suporte: sílica-
gel 60 F254. 

A literatura pesquisada não apresenta testes de identificação por CCD para a 

FESO. Para o desenvolvimento do método foram testadas diversas combinações e 

Fumarato 

FESO (Rf = 0,38) 

(1) (2) 
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proporções de solventes orgânicos a fim de verificar qual sistema eluente permitiria a 

obtenção de Rf satisfatório. Neste intuito, o sistema eluente constituído por metanol 

e clorofórmio (85:15, v/v) se mostrou adequado. Os Rf obtidos para as soluções da 

SQR e da solução amostra dos comprimidos de FESO foram de 0,38. 

O método desenvolvido apresentou resultados que sugerem a identidade do 

fármaco presente nas amostras de comprimidos frente à FESO SQR, devido à 

similaridade no perfil cromatográfico e aos valores de Rf obtidos. Uma solução de 

ácido fumárico, preparada em igual concentração de fumarato presente na solução 

da SQR, foi utilizada para comparar o perfil cromatográfico encontrado para o 

fumarato. 

5.3.3. Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

5.3.3.1. Condições cromatográficas 

As análises cromatográficas foram realizadas em cromatógrafo a líquido 

Shimadzu equipado com controlador de sistema SCL10-ADvp operado pelo 

programa Class VP 6.12 SP2. O equipamento é composto de sistema binário de 

bombas LC-10ADvp, detector de arranjo de fotodiodos SPD- M10ADvp, forno CTO-

10ACvp e auto-injetor SIL-10ADvp.  

As condições cromatográficas definidas para identificação de FESO por CLAE 

estão apresentadas na Tabela 5.1. 

Os componentes da fase móvel foram misturados e filtrados, sob vácuo, 

através de membrana de nylon com diâmetro do poro de 0,45 µm e desgaseificados 

com gás hélio por 10 minutos. Após estabilização do sistema, as soluções da SQR e 

dos comprimidos de FESO, previamente filtradas em membrana de nylon (0,45 µm), 

foram injetadas no cromatógrafo a líquido. 

A solução SQR foi preparada a partir de uma alíquota de 1 mg/mL em 

metanol, diluindo-a com fase móvel, de modo a obter concentração de 50 µg/mL. As 

amostras foram preparadas utilizando metanol como primeiro diluente. Pesou-se o 

equivalente a 10 mg de FESO, a partir de comprimidos triturados, e transferiu-se  
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TABELA 5.1. Condições cromatográficas definidas para identificação de FESO nos 
comprimidos liberação prolongada por CLAE. 

Parâmetro Descrição 

Fase móvel acetonitrila : metanol : acetato de amônio 30 mM pH 3,8 
(30:15:55, v/v/v) 

Vazão 2,4 mL/min 

Coluna Phenomenex Onyx® monolítica C18 (100 mm x 4,6 mm) 

Temperatura 45 °C 

Detecção Detector de arranjo de fotodiodos em 208 nm 

Volume injetado 10 µL 

 

para balão volumétrico de 50 mL. Adicionaram-se 30 mL de metanol e extraiu-se o 

fármaco em banho de ultrassom por 10 min. Completou-se o volume e transferiu-se 

para tubos adequados para centrifugação a 3000 x g por 10 min. Uma alíquota do 

sobrenadante foi coletada e filtrada em papel filtro. Utilizando pipetadores 

automáticos, procedeu-se a diluição da solução em fase móvel até a concentração 

de 50 µg/mL.  

A identificação do fármaco nos comprimidos por CLAE foi realizada por meio 

da comparação do tempo de retenção da amostra com aquele da solução da SQR 

de FESO, bem como através da sobreposição dos espectros de absorção do 

fármaco nos respectivos tempos de retenção. 

5.3.3.1.1. Resultados e discussão 

A CLAE atualmente é o método analítico de escolha para o controle de 

qualidade de medicamentos, muito útil para a determinação qualitativa e quantitativa 

de fármacos em formas farmacêuticas através da comparação dos tempos de 

retenção de uma determinada amostra e sua respectiva substância de referência. 

Os cromatogramas sobrepostos da SQR de FESO e da solução amostra dos 

comprimidos de FESO estão apresentados na Figura 5.5. 
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FIGURA 5.5. Cromatogramas sobrepostos da SQR de FESO (a) e da solução 
amostra dos comprimidos de FESO (b) a 50 µg/mL. Condições cromatográficas: fase 
móvel constituída de acetonitrila : metanol : acetato de amônio 30 mM pH 3,8 
(30:15:55, v/v/v), vazão de 2,4 mL/min, coluna Phenomenex Onyx® monolítica C18 
(100 mm x 4,6 mm) na temperatura de 45 °C, detecção em 208 nm, volume de 
injeção de 10 µL. 

A Figura 5.6 apresenta os espectros sobrepostos de absorção na região do 

UV (190 a 360 nm), obtidos em detector de arranjo de fotodiodos, do ápice dos picos 

de FESO nas soluções da SQR e amostra dos comprimidos representados no 

cromatograma (Fig. 5.5). 

 

FIGURA 5.6. Sobreposição dos espectros de absorção no UV (190 a 360 nm) 
obtidos em detector de arranjo de fotodiodos, acoplado ao sistema de CLAE, da 
SQR de FESO (a) e da solução amostra dos comprimidos de FESO (b). 

A similaridade entre os tempos de retenção obtidos para a FESO SQR e para 

a solução de comprimidos (Fig. 5.5), bem como a semelhança entre os espectros 

obtidos nesses tempos de retenção (Fig. 5.6), demonstram a adequabilidade do 
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método desenvolvido por CLAE para a análise qualitativa de FESO no produto 

farmacêutico em estudo. 

A Figura 5.7 apresenta os espectros sobrepostos de absorção na região do 

UV (190 a 360 nm), obtidos em detector de arranjo de fotodiodos, do ápice dos picos 

de FESO na solução da SQR, do fumarato no tempo de retenção de 0,66 min e da 

impureza 5-HMT no tempo de retenção de 0,86 min, representados na Figura 5.5. 

 

FIGURA 5.7. Sobreposição dos espectros de absorção no UV (190 a 360 nm) 
obtidos em detector de arranjo de fotodiodos, acoplado ao sistema de CLAE, da 
SQR de FESO (a), do pico relativo ao fumarato (b) e da impureza 5-HMT (c). 

5.3.4. Cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas com 
eletronebulização (LC-ESI-MS) 

5.3.4.1. Condições cromatográficas 

As análises cromatográficas foram realizadas em cromatógrafo a líquido 

Shimadzu equipado com controlador de sistema SCL10-ADvp, bomba quaternária 

LC-10ADvp, desgaseificador DGU-14A, forno CTO-10ACvp e auto-injetor SIL-

10ADvp. O cromatógrafo foi acoplado ao espectrômetro de massas do tipo triplo 

quadrupolo Micromass, modelo Quattro LC, equipado com uma fonte de ionização 

de eletronebulização, operado pelo programa Masslynx 3.5. Uma bomba de infusão 

(Bioanalytical Systems) foi utilizada para infundir as soluções e otimizar as condições 

do espectrômetro de massas. 
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As condições cromatográficas e os parâmetros otimizados do espectrômetro 

de massas para identificação de FESO por LC-ESI-MS estão apresentadas na 

Tabela 5.2. 

TABELA 5.2. Condições cromatográficas e parâmetros otimizados do espectrômetro 
de massas para identificação de FESO nos comprimidos liberação prolongada por 
LC-ESI-MS. 

Parâmetro Descrição 

LC 

Fase móvel acetonitrila : metanol : acetato de amônio 30 mM 
pH 3,8 (30:15:55, v/v/v)  

Vazão 2,4 mL/min (divisor 1:10) 

Coluna Phenomenex Onyx® monolítica C18                
(100 mm x 4,6 mm) 

Temperatura 45 °C 

Volume injetado 10 µL 

MS 

Tipo de ionização Eletronebulização positiva 

Modo de operação Monitoramento seletivo de íons (SIR) 

Íon monitorado m/z 412 

Voltagem do capilar 3,5 kV 

Voltagem do extrator 3 V 

Temperatura do bloco 120 °C 

Temperatura de dessolvatação 500 °C 

 

Os componentes da fase móvel foram misturados e filtrados, sob vácuo, 

através de membrana de nylon com diâmetro do poro de 0,45 µm. Após 

estabilização do sistema, as soluções da SQR e dos comprimidos de FESO, 

previamente filtradas em membrana de nylon (0,45 µm), foram injetadas no 

cromatógrafo a líquido acoplado ao espectrômetro de massas. 

A solução SQR foi preparada a partir de uma alíquota de 1 mg/mL em 

metanol, diluindo-a com fase móvel, de modo a obter concentração de 2 µg/mL. As 
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amostras foram preparadas utilizando metanol como primeiro diluente. Pesou-se o 

equivalente a 10 mg de FESO, a partir de comprimidos triturados, e transferiu-se 

para balão volumétrico de 50 mL. Adicionaram-se 30 mL de metanol e extraiu-se o 

fármaco em banho de ultrassom por 10 min. Completou-se o volume e transferiu-se 

para tubos adequados para centrifugação a 3000 x g por 10 min. Uma alíquota do 

sobrenadante foi coletada e filtrada em papel filtro. Utilizando pipetadores 

automáticos, procedeu-se a diluição da solução em fase móvel até a concentração 

de 2 µg/mL.  

A identificação do fármaco nos comprimidos por LC-ESI-MS foi realizada por 

meio da detecção do íon principal característico da FESO, bem como por 

comparação do tempo de retenção da amostra com aquele da solução FESO SQR. 

5.3.4.1.1. Resultados e discussão 

A cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas permite a 

rápida identificação de fármacos, bem como produtos de degradação e impurezas. 

Além disso, a co-eluição de picos ou a presença de componentes não 

suficientemente resolvidos pela cromatografia não interferem na qualidade da 

análise, devido à capacidade seletiva atribuída ao espectrômetro de massas (VOLK 

et al., 1997). 

No modo de monitoramento seletivo de íons (selected ion recording – SIR), 

somente as intensidades de um número selecionado de íons para caracterizar um 

composto são analisados, ao invés do espectro de massas inteiro no modo de 

varredura (full scan). O instrumento detecta rapidamente os íons, fazendo com que 

esse modo seja altamente sensível e específico (BARKER, 1999). No entanto, 

produtos que possuam íons de mesma relação m/z não devem co-eluir, uma vez que 

o modo SIR fornece o cromatograma de um íon de determinada relação m/z. 

Os cromatogramas das soluções FESO SQR e da amostra dos comprimidos 

de FESO estão apresentados na Figura 5.8. 

A detecção dos íons principais característicos da FESO, previamente 

selecionados de acordo com a relação m/z 412 [M+H]+, obtidos para a solução 
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FESO SQR e para a solução de comprimidos (Fig. 5.8), bem como a similaridade 

entre os tempos de retenção, demonstram a adequabilidade do método 

desenvolvido por LC-ESI-MS para a análise qualitativa de FESO no produto 

farmacêutico em estudo. 

 

FIGURA 5.8. Cromatogramas LC-ESI-MS da SQR de FESO (a) e da solução 
amostra dos comprimidos de FESO (b) a 2 µg/mL. Condições cromatográficas: fase 
móvel constituída de acetonitrila : metanol : acetato de amônio 30 mM pH 3,8 
(30:15:55, v/v/v), vazão de 2,4 mL/min (divisor 1:10), coluna Phenomenex Onyx® 
monolítica C18 (100 mm x 4,6 mm) na temperatura de 45 °C, volume de injeção de 
10 µL. Análise espectral de massa: ionização por eletronebulização positiva, 
operação no modo de monitoramento seletivo de íons (SIR), monitorando o produto 
412 massa-carga para FESO. 

5.3.5. Cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas sequencial 
com eletronebulização (LC-ESI-MS/MS) 

5.3.5.1. Condições cromatográficas 

O cromatógrafo a líquido bem como o espectrômetro de massas utilizados 

neste procedimento foram os mesmos citados no item 5.3.4. 

As condições cromatográficas e os parâmetros otimizados do espectrômetro 

de massas para identificação de FESO por LC-ESI-MS/MS estão apresentadas na 

Tabela 5.3. 
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TABELA 5.3. Condições cromatográficas e parâmetros otimizados do espectrômetro 
de massas para identificação de FESO nos comprimidos liberação prolongada por 
LC-ESI-MS/MS. 

Parâmetro Descrição 

LC 

Fase móvel ácido fórmico 0,1% (v/v) : metanol (10:90, v/v) 

Vazão 0,2 mL/min 

Coluna Phenomenex Luna C8(2)® (50 mm x 3,0 mm, 3 µm) 

Temperatura 45 °C 

Volume injetado 10 µL 

MS 

Tipo de ionização Eletronebulização positiva 

Modo de operação Monitoramento de múltiplas reações (MRM) 

Transição monitorada m/z 412.2>223.0 

Voltagem do capilar 3,5 kV 

Voltagem do cone 45 V 

Voltagem do extrator 3 V 

Voltagem do hexapolo 0.4 V 

Energia colisão 31 eV 

Temperatura do bloco 120 °C 

Temperatura de dessolvatação 500 °C 

 

Os componentes da fase móvel foram misturados e filtrados, sob vácuo, 

através de membrana de nylon com diâmetro do poro de 0,45 µm. Após 

estabilização do sistema, as soluções da SQR e dos comprimidos de FESO, 

previamente filtradas em membrana de nylon (0,45 µm), foram injetadas no 

cromatógrafo a líquido acoplado ao espectrômetro de massas. 

A solução SQR foi preparada a partir de uma alíquota de 1 mg/mL em 

metanol, diluindo-a com metanol : água (90:10, v/v), de modo a obter concentração 

de 400 ng/mL. As amostras foram preparadas utilizando metanol como primeiro 

diluente. Pesou-se o equivalente a 10 mg de FESO, a partir de comprimidos 
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triturados, e transferiu-se para balão volumétrico de 50 mL. Adicionaram-se 30 mL 

de metanol e extraiu-se o fármaco em banho de ultrassom por 10 min. Completou-se 

o volume e transferiu-se para tubos adequados para centrifugação a 3000 x g por 10 

min. Uma alíquota do sobrenadante foi coletada e filtrada em papel filtro. Utilizando 

pipetadores automáticos, procedeu-se a diluição da solução em metanol : água 

(90:10, v/v) até a concentração de 400 ng/mL.  

A identificação do fármaco nos comprimidos por LC-ESI-MS/MS foi realizada 

detectando a FESO por meio da transição específica do íon principal para o íon 

secundário, bem como por comparação do tempo de retenção da amostra com 

aquele da solução FESO SQR. 

5.3.5.1.1. Resultados e discussão 

Atualmente, a técnica LC-MS/MS tem sido bem caracterizada permitindo a 

análise de compostos em níveis de traços, principalmente em matrizes complexas 

(XU et al., 2005). Além disso, esta técnica está sendo aplicada para determinação 

quantitativa de fármacos em produtos farmacêuticos, devido à excelente 

sensibilidade, seletividade e especificidade, bem como excelente eficiência na 

quantificação e rápido tempo de análise (LINDERGARDH et al., 2007, BRUM JR. et 

al., 2009, SANGOI et al., 2009; TODESCHINI et al., 2011). 

O modo de monitoramento de múltiplas reações (MRM) é um procedimento 

de análise de íons de relação m/z ainda mais específico que o modo SIR, já que 

esse método utiliza um quadrupolo para análise do íon principal e outro para o íon 

secundário, enquanto que na configuração SIR monitora apenas os íons principais 

no primeiro quadrupolo. Além disso, o modo MRM pode ser utilizado tanto para 

análise qualitativa e quantitativa com grande seletividade, precisão e exatidão. 

Os cromatogramas das soluções FESO SQR e da amostra dos comprimidos 

de FESO estão apresentados na Figura 5.9. 

Para a determinação de FESO, foi monitorada a transição do íon principal 

(m/z 412,2) no primeiro quadrupolo para o íon secundário (m/z 223,0) no último 

quadrupolo do espectrômetro de massas, tanto na solução FESO SQR como na 



5. ANÁLISE QUALITATIVA 

 56 

solução amostra de comprimidos (Fig. 5.9). Também, as similaridades entre os perfis 

cromatográficos e os tempos de retenção demonstram a adequabilidade do método 

desenvolvido por LC-ESI-MS/MS para a análise qualitativa de FESO na formulação 

farmacêutica. 

 

FIGURA 5.9. Cromatogramas LC-ESI-MS/MS da SQR de FESO (a) e da solução 
amostra dos comprimidos de FESO (b) a 400 ng/mL. Condições cromatográficas: 
fase móvel constituída de ácido fórmico 0,1% (v/v) : metanol (10:90, v/v),  vazão de 
0,2 mL/min, coluna Phenomenex Luna C8(2)® (50 mm x 3,0 mm, 3 µm) na 
temperatura de 45 °C, volume de injeção de 10 µL. Análise espectral de massa: 
ionização por eletronebulização positiva, operação no modo de monitoramento de 
múltiplas reações (MRM), monitorando a transição de 412,2>223,0 para FESO. 

5.3.6. Eletroforese capilar 

5.3.6.1. Condições eletroforéticas 

Os experimentos por EC foram realizados em equipamento Agilent 3DCE 

(Agilent Technologies) equipado com injetor automático, detector de arranjo de 

fotodiodos e controlador de temperatura. O programa CE ChemStation foi utilizado 

para controle do sistema, aquisição e tratamento de dados. 

As condições eletroforéticas definidas para identificação de FESO por EC, 

utilizando o modo de separação por CZE estão apresentadas na Tabela 5.4. 
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TABELA 5.4. Condições eletroforéticas definidas para identificação de FESO nos 
comprimidos de liberação prolongada por EC no modo CZE. 

Parâmetro Descrição 

Capilar Capilar de sílica fundida 80,5 cm de comprimento 
(72 cm efetivos, 50 µm de diâmetro interno) 

Temperatura 35 °C 

Eletrólito Tampão fosfato 10 mM pH 6,5 

Tensão aplicada 30 kV (corrente aproximada de 21 µA) 

Injeção  50 mBar durante 5 s 

Detecção Detector de arranjo de fotodiodos em 208 nm 

Pré-condicionamento 2 min NaOH 0,1 M; 1 min água; 2 min eletrólito 

 

Para a preparação do eletrólito, uma quantidade equivalente a 10 mM de 

fosfato de sódio monobásico monoidratado foi transferida para balão volumétrico de 

50 mL. O tampão foi dissolvido em 40 mL de água ultrapura, ajustando o pH com a 

solução de ácido fosfórico 8,5% (v/v). O volume foi completado com água ultrapura e 

a solução foi filtrada em membrana de nylon (0,22 µm). 

A solução FESO SQR foi preparada a partir de uma alíquota de 1 mg/mL em 

metanol, diluindo-a com eletrólito, de modo a obter concentração de 50 µg/mL. As 

amostras foram preparadas utilizando metanol como primeiro diluente. Pesou-se o 

equivalente a 10 mg de FESO, a partir de comprimidos triturados, e transferiu-se 

para balão volumétrico de 50 mL. Adicionaram-se 30 mL de metanol e extraiu-se o 

fármaco em banho de ultrassom por 10 min. Completou-se o volume e transferiu-se 

para tubos adequados para centrifugação a 3000 x g por 10 min. Uma alíquota do 

sobrenadante foi coletada e filtrada em papel filtro. Utilizando pipetadores 

automáticos, procedeu-se a diluição da solução no eletrólito até a concentração de 

50 µg/mL.  

A identificação do fármaco nos comprimidos por EC foi realizada por meio da 

comparação do tempo de migração da amostra com aquele da solução da FESO 

SQR, bem como através da sobreposição dos espectros de absorção do fármaco 

nos respectivos tempos de migração. 
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5.3.6.1.1. Resultados e discussão 

A EC é uma técnica de separação relativamente nova que tem sido cada vez 

mais aceita como um importante método analítico na determinação de fármacos, 

impurezas e substâncias relacionadas em produtos acabados e utilização em 

análises enantiosseletivas. Além disso, a EC apresenta vantagens como 

simplicidade operacional, elevada eficiência, alta resolução, baixo consumo de 

amostras, reagentes e solventes e apresenta vários modos de separação (ALTRIA et 

al., 1998; MORZUNOVA, 2006). A EC em solução livre ou capillary zone 

electrophoresis (CZE) é um dos modos de separação eletroforética mais utilizados 

devido à facilidade de sua implementação e otimização das condições experimentais 

(TAVARES, 1997).  

Da mesma forma que no método por CLAE, a identificação do fármaco na 

solução amostra de comprimidos foi realizada através da comparação dos tempos 

de migração da amostra com aquele da solução de FESO SQR, bem como através 

da sobreposição dos espectros de absorção do fármaco nos respectivos tempos de 

migração.  

Os eletroferogramas obtidos a partir da análise da solução de FESO SQR e 

da solução amostra de comprimidos podem ser visualizados sobrepostos na Figura 

5.10. 

A Figura 5.11 apresenta a sobreposição dos espectros de absorção na região 

do UV (190 a 300 nm), obtidos em detector de arranjo de fotodiodos, do ápice dos 

picos de FESO nas soluções de FESO SQR e da solução amostra dos comprimidos. 

5.4. DISCUSSÃO GERAL 

A comparação de resultados qualitativos obtidos por um padrão de referência 

com aqueles obtidos para as amostras permite a identificação da substância ativa 

em formas farmacêuticas. Neste estudo, foram desenvolvidos métodos empregando 

as técnicas por CCD, E UV, ED-1, ED-2, CLAE, EC, LC-ESI-MS e LC-ESI-MS/MS 

para identificar o fármaco em formas farmacêuticas. A partir dos resultados 
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FIGURA 5.10. Eletroferogramas sobrepostos da SQR de FESO (a) e da solução 
amostra dos comprimidos de FESO (b) a 50 µg/mL. Condições eletroforéticas: 
capilar de sílica fundida 80,5 cm de comprimento (72 cm efetivos, 50 µm de diâmetro 
interno); eletrólito tampão fosfato de sódio 10 mM pH 6,5; voltagem 30 kV; detecção 
em 208 nm; temperatura de 35 °C. 

 

FIGURA 5.11. Sobreposição dos espectros de absorção no UV (190 a 360 nm) 
obtidos em detector de arranjo de fotodiodos, acoplado ao sistema de EC, da SQR 
de FESO (a) e da solução amostra dos comprimidos de FESO (b). 

alcançados por estes métodos foi possível identificar a FESO nas amostras de 

comprimidos de liberação prolongada. Importante destacar também que a análise 

qualitativa dos fármacos pode ser realizada utilizando métodos validados, assim 

como as análises quantitativas, com o objetivo de garantir a qualidade dos 

resultados obtidos. A validação dos métodos por ED-2, CLAE, LC-MS/MS e EC está 

descrita no próximo capítulo. 
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Os espectros de absorção na região do UV de zero ordem, na faixa de 200 a 

300 nm, obtidos para a solução de FESO SQR e para a solução amostra dos 

comprimidos de FESO em água (Figura 5.1) apresentaram absorção nos mesmos 

comprimentos de onda, assim como os espectros de derivada de primeira (Figura 

5.2) e segunda ordem (Figura 5.3). Nesta última condição, o comprimento de onda 

de absorção selecionado para determinação quantitativa foi de 228 nm.  

Para o desenvolvimento do método de identificação por CCD foram testadas 

diversas combinações de solventes orgânicos a fim de verificar qual sistema eluente 

permitiria a obtenção de Rf adequado para a eluição de FESO. O sistema eluente 

que proporcionou a melhor condição cromatográfica, com fator de retenção 

satisfatório, foi constituído de uma mistura de metanol e clorofórmio (85:15, v/v). A 

utilização do método por CCD permitiu identificar o fármaco FESO nos comprimidos 

de liberação prolongada através da comparação dos valores dos Rf obtidos com a 

FESO SQR. Diante dos resultados, sugere-se a mesma identidade das amostras 

dos comprimidos em relação à SQR, devido à similaridade no perfil cromatográfico e 

aos valores de Rf obtidos. 

A semelhança entre os tempos de retenção (2,02 minutos) no método por 

CLAE (Figura 5.5), bem como a semelhança entre os tempos de migração (4,94 

minutos) no método por EC (Figura 5.10), obtidos para a solução FESO SQR e 

solução dos comprimidos de FESO, permite a identificação do fármaco na forma 

farmacêutica. Além disso, a similaridade entre os respectivos espectros obtidos 

(Figura 5.6 e 5.11) permitiu identificar o fármaco FESO na forma farmacêutica. 

As diversas técnicas LC-MS permitem identificar um ou mais compostos em 

matrizes complexas com precisão, utilizando diversas configurações de instrumento 

e fontes de ionização. A ionização por ESI é o modo mais comumente utilizado para 

análise farmacêutica devido às características moleculares dos fármacos. 

Instrumentos do tipo triplo quadrupolo permitem análises qualitativas e quantitativas 

com alta sensibilidade e seletividade. 

O método LC-ESI-MS permitiu identificar o íon principal da FESO (m/z 412 

[M+H]+), tanto na solução da SQR como na da amostra de comprimidos. A 

similaridade entre os tempos de retenção do fármaco nestas soluções também 

identificam o composto.  



5. ANÁLISE QUALITATIVA 

 61 

O método por LC-ESI-MS/MS identificou a transição entre o íon principal e o 

íon secundário (m/z 412,2>223) da FESO, assim como o mesmo perfil 

cromatográfico e tempos de retenção (0,85 min). 

5.5. CONCLUSÕES 

 A obtenção de espectros semelhantes para as soluções FESO SQR e 

amostra de comprimidos, preparadas em água, demonstrou a viabilidade da 

utilização do método por espectrofotometria na região do UV de ordem zero 

e também nas derivadas de primeira e segunda ordem para determinação 

qualitativa do fármaco em sua forma farmacêutica estudada; 

 O método proposto por CCD é o método mais simples, pois não necessita 

de instrumentação, e é de fácil execução na avaliação da identidade do 

fármaco na forma farmacêutica em estudo; 

 Os resultados obtidos para os métodos cromatográfico (CLAE) e 

eletroforético apresentaram tempos de retenção/migração similares para os 

sinais analíticos das soluções da SQR e para as soluções da amostra dos 

comprimidos, bem como semelhantes espectros no UV obtidos nos 

respectivos tempos de retenção/migração, permitindo, dessa forma, 

identificar os compostos no produto farmacêutico; 

 Os métodos propostos por LC-ESI-MS e LC-ESI-MS/MS permitiram 

identificar seletivamente o fármaco em estudo pelo monitoramento do íon 

principal e pela transição deste para o íon secundário, respectivamente, 

além dos perfis cromatográficos e tempos de retenção semelhantes; 

 Todos os métodos desenvolvidos são alternativas versáteis para 

identificação do fármaco em formas farmacêuticas, embora, algumas vezes, 

para obter-se um resultado de maior confiabilidade, seja necessária a 

utilização de duas ou mais técnicas. 
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6.1. INTRODUÇÃO 

O controle de qualidade é fundamental nas diversas fases do 

desenvolvimento farmacêutico, como estudos de formulação associado ao controle 

aplicado nos processos de produção dos medicamentos, o que garante a segurança 

e a eficácia terapêutica dos produtos farmacêuticos. A completa identificação, 

caracterização e avaliação do teor dos fármacos devem ser realizadas, em virtude 

da ocorrência de alterações na formulação e prováveis produtos de degradação 

provenientes dos processos de produção (AVENDAÑO, 1993; WATSON, 2005).  

Os avanços recentes na área farmacêutica viabilizaram a produção de novos 

fármacos de interesse terapêutico, que necessitam de métodos analíticos para sua 

determinação quantitativa em produtos farmacêuticos. Atualmente, existe grande 

variedade de métodos analíticos que podem ser utilizados no controle de qualidade 

de rotina. No entanto, a sua escolha deve ser feita de maneira criteriosa, levando-se 

em conta os objetivos da análise a ser efetuada (SHABIR, 2003; RIBANI et al., 

2004). A identidade e pureza da amostra a ser analisada, o grau de precisão e 

exatidão a serem obtidos, a disponibilidade de reagentes e equipamento, a 

capacidade de aplicação em estudos de estabilidade e o custo total da análise são 

fatores que também devem ser considerados (METHA, 1997). Além do mais, busca-

se desenvolver métodos que estão comumente empregados na literatura 

relacionada à análise de fármacos ou usualmente descritos nos códigos oficiais. 

Após o desenvolvimento analítico, a validação da metodologia é necessária 

para garantir, através de estudos experimentais, que a metodologia proposta atenda 

às exigências de suas aplicações, assegurando a confiabilidade e reprodutibilidade 

dos resultados obtidos (SHABIR, 2003; BRASIL, 2003; ICH, 2005; AHUJA, 2007; 

STÖCKL et al., 2009; BOUABIDI et al., 2010). Os estudos para validação dos 

métodos analíticos foram realizados de acordo com os principais códigos oficiais, 

avaliando os seguintes parâmetros de desempenho: especificidade, linearidade, 

precisão, exatidão e robustez. Além disso, foram avaliados os limites de detecção e 

quantificação (BRASIL, 2003, ICH, 2005; USP 34, 2011). 

Para atingir o objetivo de se avaliar a estabilidade de formulações 

farmacêuticas, o método analítico deve ser considerado indicativo de estabilidade, 
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ou seja, que este demonstre adequada capacidade de separar e, se possível, 

identificar os produtos de degradação formados. Nesse contexto, estudos forçados 

de degradação e de especificidade devem ser realizados a fim de demonstrar a 

seletividade do procedimento analítico. Para tanto, submete-se o fármaco a diversas 

condições de estresse, tais como temperaturas elevadas, oxidação, fotólise e 

hidrólises em ampla faixa de pH (ICH, 2005; BRASIL, 2005; ALSANTE et al., 2007; 

SHABIR et al., 2007). Desta forma, procura-se demonstrar que se alguma 

substância for formada, o método poderá ser utilizado para quantificá-la. 

Dentre os métodos analíticos, a CLAE constitui-se em um procedimento 

bastante utilizado em razão da sua versatilidade. A possibilidade de variação dos 

mecanismos de separação pela adequada escolha da coluna, fase móvel e método 

de detecção, permite a utilização desta técnica nas mais diversas fases de estudo de 

produtos farmacêuticos (COLLINS et al., 2006; SHABIR et al., 2007).  

Atualmente, apesar da análise de controle da qualidade de medicamentos ser 

realizada predominantemente utilizando a CLAE, a E UV encontra-se bem 

estabelecida como técnica analítica, não só por ser considerada uma alternativa a 

CLAE, mas também por apresentar vantagens como simplicidade operacional, baixo 

consumo de amostras e solventes, além do tempo de análise reduzido (WATSON, 

2005; FRIEDRICH et al., 2009). 

Por sua vez, a EC tem alcançado rápido desenvolvimento e ampla aplicação, 

principalmente na comunidade científica. Permite a otimização de diversos modos de 

separação utilizando o mesmo equipamento e o mesmo capilar, com alteração 

apenas da solução eletrolítica, além de sua aplicação poder ser voltada para um 

grande número de amostras, incluindo separação de compostos quirais, e 

determinação de impurezas e substâncias relacionadas. A EC encontra-se bem 

estabelecida como técnica analítica, apresentando características como alta 

eficiência de separação, baixo consumo de amostras e reagentes e, principalmente, 

gera baixíssimo volume de resíduos (ALTRIA et al., 1998; SANTORO et al., 2000). 

As técnicas que permitem a caracterização de quantidades muito baixas de 

produtos de degradação estão em evidência atualmente, em vez de processos 

convencionais de isolamento e análise espectral, procedimentos estes considerados 

caros e demorados (FUKUTSU et al., 2006; MEHTA et al., 2010). Assim, as técnicas 
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hifenizadas, como a LC-MS, têm sido mais exploradas devido ao alto potencial para 

caracterizar diretamente pequenas quantidades de produtos de degradação. 

Diversas são as aplicações da LC-MS, e como características essenciais de análise, 

destacam-se o tempo de retenção e a massa molecular dos produtos (VYAS et al., 

2010). Além da aplicação em estudos de estabilidade e identificação de produtos de 

degradação (BAKSHI & SINGH, 2002), a técnica LC-MS vem sendo utilizada de 

modo crescente para análise de matéria-prima e produtos farmacêuticos, pois 

oferece rapidez e eficiência na quantificação, além de alta especificidade e 

sensibilidade (NIESSEN, 2003; LEE, 2005). 

A determinação quantitativa de FESO em comprimidos de liberação 

prolongada foi realizada utilizando a CLAE, EC, LC-ESI-MS/MS, e ED-2, 

posteriormente apresentados nesse trabalho na forma de artigos científicos. A 

análise dos produtos de degradação por LC-ESI-MS e a proposta rota de 

degradação serão apresentados juntamente com o artigo de CLAE. 

A comparação dos métodos propostos, através da análise estatística dos 

resultados obtidos, também será apresentada junto do artigo submetido de ED-2 no 

decorrer deste capítulo. 





 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.2.  ARTIGO CIENTÍFICO – Fesoterodine stress degradation behavior by liquid 
chromatography coupled to ultraviolet detection and electrospray 
ionization mass spectrometry 

Talanta, v. 84, p. 1068-1079, 2011. 
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O desenvolvimento do método por CLAE foi realizado objetivando a rápida 

determinação da FESO, com alta sensibilidade e seletividade, além de estabelecer 

uma adequada interface para a realização de estudos por LC-ESI-MS. A partir de 

estudos preliminares, as condições cromatográficas foram definidas utilizando como 

fase móvel uma mistura de acetonitrila, metanol e acetato de amônio 30 mM pH 3,8 

(30:15:55, v/v/v), vazão de 2,4 mL/min, coluna monolítica Onyx® C18, detecção em 

208 nm e volume injetado de 10 µL.  

Estudos de degradação forçada, realizados para validação do método 

analítico indicativo de estabilidade, demonstraram a instabilidade do fármaco nas 

condições de hidrólise ácida (HCl 2 M) e básica (NaOH 0,01 M), térmica, oxidativa 

(H2O2 10%) e fotolítica (UV-C). No entanto, os produtos de degradação forçada não 

interferiram na quantificação do fármaco, verificado pelas ferramentas do software 

de pureza do pico de FESO. O estudo das amostras degradadas por LC-ESI-MS 

permitiu identificar a presença de seis produtos de degradação, de m/z 393,4, 365,7, 

356,6, 342,5, 284,5 e 175,2, além de propor a rota de degradação do fármaco. 

A linearidade do método foi comprovada na faixa de 5 a 150 µg/mL por meio 

da ANOVA, onde se verificou que não ocorreu desvio de linearidade. A regressão 

linear dos dados foi significativa para α = 0,05, com um coeficiente de determinação 

de 0,9995. A precisão, demonstrada por meio da precisão intermediária e da 

repetibilidade, apresentou valores de DPR inferiores a 2,0%. A precisão 

intermediária foi realizada através de análise fatorial, obtendo valores de resíduos 

padronizados dentro dos limites preconizados. Faixas de recuperação de 98,16% a 

101,54% demonstraram a exatidão do método analítico por CLAE.  

Um desenho experimental de Plackett-Burmann foi realizado para verificação 

da robustez do método analítico e para a definição dos limites de adequabilidade do 

sistema nas condições validadas. Modificações na vazão da fase móvel, pH e 

concentração do tampão, porcentagem de acetonitrila e temperatura da coluna, não 

influenciaram na determinação quantitativa do fármaco, demonstrando a robustez do 

método analítico. 

Os resultados obtidos durante a validação demonstraram a adequabilidade do 

método desenvolvido por CLAE para quantificar a FESO nos comprimidos de 
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liberação prolongada, mesmo na presença de potenciais produtos de degradação 

formados. 

Os resultados da validação do método por CLAE e dos estudos por LC-ESI-

MS das amostras degradadas estão publicados no periódico Talanta, v. 84, p. 1068-

1069, 2011 com o título de “Fesoterodine stress degradation behavior by liquid 
chromatography coupled to ultraviolet detection and electrospray ionization 
mass spectrometry”. 



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.3.  ARTIGO CIENTÍFICO – Determination of fesoterodine in pharmaceutical 
preparations by stability-indicating capillary zone electrophoresis method 

Aceito para publicação no periódico Journal of AOAC International. 

 



6. ANÁLISE QUANTITATIVA 

 74 

O desenvolvimento do método por EC foi realizado objetivando a 

quantificação da FESO e a separação de sua principal impureza de síntese, e 

também, produto de degradação (5-hidroximetil tolterodina – 5-HMT). Durante o 

desenvolvimento do método analítico uma série de condições experimentais foi 

avaliada, com modificações no tipo de tampão, pH e concentração da solução 

tampão do eletrólito, temperatura do capilar, corrente aplicada e tempo e modo de 

injeção. As condições eletroforéticas otimizadas foram: solução tampão de fosfato de 

sódio 10 mM pH 6,5 como eletrólito, corrente de 30 kV, capilar de 50 µm de diâmetro 

interno e 80,5 cm de comprimento (72 cm efetivos), 5 seg de injeção hidrodinâmica 

por pressão de 50 mbar e comprimento de onda de detecção de 208 nm. Nessas 

condições obtiveram-se valores de adequabilidade do sistema satisfatórios para a 

FESO e epinastina (padrão interno). A FESO apresentou resolução de 2,07 em 

relação ao produto 5-HMT e resolução de 2,19 para o principal produto de 

fotodegradação. O tempo de migração foi de 4,96 min com 220000 pratos teóricos. 

Estudos de degradação forçada demonstraram a suscetibilidade da FESO à 

hidrólise básica, ácida e neutra, à fotólise e à oxidação. No entanto, os produtos de 

degradação formados não interferiram na quantificação da FESO, demonstrando a 

seletividade do método. Estudos comprovaram a linearidade na faixa de 2 a 100 

µg/mL para o fármaco. O valor do coeficiente de determinação foi de 0,9998. A 

análise da variância (ANOVA) demonstrou que existe regressão linear e não existe 

desvio de linearidade para os dados obtidos.  

A precisão foi avaliada por meio da repetibilidade e da precisão intermediária. 

Os resultados apresentaram valores de DPR inferiores a 1,09% para a quantificação 

da FESO nos comprimidos de liberação prolongada. A exatidão foi avaliada por meio 

do teste de recuperação. A recuperação da FESO foi de 100,29, 100,10 e 99,69%, 

relativos às concentrações de 40, 50 e 60 µg/mL, respectivamente. 

A robustez foi avaliada através de um delineamento experimental fracionado 

em dois níveis, em oito experimentos, modificando quatro fatores: pH do eletrólito, 

concentração molar do eletrólito, temperatura do capilar, e tempo de injeção. Os 

resultados obtidos para o teor e tempo de migração não demonstraram alterações 

significativas, como observadas nos gráficos de Pareto. Além disso, importante 

destacar que o pH do eletrólito é a condição mais sensível a alterações e que o seu 
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efeito apresentou, tanto para o teor como para o tempo, uma maior magnitude em 

relação aos demais fatores, mas que nas condições estudadas, este efeito não foi 

significativo. 

A validação do método por EC para determinação quantitativa de FESO em 

comprimidos está aceito para publicação no periódico Journal of AOAC International 

com o título de “Determination of fesoterodine in pharmaceutical preparations 
by stability-indicating capillary zone electrophoresis method”. 





 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.4.  ARTIGO CIENTÍFICO – Fesoterodine determination in pharmaceutical 
formulations by using liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

European Journal of Mass Spectrometry, v. 16, p. 653-661, 2010. 
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O método por LC-ESI-MS/MS foi desenvolvido e validado com o objetivo da 

rápida determinação de FESO em formulação farmacêutica com baixos níveis de 

resíduos produzidos. Primeiramente, foram identificados o ion principal e o ion 

secundário da FESO e seu PI, manidipino. O espectrômetro de massas foi 

configurado no modo de monitoramento de múltiplas reações, em m/z 412,2>223,0 

para a FESO e m/z 611,1>167,0 para o PI. Diferentes colunas cromatográficas e 

composição de fase móvel foram testadas. A condição ótima foi estabelecida com 

coluna Luna C8(2) de 5 cm de comprimento e 3 mm de diâmetro interno. A fase 

móvel foi composta de ácido fórmico 0,1% e metanol (10:90, v/v) eluída na vazão de 

0,2 mL/min. 

A solução placebo analisada não apresentou nenhuma interferência nos 

tempos de retenção do fármaco e PI. Avaliou-se também, o efeito da supressão 

iônica que não foi detectada na matriz estudada. Amostras preparadas a partir da 

formulação foram recuperadas e comparadas frente a soluções padrões, obtendo 

valor médio de 98,6% para a FESO e 97,8% para o PI. 

A linearidade do método foi comprovada na faixa de 5 a 1000 ng/mL por meio 

da ANOVA, onde se verificou que não ocorreu desvio de linearidade. A regressão 

linear dos dados foi significativa para α = 0,05, com um coeficiente de determinação 

de 0,9992. A precisão, demonstrada por meio da precisão intermediária e da 

repetibilidade, apresentou valores de DPR inferiores a 2,42%. A precisão 

intermediária, realizada em três dias diferentes em três concentrações, foi obtida 

com valores de DPR inferiores a 2,94%. A exatidão intradia e interdias do método foi 

avaliada verificando valores de recuperação, DPR e erro relativo. Todos os valores 

ficaram dentro do recomendado.  

A robustez foi avaliada através de um delineamento experimental fracionado 

em dois níveis, em oito experimentos, alterando quatro fatores: proporção de 

solvente, vazão da fase móvel, temperatura da coluna e volume de injeção. Os 

resultados obtidos para o teor, tempo de retenção e área de pico não demonstraram 

alterações significativas, como observadas nos gráficos de Pareto, indicando a 

robustez do método. 

A validação do método por LC-ESI-MS/MS está publicado no periódico 

European Journal of Mass Spectrometry, v. 16, p. 653-661, 2010 com o título de 
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“Fesoterodine determination in pharmaceutical formulations by liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry”.  



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.5.  ARTIGO CIENTÍFICO – Second-order derivative UV spectrophotometric 
method for the determination of fesoterodine and comparison with LC, CE 
and LC-MS/MS in commercial extended-release tablets 

Acta Chimica Slovenica, v. 59, p. 136-143, 2012. 
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A validação do método por ED-2 para determinação quantitativa de FESO nos 

comprimidos de liberação prolongada foi realizada utilizando água como diluente 

final. A leitura das amostras foi realizada no ponto de anulação em 228 nm. O 

método demonstrou especificidade, pois os excipientes da formulação não 

interferiram na quantificação do fármaco. A linearidade foi avaliada na faixa de 2 a 

24 µg/mL, obtendo um coeficiente de determinação de 0,9999. A análise da 

variância (ANOVA) demonstrou que existe regressão linear e não existe desvio de 

linearidade para os dados obtidos em ambos as condições, demonstrando a 

linearidade do método analítico para α = 0,05. 

A precisão, avaliada por meio da precisão intermediária e da repetibilidade, 

demonstrou valores inferiores a 1,45% de DPR. A exatidão do método analítico foi 

demonstrada com valores de recuperação nas faixas de 98,25% a 99,41%. 

A robustez do método por ED-2 foi avaliada utilizando um delineamento 

experimental de Plackett-Burmann, no qual foram realizadas pequenas alterações no 

delta lambda, fator de escala e diferentes solventes empregados. Os resultados 

obtidos para o teor nos gráficos de Pareto e Probabilidade Normal dos Resíduos 

demonstraram que essas modificações nos fatores não interferiram na determinação 

quantitativa do fármaco, demonstrando a robustez do método analítico.  

Os resultados obtidos indicaram que o método analítico por ED-2 apresentou 

especificidade, linearidade, precisão, exatidão e robustez, demonstrando-se 

adequado para determinação quantitativa do fármaco em 228 nm. 

Além disso, foi realizada a análise estatística comparativa entre os métodos 

validados por ED-2, CLAE, LC-ESI-MS/MS e EC. Os resultados médios de teor 

ficaram próximos de 100% e DPR inferiores a 1,12%. Não foi observada diferença 

significativa entre os métodos propostos por ANOVA (α = 0,05), demonstrando que 

os métodos são equivalentes e podem ser intercambiáveis. 

A validação do método por ED-2 e a análise estatística comparativa entre os 

métodos validados por CLAE, LC-ESI-MS/MS e EC está publicado no periódico Acta 

Chimica Slovenica v. 59, p. 136-143, 2012 com o título de “Second-order derivative 
UV spectrophotometric method for the determination of fesoterodine and 
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comparison with LC, CE and LC-MS/MS in commercial extended-release 
tablets”. 
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6.6. DISCUSSÃO GERAL 

O crescente desenvolvimento de novos fármacos e novas formulações pela 

indústria farmacêutica faz com que a preocupação com a qualidade e segurança 

desses produtos aumente na mesma proporção, tornando-se imprescindível a 

realização de ensaios de controle de qualidade em todas as fases do processo. 

Considerando que antes da elaboração do projeto havia uma carência de 

literatura científica referente à determinação quantitativa de FESO em formas 

farmacêuticas, a proposição, o desenvolvimento e a validação de metodologia de 

análise quantitativa em comprimidos de liberação prolongada tornaram-se um dos 

objetivos do presente trabalho, estabelecendo bases científicas e tecnológicas com 

possibilidade de inclusão em compêndios oficiais da área. 

Para o desenvolvimento dos métodos foram levados em consideração 

diversos parâmetros, baseando-se em questões, tais como, tempo de análise, 

simplicidade, custo, equipamentos, aplicabilidade na rotina do controle de qualidade, 

disponibilidade e capacidade de aplicação em estudos de estabilidade. Além disso, 

foram planejados, desenvolvidos e validados métodos analíticos comumente 

descritos na literatura científica e códigos oficiais relacionados ao controle de 

qualidade de produtos farmacêuticos, com exceção do método por LC-ESI-MS/MS, 

que ainda é pouco utilizado para análise de rotina em formulação farmacêutica 

devido ao custo elevado de aquisição e manutenção do equipamento (LEE, 2005). 

A CLAE constitui-se no método quantitativo mais utilizado para análises 

farmacêuticas possibilitando a separação e quantificação de diferentes componentes 

de uma formulação através da escolha adequada dos parâmetros do sistema como 

colunas, fase móvel e método de detecção (COLLINS et al., 2006; DONG, 2006). 

Apesar de necessitar de equipamentos e reagentes de maior custo, apresenta-se 

vantajosa devido a sua versatilidade, eficiência de separação, especificidade, fato 

pelo qual pode ser aplicada ao monitoramento da estabilidade de produtos 

farmacêuticos, com possibilidade de quantificação de produtos de degradação 

(COLLINS et al., 2006). Considerando todos os resultados obtidos na avaliação dos 

parâmetros, tais como, linearidade, especificidade, precisão, exatidão, robustez e 

limites de detecção e quantificação, é possível afirmar que o método foi validado de 
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uma forma satisfatória para a determinação quantitativa de FESO em comprimidos 

de liberação prolongada. Além disso, destaca-se a capacidade do método 

desenvolvido em determinar o fármaco na presença de produtos de degradação 

obtidos por degradação forçada, sugerindo que o método pode ser aplicado para 

verificação e monitoramento da estabilidade da FESO na forma farmacêutica em 

estudo.  

A grande vantagem do método desenvolvido e validado por CLAE é a rapidez 

na análise, quando comparado a outros métodos cromatográficos comumente 

desenvolvidos. O uso de uma coluna monolítica permite uma alta vazão da fase 

móvel sem comprometer a resolução cromatográfica (GUILLARME et al., 2007). 

Deve-se isto, ao diferenciado processo de empacotamento com poros de tamanhos 

variados, fazendo com que a baixa resistência à vazão de fase móvel permita baixos 

níveis de pressão do sistema (TANAKA & KOBAYASHI, 2003, FARIA et al., 2006; 

ALTMAIER & CABRERA, 2008). Dessa forma, o método desenvolvido apresentou 

excelente resolução entre os picos da FESO e dos principais produtos de 

degradação de forma rápida e reprodutível. Além disso, as taxas muito baixas de 

pressão apresentadas, diminuem o desgaste do equipamento, que é sensível a 

pressões elevadas, prolongando o período entre as manutenções e gerando menos 

custos para o laboratório. 

O presente método foi desenvolvido com o intuito de aplicá-lo posteriormente 

acoplado ao MS. Assim, a fase móvel foi otimizada com um tampão volátil, acetato 

de amônio, juntamente com solventes orgânicos para propiciar a ionização do 

fármaco e dos produtos de degradação. Para ocorrer um eficiente acoplamento entre 

a cromatógrafo e o espectrômetro de massas, uma redução da vazão foi empregada 

utilizando um divisor de canais (split), o que proporciona uma melhora na eficiência 

da ESI. O método LC-ESI-MS foi aplicado com sucesso para identificação da maioria 

dos produtos de degradação, possibilitando que fosse possível propor uma rota de 

degradação do fármaco utilizando a relação m/z dos compostos, como demonstrado 

no Artigo 6.2. 

A EC tem apresentado grande importância na análise farmacêutica, assim 

como a E UV e CLAE. Apesar de não estar totalmente disseminada no controle de 

qualidade de rotina, a EC representa um procedimento em rápida expansão, em 
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termos de técnica de análise e separação em formulações farmacêuticas. 

Considerando os resultados obtidos na avaliação dos parâmetros de validação é 

possível afirmar que o método foi validado adequadamente para a determinação 

quantitativa de FESO em comprimidos de liberação prolongada. A técnica também 

possibilitou a identificação qualitativa do fármaco na forma farmacêutica e a 

determinação na presença de produtos de degradação obtidos por degradação 

forçada, sugerindo que o método pode ser aplicado para verificação e 

monitoramento da estabilidade do fármaco na forma farmacêutica em estudo (Artigo 

6.3). Por sua vez, a inclusão de análises por EC pode acrescentar vantagens como 

simplicidade operacional, alta eficiência de separação, baixo consumo de amostras, 

reagentes e solventes, constituindo-se em alternativa moderna aos métodos 

existentes para o controle de qualidade (MORZUNOVA, 2006; LANDERS, 2008). 

As curvas de pureza obtidas para o pico da FESO, obtido nas diferentes 

condições de degradação, demonstraram a seletividade dos métodos por CLAE e 

EC, indicando que mesmo na presença de prováveis produtos de degradação, os 

métodos apresentam seletividade suficiente para quantificar o fármaco de interesse.  

Os métodos por CLAE e EC também possibilitaram a identificação da 

impureza 5-HMT nas soluções da SQR e na forma farmacêutica. Os picos do 

fármaco e da impureza apresentaram-se bem resolvidos em ambos os métodos. 

Devido a diferenças na polaridade das moléculas de FESO e 5-HMT, uma 

significativa distinção nos tempos de eluição foi observada por CLAE, já que a 5-

HMT é mais polar e apresentou menor tempo de retenção na coluna cromatográfica. 

Como os processos de separação cromatográfica e eletroforética são diferentes, o 

método por EC apresentou tempos de migração muito próximos devido à 

semelhança entre as mobilidades iônicas das substâncias, que estão relacionadas 

com a razão carga-massa e a fatores estruturais. Apesar disso, o método 

eletroforético apresentou adequada resolução entre os picos, favorecido pelo 

emprego de um capilar extenso e pela baixa voltagem aplicada (Artigos 6.2 e 6.3). 

A LC-ESI-MS/MS aplicada no controle de qualidade de medicamentos ainda 

não está bem estabelecida, sem citações em compêndios oficiais, com poucos 

trabalhos na literatura, utilizada basicamente em pesquisas. O custo alto de 

aquisição e manutenção do equipamento, a necessidade de uma estrutura 
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laboratorial bem equipada e também de pessoal qualificado não atrai interesses de 

indústrias, já que estas preferem utilizar métodos mais simples e menos onerosos 

(LEE, 2005). Mas, com a necessidade iminente da identificação de produtos de 

degradação pela indústria farmacêutica, em breve ocorrerá a popularização do uso 

desta técnica. No desenvolvimento do método, vários parâmetros devem ser 

cuidadosamente estabelecidos, dentre eles, a otimização do MS para maior 

sensibilidade de detecção, selecionando as corretas transições de íons do padrão e 

do padrão interno (PI). Diferentes colunas cromatográficas foram testadas, entre 

elas, colunas C8 e C18 de comprimentos variados. Para o método proposto 

empregou-se uma coluna C8 de 50 mm de comprimento e 3 mm de diâmetro interno, 

a qual forneceu um desempenho cromatográfico mais adequado para o fármaco em 

estudo. Também foram realizados testes utilizando diferentes fases móveis, 

avaliando-se combinações em diferentes proporções entre solventes orgânicos e 

soluções que modificam a ionização. O método proposto, descrito no Artigo 6.4, 

cumpre os requisitos preconizados pela literatura em relação à validação, podendo 

ser empregado para análise qualitativa e quantitativa de FESO em formulações 

farmacêuticas. 

Além destes métodos analíticos descritos para determinação de fármacos, há 

outras metodologias bem conhecidas e estabelecidas para análise farmacêutica de 

rotina. Dentre estas, destaca-se a espectrofotometria na região do UV ou visível, 

técnica esta muito utilizada devido ao potencial da grande maioria dos fármacos 

absorverem energia nessas regiões. A diferenciação do espectro normal pela 

transformação matemática da curva espectral em uma derivada também pode ser 

realizada para melhorar a seletividade das análises. A ED constitui uma ferramenta 

de extrema importância para o laboratório de controle de qualidade, pois permite a 

quantificação de fármacos sem tratamento prévio das amostras. Constitui, assim, um 

método alternativo ao CLAE, com a vantagem de oferecer resultados precisos, 

rápidos e de baixo custo (DONATO et al., 2010). Assim, desenvolveu-se e validou-se 

método de fácil execução, rápido e de baixo custo para determinação de FESO em 

comprimidos de liberação prolongada. O método cumpriu com os parâmetros de 

validação, apresentando linearidade, especificidade, robustez, precisão e exatidão 

adequadas (Artigo 6.5). O resumo dos resultados obtidos durante a validação dos 

métodos está apresentado na Tabela 6.14. 
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TABELA 6.14. Resumo dos resultados obtidos na validação dos métodos analíticos por ED-2, CLAE, LC-ESI-MS/MS e EC. 

Parâmetro ED-2 CLAE LC-ESI-MS/MS EC 

Especificidade: placebo Sem interferência Sem interferência Sem interferência Sem interferência 

Especificidade: degradação forçada NA Sem interferência NA Sem interferência 

Intervalo (μg/mL) 2-24 5-150 0,005-1 2-100 

Equação da regressão lineara y = 0,0383x + 0,0669 y = 11711x + 17019 y = 0,0027x + 0,0306 y = 0,0282x + 0,0068 

Coeficiente de determinação (r2) 0,9999 0,9995 0,9992 0,9998 

Repetibilidade (DPR, %) 1,45b 1,48b 0,84c 1,09b 

Precisão intermed. (média / DPR, %) 100,67c / 1,15 99,27d / 0,87 101,04e / 2,42 100,24d / 1,07 

Exatidãof (recuperação / DPR, %) 98,72 / 0,62 99,83 / 1,19 101,04 / 2,42 100,03 / 0,31 

Robustezg Sim Sim Sim Sim 

Limites de detecção (h / i, μg/mL) 0,38 / NA 0,41 / 0,49 0,00105 / 0,00098 0,57 / 0,68 

Limites de quantificação (h / i, μg/mL) 1,27 / NA 1,37 / 1,50 0,00351 / 0,00325 1,90 / 2,00 
a y = ax + b, onde x é a concentração (μg/mL) do fármaco e y é a resposta obtida.    NA = Não aplicado. 
b n = 9 determinaçãoes.             DPR = Desvio padrão relativo. 
c n = 18 determinações. 
d n = 24 determinações. 
e n = 54 determinações. 
f  n = 3 determinações em cada concentração. 
g Análise fatorial. 
h Método da regressão linear. 
I  Método do sinal-ruído. 
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A utilização de desenhos estatísticos experimentais está em bastante 

evidência atualmente na análise de fármacos, mais especificamente, na avaliação da 

robustez de um método analítico (GABRIELSSON et al., 2002; WISSMANN & 

GROVER, 2009). Seguindo esta direção, neste trabalho foram utilizados alguns 

modelos experimentais para avaliação da precisão e/ou robustez dos métodos, 

possibilitando reduzir significativamente o número de análises e o tempo necessário 

para realização dos testes, além de diminuir o gasto de solventes e reagentes. O 

delineamento dos ensaios e os dados obtidos foram avaliados estatisticamente por 

modelos matemáticos, propiciando significativa qualidade dos resultados, 

demonstrado pelos valores tabelados e também, pela resposta gráfica obtida, 

principalmente pelos gráficos de Pareto.  

Com o objetivo de realizar a conferência da intercambialidade dos métodos 

propostos, realizou-se análise comparativa dos resultados através da análise de 

variância – ANOVA. A avaliação estatística demonstrou que não houve diferença 

significativa entre os métodos para um nível de significância de 5%, indicando haver 

equivalência entre eles na determinação quantitativa do fármaco na forma 

farmacêutica estudada. 

A equivalência dos métodos nas determinações quantitativas foi confirmada, 

mas algumas diferenças podem ser determinantes na escolha dos mesmos e devem 

ser salientadas para introdução no controle de qualidade de rotina. Os métodos 

desenvolvidos por CLAE e EC podem ser empregados para verificação e 

monitoramento da estabilidade do fármaco em comprimidos de liberação 

prolongada. O mesmo não pode ser considerado para a ED-2, que embora 

apresente maior seletividade que a espectrofotometria clássica, não possibilitou 

adequada capacidade de separação dos produtos de degradação. Na comparação 

dos métodos desenvolvidos por CLAE e EC foi possível verificar que a EC possui 

diversas vantagens, tais como a mínima quantidade de resíduos produzidos, assim 

como a não utilização de solventes. Além disso, proporciona um método de baixo 

custo, pois utiliza capilares não onerosos (principalmente se comparados às colunas 

cromatográficas) e o volume do eletrólito de corrida é composto por poucos mililitros. 

A LC-ESI-MS/MS é uma técnica altamente seletiva e sensível que possibilita a 

rápida determinação de FESO em formulação farmacêutica, além de necessitar de 
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pequena quantidade de solvente para realizar a eluição cromatográfica e a ionização 

da FESO e de seu PI, embora seu custo de análise seja bastante oneroso. 

6.7. CONCLUSÕES 

 O método desenvolvido por CLAE, nas condições experimentais 

estabelecidas, mostrou-se específico, linear, sensível, preciso, exato e 

robusto para análise quantitativa de FESO em comprimidos de liberação 

prolongada; 

 O método LC-ESI-MS possibilitou a identificação dos íons moleculares de 

seis produtos de degradação da FESO, permitindo propor a rota de 

degradação do fármaco; 

 Desenvolveu-se e otimizou-se método por EC utilizando o modo CZE para 

determinação de FESO em comprimidos, cumprindo os parâmetros de 

validação como especificidade, linearidade, precisão, exatidão e robustez 

preconizados para métodos analíticos; 

 O método quantitativo desenvolvido por LC-ESI-MS/MS cumpriu 

satisfatoriamente com os parâmetros de validação e apresenta-se como 

alternativa na determinação do fármaco em comprimidos de liberação 

prolongada; 

 O método desenvolvido através da ED-2, utilizando água como diluente, 

mostrou-se simples, rápido, linear, sensível, específico, preciso, exato e 

robusto para análise quantitativa de FESO na forma farmacêutica disponível 

comercialmente; 

 Os métodos validados por CLAE, EC, LC-ESI-MS/MS e ED-2 não 

apresentaram diferenças estatisticamente significativas de acordo com a 

ANOVA (α = 0,05); 

 Os métodos desenvolvidos e validados no presente trabalho estabelecem 

bases para progressivos trabalhos científicos na área e procedimentos 



6. ANÁLISE QUANTITATIVA 

 92 

importantes para aprimorar o controle da qualidade, garantindo a segurança 

e eficácia terapêutica dos produtos farmacêuticos disponíveis 

comercialmente. 



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. CAPÍTULO IV – ESTUDO DA ESTABILIDADE: CINÉTICA DE 
FOTODEGRADAÇÃO E IDENTIFICAÇÃO DOS PRODUTOS DE DEGRADAÇÃO 
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7.1. INTRODUÇÃO 

A estabilidade de produtos farmacêuticos constitui-se em uma ampla área que 

envolve diversos tipos de degradação. Qualquer modificação que ocorra em uma 

substância e, consequentemente, em sua preparação, que adversamente afete a 

qualidade do produto em termos de segurança e adequabilidade ao uso, constitui-se 

tópico de interesse para profissionais farmacêuticos e legisladores envolvidos em 

testes de estabilidade (KOMMANABOYINA & RHODES, 1999). 

A estabilidade pode ser avaliada por ensaio de degradação forçada ou 

estresse, o qual permite determinar o efeito de condições extremas de degradação 

sobre o produto farmacêutico, excedendo aquelas utilizadas em estudos acelerados. 

Este é um recurso igualmente utilizado para a pesquisa de mecanismos de 

degradação dos fármacos e avaliação dos potenciais produtos de degradação. Nos 

ensaios de estresse, as condições de degradação aos quais os produtos 

farmacêuticos e fármacos são submetidos constam a degradação térmica, hidrólise 

ácida e básica, decomposição oxidativa e fotolítica (CARSTENSEN & RHODES, 

2000; SINGH & BAKSHI, 2000; KLICK et al., 2005). 

A degradação compreende uma ou mais reações, cuja velocidade pode ser 

calculada matematicamente. O estudo da cinética de degradação é fundamental 

para o estudo da estabilidade de preparações farmacêuticas. Apresenta como 

objetivos obter, experimentalmente, os dados cinéticos e correlacioná-los, por 

equações matemáticas, além de propor mecanismos para as reações de 

degradação e estabelecer condições para acelerar ou diminuir a velocidade das 

reações (NUDELMAN, 1975). 

A reação de ordem zero ocorre quando a velocidade de reação é 

independente da concentração da substância ativa. Nesse caso, um gráfico de 

concentração (c) em função do tempo (t) dá origem a uma reta, cuja inclinação 

corresponde à constante de velocidade da reação (k). Quando a velocidade da 

reação depende da concentração do reagente, a reação segue cinética de primeira 

ordem, obtendo-se uma reta com a representação do logaritmo da concentração (log 

c) em função do tempo (t). A cinética de segunda ordem ocorre quando a velocidade 

de reação depende da concentração de dois reagentes, ou a segunda potência da 
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concentração de um deles. Para esse tipo de reação, a representação do inverso da 

concentração (1/C) em função do tempo (t) fornece uma reta (NUDELMAN, 1975; 

LACHMAN et al., 2001). 

A determinação da ordem de reação é realizada a partir de procedimentos 

analíticos, utilizados para determinar específica e quantitativamente a concentração 

da substância de interesse (NUDELMAN, 1975). 

O estudo de estabilidade da FESO foi realizado por meio da degradação 

forçada do fármaco, para o desenvolvimento dos métodos analíticos indicativos de 

estabilidade e do estudo de cinética de fotodegradação. Considerando a 

fotossensibilidade da FESO, verificada a partir dos resultados obtidos na validação 

do método indicativo de estabilidade por CLAE, realizaram-se estudos para obter 

dados sobre a velocidade de degradação fotoquímica do fármaco na forma 

farmacêutica de comprimido de liberação prolongada em solução. As análises foram 

realizadas utilizando as condições descritas para o método por CLAE (Tabela 5.1).  

A ordem de reação para a cinética de fotodegradação de FESO foi 

determinada representando concentração de fármaco residual em função do tempo 

(reação de ordem zero), log da concentração em função do tempo (reação de 

primeira ordem), e inverso da concentração em função do tempo (reação de 

segunda ordem). Os coeficientes de determinação (R2) foram obtidos, sendo que o 

coeficiente mais próximo da unidade indicou a ordem da reação. Os parâmetros 

cinéticos de constante de velocidade de reação (k), e período de vida útil t90% (tempo 

no qual 90% da concentração do fármaco encontra-se inalterada) foram obtidos. 

O modelo cinético pode ser representado pelas seguintes equações: 

C = Co ─ kt   t90% = (0,1 x Co)/ k (reação de ordem zero) 

In C = In Co ─ kt  t90% = 0,106/ k (reação de primeira ordem) 

1/C = 1/Co + kt  t90% = 1/(9k x Co) (reação de segunda ordem) 

Onde Co é a concentração dos reagentes no tempo zero, C é a concentração 

após reação no tempo t e k é a constante de reação. 



7. ESTUDO DA ESTABILIDADE 

 97 

Além disso, objetivou-se o isolamento do produto de fotodegradação 

majoritário a partir de um método cromatográfico semipreparativo. Para o preparo da 

solução amostra a ser degradada, o equivalente a 15 mg de FESO foram pesados a 

partir de comprimidos triturados, transferindo para balão volumétrico de 100 mL. 

Adicionaram-se 70 mL de metanol e extraiu-se o fármaco em banho de ultrassom 

por 15 min. Completou-se o volume e transferiu-se para tubos de centrifugação a 

3000 x g (6500 rpm) por 15 min. Uma alíquota do sobrenadante foi coletada e 

filtrada, primeiramente, em papel filtro. Após, a solução foi filtrada à vácuo em 

membrana de 0,45 µm. Esta solução foi concentrada em rotaevaporador a 50 °C e 

reconstituída com 5 mL de metanol:água (1:1, v/v). A solução obtida na 

concentração aproximada de 3 mg/mL foi degradada na luz UV-C por 2 horas. A 

fração isolada foi analisada por LC-ESI-MS, o que possibilitou identificar a relação 

massa-carga dos produtos de degradação, e também, propor suas estruturas 

químicas e a provável rota de fragmentação. A completa descrição dos experimentos 

e os resultados obtidos serão apresentados na forma de artigo científico. 





 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.2.  ARTIGO CIENTÍFICO – Photochemistry of a novel antimuscarinic drug 
fesoterodine and identification of its photodegradation products 

Submetido para publicação. 
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Estudos de fotodegradação da FESO foram realizados utilizando luz UV-A e 

UV-C. A degradação do fármaco em solução sob luz UV-A apresentou pouca 

alteração, mas quando exposto à luz UV-C, aproximadamente 62% de degradação 

foi observada durante os 60 minutos de experimento. 

Após a obtenção dos resultados da concentração do fármaco no decorrer de 

60 minutos, foram calculados os valores do inverso da concentração e logarítimo da 

concentração para obtenção dos gráficos de ordem zero, primeira ordem e segunda 

ordem. O maior coeficiente de determinação foi observado no gráfico de ordem zero, 

estabelecendo-se assim, que a cinética de fotodegradação do fármaco nas 

condições estudadas segue uma reação de ordem zero. Assim, foram calculados os 

valores da constante de velocidade de reação, tempo de meia-vida útil e tempo de 

meia-vida médio. 

Para a análise do principal produto de degradação, foi desenvolvido um 

método cromatográfico semipreparativo para realizar o isolamento deste. O produto 

coletado apresentou quatro íons principais quando analisado por espectrometria de 

massas com injeção direta da amostra. Estes íons foram monitorados seletivamente 

pelo método LC-MS, no qual demonstrou que todos os produtos eluíram no mesmo 

tempo de retenção, comprovando assim, que o produto coletado é uma mistura de 

quatro substâncias diferentes de m/z 370,6, 311,5, 293,4 e 265,3. Outros três 

produtos de degradação já tinham sido identificados nos estudos anteriores por LC-

MS, sendo que um total de sete produtos de fotodegradação foram identificados. 

Dessa forma, foi possível propor a rota de fotodegradação do fármaco. 

A cinética de fotodegradação da FESO e a identificação dos produtos de 

degradação por LC-MS estão apresentadas no artigo submetido para publicação 

com o título de “Photochemistry of a novel antimuscarinic drug fesoterodine 
and identification of its photodegradation products”.  

 

. 
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7.3. DISCUSSÃO GERAL 

O estudo de estabilidade de FESO foi realizado por meio da degradação 

forçada do fármaco para o desenvolvimento dos métodos analíticos indicativos de 

estabilidade, do comportamento do pó de comprimidos e comprimidos íntegros 

quando exposto à luz UV-C, da determinação da cinética de fotodegradação, e do 

isolamento e identificação estrutural dos produtos de fotodegradação.  

De acordo com a estrutura química da FESO, a presença de compostos 

contendo grupos auxocromos, tais como, ligações duplas conjugadas e grupos 

amino, permitiu sugerir que a luz poderia ser um fator capaz de acelerar a 

degradação química desta substância, pois são mais sensíveis à radiação luminosa. 

A sensibilidade é tanto maior quanto maior for o número destes cromóforos na 

molécula e, especialmente se estiverem conjugados, permitindo a interação dos 

elétrons livres. Isomerização, racemizações, rearranjos, oxidações e rupturas de 

ligações estão entre as mais importantes catalisadas pela luz (CARSTENSEN & 

RHODES, 2000). 

A partir dos estudos preliminares de estabilidade, constatou-se que a luz foi 

um importante fator de degradação para a FESO. Foi possível observar 

aproximadamente 62% de degradação do fármaco após 60 min de exposição à luz 

UV-C. As soluções apresentaram coloração amarelada, que ficaram mais intensas 

com o aumento do tempo de exposição. A partir dos dados obtidos, realizou-se a 

determinação da cinética de fotodegradação da FESO em solução metanólica, que 

possibilitou atribuir uma cinética de reação de ordem zero à forma farmacêutica em 

estudo. Os parâmetros cinéticos de constante de velocidade de reação (k), tempo de 

meia vida (t½) e tempo de vida útil (t90) foram calculados com base nas equações 

matemáticas apresentadas para reação de ordem zero, tendo em vista que as 

equações cinéticas são dependentes da ordem da reação.  

A partir dos resultados de degradação forçada obtidos para a especificidade 

do método por CLAE, foram estudadas as condições mais favoráveis para o 

isolamento e identificação do produto de degradação majoritário da FESO. Apesar 

de haver a formação de vários produtos de degradação em todas as condições, 

escolheu-se a condição fotolítica, pois esta apresentou um decréscimo significativo 
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no teor da FESO e a formação de alguns produtos de degradação, sendo um destes 

a impureza conhecida 5-HMT, e outro, eluído em 3,3 minutos, em concentração 

relativamente alta e demonstrando um perfil crescente e reprodutível proporcional à 

degradação da FESO. 

A escolha do sistema eluente adequado para o desenvolvimento do método 

por CLAE utilizando coluna semipreparativa foi realizada a partir de testes com 

diferentes solventes, variando-se as proporções entre eles. Assim, observou-se 

adequada resolução entre os picos do degradado majoritário e do fármaco com fase 

móvel composta por acetonitrila:água (pH ajustado em 3,0 com ácido fosfórico 

8,5%), na proporção 41:59 (v/v), eluída na vazão de 1,5 mL/min. A temperatura da 

coluna foi estabelecida em 40 °C. O cromatograma da solução amostra degradada 

está apresentado na Figura 7.7. 

 

FIGURA 7.7. Cromatograma da solução amostra de FESO (3 mg/mL) após 2 horas 
de degradação fotolítica na luz UV-C (254 nm). Condições cromatográficas: fase 
móvel constituída de acetonitrila : água pH 3,0 (41:59, v/v), vazão de 1,5 mL/min, 
coluna Phenomenex Luna C18 (250 mm x 10,0 mm) na temperatura de 40 °C, 
detecção em 208 nm, volume de injeção de 50 µL. 

A excelente resolução cromatográfica e o tipo de coluna possibilitaram a 

injeção de 50 µL da solução degradada. O pico eluído em 11,3 min foi coletado em 

frascos âmbar e concentrado em rotaevaporador à vácuo. O resíduo obtido no balão 

foi reconstituído com metanol e deixado evaporar até a secura. O produto final de 

cor marrom foi armazenado em frasco âmbar e conservado no dessecador. A fração 

coletada também foi analisada pelo método indicativo de estabilidade por CLAE 

(Figura 7.8), observando apenas um produto eluído em 3,3 min com espectro 

característico e alto grau de pureza de pico demonstrado pelo PDA. 
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FIGURA 7.8. Cromatograma da fração coletada a partir das condições semi-
preparativas e determinado pelo método analítico. Condições cromatográficas: fase 
móvel constituída de acetonitrila : metanol : acetato de amônio 30 mM pH 3,8 
(30:15:55, v/v/v), vazão de 2,4 mL/min, coluna Phenomenex Onyx® monolítica C18 
(100 mm x 4,6 mm) na temperatura de 45 °C, detecção em 208 nm, volume de 
injeção de 10 µL. 

A seguir, procedeu-se a análise por MS. Primeiramente, foram obtidos 

espectros de varredura total dos íons para a solução SQR e a solução da amostra 

degradada utilizando o método descrito no Artigo 6.2. Como também observado 

neste artigo, não foi possível observar outros íons da amostra degradada senão os 

já descritos. Mas, para observar a presença de outras substâncias foi alterada a 

energia de cone do equipamento de 45 V para 80 V. Essa diferença na tensão 

aplicada possibilitou observar quatro diferentes produtos, além dos três outros já 

conhecidos. Por fim, realizaram-se os ensaios com a técnica hifenizada LC-ESI-MS, 

unindo a grande capacidade de separação da CLAE com a sensibilidade e 

seletividade da MS, a partir dos resultados obtidos nos espectros. Neste sentido, os 

cromatogramas da fração coletada comprovaram a presença de quatro produtos 

distintos, com valores de m/z de 265,3, 311,5, 370,6, e 293,4 no mesmo tempo de 

retenção de 3,3 min, revelando que a fração coletada não era de um produto 

apenas, mas de uma mistura de substâncias. Devido a pureza de pico superior a 

0,9999 determinada pelo PDA, as substâncias devem possuir estruturas químicas 

semelhantes. Alta pureza de pico também foi obtida no método semipreparativo, 

mesmo com variação na fase móvel e fase estacionária. Uma separação 

cromatográfica de todos estes produtos talvez fosse obtida com uma coluna de 

empacotamento diferenciado e/ou eluição do tipo gradiente. 
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Além disso, também foi analisada uma amostra recém degradada na luz UV-

C por 60 min, na qual todas as substâncias presentes foram detectadas por LC-ESI-

MS, incluindo a FESO e seus sete produtos de fotodegradação. Substâncias estas 

identificadas a partir dos respectivos tempos de retenções e valores de m/z 

característicos de cada produto. Dessa forma, foi possível estabelecer uma provável 

rota de fragmentação do fármaco quando exposto à luz UV-C. 

A fotólise de pó de comprimidos e de comprimidos íntegros foi realizada com 

objetivo de verificar se os produtos de degradação isolados a partir de solução eram 

também formados na forma sólida. A partir da análise ampliada dos cromatogramas 

obtidos após sete dias na luz UV-C, foi possível verificar a presença de todos os 

produtos de degradação em baixa quantidade apenas quando em comprimidos 

triturados. No caso de comprimidos íntegros, não foi observado percentual de 

degradação da FESO após o tempo de estudo. 

7.4. CONCLUSÕES 

 O estudo preliminar da estabilidade da FESO, na forma farmacêutica de 

comprimidos de liberação prolongada, demonstra que esse fármaco foi 

instável à fotólise, nas condições estudadas; 

 O estudo da fotodegradação da FESO a partir da formulação farmacêutica 

demonstrou extensa degradação do fármaco em solução metanólica, e 

mínima degradação quando na forma de pó de comprimidos, nas condições 

de estudo; 

 Os resultados obtidos na avaliação da cinética de fotodegradação indicam 

tratar-se de uma reação de ordem zero nas condições estudadas; 

 O método cromatográfico semipreparativo possibilitou adequada resolução 

entre o produto coletado e as demais substâncias; 

 O método LC-ESI-MS detectou a presença de quatro produtos de 

degradação da FESO a partir do produto isolado; 
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 Sete produtos de fotodegradação da FESO foram identificados por LC-ESI-

MS, permitindo propor a rota de fotodegradação do fármaco; 

 O método LC-ESI-MS pode ser utilizado com sucesso na identificação rápida 

de produtos de degradação com alta sensibilidade e seletividade. 
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8.1. INTRODUÇÃO 

A liberação da forma farmacêutica, da dissolução ou solubilização sob 

condições fisiológicas e da permeabilidade através das membranas são fatores 

limitantes da absorção de fármacos após administração oral de formas 

farmacêuticas sólidas. Fatores relacionados ao paciente, tais como fisiologia da 

membrana, fluxo sangüíneo e pH do trato gastrintestinal, bem como fatores 

relacionados ao fármaco e à formulação, como solubilidade e natureza química do 

fármaco, polimorfismo, coeficiente de partição, quiralidade, tamanho de partícula, 

entre outros, tornam o processo de absorção complexo e variável. A 

biodisponibilidade do fármaco pode ser afetada por qualquer fator que altere a 

desagregação ou a dissolução (SHARGEL et al., 2005). 

O método de dissolução é requisito fundamental na indústria farmacêutica 

para assegurar a qualidade lote a lote do produto farmacêutico, desenvolvimento de 

novas formulações e garantir a qualidade após mudanças na formulação e no 

processo de produção, avaliar a qualidade da formulação em função do tempo e 

condições de armazenamento durante o período de validade do produto, além da 

possibilidade da CIVIV (FDA, 1997; MARQUES & BROWN, 2002). Devido a isso, o 

método de dissolução é exigido pelo FDA para todos os produtos apresentados 

como formas farmacêuticas sólidas de uso oral (SHARGEL et al., 2005). 

Há muitas variáveis a serem analisadas durante o desenvolvimento de um 

método de dissolução que influenciam este processo e a reprodutibilidade dos 

resultados dos testes (MARQUES & BROWN, 2002; MARCOLONGO, 2003; 

STORPIRTIS et al., 2004). Dentre essas variáveis, citam-se as: 

- relacionadas com o fármaco: solubilidade, tamanho de partícula, 

polimorfismo, higroscopicidade; 

- relacionadas com a forma farmacêutica: excipientes; 

- relacionadas com o equipamento: aparato utilizado, velocidade de agitação, 

posição e método de amostragem, vibração do sistema, posição da haste; 

- relacionadas com o meio de dissolução: volume, presença de gases, pH, 

temperatura, força iônica, evaporação do meio, viscosidade; 
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- relacionadas com o método analítico: filtração e método analítico utilizado. 

A seleção das condições do teste de dissolução deve ser conduzida no 

sentido de obter o máximo poder discriminatório e resultar na capacidade de refletir 

mudanças feitas na formulação, no processo de fabricação, ou nas características 

físico-químicas do fármaco (MARQUES & BROWN, 2002). A avaliação do perfil de 

dissolução do fármaco (porcentagem de fármaco dissolvido versus tempo) em 

diferentes meios é recomendada como suporte no desenvolvimento dos testes de 

dissolução. 

O método de dissolução avalia a quantidade de fármaco dissolvido, em um 

determinado volume de meio, mantida à temperatura de 37 °C ± 0,5 °C, após 

determinado período, utilizando equipamento com dispositivo para promover 

agitação do meio em uma determinada velocidade (FB 5, 2010; USP 34, 2011). 

Os meios de escolha mais usuais para o desenvolvimento do ensaio de 

dissolução são ácido clorídrico diluído, soluções tampões na faixa de pH fisiológico. 

Soluções contendo tensoativos (polissorbato 80, sais biliares e laurilsulfato de sódio) 

também poderão ser utilizadas para melhorar a solubilidade dos fármacos. A escolha 

do meio ideal para ensaios de rotina deve estar relacionada com a capacidade 

discriminativa, estabilidade do fármaco no meio e relevância do desempenho in vivo-

in vitro, quando possível (USP 34, 2011).  

Nenhum dos objetivos dos ensaios de dissolução será alcançado se o teste 

não for confiável e apresentar, no mínimo, especificidade, robustez, linearidade, 

precisão e exatidão dos resultados (MARQUES & BROWN, 2002; MARCOLONGO, 

2003; USP 34, 2011). Para a definição das condições mais adequadas do ensaio de 

dissolução, foram avaliados os meios que apresentaram condição sink à 

temperatura constante de 37,0 °C ± 0,5 °C, pás ou cestas como aparelhagem e 

agitação entre 50 rpm e 100 rpm (USP 34, 2011).  

A validação de métodos analíticos para dissolução de formas farmacêuticas 

sólidas deve incluir a avaliação da especificidade, estabilidade do fármaco no meio 

de dissolução, precisão, exatidão, linearidade e robustez. Assim, um método de 

dissolução de comprimidos de liberação prolongada de FESO foi desenvolvido e 

validado, sendo apresentado na forma de artigo científico, como descrito a seguir.  



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.2.  ARTIGO CIENTÍFICO – Development and validation of dissolution method 
for fesoterodine fumarate low dose extended-release tablets and 
evaluation of release kinetics 

Submetido para publicação. 
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Os resultados de ensaios preliminares de dissolução utilizando 900 mL de 

meios de dissolução utilizando água, HCl 0,01 M, HCl 0,1 M, tampão acetato pH 4,5, 

tampão fosfato pH 6,8 e tampão fosfato pH 7,5, equipamento com pás e rotação de 

75 rpm demonstraram que o fármaco é solúvel em todos os meios avaliados. O meio 

de dissolução que apresentou um perfil discriminativo e condição sink foi o tampão 

fosfato pH 6,8. Assim, o método foi otimizado utilizando este tampão com aparato pá 

a 100 rpm e 900 mL de meio a 37 ± 0,5 °C. 

O teste de dissolução foi validado utilizando os seguintes parâmetros 

analíticos: especificidade, linearidade, precisão, exatidão e robustez. A estabilidade 

do fármaco no meio de dissolução e na fase móvel, bem como, a interferência do 

filtro utilizado também foi avaliada. 

A cinética de dissolução foi determinada a partir de vários modelos 

calculados: ordem zero, primeira ordem, Hixson-Crowell, Higushi e Korsmeyer-

Peppas. O maior coeficiente de determinação foi obtido no modelo de Higushi. 

Assim, estabelece-se que a cinética de dissolução segue o modelo de Higushi, que 

frequentemente é utilizado para descrever a dissolução de um fármaco a partir de 

diversos tipos de formas farmacêuticas de liberação modificada. 

O trabalho descrevendo o desenvolvimento do método de dissolução dos 

comprimidos de liberação prolongada de FESO está apresentado no artigo 

submetido para publicação com o título de “Development and validation of 
dissolution method for fesoterodine fumarate low dose extended-release 
tablets and evaluation of release kinetics”. 
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8.3. DISCUSSÃO GERAL 

O teste de dissolução é apontado como uma importante ferramenta para a 

caracterização de um produto na área farmacêutica. O mesmo fornece informações 

úteis tanto na pesquisa e desenvolvimento como na produção e controle de 

qualidade de formas farmacêuticas (MARQUES & BROWN, 2002). Além de 

demonstrar a equivalência lote-a-lote, o teste é uma exigência para o registro de 

novos produtos e um parâmetro essencial a ser avaliado em um protocolo de 

controle de qualidade (FURLANETTO et al., 2003; FROST, 2004; ALLEN et al., 

2007). 

Apesar de não ter sido encontrada a classificação de FESO no Sistema de 

Classificação Biofarmacêutico, pode-se inferir que o fármaco seja Classe III, visto 

que apresenta uma alta solubilidade, biodisponibilidade de 52% e baixa 

permeabilidade (2,5 x 10-6 cm/s) (EMEA, 2007). Como a formulação farmacêutica é 

de liberação prolongada, deve-se por realizar o perfil de dissolução, a fim de 

conhecer as informações geradas a partir do teste desenvolvido. 

Antes de realizar os estudos de dissolução, deve-se realizar o 

desenvolvimento do método de análise. O método por ED-2 validado não 

apresentou respostas reprodutíveis em função da interferência do meio de 

dissolução. Neste sentido, utilizou-se o método analítico validado por CLAE como 

referência, modificando alguns parâmetros como fase móvel, vazão e volume de 

injeção para melhorar a sensibilidade do método. 

Para o desenvolvimento do teste de dissolução, é necessário considerar a 

solubilidade do fármaco no meio de dissolução, bem como sua estabilidade no 

mesmo. A FESO mostrou-se bastante solúvel em todos os meios testados e sua 

estabilidade foi determinada no meio escolhido, tampão fosfato pH 6,8. O fármaco 

manteve-se estável por pelo menos 16 h na temperatura de 37 ± 0.5 °C e por 24 h 

em temperatura ambiente (24 ± 2 °C). 

Para a escolha da velocidade de agitação, inicialmente foi selecionada a faixa 

recomendada para pás (50-75 rpm) (USP 34, 2011). No entanto, para aumentar a 

taxa de dissolução do fármaco, escolheu-se a velocidade de 100 rpm. Os filtros 
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também foram avaliados, não demonstrando diferença em relação às soluções 

centrifugadas. Assim, filtros de 70 μm foram escolhidos para utilização no teste. 

Diante disso, foi realizada a validação do método analítico por CLAE para 

determinação do teor dissolvido de FESO no teste de dissolução. 

A análise da especificidade demonstrou que o método por CLAE não sofreu a 

interferência dos excipientes da formulação, uma vez que não há outros picos no 

cromatograma, além daquele referente ao tampão. A avaliação da pureza de pico 

demonstrou alto grau de pureza da FESO. A avaliação da linearidade do método foi 

realizada através da construção de curvas analíticas, na faixa de concentração de 

1,0 a 8,0 µg/mL. Os resultados da ANOVA demonstraram haver regressão linear 

significativa e ausência de desvio da linearidade (α = 0,05), o que confirma a 

linearidade do método. Para a avaliação da exatidão e precisão, foi realizada a 

recuperação do fármaco em três concentrações. Valores de exatidão obtidos entre 

95% e 105% e DPR inferior a 5%, demonstraram que o método pode ser 

considerado exato e preciso. O método mostrou-se também robusto nos pHs de 6,6 

e 7,0, avaliando-se por ANOVA cada ponto do perfil, não observando diferença 

significativa entre eles. 

Para avaliação do perfil de dissolução comparativo de formas farmacêuticas 

de liberação prolongada, a RDC nº 31 sugere que a coleta de amostra deve ser 

representativa do processo de dissolução em, por exemplo, 1, 2 e 4 horas e depois a 

cada duas horas até que ambos os medicamentos apresentem dissolução de 80% 

da substância ativa ou o platô seja alcançado (BRASIL, 2010). O perfil de dissolução 

obtido para a FESO foi satisfatório para os comprimidos de liberação prolongada. 

Após 12 h de ensaio, mais de 80% do fármaco estava dissolvido no meio. Como 

especificado para o teste, a análise deve possuir pelo menos três pontos: o primeiro 

entre a primeira e segunda hora, para comprovar a baixa liberação do fármaco; um 

ponto intermediário; e um ponto final, com não menos de 80% de dissolução (USP 

34, 2011).  

A partir dos dados obtidos do perfil de dissolução, foi estabelecida a cinética 

de dissolução do fármaco. Modelos de ordem zero, primeira ordem, Higuchi, Hixson-

Crowell e Korsmeyer-Peppas foram avaliados. O melhor modelo para descrever a 

cinética de dissolução foi obtido pelo modelo de Higuchi, que apresentou maior 
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coeficiente de determinação. Higuchi descreve o mecanismo de liberação dos 

fármacos como um processo de difusão baseado na lei de Fick, estando dependente 

da raiz quadrada do tempo. Freqüentemente este modelo é utilizado para descrever 

a velocidade de liberação controlada do fármaco a partir de um sistema matricial 

(COSTA & LOBO, 2001; DASH et al., 2010). 

Observou-se também, que após 16 h de teste, quase todo fármaco foi 

liberado, mas o comprimido não se dissolveu, apresentando-se na forma de gel. Isso 

ocorre devido à presença de matrizes hidrofílicas na formulação, que após 

hidratação, intumescem e formam uma camada gelatinosa à superfície do 

comprimido. A velocidade de liberação do fármaco nestas formulações é 

condicionada por um ou mais dos seguintes mecanismos cinéticos: transporte do 

meio de dissolução para a matriz polimérica; intumescimento (swelling) do polímero 

com formação de uma camada de gel; difusão do fármaco através da camada de 

polímero intumescido; e erosão do polímero intumescido (LOPES et al., 2005). 

Não foi possível realizar a comparação de perfis entre formulações, pois, até 

o momento, existe apenas uma especialidade farmacêutica contendo FESO. 

8.4. CONCLUSÕES 

 O uso de tampão fosfato pH 6,8 (900 mL) como meio de dissolução a 37 ± 

0,5 °C e aparato pá a 100 rpm, demonstrou resultados satisfatórios para 

análise da dissolução de comprimidos de liberação prolongada contendo 

FESO; 

 O método por CLAE demonstrou possuir sensibilidade suficiente para 

determinação da quantidade dissolvida de FESO da formulação 

farmacêutica; 

 O método analítico foi validado, cumprindo os parâmetros preconizados de 

especificidade, linearidade, precisão, exatidão e robustez; 
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 A determinação de FESO dissolvida nos tempos de 1, 2, 4, 6, 8 e 12 horas 

possibilitou determinar um perfil de dissolução satisfatório para comprimidos 

de liberação prolongada, com não menos de 80% de dissolução;  

 De acordo com os dados do perfil de dissolução, estabeleceu-se que a 

cinética de dissolução da FESO segue o modelo de Higuchi. 
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Figura 10.1. Gráficos de concentração de fesoterodina residual em função do 
tempo: (a) ordem zero, (b) primeira ordem, (c) segunda ordem. 
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Figura 10.2. Gráficos de concentração de fesoterodina em função do tempo: (a) 
ordem zero, (b) primeira ordem, (c) modelo de Hixson-Crowell, (d) modelo de 
Higushi, (e) modelo de Korsmeyer-Peppas. 



10. ANEXOS 
 

 145 
 



10. ANEXOS 
 

 146 
 



10. ANEXOS 
 

 147 
 


	3.2.1. Descrição
	3.2.2. Mecanismo de ação
	3.2.3. Aspectos farmacológicos
	3.2.4. Polimorfismo e quiralidade
	3.3.1. Espectrofotometria derivada (ED)
	3.3.2. Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE)
	3.3.2.1. Colunas monolíticas
	3.3.3. Cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas
	3.3.4. Eletroforese capilar (EC)
	4.3.1. Caracterização da SQR de FESO
	4.3.1.1. Espectrometria de massas
	4.3.1.1.1. Resultados e discussão
	4.3.1.2. Espectroscopia de ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN 1H)
	4.3.1.2.1. Resultados e discussão
	5.3.1. Espectrofotometria na região do UV
	5.3.1.1. Condições espectrofotométricas
	5.3.1.1.1. Resultados e discussão
	5.3.2. Cromatografia em camada delgada (CCD)
	5.3.2.1. Condições cromatográficas
	5.3.2.1.1. Resultados e discussão
	5.3.3. Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE)
	5.3.3.1. Condições cromatográficas
	5.3.3.1.1. Resultados e discussão
	5.3.4. Cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas com eletronebulização (LC-ESI-MS)
	5.3.4.1. Condições cromatográficas
	5.3.4.1.1. Resultados e discussão
	5.3.5. Cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas sequencial com eletronebulização (LC-ESI-MS/MS)
	5.3.5.1. Condições cromatográficas
	5.3.5.1.1. Resultados e discussão
	5.3.6. Eletroforese capilar
	5.3.6.1. Condições eletroforéticas
	5.3.6.1.1. Resultados e discussão

