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RESUMO

Carbonato de lodenafila: controle de qualidade do farmaco

A disfuncéo erétil (DE) é definida como a inabilidade persistente de obter e manter
uma erecao firme o suficiente para permitir um desempenho sexual satisfatério. A
projecédo de um milhdo de novos casos anualmente no Brasil aumenta a importancia
desse disturbio na saude publica. Os inibidores seletivos da fosfodiesterase tipo 5
(PDE-5i) séo considerados agentes de primeira escolha para o tratamento desse
distarbio. O carbonato de lodenafila € um novo PDE-5i, que possui poucas
publicacdes, sendo estas relacionadas a estudos farmacologicos. Esse trabalho visa
a contribuir com o controle qualitativo e quantitativo da matéria-prima de carbonato
de lodenafila, sugerindo métodos para caracterizagdo da amostra e determinagcéao do
teor de pureza. A substancia quimica de referéncia (SQR) foi avaliada por testes
fisico-quimicos (faixa de fusdo, pKa e espectrofotometria no IV e no UV) e testes
guantitativos como perda por dessecacdo volumetria em meio nao-aquoso e
espectrofotometria na regido do UV. Os ensaios qualitativos empregados
constituem-se em métodos seguros e rapidos para identificacdo do farmaco
estudado. Os métodos quantitativos investigados apresentaram-se praticos e
simples, embora ainda nao estejam validados.

Palavras-chave: Carbonato de lodenafila; controle de qualidade; VMNA;

Espectrofotometria no UV.
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1.INTRODUCAO

A disfuncdo erétil (DE), também conhecida como impoténcia sexual
masculina, é definida como a inabilidade persistente (por no minimo 6 meses) de
obter e manter uma erecgéo firme o suficiente para permitir um desempenho sexual
satisfatéria (ABDO et al., 2006, NEVES et al., 2004). Depois da ejaculagéo precoce,
este é o comprometimento mais comum da funcao sexual masculina, afetando cerca
de 30 milhdes de individuos apenas nos Estados Unidos (NEVES et al., 2004).

A prevaléncia de disfungéo erétil entre homens de 40 a 70 anos no Brasil foi
estimada em torno de 46,2% e se projeta o aparecimento de cerca de 1 milhdo de
novos casos por ano (GALVAO et al., 2007). Estudos demonstram que, embora a
incidéncia da DE esteja associada a idade, ndo é um resultado inevitavel do
processo de envelhecimento (MOREIRA et al., 2003). A identificacdo de fatores de
risco médicos e comportamentais é essencial para a prevencao da DE. A projecéo
de um milhdo de novos casos anualmente no Brasil aumenta a importancia desse
disturbio na saude publica (MOREIRA et al., 2003; ABDO et al., 2006).

O tratamento medicamentoso oral, eficaz em até 80% dos casos, consagrou-
se como a principal opcao terapéutica de pacientes com disfuncéo erétil (CARA et
al., 2003). Dentre os medicamentos estdo antagonistas alfaadrenérgicos, agonista
serotoninérgico, agonista dopaminérgico e inibidores da fosfodiesterase 5 (CARA et
al., 2003; NEVES et al., 2004). Os inibidores da fosfodiesterase 5 foram introduzidos
no mercado em 1998, através da comercializacao da sildenafila e desde entdo vém
sendo eficientemente utilizados para o tratamento da DE. Também surgiram no
mercado a vardenafila, tadalafila, udenafila, mirodenafila, avanafila e a lodenafila.
Esses farmacos se assemelham no mecanismo de acdo e nas propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas (KONSTANTINOS, 2009; EARDLEY et al.,
2010).

O carbonato de lodenafila, um novo inibidor PDE5 desenvolvido no Brasil,
sendo um dimero formado por duas moléculas de lodenafila ligadas por uma ponte
de carbonato, teve registro concedido em 22 de outubro de 2007, com a

consequente autorizagdo do Ministério da Saude para sua comercializacdo em todo



o territrio nacional (ABIQUIF, 2008). Produzido pelo laboratério paulista Cristalia, o

Helleva® é vendido em duas apresentacées: dois e quatro comprimidos de 80 mg.

Este farmaco apresenta poucas publicacbes, sendo estas relacionadas a
estudos farmacolégicos (GALVAO et al., 2007; TOQUE et al., 2007; GLINA et al.,
2009), porém, ndo existem estudos publicados quanto a determinacdo quantitativa,
tanto como matéria-prima quanto na forma farmacéutica de comprimidos. Também
sao inexistentes monografias a respeito do produto. Por isso, sdo sugeridos nesse
estudo métodos qualitativos e quantitativos, visando a contribuir para o controle da

qualidade, garantindo a seguranca e eficaAcia terapéutica desse medicamento.



2. REVISAO

2.1 DISFUNCAO ERETIL (DE)

O processo fisioldgico da erecéo envolve a liberacao de éxido nitrico (NO) dos
corpos cavernosos do pénis, mediada pelo sistema parassimpatico. O NO se liga
aos receptores da enzima guanilato ciclase, o que resulta no aumento dos niveis de
guanosina monofosfato ciclica (cGMP) nas células da musculatura lisa peniana
(SINGH et al., 2009). Isto leva a ativacao da proteina quinase dependente de cGMP
(PKG), a fosforilagéo de vérias proteinas e a redugéo de célcio celular, levando ao
relaxamento da musculatura lisa vascular seguido do aumento do fluxo sanguineo e,
portanto, uma erecédo (EARDLEY et al., 2010).

Segundo o National Institute of Health, as disfuncdes eréteis (DE) séo 75% de
causas organicas com prevaléncia comportamental proxima aos 100%. As lesdes
vasculares representam 70% das DE’s de causas organicas. A obesidade e a
dislipidemia s&o as principais prevaléncias associadas a disfuncao erétil e a doenca
arterial coronariana, se comparadas com diabetes, hipertensdo e o tabagismo
(MILFONT & CUNHA, 2007).

O tratamento para a DE, cuja escolha € dependente da causa e da
intensidade da mesma, pode ser através de mudanca de habitos, psicoterapia ou
farmacoterapia (MILFONT & CUNHA, 2007), sendo a ultima a terapia inicial para
muitos homens com DE. Os medicamentos aplicados para essa disfuncdo séo
divididos em agentes locais (como a papaverina injetaveis) e agentes sistematicos
(como os inibidores da fosfodiesterase tipo 5) (EARDLEY et al., 2010).

2.2 INIBIDORES DA FOSFODIESTERASE TIPO 5 (PDE-5i)

Os PDE-5i melhoram a funcdo erétil durante a estimulacdo sexual,

penetrando nas células da musculatura lisa e inibindo a PDE-5, que € uma enzima



gue degrada a cGMP. Isso resulta na diminuicdo da degradacdo de cGMP e,
consequentemente, na manutengdo dos niveis elevados de cGMP nas células dos
corpos cavernosos. Isso promove o relaxamento do masculo liso, que dilata o corpo
sinusdide, resultando em aumento do fluxo sanguineo, permitindo que ocorra uma
erecao. O éxito dessa reacao € dependente do nivel de cGMP no corpo cavernoso e
da eficiéncia do relaxamento da musculatura lisa do tecido (EARDLEY et al., 2010).

As estruturas moleculares dos PDE-5i possuem um sistema de anel duplo
heterociclico contendo nitrogénio. Essa estrutura do anel central € semelhante ao da
cGMP (Figura 1) e compete com a PDE-5 pelo mesmo sitio catalitico (CARSON,
2007).
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Figura 1: Estruturas moleculares de alguns inibidores da PDE-5 (CARSON,
2007).

2.3 CARBONATO DE LODENAFILA

O carbonato de lodenafila (CL) € um dimero que atua como pro-farmaco, pois,
guando ingerido, € metabolizado por hidrélise no plasma onde sofre cisdo na ponte
carbonato, liberando monémeros de lodenafila, os quais sdo metabolizados por
enzimas hepéticas e plasmaticas (GALVAO et al., 2007, GLINA et al., 2009). A
dimerizacao reduz a polaridade da molécula, permitindo melhor absorcdo (TOQUE
et al., 2007).

A poténcia da lodenafila oriunda da clivagem do CL in vitro, para relaxamento
de corpo cavernoso humano previamente contraido com fenilefrina, foi superior a

obtida para a sildenafila, promovendo maior relaxamento com menor concentracao



(GALVAO et al., 2007). Em estudos clinicos, realizados até fase Ill, 0 novo PDE-5i,
apresentou melhora significativa da disfuncédo erétil, além de baixa incidéncia de
reacoes adversas (GLINA et al., 2009, GLINA et al., 2010).

2.3.1 Descricao

Figura 2: Férmula estrutural do carbonato de lodenafila (WHO, 2005).
Formula molecular: Ca7Hs2N12011S>

Massa molecular: 1035,35

Chemical Abstract Service (CAS): 398507-55-6 (WHO, 2005).

Nome quimico: carbonato de bis-(2-{4-[4-etoxi-3-(1-metil-7-0x0-3-propil-6,7-
diidro-1H-pirazolo[4,3-d]pirimidina-5-il)-benzenesulfonil]piperazina-1-il}-etil)(TOQUE
et al., 2007).

Segundo especificacbes do fabricante, o farmaco possui aspecto de um pé
amorfo branco ou levemente amarelado. E solGvel em cloroférmio e insolGvel em
etanol absoluto e 4gua (CRISTALIA, 2009).



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Contribuir com o controle qualitativo e quantitativo da matéria-prima de
carbonato de lodenafila, propondo métodos para caracterizagdo da amostra e
determinacao do teor.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v/ Caracterizar a substancia quimica de referéncia através da determinacdo do
ponto de fusdo, constante de ionizacdo acido-base (pKa), analise
espectrofotométrica na regidao do infravermelho (IV) e do ultravioleta (UV) e
determinacdo da umidade através da perda por dessecacao;

v Investigar a viabilidade da aplicacdo do método de titulacdo de neutralizacéo
por volumetria em meio ndo-aquoso com acido perclorico para determinacéo
guantitativa do carbonato de lodenafila matéria-prima.

v' Desenvolver método quantitativo por UV para determinagcdo do carbonato de

lodenafila matéria-prima.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIA-PRIMA

O carbonato de lodenafila (CL), com teor declarado de 100,50% (lote 0414/09,
Val.: 09/11), utilizado como substancia quimica de referéncia (SQR), foi gentiimente
cedido pela empresa Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, assim como
a matéria-prima lote 0751/08 (teor: 100,54%, Val.: 08/09).

4.2 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

4.2.1 Caracteres fisicos

Aspecto e cor do farmaco foram avaliados conforme especificacfes descritas

no laudo fornecido pela empresa.

4.2.2 Constantes fisico-quimicas

4.2.2.1 Ponto de fusao

O ponto de fusdo do carbonato de lodenafila foi verificado através de trés

determinacdes em dois equipamentos:

e Equipamento segundo Koffler (REICHERT), em que pequena quantidade do
farmaco € adicionada entre lamina e laminula e estas sdo colocadas sobre
uma placa metélica aquecida. A temperatura é controlada por um reostato e a

amostra é observada através de um microscopio. A temperatura de fusédo é
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entdo determinada pela observacéo simultanea da amostra e do termdmetro
acoplado a placa metédlica aquecida. Para a calibracdo, foram utilizadas a
cafeina (Mettler ME- 18872 A.4.96 Calibration Substance com ponto de fuséo
236,5 °C) e a fenolftaleina (padréo secundario com ponto de fusao 262,1 °C).

e Equipamento automatico METTLER TOLEDO FP90, onde o farmaco €
adicionado em tubos capilares com 1 mm de espessura e 6 cm de
comprimento, os quais sao introduzidos verticalmente no equipamento, sendo
possivel a determinacdo simultdnea de até 3 amostras. A velocidade de
aguecimento € programada para 2 °C/min na faixa de temperatura situada
entre 10 °C abaixo e 10 °C acima do ponto de fusdo previsto. Para a
calibracdo foram utilizados a cafeina (Mettler ME- 18872 A.4.96 Calibration
Substance com ponto de fusdo 236,5 °C), SQR que acompanha o
equipamento, e a fenolftaleina (padrdo secundario, com ponto de fusdo 262,1
°C).

4.2.2.2 Constante de ionizagéo acido-base (pKa)

O pKa foi investigado com auxilio do aplicativo Virtual Computational
Chemistry Laboratory através do ACD / PhysChem Suite, um conjunto abrangente
de ferramentas que prediz propriedades fisico-quimicas basicas, a partir da estrutura

guimica informada.

4.2.3 Identificacéo

4.2.3.1 Espectrofotometria na regido do infravermelho (1V)

O espectro de absorcao na regido do infravermelho foi obtido utilizando-se
pastilhas de brometo de potassio contendo, respectivamente, SQR e matéria-prima.
A analise foi realizada em espectrofotbmetro Perkin Elmer BX FIT-IR System SN

79302, empregando-se 0s parametros instrumentais descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Parametros instrumentais para anélise dos SQR e matéria-prima
por espectrofotometria na regido do IV.

Faixa (cm™) 4000-400

NUmero de scans 20

Resolucdo (cm™) [4,0

Intervalo (cm™) 2,0

4.2.3.2 Espectrofotometria na regiao do ultravioleta (UV)

A identificacdo do carbonato de lodenafila por espectrofotometria na regido do
UV foi realizada com de soluces de SQR e de matéria-prima de 20 pg.mL™ de
carbonato de lodenafila com pH 4, preparadas conforme item 4.3.2.1.2. Os
espectros de UV foram obtidos em espectrofotdometro SHIMADZU UV-1601PC,

utilizando-se cubetas de quartzo de 1 cm de percurso optico, entre 400 e 200 nm.

4.2.4 Determinacao de umidade

Aliguotas de cerca de 0,6 g de amostra foram exatamente pesadas em pesa-
filtros previamente dessecados. Estes foram levados a estufa com temperatura
ajustada em 105 °C até peso constante. Apés, o conjunto foi transferido para
dessecador, onde foram mantidos até arrefecimento. A seguir, foram pesados

novamente e a perda foi calculada.

Como alternativa, foi investigado outro método, no qual aliquotas de cerca de
0,5 g de amostra, exatamente pesadas em pesa-filtros pré-tratados, foram levadas a
estufa com temperatura ajustada em 50 °C a pressao reduzida (-260 mmHg) até
peso constante. Esse método foi adaptado a partir do indicado para amostras que
possuem ponto de fusdo menor que 105 °C (F. Bras. IV), a fim de investigar a
viabilidade de usar massa de amostra menor do que a preconizada nos compéndios

oficiais.
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As determinacdes foram realizadas em estufa Tecnal TE-395 (0 a 320 °C e 0
a -760 mmHg) em duplicata.

4.3 ANALISE QUANTITATIVA

4.3.1 Investigacdo da viabilidade da analise quantitativa por volumetria em
meio ndo-aquoso (VMNA)

Nesse estudo, a SQR foi solubilizada com acido acético e anidrido acético,
em diferentes proporcdes, e titulada com éacido perclorico 0,05 M preparado em
acido acético. O ponto final da titulacdo de neutralizagcéo foi visualizado com auxilio

do indicador verde malaquita Sl ou violeta cristal SI, preparados em meio acético.

Devido ao coeficiente de expansdo cubica em relacdo a agua, apresentado
pela maioria dos solventes organicos, que resulta em uma variacdo da normalidade
do titulante em funcéo da temperatura, utilizou-se a seguinte equacao para correcao

do volume gasto:
Ve=V[1+(t1—t).0,0011]
onde:
V. = volume corrigido
V = volume gasto, tendo sido descontado o volume do branco
t; = temperatura ambiente por ocasido da padronizacéo do titulante
t, = temperatura ambiente por ocasido do doseamento

0,0011 = coeficiente de expanséo cubica o acido acético glacial
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A estequiometria entre a molécula do carbonato de lodenafila e o &cido
perclérico em diversas normalidades (0,1 e 0,05M) foi investigada, considerando o

peso molecular da substancia.

4.3.2 Espectrofotometria na regidao do UV

4.3.2.1 Otimiza¢ado do método

Testes de solubilidade da SQR foram realizados, a fim de definir o preparo da
solucdo estoque e visualizar as possibilidades de investigacdo das influéncias dos
solventes e, consequentemente, do pH no comportamento do carbonato de
lodenafila, através de analise dos espectros obtidos em espectrofotdmetro
SHIMADZU UV-1601PC na regido do ultravioleta (200-400 nm). O hidréxido de
sédio 0,1 M mostrou-se o solvente mais adequado e eficaz frente aos demais
solventes avaliados (agua, metanol e acido cloridrico 0,1 M), por isso, foi utilizado no

preparo da solucéo estoque.

4.3.2.1.1 Preparo da solucéo estoque da SQR

A solucdo estoque foi preparada utilizando quantidade adequada de
carbonato de lodenafila, exatamente pesada, a qual foi solubilizada com hidréxido de
sédio 0,1 M em baldo volumétrico, de modo a obter uma solu¢cdo com concentracao
final de 100 pg.mL™.

4.3.2.1.2 Preparo das solucdes diluidas

Solucdes diluidas de 10 pg.mL™* e 20 pg.mL™? de carbonato de lodenafila
foram preparadas a partir de quantidades adequadas da solucéo estoque de 100

pg.mL?, em meio alcalino e acido, conforme Tabela 2.
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Os balbes foram completados com agua destilada. Todas as solucdes
sofreram verificagdo do valor do pH com auxilio de um peagdmetro Denver, modelo
UB10.

Tabela 2: Preparo das soluc¢des diluidas em meio alcalino e &cido.

Volume de Quantidade de .
) . . . o . Concentracéao
Meio solugéo Baldo Volumétrico (mL) acido acético ] 1
) final (ug.mL™)
estoque (mL) glacial (mL)
100 mL contendo 50mL de
20 - 20
Alcalino H.O
(pH 12) 100 mL contendo 50mL de
10 - 10
H,O
100 mL contendo 50mL de
i 20 0,4 20
Acido H.O
(pH 4) 100 mL contendo 50mL de
10 0,2 10
H,O

4.3.2.1.3 Investigacdo da estabilidade da solucédo estoque e das solugbes diluidas
de 20 ug.mL™

As solucdes estoque e diluidas de 20 pg.mL™ em meios alcalino e &cido, em
duplicata, foram analisadas quantitativamente em espectrofotdbmetro na regido do
ultravioleta, 290 nm, empregando-se cubetas de quartzo de 1 cm de percurso optico,
durante 17 dias. Durante o estudo, as solucdes foram armazenadas sob refrigeracao
(2a8°C).

4.3.2.2 Analise quantitativa do carbonato de lodenafila SQR

A andlise quantitativa foi realizada por espectrofotometria no UV, apés a
escolha do melhor solvente e comprimento de onda (item 4.2). Para garantir que o

método atenda as exigéncias das aplicagcdes analiticas, assegurando a
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confiabilidade dos resultados, foi avaliado um dos parametros essenciais para a
validacdo do método: a linearidade (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 31, 2008).

Sete niveis de concentracdo foram avaliados em trés diferentes dias. A partir
das trés curvas de SQR desenvolvidas, a equacédo da reta e o coeficiente de
correlagéo (r) foram determinados. A linearidade do método foi verificada através da
andlise de variancia (ANOVA).

4.3.2.4.1 Curva de calibragéao

Aliquotas da solucdo estoque (SQR) de 100,0 pg.mL™ de carbonato de
lodenafila, preparada segundo item 4.2.1, foram transferidas, com auxilio de bureta,
para baldes volumétricos de 50 mL, aos quais foram adicionadas quantidades
adequadas de acido acético glacial para obtencédo de pH 4, conforme Tabela 3. O
volume foi ajustado com agua destilada, resultando em concentracdes finais de 5,0,
10,0, 15,0, 20,0, 25,0, 30,0 e 35,0 pug.mL™.

Foram realizadas trés leituras para cada solucéo, utilizando como branco uma
solucdo aquosa de NaOH 0,02 M acidificada com acido acético glacial, para
obtencdo do pH 4. A curva foi obtida a partir dos valores das absorvancias em
funcdo das concentragbes de carbonato de lodenafila nas solucbes

correspondentes, obtendo-se o coeficiente de correlacdo e a equacéo da reta.
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Tabela 3: Aliquotas de solucdo estoque de 100,0 ug.mL™* de carbonato de
lodenafila e 4cido acético glacial necessarias para cada nivel de concentracdo da
curva padrao.

. Volume de acido
, Volume de solugao . ]
Mg.mL’ acetico glacial
estoque (mL)

(mL)
5,0 2,5 0,05
10,0 50 0,10
15,0 7,5 0,15
20,0 10,0 0,20
25,0 12,5 0,25
30,0 15,0 0,30

35,0 17,5 0,35
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

5.1.1 Caracteres fisicos

O farmaco apresenta-se como p6 branco com graos muito pequenos nos dois
lotes analisados, resultado que indica conformidade com a especificacdo
apresentada no laudo do fornecedor.

5.1.2 Constantes fisico-quimicas

5.1.2.1 Ponto de fusao

O ponto de fusdo do carbonato de lodenafila foi determinado em dois
equipamentos de acordo com o item 4.2.2.1. As médias obtidas para trés

determinacdes do ponto de fusdo do farmaco séo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4: Valores obtidos para o ponto de fuséo do carbonato de lodenafila.

Equipamento Média (°C) DPR (%)
Koffler (Reichert) 248,3 0,62
Mettler Toledo FP 90 248,0 0,45

Observou-se que em temperatura acima de 105 °C ocorre alteracdo da
substancia em estudo, apresentada na forma de goticulas castanhas, o que pode
interferir na andlise em equipamentos que determinam o ponto de fusdo por medidas

de transmitancia. Esse comportamento pode levar a um resultado equivocado.
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5.1.2.2 Constante de ionizacao acido-base (pKa)

A constante de ionizacdo &cido-base (pKa) foi calculada considerando
temperatura abaixo de 25 °C e forga iGnica nula em meio aquoso. Os valores obtidos
foram 7,2 e 8,3 a um nivel de confianca de 95%.

5.1.3 Identificagcéo

5.1.3.1 Espectrofotometria na regido do infravermelho (V)

A espectrofotometria no IV é ensaio de identificacdo por exceléncia (F. Bras.
IV). A analise espectrofotométrica da SQR e da matéria prima na regido do
infravermelho foi realizada de acordo com o item 4.2.3.1 e 0 espectro esta ilustrado

na Figura 3.

As bandas de absorcao caracteristicas do farmaco e as possiveis atribuicoes,
com base em bibliografia de referéncia (PAVIA et al., 2009; SILVERSTEIN et al,

2007), encontram-se na Tabela 5.

1126 _

100 J
o0 |
a0 |
70

&0 |
%T

a0

3311,91
40 |

30 1743,
a0

10
a7 116,36

4000,0 3000 2000 1500 1000 400,0
-1

Figura 3: Espectro de absorcdo na regido do IV para o carbonato de
lodenafila (SQR) em KBr (4000 a 400 cm™).
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Tabela 5: Frequéncias de absorgéo das principais bandas no infravermelho e
suas respectivas atribuicdes para o carbonato de lodenafila.

Freqiiéncia (cm™) Atribuicdes *
3311,91 Vibracdo de deformacéo axial de amina secundaria
Vibracdo de deformacgdo axial de C=0O de éster
1749,49 o
alifatico
1691,27 Vibracdo de deformacéo axial de C=0 de amidas

Vibragcéo de deformacao axial assimétrica de S=O de
sulfonas (SO,)

Vibracdo de deformacdo axial de C-N de amina

1351,40 e 1330,15

1276,49 Lo
aromatica

Vibracdo de deformacdo axial simétrica de S=O de
sulfonas (SO,)

1169,86 e 1151,39

*PAVIA et al., 2009; SILVERSTEIN et al., 2007.

A Figura 4 apresenta a comparacao dos espectros na regido do infravermelho
(4000 a 400 cm™) obtidos para os lotes 0414/09 (SQR) e 0751/08 (matéria-prima) de
carbonato de lodenafila. As principais bandas de absorcdo, caracteristicas do
farmaco, estdo presentes em ambos os lotes ndo havendo diferencas entre os

espectros.

SQR (lote 0414/09)

%T

| Matéria-prima (lote 0751/08)

4000,0 3000 2000 1500 1000 400,0

Figura 4: Espectros de IV para os lotes 0414/09 (SQR) e 0751/08 (matéria-
prima) de carbonato de lodenafila em KBr (4000 a 400 cm™).
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5.1.3.2 Espectrofotometria na regiéo do ultravioleta (UV)

A andlise espectrofotométrica das solugcbes de carbonato de lodenafila SQR e

matéria-prima na regido do UV foi realizada conforme descrito no item 4.2.3.2.

Os espectros obtidos com as solugdes de carbonato de lodenafila (20ug.mL™)
em meio acido na regido do ultravioleta estéo ilustrados na Figura 5. O carbonato de
lodenafila apresenta maximos de absor¢do nos comprimentos de onda préximos a

225 e 292 nm no meio empregado no estudo.

2,000 : : :

1.000- -

e o

0,000 L L

2000 2500 3000 350.0 4000
whavelength [nm.]

Figura 5: Comparacédo entre os espectros obtidos por espectrofotometria na
regido do UV para carbonato de lodenafila em meio acido: SQR () e amostra de
matéria-prima (__ ).

Os espectros obtidos para analise do carbonato de lodenafila SQR e matéria-
prima por espectrofotometria na regido do UV apresentam o mesmo perfil,
apontando a mesma identidade para ambas as solucdes. Esse método pode ser
usado adequadamente para identificar matérias-primas quando realizado

concomitantemente a outros métodos de identificacao.
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5.1.4 Determinacao da umidade

A 4gua esta presente em muitos farmacos como agua absorvida, solvente ou
como agua de cristalizacdo e seu teor deve ser determinado, a fim de avaliar a
conformidade frente aos limites especificados para o farmaco. Os métodos oficiais

mais utilizados s@o o volumétrico, pelo processo de Karl-Fischer, e o gravimétrico.

Devido a incompatibilidade de farmacos que possuem grupamento carbonato
com o titulante empregado no primeiro método, a determinacdo de umidade na
matéria-prima do carbonato de lodenafila foi realizada através da perda por
dessecacdo. Esse método consiste em dessecar o farmaco, a fim de eliminar
guaisquer substancias volateis presentes na amostra (F. Bras. 1V). Por tratar-se de
um meétodo muito simples, pode ser utilizado como alternativa na determinacéo de

umidade de varios farmacos, desde que estes nao sejam termolabeis.

A SQR foi submetida aos ensaios de acordo com o item 4.24. A
determinacdo gravimétrica avalia a quantidade de substéncia volatil presente na

amostra. Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 6.

Tabela 6: Teor de agua da SQR de carbonato de lodenafila determinado por
métodos gravimetricos.

Método Tempo (h) Teor de agua (%)* DPR (%)
50 °C (Presséo reduzida) 3 0,65 0,76
105 °C (Pressao normal) 2 0,64 25,65

*Média obtida para duas replicatas.

Os teores encontrados para ambos os métodos foram em conformidade com
a especificacdo apresentada pelo fornecedor (maximo 1%), apesar da imprecisao
apresentada para o método farmacopéico (105 °C) representada pelo alto valor de
DPR. Esse valor pode ser atribuido a baixa quantidade de amostra utilizada em cada

replicata, ndo obedecendo a aliquota minima de 1 g preconizada pelas

farmacopéias.
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5.2 ANALISE QUANTITATIVA

5.2.1 Investigacdo da viabilidade da analise quantitativa por volumetria em
meio ndo-aquoso (VMNA)

A titulacdo em meio ndo-aquoso € o0 procedimento mais comum entre 0S
métodos farmacopéicos para ensaios em amostras com carater acido ou bésico
muito fraco, que, consequentemente, ndo podem ser doseados em meio aquoso
(WATSON, 2005; F. Bras. IV). Aléem de permitir o uso de solventes organicos
apropriados para a solubilizacdo da amostra, esse método € muito rapido, exato (F.
Bras. IV) e nado requer confronto da amostra com padrdes primarios para

determinacao do teor.

Com base em estudos preliminares realizados a fim de conhecer a relacao
estequiométrica entre o acido perclérico e o carbonato de lodenafila e os pKas
determinados foi verificado que sdo necessarios 4 moles de titulante para neutralizar

um mol de CL. As relacdes encontradas foram as seguintes:
7,72 mL de HCIO,4 0,05 M equivalem a 100 mg de CL
1 mL de HCIO4 0,05 M equivale a 12,95 mg de CL

A partir da relacdo acima, foram usados diferentes misturas de solventes, a
fim de distinguir aquele que proporcionaria melhores resultados (Tabela 9), com
auxilio do indicador cristal violeta. O acido acético em uma proporcdo de 100%,
além dos baixos teores, apresentou precipitacdo, dificultando a visualizacdo do
ponto final da reacdo. A adicdo de anidrido acético ao acido acético na proporcao de
1:1 solucionou o problema da precipitacdo e aumentou a sensibilidade do método,

apresentando o melhor resultado.
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Tabela 9: Resultados obtidos por VMNA do carbonato de lodenafila com
diferentes misturas de solventes.

Solvente Proporcéo Teor (%)
acido acético 1 92,36
acido acético: anidrido acético 3.7 94,63
acido acético: anidrido acético 1:2 96,60
acido acético: anidrido acético 4:1 97,04
acido acético: anidrido acético 1:1 98,00

O solvente considerado mais adequado foi empregado em andlises com outro
indicador: verde malaquita. O teor encontrado foi de 96,8%, considerando a
mudanca de cor de azul para verde escuro como ponto de viragem, diferindo do
obtido com indicador cristal violeta (98,0%, n=3) com viragem detectada pela
mudancga de violeta para verde esmeralda. Embora ambos os meétodos tenham
apresentado teores abaixo do declarado, o indicador cristal violeta mostrou-se o

mais adequado por apresentar mudanca de cor mais facilmente perceptivel.

Tendo em vista que os teores encontrados por VMNA nédo correspondem ao
teor informado pelo fabricante, um método para anélise de carbonato de lodenafila

por espectrofotometria na regido do ultravioleta foi iniciado.

5.2.2 Espectrofotometria na regido do UV

5.2.2.1 Otimizacdo do método

As solucdes diluidas de 20 pg.mL™ em meios alcalino e &acido, preparadas
conforme item 4.3.2.1.2, foram analisadas na regido do UV entre 200 e 400 nm,
obtendo-se o espectro apresentado na Figura 6. Nele é possivel observar que o pico
em meio acido, em 292 nm, se mostra mais intenso quando comparado ao obtido
em meio alcalino na mesma regido. Além disso, o0 meio alcalino apresenta dois picos
pouco definidos nas regifes de 226 e 212 nm, enquanto 0 meio 4cido possui apenas

um pico em 227 nm.
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Figura 6: Comparagédo entre os espectros obtidos por espectrofotometria
de UV para solucdes aquosas de 20 ug.mL™ de carbonato de lodenafila: A (acida) e
B (alcalina); 400 a 200 nm.

Frente ao comportamento do meio alcalino, as solucdes diluidas de 10ug.mL™
foram avaliadas nas mesmas condic¢des, a fim de elucidar o perfil do carbonato de
lodenafila na regido entre 250 e 200 nm. Conforme Figura 7, ndo ha diferencas entre
os perfis obtidos para as duas concentracdes, indicando que o0 meio acido se mostra

mais adequado em ambas as regides investigadas.

1,000 | | :

R = il

0.000

2000 2500 300.0 350.0 400.0
wavelength [nm.)

Figura 7: Comparacdo entre os espectros obtidos por espectrofotometria na
regido UV, para solucdes de 10 pg.mL™* de carbonato de lodenafila: A (acida) e B
(alcalina); 400 a 200 nm.
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A fim de escolher entre as duas regibes de maior absorvancia, diversas
solucdes diluidas de 10 pg.mL™ em meio &cido foram lidas nas mesmas condicées

instrumentais, variando apenas o tempo de leitura apds a prepara¢do das mesmas.

1,000 , , :

R = ol

0.000 ! !

200,0 2500 3000 350.0 400.0
W avelength [nm.)

Figura 8: Comparacao entre os espectros obtidos por espectrofotometria na
regido UV, para solucdes de 10 pg.mL™ de carbonato de lodenafila em meio &cido;
400 a 200 nm.

Comparando os espectros obtidos (Figura 8), nota-se que o carbonato de
lodenafila em meio acido néo apresenta absorvancia reprodutivel na regiao proxima
a 227 nm. Portanto, a regido entre 290 e 292 nm apresenta-se como a mais indicada

para analise da substancia em estudo por espectrofotometria na regido do UV.

5.2.2.1.1 Investigacdo da estabilidade da solucdo estoque e das solucdes diluidas
de 20 ug.mL™

Para a solucado estoque de SQR, apesar de esta apresentar absorvancia mais
intensa na regido entre 250 e 200 nm (Figura 9), ndo houve diferenca significativa
entre as absorvancias observadas nesta regido e as obtidas em 290 nm. Com um
nivel de confianca de 99%, segundo o teste estatistico ANOVA, a solucéo é estavel

por 17 dias, armazenada entre 2 e 8 °C.
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Figura 9: Comparacéo entre os espectros obtidos por espectrofotometria de
UV para solugbes aquosas alcalinas de 20 pg.mL™ de carbonato de lodenafila,
preparadas a partir de solucdo estoque: t=0 (__ ), t=7 dias (---) e t=17 dias (__);
400 a 200 nm.

Na analise das solu¢des diluidas, ndo houve diferenca significativa entre os
resultados obtidos em meio alcalino apds 17 dias de estudo. Também em meio
acido, os valores sdo semelhantes com nivel de confianca variavel (95 — 99%),
segundo teste estatistico ANOVA. Com base nesses dados, € possivel escolher
ambos 0s meios quanto a estabilidade da solucdo diluida de 20 pg.mL* de

carbonato de lodenafila no maximo de absorvancia em 290 nm.

Confrontando os resultados obtidos nos itens 5.2.2.1 € 5.2.2.1.1, o meio acido
foi escolhido para ser usado nos demais estudos, por ser estavel e apresentar maior

absorvancia em 292 nm.

5.2.2.2 Curva de calibracédo do carbonato de lodenafila

A partir de solucbes de carbonato de lodenafila SQR nas concentracdes de
5,0 a 35,0 pg.mL™* em &agua e acidificadas com &cido acético glacial (item 4.3.2.4.1),

foram construidas trés curva padréao.

A Tabela 8 apresenta os valores de absorvancia obtidos para cada

concentragéo da curva padréo.
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Tabela 8: Valores de absorvancia obtidos para a curva padrao do carbonato
de lodenafila por UV.

Concentracao Absorvancia® Absorbancia média DPR®
(ug.mL™) e.p.m.”

5,0 0,1306 0,1297 + 0,0005 0,61
0,1291
0,1294

10,0 0,2635 0,2614 + 0,0011 0,71
0,2602
0,2604

15,0 0,3930 0,3900 + 0,0021 0,92
0,3860
0,3910

20,0 0,5240 0,5190 + 0,0036 1,22
0,5119
0,5211

25,0 0,6539 0,6486 + 0,0040 1,06
0,6408
0,6511

30,0 0,7864 0,7794 + 0,0050 1,12
0,7697
0,7822

35,0 0,9142 0,9080 + 0,0051 0,97
0,8980
0,9119

®Resultados de trés determinagdes em dias diferentes; Perro padrdo da média (e.p.m.); “desvio padréo
relativo (DPR).

A curva padrdo para o método UV foi construida a partir das sete
concentracfes analisadas em trés dias diferentes e esta representada na Figura 10

juntamente com a equacéo da reta e o coeficiente de correlagéo (r).
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Figura 10: Representagdo grafica da curva padrdo media do carbonato de
lodenafila para UV.

A andlise de variancia (ANOVA) dos resultados obtidos por UV (Tabela 9)
indica que a curva padrao obtida apresenta regresséo linear significativa (p < 0,05) e
nao apresenta desvio de linearidade. O coeficiente de correlacdo (r = 0,9998) esta
de acordo com as especificacfes e indica correlacdo entre as absorvancias e as

concentragdes do farmaco.

Tabela 9: Andlise de variancia (ANOVA) da curva padrao do carbonato de
lodenafila SQR.

] Somados ] ) F F
Fontes de variacéo gl Variancia
Quadrados (calculado)* (tabelado)

ENTRE (Tratamentos) 6 1,41159 0,23527 6402,28 2,85
Regressao linear 1 1,25282 1,25282 43034,3 4,60
Desvio da linearidade 5 0,00002 0,00000 0,00672 2,96
DENTRO (residuo) 14 0,00051 0,00004 - -
Total 20 1,41211 - - -

*Nivel de significAncia para um valor de p < 0,05

Uma vez obtida a curva padrdo e fazendo a posterior validacdo do método,
amostras de carbonato de lodenafila poderdo ser avaliadas pelo mesmo.

Considerando que o método ainda nao foi validado e que o lote de matéria-prima
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(lote 0751/08) j4 estava com seu prazo de validade expirado, ndo foi realizado
doseamento do mesmo por espectrofotometria no UV.
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6. CONCLUSAO

A avaliacdo dos caracteres fisicos da matéria-prima, (ponto de fusdo, pKa)
permitiram a caracterizacdo do farmaco.

A identificacdo da matéria-prima do carbonato de lodenafila foi possivel
através das andlises espectrofotométricas na regido do IV e do UV.

A perda por dessecacdo da matéria-prima analisada esta de acordo com o
laudo fornecido pelo fabricante, para ambos os métodos investigados, mesmo
com a limitagdo imposta pela quantidade de amostra disponivel.

O método desenvolvido por volumetria em meio ndo-aquoso mostrou-se
adequado para aplicacdo em analise quantitativa da matéria-prima de
carbonato de lodenafila.

O método espectrofotométrico demonstrou linearidade para analise
quantitativa da matéria-prima em um intervalo de 5,0 a 35,0 pg.mL™ de
carbonato de lodenafila.
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