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RESUMO

“Desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos para determinacéo do

Cloridrato de epinastina em comprimidos revestidos”

Palavras chave: cloridrato de epinastina, controle de qualidade, validacao,

métodos analiticos.

O cloridrato de epinastina € um agente ndo sedativo, antagonista H; da
histamina, utilizado no tratamento da asma ou como anti-histaminico,
comercializado no Brasil na forma farmacéutica comprimido revestido com o
nome de Talerc ®. Embora, seja um medicamento amplamente comercializado
ndo ha referéncias relativas aos métodos de analise da forma farmacéutica.
Este trabalho teve como objetivos o desenvolvimento e a validacao de métodos
analiticos para o controle de qualidade do cloridrato de epinastina nos
comprimidos revestidos, bem como a realizacdo de estudos preliminares de
estabilidade térmica e de fotoestabilidade e determinacéo da cinética de reacao
do anti-histaminico em estudo. A andlise qualitativa do cloridrato de epinastina
foi realizada por ressonancia magnética nuclear de préton, determinacédo da
faixa de fuséo, espectrofotometria na regido do infravermelho e do ultravioleta,
cromatografia em camada delgada e por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia. Para analise quantitativa, foram validados os métodos por
espectrofotometria na regido do ultravioleta derivada de primeira ordem e por
cromatografia a liquido de alta eficiéncia. A validacéo foi efetuada de acordo
com as guias de validacao disponiveis na literatura. No estudo preliminar de
estabilidade térmica utilizou-se a forma farmacéutica submetida a temperatura
de 80 °C por 10 dias. A fotoestabilidade foi realizada em camara de luz
ultravioleta de 254 nm por um periodo de 18 horas. Os métodos qualitativos
foram (teis para identificacdo do cloridrato de epinastina. Os métodos
guantitativos propostos foram validados de acordo com o0s parametros
analiticos preconizados, podendo ser perfeitamente intercambiaveis. O estudo
preliminar de estabilidade térmica ndo apresentou degradacdo da amostra nas
condicBes de andlise empregadas. O estudo de fotoestabilidade apresentou

degradacao intensa obedecendo uma cinética de reacao de primeira ordem.
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ABSTRACT

“Development and validation of analytic methods for the determination of

epinastine hydrochloride tablets coated”

The epinastine hydrochloride is a non-sedating, histamine H; antagonist that is
used as an anti-allergic agent or for the treatment of asthma, available in Brazil
as a coated tablet named Talerc®. Even though, it is widely commercialized,
there is no reference related to the quality control methods of it pharmaceutical
dosage form. The aim of this work were the development and validation of
analytical methodology for the quality control of epinastine hydrochloride in
coated tablets, as well the preliminary studies of thermical and photostability
and kinetic of reaction to the antihistaminic. The qualitative analysis was
performed by nuclear magnetic resonance, determination of melting point
range, infrared and ultraviolet spectrophotometry, thin layer chromatography
and by the high performance liquid chromatography. For quantitative analysis,
the methods of ultraviolet derivative spectrophotometry and high performance
liquid chromatography methods were validated. The validation was performed
according to the validation guidances available in the literature. The
pharmaceutical dosage and temperatures of 80°C for 10 days were used in the
preliminary studies of thermical stability. The photostability was verified in an
ultraviolet light chamber of 254 nm for a period of 18 hours. The methods
employed for the qualitative analysis demonstrated to be usefull for the
epinastine hydrochloride identification. The quantitative methods were validated
in accordance to the analytic parameters related in the validation guides,
allowing perfect interchanges. The thermical stability study have not presented
sample degradation in the applied analysis conditions. The photostability study

demonstrated an accentuated degradation obeying a first order reaction.

KEYWORDS: epinastine hydrochloride, quality control, validation, analytical
methodology.
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INTRODUCAO

A histamina € um dos mediadores quimicos pré-formado e armazenado
nos mastoécitos. Sua liberacdo, como resultado da interacdo do antigeno com
anticorpos IgE sobre a superficie dos mastdcitos, desempenha funcéao central
na hipersensibilidade imediata e nas respostas alérgicas. As acfes da
histamina sobre as células musculares lisas bronquicas e de vasos sanguineos

respondem em parte pela resposta alérgica (BROWN; ROBERTS, 2003).

Uma vez liberada a histamina pode exercer efeitos locais ou
disseminados sobre os musculos lisos e glandulas. O autacéide contrai
diversos musculos lisos, incluindo brénquicos e intestinais, mas induz o
relaxamento intenso de outros, como 0 dos vasos sanguineos. Muitos desses
efeitos, como a broncoconstricdo e a contracdo intestinal sdo mediados por
receptores H; que sao prontamente bloqueados por anti-histaminicos
(BROWN; ROBERTS, 2003).

Os anti-histaminicos de primeira geracdo sdo muito usados e efetivos no
tratamento de respostas alérgicas, febre do feno, rinite, urticaria e alergias
alimentares. Estes agentes também apresentam atividade sobre receptores
colinérgicos, serotoninérgicos e dopaminérgicos. Os efeitos adversos centrais
incluem sedacéo, reducao das habilidades cognitivas e sonoléncia. Os efeitos
periféricos incluem visao borrada, boca seca, espasmo muscular, ansiedade,
confusdo mental e, ocasionalmente, irritabilidade, tremor, taquicardia, entre
outros. A separacao dos efeitos de depressao do sistema nervoso central e de
efeitos anticolinérgicos é observada nos anti-histaminicos de segunda geracao
(NELSON, 2002).

A estrutura geral de muitas classes de anti-histaminicos triciclicos
(Figura 1) apresenta dois grupos aromaticos que podem ser ligados por
grupamentos adicionais de atomos, heteroatomos como enxofre ou oxigénio,
ou através de ligacdes simples ou duplas com outra cadeia carbbnica
(NELSON, 2002).
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X

I
R—N—R

Figura 1. Estrutura geral dos anti-histaminicos
triciclicos (Adaptada de NELSON, 2002).

As letras representadas na estrutura triciclica acima podem ser
interpretadas do seguinte modo (NELSON, 2002):
v Y=C,CH,N;
v' X=CHg, S, O, NH, CH,0, CH,CH,, CH=CH,;
v R =02 a 03 carbonos;
v

R’ = anel de cinco membros, entre outros.

O cloridrato de epinastina, anti-histaminico de segunda geracao, apresenta
estrutura triciclica conforme representado na Figura 2.

\

N

/>\NH H/CI
2

N

Figura 2. Estrutura quimica do cloridrato de epinastina.

E um agente antialérgico utilizado no tratamento da asma, que se
caracteriza pela alta afinidade por receptores H1, por ser oralmente ativo, por

ndo apresentar efeitos sedativos centrais e nem atividade anticolinérgica
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(OGISO et al., 2001). Além de ser indicado em casos de patologia alérgica e de
rinite alérgica (PRODUTOS, 2005).

Este medicamento € comercializado no pais pela industria Boehringer
Ingelheim do Brasil Quimica e Farmacéutica Ltda., com o nome comercial de

Talerc ®

e estd disponivel no mercado brasileiro nas seguintes formas
farmacéuticas: xarope (frascos de 50 ml), solucdo oftdlmica, comprimidos
revestidos de 10 mg (embalagens com 10 e 30 comprimidos) e de 20 mg

(embalagens com 10 comprimidos) (PRODUTOQOS, 2005).

Na literatura constam métodos referentes a determinacdo quantitativa da
epinastina em fluidos biolégicos por cromatografia a liquido de alta eficiéncia e
por cromatografia a liquido de alta eficiéncia acoplada a espectrdmetro de

massas.

Apesar da relevancia terapéutica deste anti-histaminico e de sua ampla
comercializacdo no pais, ndo foram encontrados estudos referentes aos

métodos de analise, o que ressalta a importancia deste trabalho.
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Objetivos gerais:

o Desenvolver e validar métodos qualitativos e quantitativos para analise

do cloridrato de epinastina na forma farmacéutica comprimido revestido;

o Avaliar preliminarmente a estabilidade térmica do cloridrato de
epinastina;

o Determinar a cinética de degradacdo do farmaco a partir do estudo

preliminar de fotoestabilidade.
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3.1 Aspectos Gerais

Em todo o mundo, cerca de 100 a 150 milhbes de pessoas sofrem de
asma bronquica e esse numero vem aumentando gradativamente. Na
Alemanha sao estimados quatro milhdes de asmaticos. No oeste da Europa o
ndmero de casos dobrou nos dltimos 10 anos. Nos Estados Unidos o niumero
de casos cresceu cerca de 60%, desde 1980. Ha trés milhGes de asmaticos no
Japéo; na india este nimero € de cerca de 15 a 20 milhdes. No Brasil, Costa
Rica, Panama, Peru e Uruguai a prevaléncia dos sintomas de asma na
populacéo varia de 20 a 30% (BRONCHIAL ASTHMA, 2004).

Nos Estados Unidos a rinite alérgica € um problema de saude publica
gue afeta de 20 a 40 milhGes de pessoas anualmente, sendo 10 a 30% dos
adultos e 40% das criangas. Mais de $6 bilhdes de délares foram gastos com a
prescricdo de medicamentos para o tratamento da rinite alérgica somente no
ano de 2000 naquele pais (ROSENWASSER, 2002).

A asma e a rinite alérgica apresentam caracteristicas
epidemioldgicas, histolégicas, fisioldgicas e imunopatolégicas similares, e a
chave para o manejo de ambas as desordens é a prevencdo e alivio dos
sintomas da inflamacéo alérgica crénica das vias aéreas superiores e inferiores
(SIMONS, 2003).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) sugere, desde 1999, o
desenvolvimento de estratégias para a prevencao da asma brénquica a partir
do tratamento da rinite alérgica (BRONCHIAL ASTHMA, 2004).

A hipersensibilidade do tipo | € também denominada anafilaxia, atopia ou
alergia. As substancias que provocam esse tipo de hipersensibilidade sé&o
denominadas alérgenos (SHARON, 2000).

Um pré-requisito para uma reacdo de hipersensibilidade tipo | € que o

individuo tenha produzido um anticorpo IgE quando entrou em contato com o
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antigeno pela primeira vez, e assim se torna sensibilizado ao mesmo. A IgE
difere de outros isotipos de anticorpo por estar localizada, predominantemente,
nos tecidos; onde esta ligada aos mastécitos por receptores de superficie de

alta afinidade, conhecidos como FceRlI .

O FceRI é expresso constitutivamente pelos mastocitos e basofilos e,
também, por eosindfilos depois de terem sido ativados por citocinas. Ap6s uma
resposta primaria de IgE ter se encerrado e o antigeno ter sido eliminado pelos
métodos usuais, todas as moléculas de IgE especificas para o antigeno que

ndo o encontraram sao ligadas por suas regides Fc ao FceRI nessas células.

Os complexos estaveis de IgE e de FceRl fornecem efetivamente aos
mastocitos, baséfilos e eosinofilos receptores especificos ao antigeno. Todas
essas células tém granulos contendo mediadores inflamatoérios pré-formados.
Quando o antigeno for encontrado novamente, ira ligar-se aos receptores e
ativar as células a liberarem seus mediadores inflamatorios. A degranulacao

inicial é seguida pela sintese induzida de uma maior variedade de mediadores.

Os mastoécitos residem nas mucosas e nos tecidos epiteliais que
revestem as superficies corporais e servem para alertar o sistema imune ao
trauma e a infeccédo locais. Os granulos dos mastocitos contém principalmente
histamina, heparina, fator de necrose tumoral-a (TNF- a), sulfato de
condroitina, proteases neutras e outras enzimas degradativas e mediadores
inflamatorios (PARHAM, 2001).

A histamina é uma molécula hidrofilica envolvendo um anel imidazdlico e
um grupamento amino conectado por dois grupamentos metileno. A forma
farmacologicamente ativa em todos o0s seus receptores € o tautbmero H
(BROWN; ROBERTS, 2003).

A histamina exerce uma variedade de efeitos fisiolégicos por meio de
trés tipos de receptores — Hy, Hy e Hz — que foram definidos em diferentes tipos
celulares. As reacdes alérgicas agudas envolvem a ligacdo da histamina ao
receptor Hi; nas células do muasculo liso das proximidades e nas células

endoteliais dos vasos sanguineos (PARHAM, 2001).
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O estimulo do receptor H; nas células endoteliais induz a
permeabilidade dos vasos e a entrada de outras células e moléculas no tecido
contendo o alérgeno, causando a inflamacdo. As células do musculo liso sao
induzidas a se contrair no momento da ligagdo a histamina, o que produz, por
exemplo, a constricAo das vias aéreas; a histamina também age no
revestimento epitelial da mucosa, induzindo a secrecdo aumentada de muco
(PARHAM, 2001).

As reacdes de hipersensibilidade do tipo | ocorrem quando o material
antigénico que nao é, em si, nocivo desencadeia a producéo de anticorpos do
tipo IgE, que se fixam nos mastoécitos e, no pulmao, aos eosinofilos. O contato
subseqiente com o material provoca a liberacdo de histamina, do fator de
ativacdo das plaquetas, de eucosanoides e de citocinas pelos mastoécitos. Os
efeitos podem ser localizados, limitando-se ao nariz (febre do feno), a arvore
brénquica (fase inicial da asma), a pele (urticaria) ou ao trato gastrintestinal.
Em alguns casos, a reacao pode ocorrer de modo exacerbado causando
choque alérgico (RANG; DALE, 2001). Em decorréncia disso, os anti-
histaminicos sdo medicamentos importantes e amplamente utilizados no
tratamento de doencas alérgicas (INAGAKI; NAGAI, 2001).

3.2 Anti-histaminicos

Os anti-histaminicos encontram-se divididos em duas categorias, os de

primeira e os de segunda geracao.

A primeira geracdo de anti-histaminicos inclui a bromofeniramina, a
clorfeniramina e a difenidramina. Estes agentes, mais antigos, aliviam a
congestdo nasal, a rinorréia e a rinite alérgica, mas atravessam a barreira
hematoencefalica e estdo associados a efeitos adversos como sonoléncia
(ROSENWASSER, 2002).

Os anti-histaminicos de segunda geracdo apresentam estrutura quimica
variada, mas propriedades farmacolégicas de efeito, principalmente, periférico.

Estes agentes apresentam efeito antagbnico e seletivo aos receptores
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periféricos Hi, e reduzida atividade anticolinérgica. Além disso, possuem baixa
afinidade por receptores serotoninérgicos e adrenérgicos, e tém efeitos
limitados sobre o sistema nervoso central, uma vez que nao ultrapassam

significativamente a barreira hematoencefalica (NELSON, 2002).

Esta classe de medicamentos foi desenvolvida a partir da descoberta da
terfenadina, e subsequente introducdo do astemizol, da loratadina e da
cetirizina (GRANT et al., 1999). Além destes, podem ser citados a ebastina, a

fexofenadina, a desloratadina e o cloridrato de epinastina.

Nos ultimos anos, casos de arritmia cardiaca e de morte foram relatados
durante a administracdo de terfenadina, especialmente quando o metabolismo
do medicamento era retardado a partir do uso de outros medicamentos, com
conhecida capacidade de inibir enzimas do citocromo Pss0 hepatico. Efeitos
adversos similares foram relatados com a administragdao do astemizol (GRANT
et al., 1999), o que resultou na retirada destes do mercado.

A epinastina apresenta acdo seletiva sobre os receptores H;, periféricos
bloqueando-os de modo reversivel, inibe a liberacdo de histamina, além de
captar calcio (COLIN et al, 2004). Com base nas caracteristicas fisico-
quimicas (hidrofilia, carga catidnica no pH fisiolégico), observa-se que a
epinastina ndo atravessa a barreira hematoencefalica, o que demonstra a
incapacidade de produzir efeitos sobre o sistema nervoso central (SARASHINA
et al., 2004).

De acordo com estudo duplo cego cruzado realizado por GRANT e
colaboradores (1999) para comparag¢do entre 0s seguintes anti-histaminicos
versus placebo: cetirizina, ebastina, epinastina, fexofenadina, terfenadina e
loratadina; observou-se que a epinastina apresenta acdo antialérgica mais
rapida quando comparada aos demais tratamentos (de meia a uma hora apos

administracdo de uma dose oral Unica de 20 mg que persiste por 24 horas).

Estudos referentes a farmacocinética e a farmacodinamica do farmaco

demonstram que sua absorcéo via oral € rapida e uniforme, além de ser efetivo
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na prevencao de reacdes alérgicas frente a estimulos externos (asma alérgica),
efetivo em quadros alérgicos ja estabelecidos, além de evitar a cronicidade dos

guadros alérgicos ja existentes (COLIN et al., 2003).

3.3 Métodos de analise propostos na literatura

Na literatura ndo constam métodos de analise do farmaco. Contudo,

existem artigos que relatam a determinagcdo da epinastina em fluidos

biologicos.

A determinacdo quantitativa da epinastina em plasma, proposta por
OHTANI e colaboradores (1996), por cromatografia a liquido de alta eficiéncia
utilizou o seguinte sistema cromatografico:

v Detector: ultravioleta (UV) a 220 nm;
v' Fase movel: 0,3% de trietilamina (v/v) (pH ajustado a 4,5 com
acido fosforico): metanol - 63:36 (v/v);

v" Coluna: C18 em fase reversa;

<

Fluxo: 1,3 ml/minuto;

v' Padréo interno: difenidol.

O trabalho desenvolvido por OGISO e colaboradores (2001) propde
método semelhante ao descrito anteriormente em relacdo ao mesmo fluido
biologico. A deteccéo é realizada por UV em comprimento de onda de 207 nm,
além de pequenas modificacdes nas proporcdes da fase movel utilizada:
trietilamina 0,3% (v/v) (pH ajustado a 4,5 com acido fosforico): metanol - 60:40
(VIv).

A auséncia de meétodos destinados a determinagdo do cloridrato de
epinastina na forma farmacéutica comprimido torna o desenvolvimento e a

validacao destes de grande importancia.
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3.4 Validacédo de Metodologia Analitica

A harmonizacéo dos requisitos para validagao de procedimentos
analiticos foi realizada pelo International Conference on the Harmonization
(ICH) em duas guias: Q2A, a qual apresenta uma discusséo a respeito das
caracteristicas que devem ser consideradas durante a validacédo de processos
analiticos; e a Q2B, que complementa o guia anteriormente citada e inclui

dados experimentais e estatisticos (ICH, 1996).

O objetivo de uma validagc&o € demonstrar que o método é apropriado
para a finalidade pretendida, ou seja, a determinacédo qualitativa,
semiquantitativa e/ou quantitativa de farmacos e outras substancias em
produtos farmacéuticos (BRASIL, 2003; USP 29, 2006).

De acordo com a bibliografia consultada (BRASIL, 2003; USP 29, 2006;
ICH, 1996) nem todos os parametros analiticos precisam ser avaliados para
validar um método analitico; a escolha destes vai depender do tipo de método

e de sua aplicacéo, conforme especificado na Tabela 1.
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Tabela 1. Parametros de Validag&do a serem testados de acordo com o propdsito dos métodos propostos.

TIPO DE ENSAIO

I Il
Método p/ Métodos para determinacao de 1]
guantificagcéo de impurezas em matérias-primas ou de Métodos para v
Parametro de matéria-prima e/ou compostos de degradagdo em testar Testes de
Validacao substancias ativas produtos acabados caracteristicas de identificagéo
em produtos Ensaios o desempenho

acabados quantitativos Ensaios limite
Exatidao v v | X | X
Precisédo v v X v X
Especificidade 4 v v v
Limite de detecgéo X X | v | X
Limite de
guantificagéo X Y X X X
Linearidade v v | X | X X
I.nterv.alo de % v « « «
linearidade
v Precisa de comprovacgao X Nao precisa de comprovacéao

Referéncias: ICH, 1996; USP 29, 2006; BRASIL, 2003.
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4.1 Objetivos Especificos

o Caracterizar a substancia quimica de referéncia através de analise por
determinacdo da faixa de fusdo, espectrofotometria na regido do

infravermelho e ressonancia magnética nuclear de proéton;

o Desenvolver método por cromatografia em camada delgada (CCD) para

identificacdo do cloridrato de epinastina em comprimidos revestidos;

o Desenvolver método por espectrofotometria na regido do ultravioleta e
por cromatografia a liquido de alta eficiéncia para identificacdo do

cloridrato de epinastina em comprimidos.

4.2 Descrigao

O cloridato de epinastina, cloridrato de 9,13b-diidro-1H-dibenzo(c,f)
imidazo(1,5-a)azepin-3-amina (SUBSTANCE SUMMARY, 2004) apresenta as

seguintes caracteristicas:

Aspecto: pd cristalino branco ou quase branco (ANTIHISTAMINES,
2005);

Registro no Chemical Abstracts (CAS): 108929-04-0 (MOFFAT et al.,
2004);

Denominacdo Comum Brasileira (DCB): 02688.03-4 (DCB, 2005);
Formula molecular: C16Hi1sN3. HCI (BUDAVARI, 2001);

Massa molecular: 285,776 (SUBSTANCE SUMMARY, 2004);

Faixa de fuséo: 273-275 °C (BUDAVARI, 2001);

Solubilidade: liviemente solivel em agua (BUDAVARI, 2001);

pKa da epinastina: 11,2 (MOFFAT et al., 2004);

LogP (octanol/dgua): 3,51 (MOFFAT et al., 2004).
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4.2.1 Substancia Quimica de Referéncia

A substancia quimica de referéncia utilizada para o desenvolvimento do

1

trabalho foi o cloridrato de epinastina =~ com teor estimado em 99,80%,

identificada pelo lote 1008099, conforme especificado no certificado de andlise.

4.2.2 Produto Farmacéutico

Os comprimidos revestidos contendo 20 mg de cloridrato de epinastina 2

identificados pelo lote T0O454 foram utilizados para andlise.
Cada comprimido contém:

Cloridrato de epinastina 20 mg;

Excipientes: lactose, amido de milho, polivinilpirrolidona K 25, &cido
silicico ligeiramente anidro, estearato de magnesio,
hidroxipropilmetilcelulose 2910, eudragit NE 30D, macrogol 6000,
talco, 6xido de titanio e silicone (PRODUTOS, 2005).

! Fornecido gentiimente pela Boehringer Ingelheim do Brasil Quimica e
Industria Farmacéutica Ltda.

2 Adquiridos no comércio sob o nome comercial Talerc® (Boehringer Ingelheim

do Brasil Quimica e Industria Farmacéutica Ltda.).

4.3 Determinacao do Ponto e da Faixa de Fusé&o

De acordo com BUDAVARI Q001) o cloridrato de EPN apresenta faixa
de fusdo entre 273° C e 275° C. Contudo, o registro do processo de sintese do

cloridrato de EPN que consta na patente americana de numero 6,403,790,
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relata modificacGes na estrutura cristalina do farmaco, a fim de se obter cristais
de alta fusdo. Conforme especificado no registro, a faixa de fusdo de tais
cristais, determinada através do método de calorimetria diferencial exploratéria
(DSC), é de cerca de 275 °C a 281 °C (USPTO PATENT FULL-TEXT AND
IMAGE DATABASE, 2005).

4.3.1 Materiais

A substancia quimica de referéncia (SQR) descrita no item 4.2.1 foi

empregada para determinagéo do ponto e da faixa de fusé&o.

O equipamento de ponto de fusdo automatico, marca Mettler Toledo,
modelo FP81HT, acoplado a processador central FP9O0, foi utilizado para

determinacédo do ponto de fuséo.

A faixa de fusdo foi determinada através do método de calorimetria
diferencial exploratoria, utilizando o equipamento DSC-60, marca Shimadzu,
adaptado a controlador de fluxo FC-60A, integrador TA 60 WS e software TA

60 versao 2.0.

4.3.2 Métodos

As amostras foram introduzidas através de tubos capilares no
equipamento de Mettler Toledo, cujo ponto de fusdo €é determinado
automaticamente no momento em que as amostras, iluminadas por fonte de
luz, coalescem e fundem por completo dando origem a um fluido transparente,

gue permite a passagem de luz através do tubo capilar.

Foram realizadas trés determinacdes para o cloridrato de epinastina

SQR utilizando rampa de aquecimento de 1 °C por minuto a partir de 260 °C.

Para determinacao da faixa de fusédo, 1,0 mg de cloridrato de epinastina

SQR foi introduzido em porta-amostra de aluminio com capacidade de 4 pl, o
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qual foi selado e inserido no equipamento de DSC. Esta técnica térmica
compara e avalia diferengas no fluxo de calor entre a amostra em branco
(porta-amostra selado vazio) e a substancia em analise enquanto ambas sao
submetidas a um programa de temperatura controlada.

Foi realizada uma determinacéo da faixa de fusdo da SQR, utilizando
rampa de aquecimento de 5,0 °C por minuto.

4.3.3 Resultados

Os valores de ponto de fusdo e a faixa de fusdo determinados através

dos métodos propostos estdo apresentados na Tabela 2.

Na Figura 3 esta representada a curva de aquecimento obtida a partir da

determinacéo da faixa de fuséo por calorimetria diferencial exploratoria.

Dsc
mV - £ o -
0.00
_H"al I{___.
Peal T7.77 '
200 sak 2 G | ‘
Onset 275.34C
Endset  2B0.11C | '
Heat -115.38m.J |
-116.56J/g i
4.00 |
|
-6.00
= 100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Figura 3. Representacdo da curva de aquecimento obtida com o cloridrato de EPN
SQR em equipamento DSC-60.
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Tabela 2 Ponto e faixa de fusdo para o Cloridrato de EPN SQR determinados pelo
método automatico e por calorimetria diferencial exploratéria.

Ponto de fuséo

Equipamento Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

Equipamento automatico 275.8 °C 275,6 °C 275,6 °C
Faixa de fusédo

DSC-60 275,34 °C a 280,11 °C

4.3.3 Discussao

Os valores de ponto de fusdo obtidos a partir da analise com
equipamento automatico conferem com os valores descritos na literatura
consultada: 273 °C a 275 °C, o ponto de fusdo permite inferir sobre o grau de

pureza da substancia em analise.

A faixa de fusdo que consta no registro de patente e a determinada
experimentalmente, ambas avaliadas pelo método de calorimetria exploratéria

diferencial, sdo praticamente equivalentes.

O método por DSC possibilita informacdes quantitativas a respeito das
caracteristicas exotérmicas e endotérmicas em funcdo da temperatura e do
tempo (CLAS et al., 1999). O pico obtido através da analise por DSC para o
cloridrato de EPN SQR, demonstrado na Figura 3, apresenta transic&o

endotérmica, ou seja, a amostra absorve calor (116,56 J/g) para fundir.

Materiais cristalinos podem reter agua como parte de sua estrutura ou
como agua de adsorcdo. A natureza dessa agua pode ser determinada por
DSC. Se o objetivo for determinar a pureza de uma amostra a rampa de
aguecimento utilizada na execucdo do experimento deve ser lenta & 5,0 °C/
minuto, preferivelmente 2 °C/minuto) (CLAS et al, 1999). A curva de
aguecimento obtida sugere a auséncia de umidade na amostra analisada, uma

vez gque nao ha pico nas regides em torno de 60 °C e de 100 °C. Como a

27



ANALISE QUALITATIVA

rampa de aquecimento utilizada foi equivalente a 5,0 °C/minuto é possivel
inferir que a amostra analisada apresenta pureza adequada para sua utilizagéo

como substancia quimica de referéncia.

4.4 Ressonancia Magnética Nuclear — RMN (*H)

4 .4.1 Materiais

Para andlise por ressonancia magnética nuclear foi utilizada amostra de
cloridrato de epinastina SQR descrita no item 4.2.1. A amostra de cloridrato de

epinastina foi preparada em agua deuterada (Aldrich).

O equipamento de ressonancia magnética nuclear, marca Varian,

modelo VXR-200 de 200 MHz, foi utilizado para a realizagdo do ensaio.

4.4.2 Método

O cloridrato de epinastina SQR solubilizado em agua deuterada em
concentracdo de 25 mg/ml foi transferido para capilar e submetido a analise de

ressonancia magnética nuclear de préton (RMN - *H).

4 .4.3 Resultados

Na Figura 4 esta representado o espectro de RMN de préton obtido para
o cloridrato de EPN SQR utilizando o equipamento descrito no item 44.1 a uma

frequéncia de 200 MHz.
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Figura 4. Apresentacéo do espectro de RMN de proton obtido e da estrutura quimica
do cloridrato de EPN.

Avaliacdo dos dados do espectro de RMN *H do cloridrato de EPN (200
MHz, D,O): 1,10 (triplete, solvente de cristalizac&o); 3,40 (multiplete, CH, do
anel B); 3,55 (multiplete, solvente de cristalizacéo); 4,15 (multiplete, CH e CH,
do anel A); 4,55 (singlete, H de 4gua deuterada); 4,80 (singlete, H de NH.);
5,00 (multiplete, solvente de cristalizacdo); 6,80 (multiplete, H de aromatico);

7,20 (multiplete, H de aromatico).

A estrutura quimica do cloridrato de EPN esta identificada de modo
simbélico com letras (A e B). A interpretacdo do espectro de RMN -'H foi
realizada com auxilio de literatura pertinente (ACD LABS, 1997; PAVIA et al.,
2001b e SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000b).
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4.4.4 Discussao

A ressonancia magnética nuclear de préton (*H) é forma de RMN a mais
comumente utilizada devido a sensibilidade e a grande quantidade de
informacdes estruturais fornecidas pelo método. A absorcdo exata ou a
freqUéncia de ressonancia do préton depende do meio em se encontra
(WATSON, 2004).

4.5 Espectrofotometria na Regiéao do Infravermelho

4 5.1 Materiais

O espectro na regido do infravermelho do cloridrato de epinastina SQR,
descrita no item 4.2.1., foi obtido utilizando-se espectrofotdmetro FTIR, marca
Shimadzu, modelo 8001. As pastilhas destinadas a analise foram preparadas

em disperséo de brometo de potéassio.

4 5.2 Método

Em gral de agata foram misturados 1,5 mg de cloridrato de epinastina
SQR e 150 mg de brometo de potassio previamente dessecado a 105 °C por
duas horas. Em seguida, a mistura foi transferida para pastilhador e a pastilha

obtida foi destinada a analise espectrofotométrica.

4 5.3 Resultados

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho obtido para o
cloridrato de epinastina SQR em dispersdao de brometo de potassio esta

demonstrado na Figura 5.

As principais frequéncias de absorcao caracteristicas do cloridrato de
epinastina SQR estdo apresentadas na Tabela 3. As atribuicbes foram

efetuadas considerando regido de absorcédo, formato e intensidade dos picos
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uma vez que ndo foram encontrados, na literatura consultada, espectros de

infravermelho referentes ao anti-histaminico em estudo.
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andlise do cloridrato de epinastina SQR em disperséo de brometo de potassio.

Tabela 3. Principais frequéncias de absorc¢ao caracteristicas do cloridrato de EPN.

Frequiéncia de absorcdo (cm™)

Atribuicao

760 Substituicdo em orto de fenila®

1458,4 Estiramento da ligacdo C=C de fenila ®
1473,8 Estiramento da ligacdo C=C de fenila ®
<1500 Regido da impressao digital °

1556,7 Ligacdo C=N e C=C de fenila®

1585,7 Ligacdo C=N e C=C de fenila®

1662,8 Ligac&o guanidinica ®

3111,6 Estiramento C sp? de fenila °

3260 Deformacao axial da ligacdo N-H ¢

2 (Nakanishi, 1977), ° (Watson,2004), © (Pavia et al., 2001a), ° (Silverstein; Webster, 2000a)
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4 5.4 Discussao

A moderna espectrometria na regido do infravermelho é uma ferramenta
versatil aplicada a determinacdo quantitativa e qualitativa de espécies
moleculares de todos os tipos. Suas aplicacdes se subdividem em trés
categorias principais baseadas em trés regides espectrais do infravermelho. A
regido mais amplamente utilizada € o infravermelho médio que vai de 670 a
4000 cm ! (SKOOG et al., 2002).

O espectro de infravermelho permite determinar caracteristicas
estruturais da molécula através da analise das bandas caracteristicas dos
grupamentos quimicos determinados no espectro. Certamente, a identificacdo
de uma substancia torna-se mais simples quando se compara 0 espectro da
amostra em andlise com o da substancia de referéncia, uma vez que uma
simples molécula pode originar um complexo espectro (SILVERSTEIN;
WEBSTER, 2000a).

Na auséncia de um espectro de infravermelho para fins de comparacéo,
a atribuicao dos picos foi efetuada considerando regido de absorcao, formato e
intensidade dos picos. A banda observada em 1662,8 cm™ foi atribuida &
ligacdo guanidinica, abaixo apresentada:
M

NN

/
C—nN
~.

M

PZEERN

A intensidade da banda deve-se provavelmente ao momento dipolar
intenso causado pela interacdo entre os atomos presentes na molécula em

estudo.

A andlise por espectrofotometria na regido do infravermelho juntamente
com o0s demais métodos realizados, determinacdo da faixa de fusdo e
ressonancia magnética nuclear, auxiliaram na identificacdo positiva da

substancia quimica utilizada como referéncia.
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4.6 Cromatografia em Camada Delgada

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

literatura consultada.

4.6.1 Materiais

Para andlise por cromatografia em camada delgada foram utilizadas
amostras de cloridrato de epinastina SQR e dos comprimidos revestidos de

cloridrato de epinastina descritos nos itens 4.2.1. e 4.2.2, respectivamente.

Os solventes butanol (Synth) e acido acético glacial (Merck), ambos em
grau analitico, e agua ultrapura, constituiram o sistema eluente. Metanol

(Quimex) e papel filtro (Framex) foram empregados no preparo das amostras.

A migracao cromatografica foi realizada em cromatoplacas aluminizadas
de silica gel 60 F 254 (Merck) com 12 cm de comprimento, 4 cm de largura e
0,25 mm de camada absorvente. Os reveladores utilizados foram lampada de
ultravioleta (UV) a 254 nm e vapores de iodo, este Ultimo obtido a partir de iodo

grau analitico (Synth).

4.6.2 Método

Para o preparo da solucdo dos comprimidos revestidos foi pesado o
equivalente a 10 mg de cloridrato de epinastina. A amostra foi transferida para
baldo volumétrico de 10 ml com auxilio de 5 ml de metanol, a solugdo foi
sonicada e agitada mecanicamente por periodos de 10 minutos. O volume foi

completado com metanol e a solugdo com concentragcdo de 1,0 mg/ml foi
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filtrada. A solucédo de cloridrato de epinastina SQR foi preparada do mesmo

modo sendo a concentragéo final igual a 1,0 mg/ml.

O sistema eluente foi composto por agua: butanol: acido acético glacial,
na proporcdo 6:4:1) (v/ivlv), respectivamente. O mesmo foi preparado com
antecedéncia de 24 horas em péra de separagdo, sendo a fase aquosa

desprezada para realizacdo da analise.

As solugbes foram aplicadas a 1 cm da borda inferior da placa por
intermédio de tubos capilares. A migracdo cromatografica percorreu 7 cm a
partir do ponto de aplicacdo. Apds a evaporacdo do solvente, as manchas
foram visualizadas com auxilio de lampada de ultravioleta (UV) a 254 nm e
vapores de iodo. Posteriormente, os respectivos fatores de retencao (Rf) foram
determinados. A analise foi realizada em triplicata a fim de verificar a

repetibilidade dos resultados obtidos.

4.6.3 Resultados

O valor de Rf obtido apés a migracdo cromatografica foi igual a 0,56,
tanto para a solucdo de cloridrato de epinastina SQR quanto para a solugao
preparada a partir dos comprimidos revestidos. Foram realizadas trés analises
nas mesmas condicbes e observou-se comportamento semelhante em todas

elas.

A visualizacdo dos cromatogramas foi efetuada através de revelacéo
com luz ultravioleta (UV) em comprimento de onda () de 254 nm e posterior

exposicao das placas aos vapores de iodo.

Na Figura 6 pode-se observar a representacdo esquematica do

cromatograma apos a revelagdo com os agentes acima mencionados.
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1 2

Figura 6. Representacdo esquematica do cromatograma obtido por CCD na
andlise das solucbes de cloridrato de EPN SQR (A) e de cloridrato de EPN
comprimidos (B) utilizando como reveladores vapores de iodo (1) e luz UV em| de
254 nm (2).

4.6.4 Discussao

As caracteristicas do cloridrato de epinastina foram avaliadas e devido a
sua polaridade realizou-se a procura de sistemas utilizados para a analise de
substancias polares. Os sistemas eluentes escolhidos foram avaliados,
testados e modificados, sendo mais adequado o sistema composto por agua:
butanol: acido acético glacial, na proporcao (5:4:1) (v/v/v), respectivamente.

As técnicas de revelacdo avaliadas se mostraram eficientes para o

objetivo proposto.

A identificacdo do cloridrato de epinastina foi efetuada através da
comparacao do fator de retencédo obtido pela amostra dos comprimidos e da
substancia de referéncia, sendo igual a 0,56 para ambas. O método proposto

demonstrou repetibilidade nas trés andlises realizadas.
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4.7 Espectrofotometria na Regido do Ultravioleta - UV

4.7.1 Materiais

As amostras de cloridrato de epinastina SQR e de comprimidos de
cloridrato de epinastina, descritas nos itens 4.2.1 e 4.2.2, foram utilizadas para

andalise.

Foram empregados &cido cloridrico 0,1 N (HCI 0,1 N), metanol de grau

analitico (Merck) e papel filtro (Framex) para o preparo das amostras.

O meétodo foi desenvolvido em espectrofotbmetro UV/VIS, marca
Shimadzu, modelo UV 160A, equipado com cubetas de quartzo de 10 mm de

caminho optico.

4.7.2 Método

A solucao de referéncia foi preparada a partir da pesagem de 10 mg de
cloridrato de epinastina SQR, que foi posteriormente transferida para bal&do
volumétrico de 20 ml com auxilio de 10 ml de acido cloridrico 0,1 N. A solucéo
foi submetida & agitagdo mecénica por 10 minutos e o volume foi completado
com o mesmo solvente (concentracdo da solucdo igual a 0,5 mg/ml). Foi
transferida aliqguota de 5,0 ml para baldo volumétrico de 100 ml, utilizando

metanol como diluente, obtendo entdo solugdo com concentracgao final de 25,0

pug/ml.

Foi realizado o peso médio de 20 comprimidos revestidos que foram
triturados a po fino. Pesou-se quantidade de amostra equivalente a 25 mg de
cloridrato de epinastina, que foi, em seguida, transferida para baldo volumétrico
de 50 ml com auxilio de 30 ml de HCI 0,1 N. Esta solugédo foi sonicada e
submetida a, posterior, agitacdo mecéanica por periodos de 10 minutos, sendo o

volume completado com o mesmo solvente (concentracdo da solucao igual a
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0,5 mg/ml). A solucédo obtida foi filtrada e uma aliquota de 5,0 ml desta foi
transferida para baldo volumétrico de 100 ml, sendo utilizado metanol como
diluente. A concentracao final obtida foi equivalente a 25,0 pg/ml de cloridrato

de epinastina.

Os espectros foram obtidos a partir de leituras na faixa de comprimento
entre 200 e 300 nm, utilizando metanol como branco, foram sobrepostos e

comparados quanto a seus perfis caracteristicos.

4.7.3 Resultados

Os espectros de absorcdo obtidos, por varredura na faixa de
comprimento de onda de 200 a 300 nm, das solucbes de cloridrato de EPN
SQR e dos comprimidos revestidos de cloridrato de EPN, ambas em

concentracao de 25 pg/ml, estdo representados na Figura 7.
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Figura 7. Perfil comparativo dos espectros de absor¢céo na regido do UV referentes
as solucdes de cloridrato de epinastina SQR (A) e de comprimidos revestidos de
cloridrato de epinastina (B) preparadas em HCI 0,1 N e em metanol PA ambas em
concentracao de 25 pg/ml.Metanol foi utilizado como branco.
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4.7.4 Discussao

A espectrofotometria ultravioleta/visivel € um dos primeiros métodos
fisicos aplicados para andlise quantitativa e para elucidacdo estrutural
(AVENDANO, 1996).

Caracteristicas importantes de métodos espectrofotométricos abrangem
ampla aplicagéo a sistemas orgéanicos e inorganicos, sensibilidades tipicas de
10“ a 10™° M (este intervalo pode ser estendido até 10° a 107 por certas
modificagdes), seletividade moderada a alta, facilidade e conveniéncia para
obtencao de dados (SKOOG et al., 2002).

A absorcdo da radiacdo ultravioleta (UV) por muitos compostos ocorre
em uma faixa reduzida de comprimento de onda. Por consequéncia disso, a
absorcdo UV oferece possibilidades para identificacdo de grupos funcionais
mais restritas do que outros métodos espectroscopicos como o infravermelho e
ressonancia magnética nuclear. Contudo, as aplicacbes dos métodos
guantitativos de absorcdo no ultravioleta/visivel sdo ndo somente numerosas,
como também atingem todos os campos nos quais informacfes quimicas
guantitativas sejam necessarias (SKOOG et al., 2002), uma vez que 0 méetodo

€ simples, rapido, de facil execucao e de baixo custo.

Para execucdo da andlise qualitativa proposta, foi utilizado acido
cloridrico 0,1 N como solvente e metanol como diluente devido a transparéncia
destes, dos efeitos observados sobre o sistema absorvente, na solubilidade da

amostra em estudo, bem como no custo da analise.

Os perfis dos espectros de absorcéo apresentados na Figura 7, obtidos
a partir do cloridrato de EPN SQR e dos comprimidos revestidos de cloridrato
de EPN, sdo similares o que sugere a identificagcdo positiva do farmaco
presente nos comprimidos. O método proposto €, portanto, Gtil na analise

qualitativa do cloridrato de epinastina, mas devido a pouca especificidade é
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aconselhavel a complementacdo através da realizacdo paralela de outros

métodos.

4.8 Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia - CLAE

4.8.1 Materiais

As amostras de cloridrato de epinastina SQR e dos comprimidos
revestidos de cloridrato de epinastina, descritas nos itens 4.2.1 e 4.2.2, foram

utilizadas para anélise.

Para o preparo das solugbes foi utilizado metanol em grau analitico
(Tedia), fase movel como diluente e papel filtro (Framex). Para a filtracdo das
amostras e da fase moével foram empregados filtros de nylon com 0,45 um de

diametro de poro.

A fase movel foi composta por agua ultrapura produzida pelo sistema de
filtros FILTROSUL modelo Meta lll, trietilamina (Merck) e metanol (Tedia) de
grau analitico. O pH da fase movel foi ajustado com acido fosférico a 10%

(Merck) e verificado em medidor de pH, marca Digimed, modelo DM-20.

O desenvolvimento e a validacdo deste método foram realizados em
cromatografo em fase liquida de alta eficiéncia, marca Shimadzu, modelo Class
VP, equipado com controlador de sistema modelo SCL-10ADvp, operado pelo
programa Class VP 6.12 SP2, sistema binario de bombas de fluxo, modelo LC-
10ADvp, injetor automatico SIL-10ADvp, forno para coluna CTO-10ACvp e
detector com arranjo de diodo SPD-10ADvp.

Os demais equipamentos comumente utilizados para o preparo das
amostras foram: agitador mecéanico lka Labortechnik (300 rpm), modelo KS
501, balanca analitica AND, modelo HM-202, com precisdo de 0,01lmg, e
Banho Ultrasom Unique, modelo USC 5000.
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4.8.2 Método

As amostras de cloridrato de epinastina comprimidos foram solubilizadas
em metanol, sonicadas por 10 minutos e submetidas a posterior, agitacéo
mecanica por 10 minutos. O volume foi completado com metanol e a solucéo
preparada foi entdo filtrada com auxilio de papel filtro obtendo-se entédo solucao
com concentracdo equivalente a 0,5 mg/ml. Procedimento semelhante foi
realizado com a amostra de cloridrato de epinastina SQR, excetuando a etapa
de sonicacdao e filtracdo, a fim de se obter solucdo com concentracao igual a
0,5 mg/ml. Aliquotas equivalentes a 4,0 ml das solu¢des foram transferidas
para os respectivos bal6es volumétricos de 100 ml e utilizando fase movel
como diluente, sendo a concentracdo final obtida, para ambas amostras,
equivalente a 20 pg/ml. As solucdes obtidas foram filtradas com filtro de nylon
de 0,45 um e transferidas para frasco ambar fechado com tampa descartavel

para posterior analise.

A fase maovel foi preparada através da solucédo de 0,3% de trietilamina
(viv), pH ajustado a 4,0 com acido fosférico a 10 %, e metanol na proporcao
60:40 (v/v), respectivamente. A fase mdvel foi filtrada com auxilio de membrana
de nylon com diametro de poro de 0,45 um e desaerada com sistema de hélio
acoplado ao cromatografo (DGU-2A).

As condi¢des cromatograficas estdo descritas na Tabela 4.

Tabela 4. Condi¢cbes cromatograficas empregadas na andlise de cloridrato de
epinastina por CLAE.

Caracteristica Descricao
Coluna ACE 5 C18 end capped (150 mm x 4,6 mm; 5 um)
, Trietilamina 0,3 % (v/v) (pH ajustado a 4,0 com
Fase movel
HsPO4 10 %): metanol, (60:40, v/v).
Volume de injecéo 20 pl
Fluxo da fase mével 1,0 ml/minuto
Comprimento de onda 207 nm

Temperatura de analise  25°C
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O cloridrato de epinastina foi identificado nos comprimidos através da
comparacao entre os tempos de retencdo obtidos com a solugdo preparada

com estes e o verificado para a solucao de cloridrato de epinastina SQR.

4.8.3 Resultados

Na Figura 8 podem ser observados os cromatogramas obtidos com as
solugbes preparadas com cloridrato de epinastina SQR e com 0s comprimidos

revestidos de cloridrato de EPN.
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Figura & Cromatogramas obtidos através da analise por CLAE das solucbes de
cloridrato de epinastina SQR (A) e de cloridrato de epinastina comprimidos (B) ambas
a concentracdo de 20 pg/ml. O cromatograma (A) foi propositadamente deslocado para
fins de identificagéo.

Condi¢bes cromatogréficas: fase movel constituida de trietilamina 0,3% (v/v) (pH
ajustado a 4,0 com HPO, 10 %) e MeOH (60:40, v/v), fluxo de 1,0 ml/min, coluna Ace
5 C18 end capped (150 mm x 4,6 mm; 5 p), deteccdo em | de 207 nm, volume de

injecdo 20 pl, temperatura de analise 25 °C.

4.8.4 Discussao

Na literatura consultada, foram encontrados trabalhos relatando a
aplicacdo de CLAE para analise do cloridrato de epinastina em fluidos
biologicos, conforme mencionado na revisdo bibliografica. A fim de otimizar o

método para analise qualitativa e quantitativa dos comprimidos revestidos de
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cloridrato de epinastina foram avaliadas algumas modificacbes nos sistemas

cromatograficos propostos.

Os cromatogramas apresentados na Figura 8 obtidos por cromatografia
a liquido de alta eficiéncia, a partir de solucdes preparadas com cloridrato de
EPN SQR e com os comprimidos revestidos de cloridrato de EPN, apresentam
valores de tempo de retencdo similares, 7,48 minutos, 0 que permite sugerir

gue as amostras avaliadas apresentam a mesma identidade.
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5.1 Objetivos Especificos

Desenvolver e validar método espectrofotométrico na regido do
ultravioleta derivada para determinacdo quantitativa do cloridrato de

epinastina em comprimidos revestidos;

Desenvolver e validar método por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia para determinagdo quantitativa do cloridrato de epinastina

em comprimidos revestidos;

Analisar comparativamente 0s métodos propostos para analise

guantitativa dos comprimidos de cloridrato de epinastina.

5.2 Espectrofotometria Ultravioleta Derivada

Foram avaliados varios solventes e formas de extracdo para
determinacdo do cloridrato de EPN em comprimidos revestidos por
espectrofotometria na regido do ultravioleta. Contudo, nenhum dos sistemas
testados permitiu eliminar e/ou minimizar a interferéncia dos excipientes. A

alternativa encontrada foi realizar a derivatizacdo do método de ultravioleta.

5.2.1 Materiais

As amostras de cloridrato de epinastina SQR e de comprimidos de
cloridrato de epinastina, descritas nos itens 4.2.1 e 4.2.2, foram utilizadas para
analise. Foram empregados acido cloridrico 0,1 N (HCI 0,1 N), metanol de grau

analitico (Merck) e papel filtro (Framex) para o preparo das amostras.

Os excipientes contidos na formulacédo dos comprimidos de cloridrato de

epinastina, descritos no item 4.2.2, foram utilizados para avaliacdo da
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especificidade do método de espectrofotometria ultravioleta derivada.

O método foi desenvolvido em espectrofotbmetro UV/VIS, marca
Shimadzu, modelo UV 160A, equipado com cubetas de quartzo de 10 mm de

caminho optico.

5.2.2 Método

5.2.2.1 Validagéo

Os parametros analiticos avaliados para determinacédo de cloridrato de
epinastina na forma farmacéutica comprimido revestido por espectrofotometria

ultravioleta derivada estao abaixo descritos:

5.2.2.1.1 Especificidade

A solucédo de referéncia foi preparada a partir da pesagem de 10 mg de
cloridrato de epinastina SQR, que foi posteriormente transferida para balédo
volumétrico de 20 ml com auxilio de 10 ml HCI 0,1 N. A solucéo foi submetida a
agitacdo mecanica por 10 minutos e o volume foi completado com o mesmo
solvente (C = 0,5 mg/ml). Foi transferida aliquota de 5,0 ml para balédo
volumétrico de 100 ml, utilizando metanol como diluente, obtendo ent&o

solucéo com concentracao final de 25,0 pg/ml.

A determinagdo do peso médio foi realizada com 20 comprimidos de
cloridrato de epinastina. Os comprimidos foram triturados a po fino. Pesou-se
guantidade de amostra equivalente a 25 mg de cloridrato de epinastina, que foi,
em seguida, transferida para baldo volumétrico de 50 ml com auxilio de 30 ml
de HCI 0,1 N. Esta solucao foi sonicada e submetida a agitacdo mecéanica por
periodos de 10 minutos, sendo o volume completado com o mesmo solvente (C
= 0,5 mg/ml). A solucéo obtida foi filtrada e uma aliquota de 5,0 ml desta foi

transferida para baldo volumétrico de 100 ml, sendo utilizado metanol como
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diluente. A concentracao final obtida foi equivalente a 25,0 pg/ml de cloridrato

de epinastina.

A solucéo da amostra simulada dos excipientes foi preparada da mesma
forma que a solucdo obtida com os comprimidos revestidos de cloridrato de
epinastina pesando-se, contudo, o0 equivalente da mistura dos excipientes

contidos em 25 mg de cloridrato de epinastina nos comprimidos.

A composicdo da amostra simulada de excipientes est4 descrita na
Tabela 5.

Tabela 5. Composi¢ao da amostra simulada dos excipientes.

Excipiente Quantidade (mg) *
Estearato de magnésio 1,35
Talco 10,125
Polivinilpirrolidona K 25 4,075
Acido silicico ligeiramente anidro 0,675
Hidroxipropilmetilcelulose 2910 20,25
Amido de milho 13,5
Lactose 85,05
Oxido de Titanio 3,0
Silicone 2,0
Macrogol 6000 3,0
Eudragit NE 30D 7,0

* Quantidades aproximadas com base nas especificagbes de concentragdes
percentuais médias descritas para cada excipiente (KIBBE, 2000). A quantidade dos
excipientes foi calculada de acordo com o valor em mg de um peso médio obtido para
o comprimido (174,60 mg).

As solucdes foram comparadas quanto ao perfil de espectro obtido
através de espectrofotometria de zero, 13, 22, 32 e 42 ordens, utilizando metanol

para o ensaio em branco.

A avaliacdo dos perfis espectrofotométricos das diferentes ordens de
diferenciacdo e a analise do melhor assentamento das ordenadas (N) permitiu

limitar o ponto de anulacdo da amostra simulada dos excipientes e, deste
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modo, determinar o melhor comprimento de onda para andlise do cloridrato de

epinastina.

5.22.1.2 Linearidade

A solucédo de cloridrato de epinastina SQR, preparada em HC| 0,1 N a
uma concentracdo equivalente a 0,5 mg/ml, foi utilizada para a construcédo da
curva padrdo. A partir desta solucdo, foram transferidas aliquotas de 2,0; 3,0;
4,0; 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0 ml para bal6es volumétricos de 100 ml, sendo utilizado
como diluente metanol. As concentra¢gdes obtidas para as solugdes preparadas
foram respectivamente: 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0; 35,0 e 40,0 pg/ml. Cada
concentracdo de analise foi preparada em triplicata, sendo realizadas trés

determinacgdes para cada solucao.

As leituras foram utilizadas através do método zero - pico para a

derivada de primeira ordem em comprimento de onda () de 243,8 nm, com

assentamento de ordenada (N) de 2 e ?1 igual a 2,4 nm.

5.2.2.1.2.1 Avaliacéo dos resultados

As médias das absorvancias obtidas a partir da analise de cloridrato
de epinastina SQR foram utilizadas para determinacdo da curva padréo através

da construcdo do gréfico de absorvancia versus concentracao.

O estudo de regresséo linear, pelo método dos minimos quadrados,
foi empregado para determinacdo da equacdo da reta. A andlise de variancia

(ANOVA) foi utilizada para avaliar a linearidade do método.

5.2.2.1.3 Precisao

As solucdes de cloridrato de EPN SQR e dos comprimidos revestidos de
cloridrato de EPN foram preparadas em concentracbes equivalentes a 25

pg/ml, conforme descrito no item 5.2.2.1.
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Foram preparadas seis solugbes a partir de seis pesagens dos
comprimidos revestidos triturados de cloridrato de epinastina por dia e para

cada solucéo obtida foram realizadas leituras em triplicata.

A determinagéo do teor de cloridrato de epinastina nos comprimidos foi
realizada a partir da avaliacdo dos dados obtidos com a repetibilidade das
analises. A precisdo intermediaria do método foi determinada através da
avaliacdo intradia e interdia do desvio padrédo relativo (DPR) para andlises

efetuadas em trés dias consecutivos.

5.2.2.1.3.1 Calculos para determinacdo do cloridrato de epinastina em

comprimidos revestidos

A concentragdo em pg/ml das solucdes de cloridrato de epinastina

comprimidos (Cp) foi determinada com base na equacéo:

Ca = (Aa . Csor) / Asgr

Onde:
Aa = absorvancia da solucéo de cloridrato de epinastina preparada
com os comprimidos revestidos;
Csor = concentragao da solugao de cloridrato de epinastina SQR,;

Asor = absorvancia da solugdo de cloridrato de epinastina em

comprimidos.

As percentagens de cloridrato de epinastina nos comprimidos (Ca%)

foram calculadas a partir da equacao:

CA % = (CA 100) / CT
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Onde:

Ca = concentracdo da solucdo de cloridrato de epinastina

comprimidos revestidos em pg/ml;

Ct = concentragdo tedrica da solucdo de cloridrato de epinastina

comprimidos revestidos.

5.2.2.1.4 Exatidao

Para a elaboracédo do teste de recuperacdo foram preparadas solucdes
de cloridrato de epinastina SQR e de cloridrato de epinastina comprimidos
revestidos, diluidas em HCI 0,1 N, ambas em concentracdo de 0,5 mg/ml

conforme especificado no item 5.2.2.1.1.

Foram transferidas, a partir de pipeta volumétrica, aliquotas de 4,0 ml da
solucdo de cloridrato de epinastina comprimidos revestidos para baldes
volumétricos de 100 ml denominados de A’, R;, R, e Rs. Aliquotas de 1,0; 2,0;
3,0 ml da solucao de cloridrato de epinastina SQR foram transferidas para os
baldes denominados R;, R» e Rs, respectivamente. Simultaneamente, foi
transferida aliquota de 4,0 ml de solucdo de cloridrato de epinastina SQR para
baldo volumétrico de 100 ml denominado P’. Nesta etapa utilizou-se metanol
como solvente, sendo obtidas solu¢cdes com concentracdes finais equivalentes
a 20,0; 25,0; 30,0; 35,0 e 20,0 pg/ml para os baldes denominados A’, R1, Rz, R3

e P’, respectivamente.

A Tabela 6 apresenta de modo esquematico o preparo das solucdes

para o teste de recuperacéo do cloridrato de epinastina.

As solucbes dos balbes denominados R;, Rz, R; foram preparadas em
triplicata, enquanto que, as solucdes referentes aos baldes A’ e P’ foram

preparadas uma unica vez.
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Tabela 6. Preparo das solucdes para realizacdo do teste de recuperacdo por
espectrofotometria na regido do ultravioleta derivada de 1° ordem.

Volume de solucao de

Volume de solucao de

Balédo cloridrato de epinastina  cloridrato de epinastina  Concentracao
volumétrico comprimidos 0,5 mg/ml* SOR 0,5 mg/ml* final (ug/ml)
(ml) (ml)
A’ 4,0 20,0
R1 4,0 1,0 25,0
R 4,0 2,0 30,0
Rs3 4,0 3,0 35,0
P e 4,0 20,0

* Concentracgdo de cloridrato de epinastina.

5.2.2.1.4.1 Calculos para o teste de recuperacao

epinastina SQR foram calculadas através da equacdo:

Onde:

As percentagens de recuperacdo (R%) obtidas para o cloridrato de

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

Cwm = concentracdo da solucado contendo cloridrato de epinastina

SQR e cloridrato de epinastina comprimidos determinadas pelo

método (ug/ml);

Ca = concentracdo da solugdo contendo cloridrato de epinastina

comprimidos determinada pelo método (ug/ml);

Cp = concentracdo da solugcéo contendo cloridrato de epinastina SQR

adicionada (pg/ml).

5.2.2.1.5 Limites de Deteccao e de Quantificacao

O limite de deteccéo (LD) para o cloridrato de epinastina pelo método de

ultravioleta derivada de primeira ordem foi estabelecido a partir dos dados

obtidos para a curva padréo, sendo determinado pela seguinte equacao:

LD =(3,3.9)/1
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Onde:
o S =desvio padrdo médio obtido do intercepto de trés curvas padréo;

o | =inclinacdo média obtida nas trés curvas padrao.

O limite de quantificacdo (LQ) para o cloridrato de EPN por ultravioleta
derivada de primeira ordem foi estabelecido a partir dos dados da curva

padrédo, sendo determinado pela equacao:

LD = (10. s)/ |

Onde:
o S =desvio padrdao médio obtido do intercepto de trés curvas padrao;

o | =inclinacdo média obtida nas trés curvas padrao.

5.2.3 Resultados

5.2.3.1 Especificidade

A especificidade do método espectrofotométrico foi avaliada através da
comparacdo dos espectros obtidos, o que permite avaliar a possivel

interferéncia dos excipientes na determinacao do cloridrato de EPN.

Na Figura 9 os espectros obtidos, por espectrofotometria na regido do
UV, com as solugbes de cloridrato de EPN SQR, com os comprimidos
revestidos de cloridrato de EPN e da amostra simulada dos excipientes estéo

sobrepostos.

Devido a interferéncia dos excipientes no método testado, foram
tracados espectros por espectrofotometria na regido do ultravioleta derivada de
12, 2% 3% e 4 ordens a fim de se obter condigdes ideais e selecionar o

comprimento de onda adequado para 0 método.
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Figura S. Sobreposicéo dos espectros de absorcdo obtidos por espectrofotometria
ultravioleta das solucdes de cloridrato de epinastina SQR (A), de comprimidos de
cloridrato de epinastina (B) e da amostra simulada dos excipientes (C) preparadas do

mesmo modo em concentragdes de 25 pg/mil.

Na Figura 10 estd representada a sobreposicdo dos espectros do
cloridrato de EPN SQR, dos comprimidos revestidos de cloridrato de EPN e da
amostra simulada dos excipientes obtidos por espectrofotometria na regiao do
ultravioleta derivada de 1° ordem com assentamento de ordenada (N) 2 em

comprimento de onda (I ) de 243,8 nm e incremento de 2,4 nm.

SAMP 243.8 NM 0,039A
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Figura 10. Sobreposicado dos espectros das solugdes de cloridrato de epinastina
SQR (A), dos comprimidos de cloridrato de epinastina (B) e da amostra simulada
do placebo (C) em concentracdes de 25 pg/ml, obtidos no UV através da derivada
de 1% ordem com assentamento de ordenadas (N) 2 e incremento de 2,4 nm.
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5.2.3.2 Linearidade

As absorvancias obtidas para cada concentragcdo analisada na curva

padrao estdo apresentadas naTabela 7.

A representacdo da curva padrdo, bem como a equacdo da reta e o
coeficiente de correlacéo obtido por espectrofotometria na regido do ultravioleta
derivada de 1% ordem, pelo método dos minimos quadrados, estdo

representados na Figura 11.

Na Tabela 8 estdo apresentados os valores encontrados na analise de

variancia para verificagcdo da linearidade do método.

Tabela 7. Absorvancias obtidas na curva padrdo do cloridrato de EPN SQR por
espectrofotometria na regido do ultravioleta derivada.

Concentragao Absorvancia * Absorvancia DPR (%)

(ug/ml) meédia + e.p.m.

0,016
10,0 0,016 0,016 + 0,0000 0,00
0,016

0,023
15,0 0,024 0,024 + 0,0003 2,44
0,024

0,031
20,0 0,031 0,031 + 0,0003 1,84
0,032

0,039
25,0 0,039 0,039 + 0,0000 0,00
0,039

0,047
30,0 0,046 0,047 = 0,0003 1,24
0,047

0,053
35,0 0,053 0,053 + 0,0003 1,08
0,054

0,061
40,0 0,061 0,061 + 0,0000 0,00
0,061

* Cada valor é resultante da média de trés determinacoes.
e.p.m. - Erro padrao da média
DPR (%) - Desvio padréo relativo
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Linearidade - UV Derivada
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Figura 11. Representacdo grafica da curva padrao do cloridrato de EPN
SQR obtida por espectrofotometria derivada de 1° ordem.

Tabela 8. Andlise de variancia das absorvancias obtidas para obtencdo da curva
padrdo do cloridrato de EPN SQR por espectrofotometria ultravioleta derivada de 1°

ordem.

Fontes de variacao gl Somados quadrados  Variancia F
Entre 6 4,71x 10 7,85x10%  4122,67*
Regressao linear 1 4,71 x 10 4,71 x10%  24727,56*
Desvio de linearidade 5 1,61 x 10 3,21 x 10" 1,69
Residuo 14 2,67 x 10%% 1,90 x 107
Total 20 4,71x 107

* Significativo para p<0,05.

5.2.3.3 Precisao

Os valores experimentais obtidos na determinag&o do cloridrato de EPN

em comprimidos revestidos por espectrofotometria na regido do ultravioleta

derivada de 1° ordem estdo descritos na Tabela 9, bem como os resultados

obtidos a partir da determinacdo da precisao intermediaria realizada em trés

dias consecutivos.
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Tabela 9. Apresentacdo dos valores experimentais obtidos a partir da determinacao do
cloridrato de EPN nos comprimidos revestidos obtidos por UV através da derivada de
1° ordem com assentamento de ordenadas (N) 2 para avaliagdo da preciséo.

Preciséo Intradia (n=6)

Teor* (mg/comprimido) Teor (%) Médiate.p.m. DPR (%)
Dia 20,16 20,11 100,80 100,56
1 20,13 19,65 100,64 98,27 99,84 + 0,5033 1,23
20,10 19,65 100,52 98,23
Dia 20,10 20,12 100,52 100,60
5 20,16 20,14 100,80 100,68 100,24 £0,4019 0,98
20,12 19,65 100,60 98,24
Dia 20,10 19,61 100,52 98,04
3 19,62 20,10 98,12 100,52 99,72 £0,5189 1,27

20,10 20,12 100,52 100,60

Precisao Interdia (n=18)

Média (%) 99,93
DPR (%) 1,12

* Cada valor representa a média de trés determinagoes.

5.2.3.4 Exatidao

As percentagens obtidas a partir da avaliacdo da recuperacdo do
meétodo de ultravioleta derivada de 1° ordem podem ser observadas na Tabela
10.

Tabela 10. Resultados obtidos na avaliacgdo da exatiddo do método
espectrofotométrico na regido do ultravioleta derivada de 1° ordem.

Concentracao (ug/ml) Recuperacéo Média
Adicionada Recuperada * (%) (%)
R1 5,00 4,99 99,80
R2 10,00 10,00 100,00 99,91
R3 15,00 14,99 99,93

* Cada valor representa a média de trés determinacdes
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5.2.3.5 Limites de deteccéao e de quantificacao

Os valores obtidos para determinagéo dos limites de deteccdo e de
guantificacéo do cloridrato de EPN através do método de espectrofotometria na
regido do ultravioleta derivada de 12 ordem podem ser observados na Tabela
11.

Tabela 11. Valores obtidos para determinacao do LD e do LQ do cloridrato de EPN por
UV derivada de 12 ordem.

Parametro Analitico Cloridrato de Epinastina
Limite de deteccéo (LD) 0,44 pg/ml
Limite de quantificacéo (LQ) 1,33 pg/ml

5.2.4 Discussao

A espectrofotometria derivada € uma técnica analitica baseada na
diferenciacdo e no sentido matematico da curva de absorcdo de uma amostra.
Essa diferenciacdo proporciona perfil caracteristico do espectro em estudo,
onde mudancas sutis de inclinacdo da curvatura se tornam mais evidentes,
facilitando a caracterizacdo de um composto. Desta maneira, é possivel
individualizar melhor os constituintes de misturas complexas e eliminar a
interferéncia dos excipientes e dos produtos de degradacdo (HACKMANN et
al., 1991).

Para a validacdo do método de espectrofotometria derivada foram
avaliados os parametros: linearidade, precisdo, exatiddo, sensibilidade e

especificidade.

Na avaliacdo da especificidade do método espectrofotomeétrico realizada
com a amostra simulada dos excipientes pode-se verificar a influéncia destes
na determinacado do cloridrato de epinastina na forma farmacéutica comprimido
revestido. Este fato torna inviavel o desenvolvimento e validacdo do método
espectrofotométrico para andlise quantitativa do cloridrato de epinastina. A

derivatizacdo do ultravioleta, nas mesmas condi¢cdes de andlise, permitiu
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encontrar o comprimento de onda ideal para o método e, por conseguinte,

utiliza-lo para quantificagdo da amostra em estudo.

Na Figura 10, os espectros sobrepostos obtidos por ultravioleta
derivada de 1° ordem, demonstram que o comprimento de onda, onde ocorre
anulacdo da amostra simulada dos excipientes e as demais solu¢des avaliadas
apresentam absorvancias adequadas para realizacdo da analise, é de 243,8
nm. As demais ordens avaliadas n&o apresentaram perfis espectrais

adequados para quantificacéo do cloridrato de epinastina.

Apos a escolha da ordem da derivada, foi determinado o assentamento
da ordenada, através da verificacdo das caracteristicas de amplitude do
espectro em funcdo dos valores de assentamento (1 a 9) disponiveis no
equipamento. O assentamento de escolha foi 2 por apresentar as condi¢des

ideais para andlise do cloridrato de epinastina.

O incremento no comprimento de onda (?1) de 2,4 nm foi determinado
automaticamente pelo programa computacional do equipamento, sendo este
diretamente relacionado com a ordem da derivada, o assentamento da

ordenada e com a faixa de comprimento de onda o espectro sofre varredura.

A linearidade do método foi verificada através da construcdo de uma
curva padrao na faixa de concentragéo de 10,0 a 40,0 pg/ml. As absorvancias
obtidas a partir da realizacdo de trés curvas em um unico dia foram utilizadas
para construcéo da curva padrao, que resultou em y = 0,0015x + 0,0013 como
equacao da reta e coeficiente de correlacéo (r) igual a 0,9998, determinado
pelo estudo de regressao linear. A andlise de variancia (ANOVA) demonstrou
gue existe regressao linear sem haver desvio da linearidade, o que confere

validade do método proposto em termos de linearidade.

A precisdo do método proposto foi realizada em trés diferentes dias, nos
quais foram realizadas seis determinagcbes das amostras preparadas
individualmente. O teor obtido para o cloridrato de epinastina nos comprimidos

foi equivalente a 99,93 %, com desvios padrao iguais a 1,23, 0,98 e 1,27 %,
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para avaliacdo da precisao intradia, e de 1,12 %, para avaliacdo da precisao
interdia, o que indica boa repetibilidade e reprodutibilidade dos resultados

obtidos a partir da execucdo deste método.

A exatiddo do método foi comprovada através do teste de recuperacgéo,
sendo que a faixa de recuperacdo obtida variou de 99,80 % a 100,00 % e o

percentual médio de recuperacéo foi equivalente a 99,91 %.

O método espectrofotométrico foi avaliado em relacdo a sua
sensibilidade através da determinacdo dos limites de deteccdo e de
guantificacdo do cloridrato de EPN. Os resultados obtidos indicam que o
meétodo apresenta boa sensibilidade com valores reduzidos de LD e LQ, 0,44

pug/ml e 1,33 pg/ml, respectivamente.

O processo de validagdo garante que o método por ultravioleta derivada
de primeira ordem satisfaz as exigéncias preconizadas pelas guias para o
controle de qualidade do cloridrato de epinastina na forma farmacéutica

comprimido revestido.

5.3 Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia

5.3.1 Materiais

No item 4.8.1 estdo descritos o0s materiais utilizados para o

desenvolvimento e validacao deste método.

Os excipientes contidos ma formulagcdo dos comprimidos revestidos de
cloridrato de epinastina descritos no item 4.2.2, foram utilizados para realizacao

do teste de especificidade.

A especificidade do método avaliada a partir da degradacao forcada do
farmaco com os seguintes agentes: NaOH 0,1 N e HCI 0,1 N, preparados a
partir de reagentes de grau analitico, perdxido de hidrogénio 0,3%, luz
ultravioleta de 254 nm e temperatura de 80 °C. A andlise de degradacéo

térmica foi realizada em estufa Bacterioldgica Biomatic.
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Para o ensaio de robustez foi utilizada coluna cromatografica

Phenomenex Luna C 18 (2) end capped (150 mm x 4,6 mm; 5um).

5.3.2 Método

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

literatura consultada, cujo resumo esta apresentado na Tabela 12.

Foram avaliados os seguintes parametros:
I.  Influéncia da trietilamina na fase movel;
- Trietilamina 0,3% (v/v) (pH ajustado a 4,0 com HPO4 10%):
metanol (60:40; v/v);
- Agua (pH ajustado a 4,0 com H3P O, 10%): metanol (60:40; v/v).
Il.  pH da fase movel,
. Diferentes propor¢des dos constituintes da fase mével;

IV. Comprimento de onda.

As caracteristicas de conformidade tedrica dos cromatogramas obtidos a

partir dos sistemas testados foram analisadas.
A conformidade do sistema cromatogréafico deve ser avaliada de acordo
com o0s parametros e recomendacdes apresentados na Tabela 13 (SHABIR,

2003).

Tabela 13. Parametros de conformidade do sistema e recomendagdes.

Parametros Recomendacéo

Fator de capacidade (K’) O pico principal deve estar dos demais picos e do
pico néo retido, geralmente K’ >2,0.

Repetibilidade E aconselhavel DPR =1 % para N = 5.

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

Assimetria (TF) T=2

Pratos Teoricos (N) Em geral deve ser maior que 2000.
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Tabela 12. Métodos de andlise do cloridrato de EPN referenciados na literatura.

Referéncia Descricdo das condi¢cdes de analise Objetivo do ensaio

Coluna: Cosmosil 5C18 MS (150 cm x 4,6 mm);
Fase movel: 0,3% de trietilamina (v/v) (pH ajustado a4,5 com acido

fosférico): MeOH; 63:36 (V/V); Determinacdo quantitativa
OHTANI . . ) .
Fluxo: 1,3 ml/minuto; da epinastina em fluidos
etal., 1996 ~ o o
Padrao Interno: difenidol; bioldgicos.

Detector: UV — 220 nm;
Temperatura: ambiente.

Coluna: Cosmosil 5C18 (150 cm x 4,6 mm; 0,451);
Fase movel: trietilamina 0,3% (v/v) (pH ajustado a 4,5 com &cido fosforico):
OGISO metanol; 60:40 (v/v);
etal.,, 2001  Fluxo: 1,0 ml/minuto;
Detector: UV — 207 nm;

Determinagéo da
farmacocinética da
epinastina e  possivel
mecanismo de duplo pico

no plasma.
Temperatura: 25 °C.
SARASHINA HPLC — MS/MS, Farmacocinética da
etal, 2004  Coluna: ODS2 RP (150 x 2,1 mm; 5 p) epinastina em adultos e
lonizacao: eletrospray, operando em modo positivo. criangas
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O procedimento proposto para andlise cromatografica foi descrito
anteriormente no item 4.8.1 e as condi¢cdes analiticas empregadas para a
determinagéo do cloridrato de epinastina por cromatografia a liquido de alta

eficiéncia estdo descritas na Tabela 4.

5.3.2.1 Validagéo

A validacdo do método proposto foi efetuada através da avaliacdo dos

parametros analiticos abaixo propostos.

5.3.2.1.1 Linearidade

A curva padrao foi construida a partir de uma solu¢cdo metandlica de
cloridrato de epinastina SQR com concentracdo inicial de 0,5 mg/ml. Em
seguida, aliquotas de 1,0; 2,0; 3,0 4,0; 5,0; 6,0 e 7,0 ml desta solugéo foram
transferidas, com auxilio de bureta, para balées volumétricos de 100 ni. Os
volumes foram completados com fase movel para obtencdo de concentracdes
de 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0 e 35,0 pg/ml, respectivamente. Para cada
concentracdo em analise foram preparadas solucbes em triplicata, sendo

realizadas trés determinacdes para cada solucao.

5.3.2.1.1.1 Calculos para a curva padréo

A curva padréo foi obtida através da construcdo de um gréfico de
concentragcdo versus area absoluta. A equacao da reta foi determinada a partir
do estudo de regresséao linear pelo método dos minimos quadrados e a analise
de varidncia — ANOVA - foi realizada para verificacdo da linearidade do

método.
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5.3.2.1.2 Especificidade

5.3.2.1.2.1 Avaliacdo da especificidade do método frente a amostra simulada

dos excipientes.

Para verificacdo da especificidade do método foram utilizados: cloridrato
de epinastina SQR, comprimidos revestidos de cloridrato de epinastina e a

amostra simulada dos excipientes especificados nos itens 4.2.1 e 4.2.2.

A solucdo de cloridrato de EPN SQR foi preparada através de duas
diluicdes, a primeira em metanol (C = 0,5 mg/ml) e a segunda em fase movel a

fim de se obter solucéo final com concentracéo final de 20,0 ug/ml.

Para o preparo da solucdo dos comprimidos revestidos de cloridrato de
epinastina foi pesado o equivalente a 25 mg de cloridrato de epinastina. A
amostra foi transferida para baldo volumétrico de 50 ml com auxilio de 30 ml de
metanol, sendo entdo sonicada e agitada mecanicamente por periodos de 10
minutos. O volume foi completado com metanol e a solugdo obtida foi filtrada.
Aliquota de 4,0 ml do filtrado foi transferida para baldo volumétrico de 100 ml e
o volume foi completado com fase movel obtendo-se solucdo final com

concentracao final de 20,0 pug/ml.

A solucdo da amostra simulada dos excipientes foi preparada da mesma
forma que a solucdo obtida com os comprimidos revestidos de cloridrato de
epinastina pesando-se, contudo, o equivalente da mistura dos excipientes

contidos em 25 mg de cloridrato de epinastina nos comprimidos.

As solugbes obtidas foram avaliadas quanto aos seus perfis

cromatograficos.
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5.3.2.1.2.2 Avaliacéo da especificidade do método frente a degradacéo forcada

A especificidade do método foi também verificada a partir da avaliacéo
dos provaveis produtos de degradacdo que poderiam interferir na determinagéo
do cloridrato de EPN. Para tal, foi preparada solucdo aquosa a partir dos
comprimidos revestidos com concentragdo equivalente a 0,5 mg/ml de
cloridrato de EPN. Trés aliquotas de 4,0 ml dessa solucéo foram transferidas
separadamente para distintos baldes volumétricos de 100 ml, sendo que em
cada um deles foi adicionado 30 ml das solu¢gdes: HCI 0,1 N, NaOH 0,1 N e
peréxido de hidrogénio 0,3%, respectivamente. As solu¢cbes permaneceram em
contato por 20 horas, sendo que ao final deste periodo ajustou-se, quando
necessario, o pH das solucbes a aproximadamente 4,0 com acido fosforico

10% e NaOH 0,1 N, sendo o volume dos baldes completado com fase mével.

A radiagdo ultravioleta de 254 nm também foi utilizada na tentativa de
provocar a formacdo de produtos de degradacdo em potencial. Aliquotas da
solucdo aquosa foram transferidas para cubetas descartaveis e depositadas
por 20 horas em camara horizontal de luz ultravioleta de 254 nm. Por
conseguinte, o contetdo das cubetas foi misturado e uma aliquota de 4,0 ml foi
transferida para bal&o volumétrico de 100 ml, sendo o volume completado com

fase movel.

Todas as solucdes obtidas (Cyina= 20,0 pg/ml) foram filtradas com filtro
de 0,45 um de diametro de poro e transferidas para frasco ambar e, em
seguida, procedeu-se a analise cromatografica. Os cromatogramas foram
avaliados a fim de se detectar possiveis interferentes na especificidade do

método.

5.3.2.1.3 Precisao

O peso médio de 20 comprimidos revestidos de cloridrato de epinastina

foi determinado e os comprimidos foram triturados a po fino.
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Na primeira diluicdo, quantidade equivalente a 25 mg de cloridrato de
epinastina foi pesada e transferida para baldo volumétrico de 50 ml com auxilio
de 30 ml de metanol. A solucdo foi sonicada por 10 minutos, agitada
mecanicamente (300 rpm) durante 10 minutos e o volume foi completado com

metanol, sendo a solucéo obtida filtrada.

Para o preparo da segunda diluicdo, foi retirada uma aliquota de 4,0 ml
do filtrado obtido na primeira diluicdo e transferida para baldo volumétrico de
100 ml. O volume foi completado com fase movel e a concentracdo da solucéo
final foi equivalente a 20 pg/ml de cloridrato de epinastina. Seis tomadas de
amostra foram realizadas e submetidas a este tratamento. Para cada solucéo
obtida foram realizadas determinagdes em triplicata.

Procedimento semelhante foi realizado para o cloridrato de epinastina
SQR, excetuando as etapas referentes a filtracdo e a sonicacdo da primeira
diluicdo, a fim de se obter solugdo com concentracdo equivalente a 20 pg/ml de
cloridrato de epinastina.

A determinacéo do cloridrato de epinastina nos comprimidos foi avaliada
atraveés da repetibilidade. Além disso, foi determinada a preciséo intermediaria
através da avaliacdo intradia e interdia do desvio padrdo relativo (DPR%)

apresentado em trés dias diferentes.

5.3.2.1.3.1 Calculos para determinacdo do cloridrato de epinastina em

comprimidos

A concentracdo (Ca), em pg/ml, das solugcdes de cloridrato de

epinastina em comprimidos foi determinada através da equacao:

Ca = (Aa . Csor) / Asgr

Onde:
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Ap = area absoluta da solucao de cloridrato de epinastina presente nos
comprimidos revestidos;
Csor = concentragao da solugéo de cloridrato de epinastina SQR,;

Asgr = area absoluta da solugéo de cloridrato de epinastina SQR.

As percentagens de cloridrato de epinastina nos comprimidos
revestidos (Ca%) foram calculadas a partir da equacéo:

CA % = (CA 100) / CT

Onde:
Ca = concentracao da solucao de cloridrato de epinastina comprimidos
revestidos em pg/mi;
Ct = concentracdo teodrica da solucdo de cloridrato de epinastina

comprimidos revestidos.

5.3.2.1.4 Exatidao

Para a elaboragédo do teste de recuperacdo foram preparadas solugdes
de cloridrato de epinastina SQR e de cloridrato de epinastina comprimidos
revestidos, diluidas em metanol, ambas em concentracdo de 0,5 mg/mli,

conforme descrito no item 5.3.2.1.3 para o preparo da primeira diluigao.

Foram transferidas, por pipeta volumétrica, aliquotas de 4,0 ml da
solucédo obtida com os comprimidos revestidos de cloridrato de epinastina para
baldes volumétricos de 100 ml denominados de A’, R, R e Rs. Aliquotas de
1,0; 2,0; 3,0 ml da solucéo de cloridrato de epinastina SQR foram transferidas
para os baldes denominados R;, R; e Rs, respectivamente. Simultaneamente,
foi transferida aliquota de 4,0 m de solugcédo de cloridrato de epinastina SQR

para baldo volumétrico de 100 ml denominado P'.

Nesta etapa utilizou-se fase mével como diluente, sendo obtidas

solugdes com concentracgdes finais equivalentes a 20,0; 25,0; 30,0; 35,0 e 20,0
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Hg/ml para os bal6es denominados A’, R1, Rz, Rz e P’, respectivamente.

A Tabela 14 apresenta, de modo esquematico, o preparo das solucdes
para o teste de recuperacéo do cloridrato de epinastina.

As solucfes dos bal6es denominados R;, Rz, Rz foram preparadas em
triplicata, enquanto que, as solucdes referentes aos baldes A’ e P’ foram

preparadas uma unica vez.

Tabela 14. Preparo das solugBes para realizacdo do teste de recuperacdo por
cromatografia a liquido de alta eficiéncia.

Volume de solugéo de Volume de solugao de

Baldo cloridrato de epinastina  cloridrato de epinastina  Concentracéo
volumétrico comprimidos 0,5 mg/ml* SQR 0,5 mg/ml* final (ug/ml)
(ml) (ml)
A 4,0 20,0
R1 4,0 1,0 25,0
R2 4,0 2,0 30,0
R3 4,0 3,0 35,0
P 4,0 20,0

* Concentracgdo de cloridrato de epinastina em solucao.

5.3.2.1.4.1 Calculos para o teste de recuperacéo

As percentagens de recuperacao (R%) obtidas para o cloridrato de
epinastina SQR foram calculadas através da equacdo:

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

Onde:
Cwm = concentracdo da solugéo contendo cloridrato de epinastina SQR
e cloridrato de epinastina comprimidos determinadas pelo método
(Hg/ml);
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Ca = concentracdo da solucdo preparada com os comprimidos
revestidos contendo cloridrato de epinastina determinada pelo método
(Hg/ml);

Cp = concentracao da solugéo contendo cloridrato de epinastina SQR

adicionada (pg/ml).

5.3.2.1.5 Robustez

A solucéo de cloridrato de epinastina SQR e a solugcdo obtida com os
comprimidos revestidos de cloridrato de epinastina foram preparadas de acordo

com o descrito no item 5.3.2.1.3

A robustez do método foi avaliada através da verificacdo do seu
desempenho apOs alteracbes nas proporcdes e no pH da fase mével, na
temperatura de analise e através da utilizacdo de uma segunda coluna
cromatografica. As alteracdes realizadas e as condicfes normais de analise

estao descritas na Tabela 15.

Tabela 15: Alteracdes nas condicbes de andlise por CLAE para verificagcdo da
robustez do método.

Condicdes normais de analise Modifica¢gbes avaliadas

pH dafase movel *
4,0 35 e 45

Temperatura de anélise **
25°C 30°C

Coluna cromatogréafica
ACE 5 C18end capped Phenomenex Luna C 18 (2) end
(150 mm x 4,6 mm; 5 um) capped (150 mm x 4,6 mm; 5um)

Proporcdes da fase movel
Trietilamina 0,3 % (v/v) (pH ajustado a 4,0 com H3PO4 10%) : metanol
60:40 (v/v) 57:43 (viv) e 63:37 (VIv)

* Valor de pH ajustado com acido fosférico a 10%.
** Parametro avaliado através do aumento da temperatura do forno da coluna do
equipamento.
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5.3.2.1.6 Limites de deteccao e de quantificacao

A amostra de cloridrato de epinastina SQR foi preparada inicialmente

conforme descrito no item 5.3.2.1.3., em concentracao final de 20,0 pg/ml.

O valor do sinal-ruido verificado no cromatograma, com a solucao de
cloridrato de epinastina SQR, foi avaliado. A partir disto, foram realizadas
sucessivas diluicdes com a solucdo do anti-histaminico em estudo, utilizando
fase movel como diluente. Os limites de deteccdo e de quantificacdo

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

5.3.3 Resultados

No processo de escolha do sistema cromatografico adequado para
determinacao do cloridrato de EPN nos comprimidos revestidos foi avaliada a

influéncia da trietilamina presente na fase movel.

Na Figura 12 estdo apresentados 0s cromatogramas obtidos a partir da
solucdo dos comprimidos revestidos de cloridrato de EPN (20 pg/ml) utilizando

fase moével com e sem trietilamina.

Figura 12. Cromatogramas obtidos com o cloridrato de EPN utilizando
as fases moéveis com (B) e sem (A) trietilamina.
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A determinacdo das proporcdes e do pH da fase mével empregada foi
baseada no perfil cromatografico dos cromatogramas obtidos e nos parametros
recomendaveis apresentados na Tabela 13. Nas condicbes de analise
empregadas o fator de capacidade (K’), a assimetria (TF) e o0 numero de pratos
tedricos (N) foram equivalentes a cerca de: 4,73, 1,32 e 7759,30,
respectivamente, valores perfeitamente aceitaveis para avaliacdo quantitativa
do cloridrato de EPN.

A escolha do comprimento de onda (207 e 220 nm) levou em

consideracao o pico de maior absorcdo da amostra.

5.3.3.1 Linearidade

Os valores das areas absolutas dos picos de cloridrato de EPN SQR
referentes as concentracdes analisadas por cromatografia a liquido de alta

eficiéncia para construcéo da curva padrao estédo descritos na Tabela 16.

A equacado da reta calculada pelo método dos minimos quadrados €
equivalente a y = 96900x — 4707,60 e o coeficiente de correlacdo (r) igual a

0,9999, como pode ser observado naFigura 13.

Os resultados referentes a analise de variancia (ANOVA) para avaliacéo

da linearidade do método estdo demonstrados na Tabela 17.

Linearidade - CLAE

4000000 T
3500000 -
3000000 A
2500000 H
2000000 A
1500000 -
1000000 -
500000 H
0 T T T 1

0 10 20 30 40

\
J

y = 96900x - 4707,6
r=0,9999

Area (mAU

Concentracao (ug/ml)

Figura 13. Representacdo grafica da curva padrao de cloridrato de EPN
obtida por CLAE.
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Tabela 16. Areas absolutas do cloridrato de EPN SQR obtidas por CLAE para

determinacéo da curva padréo.

Concentracao
(Hg/ml)

Area absoluta *

Area média = e.p.m.

DPR (%)

5,0

461408,50
460646,33
475728,00

467422,00 +4289,67

1,59

10,0

955852,33
960665,00
947633,00

954716,78 + 3804,62

0,69

15,0

1441781,67
1447092,33
1482128,33

1457000,78 + 12656,96

1,50

20,0

1942508,00
1994699,00
1927647,67

1954951,56 + 20331,43

1,80

25,0

2408970,67
2410244,00
2474406,67

2431207,11 + 21602,91

1,54

30,0

2896787,67
2906557,67
2912751,33

2905365,56 + 4646,70

0,28

35,0

3431942,00
3338010,33
3320027,67

3363326,67 + 34698,18

1,79

* Cada valor representa a média de trés determinagdes.
e.p.m. — Erro padrdo da média
DPR (%) — Desvio padréo relativo

Tabela 17. ANOVA das areas absolutas determinadas para obtencéo da curva padréo

do cloridrato de EPN por CLAE.

Fontes de variacao o] Soma dos quadrados Variancia F
Entre 6 1,9728 x 10*3 3,2880 x 10*  3329,33*
Regressao linear 1 1,9723 x 10*3 1,9723 x 102 19971,26*
Desvio de linearidade 5 4,6809 x 10%° 9,3619 x 10 0,95
Residuo 14 1,3826 x 10*° 9,8758 x 10
Total 20 1,9742 x 103

* Significativo para p<0,05.
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5.3.3.2 Especificidade

5.3.3.2.1 Especificidade frente a amostra simulada dos excipientes

A especificidade do método foi determinada através da avaliacdo dos
perfis cromatograficos obtidos com as solu¢cbes preparadas a partir do
cloridrato de epinastina SQR, dos comprimidos revestidos de cloridrato de EPN
e com a amostra simulada dos excipientes, a fim de avaliar a possivel
interferéncia destes na determinacéo do cloridrato de EPN. Os cromatogramas

obtidos estao apresentados na Figura 14.

1:207 nm, B nm 1: 207 nm, & nm 1: 207 nm, 8 nm
140 A~ EPNSGR B-- EPN COMP G - PLACEBO 140

i ) i
120 f\ 120
100 | 100

5 i
i
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|
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6O 6O

40 40
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Figura 14. Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos através da andalise por CLAE das
solucbes de cloridrato de epinastina SQR (A), da solucdo dos comprimidos revestidos de
cloridrato de epinastina (B) e da solugdo da amostra simulada dos excipientes (C).
Cromatogramas (B) e (C) deslocados propositadamente para facilitar a avaliagéo.

Condi¢bes cromatograficas: coluna ACE® C18 end capped (150mm x 4,0 mm, 5 um); fase
mével: trietilamina 0,3% (v/v) (pH ajustado a 4,0 com HPO, 10%): MeOH (60:40, v/v); fluxo:

1,0 ml/minuto; detecgdo UV | 207 nm, temperatura de analise 25 °C.

5.3.3.2.2 Especificidade frente aos provaveis produtos de degradacao

As solucdes de cloridrato de EPN preparadas a partir dos comprimidos

revestidos foram submetidas a condicGes extremas de analise com intuito de
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provocar a formacao de provaveis produtos de degradacédo e avaliar a possivel

interferéncia destes na determinacgé&o do cloridrato de EPN.

Nas Figuras 15 e 17 estdo demonstrados os cromatogramas obtidos
com a solucdo de cloridrato de EPN em concentracdo de 0,5 mg/ml nas
seguintes condi¢des: luz UV de 254 nm e NaOH 0,1 N, por periodos de 20
horas, respectivamente. Ao final do periodo as solucfes obtidas apresentaram

coloracado levemente amarelada.

O detector com arranjo de diiodo possibilitou a avaliagdo da pureza do
pico referente ao cloridrato de EPN, a fim de verificar se os produtos de
degradacédo formados poderiam interferir na analise qualitativa e quantitativa do

pico. A curva de pureza esté representada na Figura 16.

1009omme TR Y- r1a

— Epinastina Degradagéo ||
EPIMNASTINA 20 HORAS 00-REP3

0 Fa0

B0 Fa0

AL

40 F40

’ 7‘JVWL i
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Figura 15. Cromatograma obtido com solucdo de cloridrato de EPN apés 20 horas
de exposicao a luz UV de 254 nm.

Condicdes cromatograficas: coluna ACE® C18 end capped (150mm x 4,0 mm, 5
um); fase movel: trietilamina 0,3% (v/v) (pH ajustado a 4,0 com H;PO, 10%): MeOH
(60:40, viv); fluxo: 1,0 ml/minuto; deteccdo UV | 207 nm, temperatura de analise

25 °C.
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Purity Curve
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Figura 16. Curva de pureza do pico referente ao pico da amostra de cloridrato de
EPN exposta a radiagédo UV por 20 horas.
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Figura 17. Cromatograma obtido com solucéo de cloridrato de EPN apds 20 horas de
contato com NaOH 0,1 N.

Condigbes cromatograficas: coluna ACE® C18 end capped (150mm x 4,0 mm, 5 um);
fase mavel: trietilamina 0,3% (v/v) (pH ajustado a 4,0 com HPO, 10%): MeOH (60:40,
vIVv); fluxo: 1,0 ml/minuto; deteccdo UV | 207 nm, temperatura de analise 25 °C.

Na Figura 18 esta demonstrada a curva de pureza do pico referente ao

cloridrato de EPN apresentado na Figura 17.
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Furity Curve
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Figura 18. Pureza do pico de cloridrato de EPN demonstrado na Figura 17.

Nas Figuras 19, 20 e 21 estdo demonstrados os cromatogramas obtidos
a partir das analises da solugdo de cloridrato de EPN, preparada com os
comprimidos revestidos, mantidas em acido cloridrico 0,1 N, peroxido de

hidrogénio 0,3% e em estufa a temperatura de 80 °C por 20 horas,

respectivamente.
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Figura 19. Cromatograma obtido com solucéo de cloridrato de EPN ap6s 20 horas de
contato com HCI 0,1 N.

Condicbes cromatograficas: coluna ACE® C18 end capped (150mm x 4,0 mm, 5 um);
fase mavel: trietilamina 0,3% (v/v) (pH ajustado a 4,0 com HPO, 10%): MeOH (60:40,
vIVv); fluxo: 1,0 ml/minuto; deteccdo UV | 207 nm, temperatura de analise 25 °C.
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Figura 20. Cromatograma obtido com solucéo de cloridrato de EPN apos 20 horas de
contato com peroxido de hidrogénio a 0,3%.
CondicBes cromatogréficas: coluna ACE® C18 end capped (150mm x 4,0 mm, 5 um);
fase mével: trietilamina 0,3% (v/v) (pH ajustado a 4,0 com HPO, 10%): MeOH (60:40,
v/v); fluxo: 1,0 ml/minuto; detecgdo UV | 207 nm, temperatura de analise 25 °C.
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Figura 21. Cromatograma obtido com solucéo de cloridrato de EPN ap6s 20 horas em
temperatura de 80 °C.
Condigbes cromatogréficas: coluna ACE® C18 end capped (150mm x 4,0 mm, 5 um);
fase movel: trietilamina 0,3% (v/v) (pH ajustado a 4,0 com H,PO, 10%): MeOH (60:40,
vIVv); fluxo: 1,0 ml/minuto; deteccdo UV | 207 nm, temperatura de analise 25 °C.

5.3.3.3 Precisao

Os valores experimentais obtidos a partir da determinacéo do cloridrato

de EPN nos comprimidos por CLAE estdo apresentados na Tabela 18. Os
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resultados encontrados na avaliacdo da precisdo intermediéria, realizada em
trés dias, estdo indicados na mesma tabela.

Tabela 18. Apresentacao dos valores experimentais obtidos a partir da determinagao

do cloridrato de EPN nos comprimidos revestidos obtidos por CLAE para avaliagéo da
preciséo.

Precisao Intradia (n=6)

Teor* (mg/comprimido) Teor (%) Médiate.p.m. DPR (%)
2005 2012 100,25 100,62
Dl'a 2001 1971 100,05 98,57  99,88+0,3158 0,77
19,87 20,09 99,37 100,43
1992 1975 99,60 98,73
Dz'a 1977 19,92 98,84 99,60  99,16+0,2277 0,56
19,69 19,80 9843 99,75
19,85 19,98 99,27 99,90
D:_',’a 19,65 20,05 98,24 100,25  99,43+0,1816 0,86
19,92 19,64 99,59 98,20

Preciséo Interdia (n=18)

Média (%) 99,43

DPR (%) 0,77

* Cada valor representa a média de trés determinacgdes.

5.3.3.4 Exatidao

As percentagens de recuperacdo obtidas a partir do teste de
recuperacao do cloridrato de EPN SQR, para avaliacdo da exatiddo, estdo

apresentados na Tabela 19.

Tabela 19. Resultados do teste de recuperacdo por CLAE para determinacdo do
cloridrato de EPN em comprimidos revestidos.

Concentracéo Recuperacdo Media
Adicionada (ug/ml)  Recuperada (ug/ml)* (%) (%)
R1 5,00 5,06 101,19
R2 10,00 10,20 101,99 101,48
R3 15,00 15,19 101,26

* Cada valor representa a média de trés determinacgdes.
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5.3.3.4 Robustez

Os resultados obtidos na determinacdo do cloridrato de EPN nos
comprimidos revestidos, através de pequenas alteracdes nas condicdes

cromatograficas, podem ser observados na Tabela 20.

Tabela 20. VariacBes aplicadas ao método por CLAE na determinacdo do cloridrato
de EPN para avaliagdo da robustez do método.

Modificacdes T(%) de Tempo de Pratos Fator de Assimetria
cloridrato retencao tedricos capacidade
de EPN * (min)
FM pH 4,5 98,10 7,946 7661,90 5,07 1,30
FM pH 3,5 98,15 7,539 8085,68 4,75 1,28

Proporcao FM **

98,25 6,122 6933,02 3,67 1,27
57:43
Proporcao FM **
98,30 9,631 8227,12 6,35 1,26
63:37
T30°C 98,45 6,827 7586,65 4,21 1,34
Coluna
Phenomenex C18 98,99 7,841 5821,25 4,99 152
(150 x 4,0 mm; 5p)
Condic¢des normais 98,55 7,508 7759,30 4,73 1,32

* Cada valor representa média de trés determinacoes.
** EM: trietilamina 0,3% (v/v) (pH ajustado a 4,0 com H;PO, 10%) : MeOH.

Os cromatogramas obtidos a partir das modificacbes no sistema
cromatogréfico especificados na Tabela 20 podem ser observados nas Figuras 22,

23, 24 e 25, a seguir apresentadas.
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Figura 22. Cromatogramas obtidos através de modificacdes no pH da fase movel:
pH 4,0 (A), pH 3,5 (B) e pH 4,5(C) para avaliacdo da robustez do método.

Condicdes cromatograficas: coluna ACE® C18 end capped (150mm x 4,0 mm, 5 pm);
fase movel: trietilamina 0,3% (v/v) : MeOH (60:40, v/v); fluxo: 1,0 ml/minuto; deteccéo
UV | 207 nm, temperatura de analise 25 °C.
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Figura 23. Cromatogramas obtidos através de modificacdes na temperatura do
forno: 30°C (A) e 25 °C (B) para avaliacao da robustez do método.

Condi¢bes cromatograficas: coluna ACE® C18 end capped (150mm x 4,0 mm, 5 um);
fase movel: trietilamina 0,3% (v/v) (pH ajustado a 4,0 com H;PO, 10%): MeOH
(60:40, v/v); fluxo: 1,0 ml/minuto; detecgdo UV | 207 nm.
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Figura 24. Cromatogramas obtidos através de modificacdes nas proporcées da FM:
57:43 (A), 60:40 (B) e 63:37 (C) para avaliacdo da robustez do método.

Condicbes cromatograficas: coluna ACE® C18 end capped (150mm x 4,0 mm, 5 um);
fase movel: trietilamina 0,3% (v/v) (pH ajustado a 4,0 com H;PO, 10%): MeOH ; fluxo:
1,0 ml/minuto; deteccdo UV | 207 nm, temperatura de analise 25 °C.
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Figura 25. Cromatogramas obtidos através de modificacdes na coluna cromatografica:
Coluna ACE® C18 end capped (150mm x 4,0 mm, 5 um) (A) e Coluna Phenomenex
Luna® C18 end capped (150 x 4,0 mm; 5u) para avaliacdo da robustez do método.
Condigbes cromatograficas: fase movel: trietilamina 0,3% (v/v) (pH ajustado a 4,0 com
HsPO,4 10%): MeOH ; fluxo: 1,0 ml/minuto; deteccdo UV | 207 nm, temperatura de
analise 25 °C.
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5.3.3.5 Limite de deteccao e limite de quantificagéo

O limite de deteccdo foi determinado através da comparacdo de
concentragcbes decrescentes do analito com a medida da razdo sinal:ruido
apresentado pelo equipamento de CLAE (ICH, 1996). O limite de detecc¢éo

estimado é equivalente a 0,05 pg/ml, determinado através da analise do

cromatograma apresentado na Figura 26 A.

O limite de quantificacdo foi determinado igualmente a partir da
avaliagdo da medida da razdo do sinal: ruido. O limite de quantificacdo
estimado é equivalente a 0,15 pg/ml, determinado através da analise do

cromatograma apresentado na Figura 26 B.
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Figura z6. Cromatogramas obtidos a partir das solu¢des de cloridrato de EPN em
concentragcGes equivalentes a 0,05ug/ml e a 0,15ug/ml para determinagédo do LD
(26.A) e LQ (26.B), respectivamente.

Condicdes cromatogréficas: coluna ACE® C18 end capped (150mm x 4,0 mm, 5 pm);
fase movel: trietilamina 0,3% (v/v) (pH ajustado a 4,0 com H;PO, 10%): MeOH (60:40,
vIVv); fluxo: 1,0 ml/minuto; deteccao UV | 207 nm, temperatura de andlise 25 °C.
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5.3.4 Discussao

Na cromatografia em fase reversa a utilizacdo de fase mével com valor
de pH &cido para a analise de compostos fracamente basicos ocasiona a
completa protonacdo dos mesmos. Em fungao disso, as bases protonadas se
tornam compostos muito polares que se ligam fortemente aos grupamentos
silandis inativos da fase estacionaria ocasionando retencdo excessiva e 0
aparecimento de cauda pronunciada. Tais eventos podem ocorrer mesmo
guando se faz uso de colunas protegidas. Esse problema pode ser resolvido

com o acréscimo de uma base competitiva na fase movel (LINDSAY, 1987).

Conforme demonstrado na Figura 12 o uso de uma base competitiva,
como a trietilamina, € essencial para se obter pardmetros cromatogréaficos
adequados para determinacdo do cloridrato de EPN nos comprimidos

revestidos.

O pH 4,0 da fase mével foi escolhido por apresentar perfil cromatogréafico
adequado (K, N, T, Rs,...). As propor¢des da fase mével escolhida (60:40)
apresentam melhor separacao entre os picos referentes ao cloridrato de EPN
e ao produto de degradacdo majoritario formado a partir da degradacdo da
solugcdo aquosa dos comprimidos em camara de luz ultravioleta de 254 nm
(resolucéo equivalente a 5,08). Além disso, o tempo de retencéo, cerca de 7,5
minutos, € adequado para analises de rotina em um laboratério de controle de

gualidade.

O comprimento de onda de 207 nm foi preterido por apresentar maior
absorcdo (mAU) em funcdo das concentracdes de cloridrato de EPN avaliadas.
A partir da definicdo do sistema cromatografico utilizado para analise do anti-
histaminico em estudo foi realizado o processo de validacdo do método com

base nas normas especificadas anteriormente.
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A linearidade do método foi avaliada através da construcdo de trés
curvas padrdo, em um unico dia, com faixa de concentracdo entre 5,0 e 35,0
ug/ml, evidenciando, desse modo, a correlacédo linear entre as areas médias
obtidas e as concentracdes de cloridrato de epinastina empregadas. O estudo
de regressao linear resultou em equacao da reta equivalente a y = 96900x —
4707,60 e coeficiente de correlacdo igual a 0,9999. A andlise estatistica
comprovou a regressao linear dos dados obtidos e a inexisténcia de desvio
significativo da linearidade das concentracfes utilizadas.

A especificidade do método foi avaliada frente a possivel interferéncia
dos excipientes e dos produtos de degradacdo formados na determinacao do
cloridrato de epinastina. De acordo com os perfis cromatograficos obtidos, foi
possivel evidenciar que a solucdo preparada com a amostra simulada dos
excipientes nao interfere na determinacdo do cloridrato de EPN, visto que néo
ocorre a formacdo de picos no tempo de retencdo do anti-histaminico em

estudo.

As amostras de cloridrato de EPN foram submetidas a condi¢bes
drasticas a fim de provocar a formacdo de possiveis produtos de degradacao
gue pudessem eventualmente interferir na especificidade do método por CLAE.
Agentes como acido cloridrico 0,1N, peroxido de hidrogénio 0,3% e
temperatura de 80 °C n&o ocasionaram, aparentemente, a formacao de
produtos de degradacéo apos 20 horas. Todavia, agentes como NaOH 0,1 N e
luz ultravioleta de 254 nm provocaram a formacéo de potenciais produtos de
degradacéo que, através da avaliacdo dos perfis cromatograficos e da analise
de pureza do pico principal, ndo interferem na determinacdo quantitativa do
cloridrato de EPN.

A precisdo do método por CLAE proposto foi avaliada através da
repetibilidade e da precisdo intermediaria realizada em trés dias diferentes. Os
valores percentuais médios obtidos na determinacdo do teor para cada dia sdo
99,88, 99,16 e 99,43 % com desvios padrao relativos (DPR) de 0,77, 0,56 e
0,86 %, respectivamente, demonstrando a repetibilidade das determinacdes

realizadas intradia. O teor médio interdia observado a partir da analise das
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amostras foi de 99,43%, com desvio padrao relativo igual a 0,77%. Os valores

de desvio padrao relativos baixos caracterizam a elevada precisdo do método.

A exatiddo do método foi avaliada a partir do teste de recuperacdo do
cloridrato de EPN SQR, cujos resultados podem ser observados na Tabela 19.
O teste aplicado demonstrou a exatiddo do método proposto, sendo que a faixa
de recuperacao observada variou de 101,19 % a 101,99 % e o percentual

meédio de recuperacao foi equivalente a 101,48 %.

As alteracfes propositais realizadas no método cromatografico, a fim de
avaliar sua suscetibilidade a variacdes na determinacéo do cloridrato de EPN,
foram denominadas de robustez. As variacdes propostas no método bem
como seus resultados podem ser observados na Tabela 20. Tais resultados se
assemelham aqueles obtidos na avaliacdo da precisdo do método. Embora os
tempos de retencdo tenham sofrido algumas modificacbes em relagédo ao
tempo de retencédo obtido com as condi¢des otimizadas, o perfil cromatografico
nao sofreu alteracdes significativas como se pode observar nas Figuras 22, 23,
24 e 25. Dessa forma, € possivel afirmar que o método proposto apresenta

robustez.

A sensibilidade do método por CLAE foi avaliada através da
determinacdo dos limites de deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ) do
cloridrato de EPN pelo método cromatografico empregado. Os resultados
indicam que o método apresenta boa sensibilidade com valores reduzidos de
limites de deteccdo e de quantificacdo, 0,05 pg/ml e 0,15 pg/mli,

respectivamente.

Com base na avaliacdo dos resultados obtidos através dos parametros
analiticos verificados no procedimento de validacdo, especificidade,
linearidade, precisado, exatidao, robustez e sensibilidade, é possivel afirmar que
0 método por cromatografia a liquido de alta eficiéncia para analise do
cloridrato de EPN é adequado para o controle de qualidade do anti-histaminico

em estudo.
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5.4 Analise estatistica comparativa dos métodos

Com o objetivo de avaliar a capacidade de utilizar indistintamente os
métodos desenvolvidos para quantificacdo do cloridrato de epinastina nos
comprimidos revestidos, realizou-se andlise estatistica dos valores obtidos para

os dois métodos propostos neste trabalho.

5.4.1 Resultados

Na Tabela 21 estdo apresentados os valores médios obtidos na
determinacao do teor do cloridrato de EPN através dos métodos propostos e a
comparacdo entre os mesmos efetuada através do Teste-t, presumindo duas

amostras com variancias equivalentes.

Tabela 21. Teste — t: duas amostras presumindo variancias equivalentes.

UV derivada CLAE
Média 99,932222 99,427222
Variancia 1,2596654 0,5933977
Observacotes 18 18
Variancia agrupada 0,9265315
Hipotese de diferenca média 0
gl 34
Stat t 1,5739196
t critico bi-caudal 2,0322445

5.4.2 Discussao

O t calculado € menor que o t critico (t caiculado = 1,5739 < t critico = 2,0322)
encontrado, portanto, de acordo com o Teste-t aplicado, presumindo variancias

equivalentes, ndo ha diferenca significativa entre os métodos por ultravioleta
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derivada de primeira ordem e por cromatografia a liquido de alta eficiéncia;

sendo assim, os métodos propostos podem ser perfeitamente intercambiaveis.
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As industrias farmacéuticas realizam estudos de degradacédo forcada
durante a etapa de preformulacdo para auxiliar na selecdo de compostos e
excipientes, para facilitar a selecdo ou otimizacdo da formulacdo e para
produzir amostras para o desenvolvimento de métodos analiticos indicadores
de estabilidade. Testes de estresse proporcionam também informacdes sobre
mecanismos e produtos de degradagdo em potencial. Tais informacgbes sao
relevantes no desenvolvimento de processos de fabricacdo e/ou para
selecionar materiais de embalagem. Esses estudos também podem ser
utilizados no preparo de substancias de referéncia ou na elucidagdo de
produtos de degradacéo (KLICK et al., 2005).

Na literatura ndo ha um consenso a respeito de como os testes de
degradacdo forcada devem ser conduzidos, contudo, ha muitos relatos

indicando o que é necessario avaliar na execucgao destes testes.

6.1 Estabilidade Térmica

6.1.1 Materiais

Nos itens 4.2.1 e 4.2.2 estdo descritos 0os materiais utilizados para o

desenvolvimento do estudo preliminar de estabilidade térmica.

Para realizar a degradacdo térmica fez-se uso de estufa
Bacteriolégica Biomatic regulada a uma temperatura de 80 °C = 1 °C. Os

demais equipamentos e reagentes utilizados estdo descritos no item 4.8.1.

6.1.2 Método

Os comprimidos revestidos foram triturados a po6 fino, apos

determinacao do peso médio, e quantidades equivalentes a 25 mg de cloridrato
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de epinastina foram pesadas e acondicionadas em diferentes frascos de vidro

ambar.

As amostras foram colocadas, separadamente, em estufa a temperatura
de 80 °C £ 1 °C por intervalos de tempo de 1, 2, 3, 4, 5, 7 e 10 dias. Apos os
respectivos tempos as mesmas foram retiradas da estufa e preparadas
conforme descrito no item 5.3.2.1.3, com concentragéo final equivalente a 20

ug/ml de cloridrato de EPN.

Uma das amostras nao foi depositada na estufa sob as condicGes
drésticas de temperatura empregadas, sendo considerada como o0 tempo zero
de exposicao térmica, e submetida ao mesmo tratamento das demais tomadas
de amostra. O cloridrato de epinastina SQR foi preparado em concentracdo de

20 pg/ml conforme descrito no item 5.3.2.1.

A andlise quantitativa do cloridrato de EPN presente nas amostras em
estudo foi realizada por CLAE, utilizando o sistema cromatogréafico apresentado
na Tabela 4, com o objetivo de verificar a possivel reducdo do teor e a

formacé&o de potenciais produtos de degradacao.

6.1.3 Resultados

As amostras foram mantidas em estufa a uma temperatura de 80 °C *
1 °C, ao final de cada tempo, foram retiradas e o teor de cloridrato de EPN de
cada uma delas foi determinado por CLAE e os resultados obtidos estdo

demonstrados na Tabela 22.

Os cromatogramas obtidos a partir das amostras de cloridrato de EPN
mantida em estufa por dez dias e da amostra que nao foi submetida a condicédo
extrema de temperatura, tempo zero, estdo apresentados sobrepostos na

Figura 27.
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Tabela 22. Apresentacdo dos teores obtidos de cloridrato de EPN nos
comprimidos revestidos ap0s submeter as amostras a temperatura de 80 °C
por periodo de 10 dias.

Teor Teor
(mg/comprimido) (%)

Tempo

. . Afia 4
(dias) Area Area média = e.p.m

1857897
0 1845813 1854419,00 + 4329,28 19,79 98,95
1859547

1871848
1 1865068 1877033,33 + 8795,85 19,95 99,75
1894184

1887299
2 1895735 1890109,33 + 2812,83 20,11 100,57
1887294

1892614
3 1907723 1900901,00 + 4422,67 20,37 101,85
1902366

1898047
4 1911270 1902411,33 + 4429,49 20,12 100,62
1897917

1913663
5 1910925 1911850,67 + 906,24 20,13 100,63
1910964

1884628
7 1903151 1893118,33 + 5402,45 19,97 99,84
1891576

1908397
10 1908634 1909583,67 + 1070,36 20,09 100,44
1911720

O teor médio obtido para todos os dias de analise € equivalente a

100,33% e o desvio padréo relativo é igual a 0,84%.

A curva de pureza do pico referente ao cloridrato de EPN, preparado a
partir dos comprimidos revestidos e analisado apos 10 dias a temperatura de
80 °C % 1 °C, foi determinada através do software do equipamento indicando a
auséncia de impurezas capazes de interferir na determinacdo do anti-
histaminico em estudo.
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Figura 27. Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos a partir das solu¢gdes preparadas
com os comprimidos revestidos de cloridrato de EPN em concentracdo de 20 pg/mi
referentes ao tempo zero (A) e a 10 dias em estufa a T 80 °C. O cromatograma B foi
propositadamente deslocado para facilitar a avaliacéo.

Condigbes cromatogréficas: coluna ACE® C18 end capped (150mm x 4,0 mm, 5 um);
fase movel: trietilamina 0,3% (v/v) (pH ajustado a 4,0 com H,PO, 10%): MeOH (60:40,
vIv); fluxo: 1,0 ml/minuto; deteccdo UV | 207 nm, temperatura de analise 25 °C.

6.1.4 Discussao

As condicbes drasticas para realizacdo dos estudos preliminares de
estabilidade térmica sugerem temperaturas elevadas (>70 °C) que podem ser
aplicadas por duas semanas para estudos executados utilizando amostras em

estado so6lido e de um dia para amostras em solugéo (KLICK et al., 2005).

Os resultados obtidos na determinacao do teor de cloridrato de EPN nas
amostras avaliadas, apresentados na Tabela 22, sugerem que a amostra em
estudo ndo sofre degradacdo nas condi¢cdes de analise aplicadas. O mesmo
pode ser entendido apods avaliagdo da sobreposicdo dos cromatogramas
referentes ao tempo zero e ao tempo de 10 dias em estufa a 80 °C + 1°C,
conforme demonstrado na Figura 27. A determinagédo da curva de pureza do
pico do cloridrato de epinastina sugere que ndo ha possiveis produtos de
degradacéo interferindo na determinacdo do cloridrato de EPN no tempo de

retencdo de 7,8 minutos.
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6.2 Fotoestabilidade e determinacéo da cinética da reacéo

6.2.1 Materiais

Nos itens 4.2.1 e 4.2.2 estdo descritos 0os materiais utilizados para a
determinacdo da cinética de degradacdo do cloridrato de epinastina nos

comprimidos revestidos.

Amostras preparadas em solucdo aquosa dos comprimidos revestidos
de cloridrato de epinastina foram submetidas a fotodegradacdo em camara
horizontal de 100x16x16 cm, espelhada internamente, equipada com lampada
germicida Ecolume ZW (254 nm) de 30 W, a fim de verificar a estabilidade do

cloridrato de epinastina e determinar a cinética de degradacao do farmaco.

Os demais equipamentos e solucfes utilizados estdo descritos no item
48.1.

6.2.2 Método

A solucéo de cloridrato de EPN foi preparada a partir da pesagem de 10
mg da SQR que foi inicialmente solubilizada em 10 ml de agua ultrapura, sendo
submetida a agitacdo mecénica durante 10 minutos e, por conseguinte, o
volume foi completado com o mesmo solvente. Uma aliquota equivalente a 4,0
ml desta solucéo foi transferida para baldo volumétrico de 100 ml e o volume foi
completado com fase movel, obtendo-se solucdo final com concentracéo

equivalente a 20 pg/ml de cloridrato de epinastina.

Foram realizadas trés pesagens da amostra, a partir dos comprimidos
revestidos triturados, equivalentes a 25 mg de cloridrato de epinastina, sendo
cada amostra transferida para seus respectivos bal6es volumétricos de 50 ml,
com auxilio de 30 ml de agua ultrapura. As solucbes foram sonicadas e
agitadas mecanicamente por periodos de 10 minutos. Os volumes foram

completados com agua ultrapura e as solug@es obtidas foram entéo filtradas.
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De cada uma das solucbes foram retiradas aliquotas de 2,0 ml, sendo
estas transferidas separadamente para cubetas descartaveis com 10 mm de
caminho Optico, as quais foram expostas a luz ultravioleta de 254 nm durante
0s seguintes intervalos de tempo: 0, 2, 4, 8, 12, 16 e 18 horas. Ao término de
cada intervalo, as cubetas contendo aliquotas de cada uma das solucdes foram
retiradas da camara de luz ultravioleta. A seguir, foi realizado um pool das
solucBes referentes a cada intervalo de tempo, e uma aliquota de 4,0 ml foi
transferida para baldo volumétrico de 100 ml, o volume foi entdo completado
com fase movel. A concentragdo final obtida para cada solucéo foi equivalente

a 20 pg/ml de cloridrato de epinastina.

As condi¢cBes analiticas empregadas na andlise por cromatografia a

liquido de alta eficiéncia estao representadas na Tabela 4.

Os resultados obtidos foram avaliados a fim de verificar a possivel
degradacao da amostra. O coeficiente de correlagdo (r) e a equagao da reta
foram determinados e a cinética de degradacdo do farmaco frente a luz

ultravioleta de 254 nm foi determinada.

6.2.3 Resultados

Os cromatogramas obtidos apos analise por CLAE das solucdes de
cloridrato de EPN TO, ndo exposta a radiacdo ultravioleta, e da amostra
mantida em camara horizontal de luz UV de 254 nm por 18 horas podem ser

visualizados na Figura 28.

Na Figura 29 estdo apresentados os mesmos cromatogramas da Figura
28 com aumento proposital da escala com o objetivo de observar a formagao
dos produtos de degradacdo com absorcdo na regido do ultravioleta sob as

condicdes de andlise empregadas.
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A curva de pureza do pico, da amostra de cloridrato de EPN mantida por
18 horas em camara horizontal de luz UV de 254 nm, cujo cromatograma esta
demonstrado na Figura 28, efetuada pelo software do equipamento (PDA), ndo
detectou a presenca de impurezas que pudessem interferir na avaliagdo do

cloridrato de EPN no tempo de retencao de 7,56 minutos.

B 1: 207 nm, & nm 1: 207 nm, & nm
120 ¢ A - EPNTO B -- EPM 18 horas 120
1

100 } 100

B
3 J 3
0 ‘%{W_w%/; il
E T T T T T T T T T T T T
0 1 2 5] 4 5 B 7 g

Minutes

Figura 28. Sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos a partir da analise por CLAE das
solucdes aquosas de cloridrato de epinastina dos comprimidos revestidos submetidas
a degradacéo forcada por luz UV de 254 nm nos tempos de zero (A) e de 18 horas (B)
de exposicéo.

Condicbes cromatograficas: fase moével constituida de trietilamina 0,3 % (v/v) (pH ajustado a 4,0
com HzPO,4 10 %) e MeOH (60:40, v/v), fluxo de 1,0 ml/min, coluna Ace 5 C18 end-capped (150
mm x 4,6 mm; 5 ), detecgdo em | de 207 nm, volume de inje¢do 20 pl, temperatura de analise

25 °C.
|l T

1
3
2
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1
o
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Figura 29. Sobreposi¢cédo dos cromatogramas obtidos a partir da analise por CLAE das
solugbes aquosas dos comprimidos revestidos de cloridrato de epinastina submetidas
a degradacao forcada por luz UV de 254 nm nos tempos de zero (EPN TO) e de 18
horas de exposicdo (propositadamente deslocado). Escala em aumento para
verificacdo dos produtos de degradacgéo formados.
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Na Tabela 23 estdo demonstrados os teores obtidos na analise por

CLAE das amostras de cloridrato de EPN em decorréncias dos diferentes

tempos de exposicdo em camara de luz UV de 254 nm.

Tabela 23. Concentragdes de cloridrato de EPN obtidas apos determinados periodos
de exposicao a luz UV.

Tempo

Area

(horas)

Area média + e.p.m

Concentracéo
(1g/mi)

1464143
1450442
1474059

1462881,33 + 6846,76

18,98

1306238
1296117

1301177,50 + 5060,50

16,88

1112545
1129811
1106752

1116369,33 + 6925,76

14,48

913163
924522
913766

917150,33 + 3689,94

11,90

12

703751
725736
717773

715753,33 + 6426,36

9,28

16

563036
557316
570606

563652,67 + 3848,86

7,31

18

520535
513667
510951

515051,00 + 2851,89

6,68

Com objetivo de determinar a ordem de reacédo foram plotados os

seguintes graficos:

A Ordem zero: tempo de exposicdo a radiagdo UV (horas) X

concentracao (pg/ml);

B. Primeira ordem: tempo de exposicdo a radiacdo UV (horas) x

logaritmo da concentragéo (ng/ml);

c. Segunda ordem: tempo de exposicdo a radiacdo UV (horas) x

1/ concentrag&o (ug/ml).
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Os gréficos obtidos estdo apresentados nas Figuras 30; 31 e 32.

Ordem Zero

y =-0,6724x + 17,979
r=0,9879

Concentracéo
*ug/mi)

20

Tempo (h)

Figura 30. Representacdo grafica da cinética de ordem zero de reacdo de

fotodegradacgédo obtida por CLAE apds degradacéo forcada em camara de luz UV de
254 nm.

A equacdo da reta para a cinética de reacdo de ordem zero e o
coeficiente de correlagdo, determinados por regressao linear, s&o
respectivamente iguais ay =-0,6724x + 17,979 e r = 0,9879.

Primeira Ordem
§ 1,5 - y = -0,0253x + 1,2738
S < r=0,9993
SE 17
g 2054
O ~ !
o
g O T T T 1
- 0 5 10 15 20

Tempo (h)

Figura 31. Representacdo grafica da cinética de primeira ordem da reacdo de
fotodegradacédo do cloridrato de EPN obtida por CLAE ap0s degradacéo forcada em
camara de luz UV de 254 nm.
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A equacéo da reta e o coeficiente de correlacdo obtidos para a cinética
de primeira ordem, determinados por regressao linear, sdo respectivamente
iguais ay =-0,0253x + 1,2738 e r = 0,9993.

Segunda Ordem
3
& 0,2
= = 015
cE 3
8 =) ' y = 0,0054x + 0,0477
c 2 0,05 r = 0,9928
(@)
L\) 0 T T T T 1
A 0 5 10 15 20

Tempo (h)

Figura 32. Representacao grafica da cinética de segunda ordem obtida por CLAE
apos degradacéo forcada em camara de luz UV de 254 nm.

A equacédo da reta e o coeficiente de correlacdo, determinados por
regressao linear, sdo respectivamente iguais a y = 0,0054x+ 0,0477 e r =
0,9928.

6.2.4 Discussao

Os ensaios de fotodegradacdo foram conduzidos a partir das solucdes
dos comprimidos revestidos de cloridrato de EPN mantidas em camara

horizontal de luz UV de 254nm, por periodo de 18 horas.

Para realizacdo de estudo de degradacao forcada as amostras podem
ser submetidas a fotodegradacdo no estado soélido ou em solu¢do, no ultimo
caso € aconselhdvel a utilizacdo de solventes inertes (REYNOLDS et al.,
2002). Devido ao fato do anti-histaminico em estudo tratar-se de um sal e
apresentar boa solubilidade em &agua, esse solvente foi escolhido para

realizacdo do estudo em questéo.
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Para que uma reacdo fotoquimica ocorra € necessario que a molécula
em estudo apresente maximos de absor¢do na regido de amplitude da fonte de
radiacdo. Compostos contendo grupamentos como o nitrogénio e ligas duplas
conjugadas sdo mais sensiveis a fotdlise quanto maior for o nimero desses
cromoforos na molécula, especialmente se estdo conjugados ou se € possivel

a interacao entre os elétrons moéveis de cada grupo (NUDELMAN, 1975).

De acordo com estudos de estabilidade realizados com agentes anti-
histaminicos, apresentando grupamento benzocicloheptano, expostos a
radiacao ultravioleta de 254 nm é esperado que ocorram transicfes 1 ® f*en
® T* que podem ocasionar a clivagem das ligacbes quimicas e a

fotodecomposicdo dos medicamentos em estudo (ABOUMASSIF et al., 2005).

A comparacédo das concentragdes obtidas entre as amostras, referentes
ao TO (amostra ndo submetida a radiacdo UV) e a que foi submetida a 18 horas
de luz UV, sugere um decréscimo de cerca de 65 % no teor de cloridrato de
epinastina, o que também pode ser observado na Figura 28 através da
avaliacdo das absorvancias (mAU) dos cromatogramas apresentados. Do
mesmo modo, pode-se dizer que a formacéo dos produtos de degradacao que
apresentam absorcdo no UV no comprimento de onda () de 207 nm nédo €&
proporcional a reducdo do teor de cloridrato de EPN observada, conforme

apresentado em detalhe na Figura 29.

Para se determinar a cinética de reacdo 0s ensaios devem ser
conduzidos até um estagio avancado de degradacao, cerca de 50%, pois do
contrario, os valores obtidos podem ser pouco precisos e geralmente
superiores aos valores reais. Contudo, € praticamente impossivel determinar a
ordem da reacdo quando a degradacao atinge estagios avancados, 90 a 80%
(NUDELMAN, 1975).

As reacOes de degradacao ocorrem em velocidades definidas e séo de
natureza quimica dependendo de varias condi¢des, tais como concentracao

dos reagentes, da temperatura, do pH, da radiacdo ou da presenca de
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catalisadores. A ordem de reacdo permite, em muitos casos, definir a variacéo
da velocidade da reacdo em funcdo das concentracbes dos reagentes
(LACHMAN et al., 2001).

Quando as velocidades de reacdo dependem da concentracdo do
reagente diz-se que segue uma cinética de primeira ordem, nesse caso, a
substancia se decompde em um ou mais produtos e a velocidade de reacéo &
diretamente proporcional a concentracdo do reagente. Para uma reagdo de
primeira ordem obtém-se uma reta quando o logaritmo da concentracdo (og
Ca) é representado em funcéo do tempo (t) (LACHMAN et al., 2001).

A avaliacdo dos resultados ilustrados nas Figuras 30, 31 e 32,
demonstraram que a reacéo de primeira ordem apresenta o melhor coeficiente
de correlacdo ¢ = 0,9993), o que sugere que a degradacdo da amostra por
radiacdo de ultravioleta de 254 nm obedeca a uma cinética de primeira ordem.
Além disso, a acentuada degradacdo do cloridrato de EPN observada nas
condicbes de analise empregadas justifica o revestimento da forma

farmacéutica estudada.
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Os métodos propostos para analise qualitativa do cloridrato de
epinastina permitem, através das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, a

identificacdo do anti-histaminico em estudo.

A faixa de fusdo determinada, por calorimetria exploratoria diferencial,
permitiu constatar mudancas na estrutura cristalina do farmaco resultantes do
processo de sintese, a fim de se obter cristais de alta fusédo, faixa de fusao
entre 275,34 a 280,11 °C (USPTO PATENT FULL-TEXT AND IMAGE
DATABASE, 2005). O método proposto indica, a partir da andlise da curva de
aguecimento, que o farmaco apresenta transicao endotérmica (CLAS, 1999) e
sugere a auséncia de umidade na amostra analisada. O ponto de fuséo,
275,6 °C, determinado pelo método automatico coincide com os limites
propostos pela literatura (BUDAVARI, 2001). Tais informacgbes levam a crer
gue o farmaco avaliado ndo apresenta impurezas e auxiliam na identificacdo do

mesmo.

A espectrofotometria na regido do infravermelho € um dos métodos mais
empregados para a identificacdo de farmacos, pois € capaz de diferenciar
substancias, mesmo apresentando pequenas diferencas estruturais, com
excecao dos isébmeros opticos (CIENFUGOS; VAISTMAN, 2000).

O cloridrato de epinastina apresentou bandas caracteristicas dos
grupamentos presentes em sua estrutura quimica, cuja atribuicdo foi baseada
na literatura pertinente (NAKANISHI, 1977; WATSON, 2004; PAVIA et al.,,
2001a; SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000a). As bandas presentes em
freqiiéncia de absorcdo inferior a 1500 cm ' fazem parte da regido de
impressdo digital. A banda pronunciada na regido de 1662,8 cm ' é
caracteristica da ligacdo guanidinica presente na estrutura do anti-histaminico
estudado. O espectro de absorcéo na regido do infravermelho obtido permitiu a
aquisicdo de informacdes estruturais Uteis para a identificacdo do cloridrato de

epinastina.
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A ressonancia magnética nuclear ¢ um método espectroscopico
relativamente mais importante que a espectrofotometria na regido do
infravermelho, pois € capaz de revelar informacdes sobre o nimero de atomos
magneticamente distintos e a natureza da molécula em estudo (PAVIA et al.,
2001b). A interpretacéo do espectro de RMN — 'H foi baseada ra literatura
pertinente (PAVIA et al., 2001b; SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000b; ACD
LABS, 1997). A combinacdo dos métodos por RMN — 'H e por
espectrofotometria na regido do infravermelho € suficiente para determinar
completamente a estrutura de uma molécula desconhecida (PAVIA et al.,

2001b).

Os métodos por espectrofotometria na regido do infravermelho e por
ressonancia magnética nuclear de préton requerem pequenas quantidades de
amostra para execuc¢ao, além disso, ndo ha referéncias na literatura consultada

a respeito da aplicagdo dos mesmos para o cloridrato de epinastina.

A determinacédo da faixa e do ponto de fuséo e a realizacdo dos métodos
por RMN — 'H e por espectrofotometria na regido do infravermelho foram
eficientes para a caracterizacdo do cloridrato de epinastina como substancia

quimica de referéncia.

O sistema por cromatografia em camada delgada apresentou fatores de
retencéo (Rf) de 0,56 para o cloridrato de epinastina SQR e para o cloridrato de
epinastina na forma farmacéutica comprimido evidenciando a eficacia do

sistema desenvolvido.

A espectrofotometria na regido do ultravioleta permitiu a constatagcéo de
caracteristicas de absorcédo do cloridrato de epinastina, como intensidade de
absorcéo e regides de maxima absor¢do. O método proposto é simples, de facil
execucao e de baixo custo, contudo, por ser um método pouco especifico, é de
interesse a complementacao através de reacdes paralelas de outros métodos
gualitativos (SKOOG et al., 2002).
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O meétodo por cromatografia a liquido de alta eficiéncia constitui uma
técnica de separacdo analitica que tem por objetivo detectar e quantificar
analitos de interesse em matrizes e misturas mais ou menos complexas, além

de ser utilizada para o isolamento e purificagcdo de compostos (NEUE, 1997).

O método por cromatografia a liquido de alta eficiéncia permitiu a
identificacdo do anti-histaminico em estudo através da comparacao dos perfis
cromatograficos e da avaliacdo dos tempos de retengcdo obtidos, em torno de

7,55 minutos.

O processo de validacdo tem por objetivo demonstrar que o método
aplicado é adequado para a finalidade pretendida. A validagdo de um método
analitico visa assegurar a qualidade, seguranca e eficacia dos produtos
farmacéuticos (ERMER, 2001). Os parametros testados na validagdo tém por
objetivo verificar linearidade, precisdo, exatiddo, especificidade, robustez e
sensibilidade (LD e LQ) do método analitico proposto (USP 29, 2006; ICH,
1996; BRASIL, 2003). De acordo com as guias utilizadas para o embasamento
tedrico os parametros que devem ser avaliados dependem do método aplicado
(Tabela 1), além de ser de responsabilidade do analista identificar os mais

importantes para o desempenho do processo analitico.

A quantificacdo do cloridrato de epinastina por espectrofotometria na
regido do ultravioleta foi exequivel apenas através da derivatizacdo do método,
uma vez que nado foi possivel eliminar a interferéncia dos excipientes. O
método de ultravioleta derivada de primeira ordem com assentamento de
ordenada 2, em comprimento de onda de 243,8 nm, apresentou especificidade,

linearidade, preciséo e exatidao e sensibilidade.

O método por cromatografia a liquido de alta eficiéncia utilizou solventes
gue permitissem a obtencdo de um pico com simetria apropriada. O cloridrato
de epinastina, por se tratar de uma base, na presenca de fase movel com valor
de pH &cido ficou completamente protonado e, por conseguinte, ligou-se

fortemente aos grupamentos silandis inativos da fase estacionaria causando a
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formacdo de cauda pronunciada (LINDSAY, 1997). A fim de minimizar esse
problema foi acrescentada uma base competitiva forte na fase movel,
trietilamina como agente idnico, e uma coluna de fase reversa protegida, o que

melhorou consideravelmente o perfil cromatografico da amostra.

O método por CLAE proposto foi validado de acordo com os parametros
especificados nas guias de validacéo, especificidade, linearidade, exatidao,
precisdo, robustez e sensibilidade, e apresentou caracteristicas como
resolucédo entre os picos (Rs = 5,08, medido entre o pico principal e o pico
referente ao produto de degradacdo majoritario), fator de capacidade (K’ =
4,73), assimetria (TF = 1,32) e nimero de pratos teodricos (N= 7759,30)
adequados para sua finalidade (SHABIR, 2003). Através do detector com
arranjo de diiodo disponivel no equipamento foi possivel determinar a pureza
do pico referente ao cloridrato de epinastina, o qual ndo detectou impurezas no

tempo de retencdo caracteristico do anti-histaminico.

Os métodos propostos nesse trabalho foram  analisados
comparativamente através do teste-t, presumindo variancias equivalentes, o
qgual indica que ndo ha diferencas significativas entre os mesmos e, em funcao
disso, os métodos por CLAE e por UV derivada de primeira ordem podem ser
perfeitamente intercambiaveis e passiveis de serem utilizados na avaliacdo do

cloridrato de epinastina na rotina laboratorial.

O estudo preliminar de estabilidade térmica realizado indica que amostra
nao sofre degradacdo nas condi¢cGes de analise empregadas (T = 80 °C), uma
vez que nao houve alteragdes significativas nos teores de cloridrato de

epinastina observados.

A avaliagéo preliminar da fotoestabilidade sugere que o cloridrato de
epinastina sofre degradacéo intensa apds 18 horas de exposi¢cdo a radiacéo
ultravioleta de 254 nm nas condi¢cées experimentais aplicadas. A estrutura
guimica do anti-histaminico apresenta grupamentos como nitrogénio e ligacées
duplas conjugadas, o que torna a molécula mais suscetivel a fotélise

(NUDELMAN, 1975). Em decorréncia disso, foi possivel sugerir que o farmaco
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sofre reacdo de degradacdo com cinética de primeira ordem (LACHMAN et al.,
2001), o que é de importante conhecimento, principalmente na industria, no

processo de desenvolvimento, producdo e de selecdo de material de
embalagem (KLICK et al., 2005).
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(o]

A caracterizagdo do cloridrato de epinastina SQR foi efetuada
satisfatoriamente. Os métodos propostos, determinacdo da faixa de
fusdo, ressonancia magnética de proéton, espectrofotometria na regido
do infravermelho, permitiram determinar caracteristicas relevantes para

identificagdo do anti-histaminico em estudo;

As andlises por cromatografia em camada delgada, cromatografia a
liguido de alta eficiéncia e por espectrofotometria na regido do
ultravioleta permitram a identificacdo segura do cloridrato de

epinastina nos comprimidos revestidos;

Os tempos de retencdo obtidos através dos métodos cromatograficos
(CCD e CLAE) sédo uteis na identificacdo do farmaco na forma

farmacéutica avaliada;

O método desenvolvido por espectrofotometria na regido do
ultravioleta derivada de primeira ordem mostrou-se especifico, linear,
sensivel, preciso e exato para determinacéo do cloridrato de epinastina

na forma farmacéutica comprimido revestido;

O método por cromatografia a liquido de alta eficiéncia foi validado, de
acordo com normas especificas, demonstrando linearidade, preciséo,
exatidao, especificidade, robustez e sensibilidade adequados para
determinacdo do anti-histaminico presente nos comprimidos

revestidos;

A avaliacdo comparativa entre os métodos quantitativos propostos
neste trabalho demonstrou ndo haver diferenca significativa entre os

mesmos;

O ensaio preliminar de estabilidade térmica dos comprimidos
revestidos sugere que o cloridrato de epinastina € estavel a

temperatura de 80 °C nas condi¢Oes de analise empregadas;
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(o]

O estudo preliminar de fotoestabilidade efetuado permite inferir que o
cloridrato de epinastina em solucdo sofre degradacdo intensa e
apresenta cinética de reacdo de primeira ordem quando exposto a
radiacdo ultravioleta de 254 nm nas condicbes experimentais

aplicadas.
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