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RESUMO

Cloridrato de milnaciprana capsulas: metodologia analitica, ensaio de
dissolucéo e estudo de estabilidade

O cloridrato de milnaciprana (MNC) é um inibidor da recaptacdo da serotonina e
noradrenalina (IRSN), produzido na forma farmacéutica capsula, Ixel®, Dalcipran® e
Toledomin®, para o tratamento da depressdo, e como comprimido, sob o nome
comercial Savella®, indicado no manejo da fibromialgia. Levando-se em
consideracao que nao existem métodos oficiais para o doseamento do MNC em
produto acabado, faz-se necessario o desenvolvimento e validacdo de métodos para
assegurar a qualidade da forma farmacéutica. Deste modo, o objetivo deste trabalho
foi a validacdo de métodos analiticos para o controle de qualidade do MNC capsulas
e a realizacdo de estudo da degradacdo forcada do farmaco. A identificacdo e
caracterizagao do farmaco foram realizadas através da anélise do ponto de fuséo,
DSC, rotacado especifica e IV. Para a quantificacdo foram validados, segundo
normas da ICH, os métodos UV-D? CLAE e EC. A andlise estatistica demonstrou
equivaléncia entre os métodos UV-D? e CLAE, assim como entre CLAE e EC, para
doseamento do MNC capsulas. O teste de dissolucédo foi desenvolvido e validado
utilizando cestas (50 rpm) em HCI 0,01M como meio de dissolugcéo. A porcentagem
de farmaco dissolvido foi determinada por ambos os métodos, CLAE e UV-D? Os
parametros cinéticos (ED% e tgoy) da dissolucdo foram determinados e o modelo de
Hixson-Crowell é o que melhor descreve a cinética de dissolucdo das capsulas. A
influéncia das condi¢des de armazenamento da formulagcédo farmacéutica no perfil de
dissolucdo também foi avaliada. No estudo de degradacédo forcada, o MNC foi
submetido a radiacdo UV (254 nm) e a oxidacdo com peroxido de hidrogénio. A
CLAE foi o método empregado na analise do teor e pureza das amostras
submetidas as degradacbes. Os resultados demonstraram a sensibilidade do
farmaco nas condicfes testadas, havendo reducdo significativa de seu teor e a
formacdo de produtos de degradacdo. A fotodegradacdo do MNC demonstrou
cinética de 12 ordem para o farmaco no estado sdlido e para a solucéo das capsulas,

enquanto para o farmaco em solu¢do demonstrou cinética de ordem zero.

Palavras-chaves: cloridrato de milnaciprana céapsulas, CLAE, UV-D?, EC, teste de

dissolucéo, validacdo de métodos analiticos, produtos de degradacéao.






ABSTRACT

Milnacipran hydrochloride capsules: analytical methodology, dissolution test
and study of stability

Milnacipran hydrochloride (MNC) is a serotonin and noradrenaline reuptake inhibitor
(SNRI), produced as capsules, Ixel®, Dalcipran® and Toledomin®, for the treatment of
depression, and as tablets, under the trade name Savella®, indicated in the
management of fibromyalgia. Considering that there are no official methods for the
determination of the MNC capsules, it is necessary to develop and validate methods
to ensure the quality of pharmaceutical formulation. Thus, the objective of this study
was the validation of analytical methods for quality control of the MNC capsules and
the forced degradation studies of the drug. The identification and characterization of
the drug were performed by analyzing the melting point, DSC, specific rotation and
IR. For the quantification were validated a second-derivative UV spectrophotometric
(UV-D?, HPLC and a CE methods, according to ICH guide. Statistical analysis
showed that the methods UV-D? / HPLC, and HPLC / CE were equivalent to assay
MNC capsules. The dissolution test was developed and validated using baskets (50
rpm) in 0.01N HCI as dissolution medium. The percentage of dissolved drug was
determined by both methods (HPLC and UV-D?). The kinetic parameters (dissolution
efficiency% and tgoy,) Of drug release were determined and the Hixson-Crowell model
is which best describes the dissolution kinetics of the capsules. The influence of
storage conditions of the pharmaceutical formulation in the dissolution rate was also
evaluated. In forced degradation study, the MNC was subjected to UV (254nm) and
oxidation with hydrogen peroxide. The HPLC method was employed to analyze the
assay and purity of samples subjected to degradation. The results showed levels of
the drug decreased significantly and the presence of its degradation products. The
photodegradation of MNC showed first order kinetics of reaction to the drug at solid

state and to capsules solution, but the drug solution presented zero order kinetics.

Keywords: Milnacipran hydrochloride capsules, HPLC, UV-D?, CE, dissolution test,

validation of analytical methods, degradation products.
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Introducéo

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a depressdo é um
dos transtornos psiquiatricos mais comuns em servigos de atencao primaria a saude.
No entanto, muitas vezes, ndo é diagnosticada e, quando o €, pode ndo receber
manejo terapéutico adequado, pois o0 episédio depressivo caracteriza-se por
apresentar, além dos sintomas emocionais, sintomas somaticos que acabam por se
tornar o foco do diagnéstico e tratamento (DEL PORTO, 1999; BALDESSARINI,
2001; OPAS, 2004).

Cada vez mais 0 manejo da depresséao deve ser feito no ambito da atencéo
primaria a saude. O objetivo do tratamento antidepressivo é eliminar sintomas,
recuperar a capacidade funcional e social e impedir a recorréncia. O tratamento de
primeira escolha para a maioria dos casos de depressdao consiste de
antidepressivos, psicoterapia ou uma combinacdo de ambos. Para formas mais
leves de depressao, tratamentos psicologicos estdo indicados. Nas formas mais
graves, recomenda-se farmacoterapia, coadjuvada por abordagens psicologicas e,
com frequéncia, nos casos de resisténcia ao tratamento, os pacientes respondem a
terapia eletroconvulsiva (ECT) (OPAS, 2004; BALDESSARINI, 2006; WHO, 2006).

A farmacoterapia inclui antidepressivos especificos e inespecificos. Os de uso
corrente tém eficacia e velocidade de inicio de resposta clinica similares, mas
diferem quanto a incidéncia de efeitos indesejaveis, que se apresenta menor para
farmacos mais novos. Deste modo, a escolha dos antidepressivos ndo se baseia
apenas na eficacia, mas em critérios como: seguranca, tolerabilidade, toxicidade e
superdosagem, resposta prévia de um paciente ou experiéncia do médico no manejo
de um determinado farmaco, situacdes que exijam isencdo ou menor grau de alguns

efeitos adversos, além do custo (OPAS, 2004).

A serotonina e a noradrenalina sdo neurotransmissores responsaveis pelo
equilibrio das emocbes e da percepcdo a estimulos dolorosos relacionados a
depressao. O cloridrato de milnaciprana é um farmaco antidepressivo da classe dos
inibidores ndo seletivos de recaptacdo de serotonina e noradrenalina (IRSN),
considerado uma opcdo medicamentosa para o tratamento de estados depressivos
em adultos (depressao maior em adultos) (ROCHE, 2001, 2008).



Introducéo

A utilizacdo do cloridrato de milnaciprana no tratamento da fibromialgia foi
pesquisada e estudos clinicos demonstraram efeitos terapéuticos significativos do
farmaco para o tratamento da sindrome, que se caracteriza por um estado crénico e
debilitante de dor e rigidez ao longo do corpo, acompanhado por fadiga severa,
insénia e sintomas de humor. Estima-se que os efeitos da sindrome da fibromialgia
afetam mais de seis milhdes de pessoas somente nos Estados Unidos, sendo que,
apos a osteoartrite, € o segundo diagndstico mais frequente na reumatologia clinica
(FOREST LABORATORIES, 2009; MEDSCAPE, 2009).

O cloridrato de milnaciprana consta no European Product Index, que inclui os
medicamentos aprovados pelos Estados membros da Unido Européia, sendo
comercializado em paises da Europa, América do Sul e Asia para o tratamento da
depresséo e, recentemente, vem sendo utilizado nos EUA para o tratamento da

sindrome da fibromialgia.

Considerando-se a crescente importancia terapéutica deste medicamento, o
presente trabalho propde o desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica
para determinacdo quantitativa do cloridrato de milnaciprana em sua forma
farmacéutica capsula, visto ndo existirem métodos oficiais para o controle de

gualidade do MNC matéria-prima e produto acabado.

O estudo da estabilidade do farmaco frente a diferentes fatores promotores de
degradacdo também é proposto. Uma vez que a presenca de produtos de
degradacédo pode estar relacionada, ndo somente a perda da eficacia terapéutica,
mas também a toxicidade do produto farmacéutico, torna-se relevante a pesquisa e
a identificacdo de potenciais produtos de degradacdo do cloridrato de milnaciprana

matéria-prima e capsulas.



2. OBJETIVOS







Objetivos

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar métodos analiticos e de dissolucdo para o controle de
qualidade do cloridrato de milnaciprana na forma farmacéutica capsula e realizar
estudo para avaliacdo da estabilidade do farmaco, de acordo com as normas oficiais

vigentes.
2.2 Objetivos especificos

« Caracterizar a substancia quimica de referéncia através dos seguintes
métodos: determinacdo da umidade, ponto de fusdo, rotacdo especifica,
espectrofotometria na regido do infravermelho (V) e espectrofotometria na

regiao do ultravioleta (UV);

o Identificar o cloridrato de milnaciprana no produto acabado, através da
espectrofotometria na regido do UV e IV, cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e eletroforese capilar (EC);

« Desenvolver e validar método quantitativo por espectrofotometria na regido do
UV, CLAE e EC para determinacdo do cloridrato de milnaciprana no produto

acabado, comparando estatisticamente os métodos quantitativos propostos;

« Desenvolver e validar método de dissolucdo para as capsulas e realizar
estudo acelerado de estabilidade para a forma farmacéutica, a fim de avaliar a
influéncia das condicbes de armazenamento no perfil de dissolugcdo do

farmaco;

« Desenvolver estudo de degradacédo forcada, submetendo a matéria-prima e o
contetdo das capsulas a condicdes de estresse e avaliar a interferéncia do(s)
potencial(is) produto(s) de degradacdo sobre os métodos de analise

propostos;

o Determinar a cinética de degradacdo do farmaco, na matéria-prima e no

conteudo das capsulas.
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Revisdo

3.1 Aspectos gerais
3.1.1 Transtorno depressivo maior (TDM)

A depressao, reconhecida como a doenca do final do século XX, acompanha
muitos disturbios fisicos, mentais e emocionais de modo crénico ou recorrente. A
depressdo maior representa um espectro de transtornos, cuja gravidade varia da
doenca branda e autolimitada as doencas psicoticas e melancélicas incapacitantes
graves. Consiste em disturbio de humor persistente, com no minimo duas semanas
de evolucdo, caracterizada necessariamente por varios dos sintomas, tais como
reducéo do humor, perda de energia e diminuicdo da atividade, de forma marcante e
angustiante, tipicamente com perda da auto-estima e idéias de desvalia ou culpa. As
idéias e os atos suicidas sdo comuns e observa-se em geral uma série de sintomas
somaticos: insbnia ou hipersonoléncia, alteracdes nos habitos alimentares, reducao
do vigor e da libido, alteragdes dos ritmos circadiano e ultradiano normais de
atividade, da temperatura corporal e de algumas fungcdes enddcrinas (CID, 2006;
BALDESSARINI, 2006; KOROLKOVAS, 2008).

Os transtornos de humor e ansiedade sédo as doencgas mentais mais comuns e
cada qual acomete até 10% da populacédo geral em algum periodo de suas vidas. No
Brasil, cerca de 3.600.000 pessoas apresentam quadros depressivos. Algumas das
manifestacdes das doencas depressivas também sdo encontradas nos transtornos
de ansiedade, incluindo-se a sindrome do panico-agorafobia, as fobias graves, o
transtorno de ansiedade generalizada, o da ansiedade social, 0 do estresse pos-
traumatico e o obsessivo-compulsivo, sendo que os extremos de humor podem estar
associados a psicose. De acordo com sua etiologia, 0s sintomas depressivos podem
ser reativos ou neuroticos, quando precipitados por um choque na vida do paciente,
e psicoticos ou enddgenos, frequentemente relacionados com alteracdes
involuntarias apés os 40 anos, podendo ocorrer em ciclos. A superposicdo de
transtornos mentais pode gerar erros diagnésticos e resultar em tratamento
inapropriado do paciente (BALDESSARINI, 2006; KOROLKOVAS, 2008).

Dentre as varias teorias para explicar as causas bioquimicas dos disturbios
afetivos, a hipbétese catecolaminica, ou seja, a deficiéncia ou excesso de

catecolaminas, especialmente a noradrenalina (levarterenol), foi a proposta mais
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aceita até recentemente. De modo alternativo, a teoria serotoninica atribui a
depressé@o e a mania a deficiéncia e o excesso de serotonina, respectivamente. Em
hip6tese mais recente, tanto a depressdo quanto a mania resultariam da deficiéncia
de indolaminas no SNC, mas com atividade adrenérgica diminuida na depresséo e
intensificada na mania; e, de fato, experiéncias recentes relacionam a depressao a
sistemas triptaminérgicos (KOROLKOVAS, 2008).

Uma revisdo do conceito de depressdo e da nosologia contemporanea dos
estados depressivos e seus diferentes subtipos foi apresentada por DEL PORTO
(1999), assim como SPANEMBERG e JURUENA (2004) analisaram os principais
aspectos da distimia (depresséao cronica de gravidade moderada) e sua relagédo com

o transtorno depressivo maior.

WONG e LICINIO (2004) apresentaram as diferentes fases da descoberta de
farmacos antidepressivos e comentaram os desafios e oportunidades na pesquisa
de novos farmacos, na busca por compostos que sejam eficazes para mais de 60-
70% da populacdo, numa confluéncia de conhecimentos em gendmica,
neurociéncia, farmacologia e investigacdes clinicas necessarios para integrar o
vasto conhecimento subjacente a este tipo de exploracéo. O estudo da neurobiologia
molecular da depressédo apresentada em revisdo por KRISHNAN e NESTLER (2008)
corrobora o trabalho anterior quanto ao desafio na busca da compreensdo dos
mecanismos patofisiologicos da depressdo, combinando técnicas e modelos
comportamentais, moleculares e eletrofisiologicos no desenvolvimento de

tratamentos antidepressivos fundamentalmente novos.

Estudos comparativos entre o MNC e outros antidepressivos utilizados no
tratamento do TDM avaliaram os efeitos, eficacia, seguranca e manejo de dose
destes farmacos (MORISHITA & ARITA, 2003a, 2004; SECHTER et al., 2004;
SHINKAI et al., 2004). De modo geral, os resultados servem como parametro para a
selecdo de antidepressivos de acordo com os fatores analisados, tais como, género
dos pacientes, presenca de retardo psicomotor, recorréncia dos episodios

depressivos e ocorréncia de efeitos adversos, entre outros.

O uso clinico de milnaciprana no tratamento da depressao foi investigado por

MORISHITA e ARITA (2003b), que procuraram determinar a duragcdo mais
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adequada e predizer as respostas ao uso do farmaco na depressédo. A idade dos
pacientes e a frequéncia dos episodios depressivos foram fatores considerados no

prognéstico do tratamento com milnaciprana.

O resultado do tratamento com milnaciprana combinada com risperidona foi
avaliado por TANI e colaboradores (2004), apresentando-se como estratégia Uutil
para pacientes que respondem apenas parcialmente aos diferentes tipos de
antidepressivos, e especialmente aqueles que apresentam resisténcia aos

tratamentos.

YOSHIDA e colaboradores (2004) procuraram determinar se polimorfismos nos
genes para os transportadores de norepinefrina (NET) e de serotonina (5-HTT) estéo
associados com a resposta antidepressiva da milnaciprana. Os resultados sugiram
gue polimorfismos em NET, e ndo em 5-HTT determinam, em parte, a resposta
antidepressiva do farmaco. Entretanto, estudo comparativo realizado por
PAPAKOSTAS e colaboradores (2007), entre as respostas alcancadas para o
tratamento da depressdo maior com farmacos inibidores de recaptacdo da
serotonina e noradrenalina (IRSN) e farmacos inibidores seletivos de recaptacéo de
serotonina (ISRS), sugeriu que ndo houve diferenca significativa na eficacia dos

tratamentos com ambas as classes de antidepressivos.

YAMAKAWA e colaboradores (2005) avaliaram a eficacia e seguranca da
milnaciprana no tratamento da depressdo poés-isquemia cerebral em 126 pacientes
em reabilitacdo hospitalar. Os resultados mostraram melhora significativa na
gravidade da depressdo, sem efeitos colaterais nem influéncia nas atividades
diarias. No entanto, estudos posteriores tornam-se necessarios para determinar a
melhor combinacédo de terapia farmacoldgica e apoio psicossocial a estes pacientes.
Ja SATO e colaboradores (2006) avaliaram a eficacia terapéutica da milnaciprana
tanto no comprometimento cognitivo quanto na depressao em pacientes pos-AVC.
Os resultados do estudo demonstraram que o IRSN foi eficaz na melhoria da
disfuncéo cognitiva, mas ndo na gravidade da depressao, sugerindo a necessidade
de outros estudos para determinar a relacédo entre a depressao e o déficit cognitivo

em pacientes p0s-AVC tratados com milnaciprana.
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As consequéncias na qualidade de vida, em parametros como 0 sono, O
emocional, a comunicagdo, a mobilidade, a recreacdo, o estado de alerta, a
assisténcia domiciliar e o social, foram medidas em diferentes escores durante o
tratamento e na prevencao de episddios recorrentes de depressdo com o uso de
milnaciprana (ROUILLON et al., 2000). O uso de milnaciprana proporcionando efeito
antidepressivo eficaz em pacientes com depressdo maior grave e moderada foi
sugerido por SUGAWARA e colaboradores (2006). Mais especificamente, o
tratamento da depressdo com milnaciprana foi observado em pacientes acima de 60
anos (LATALOVA e PIDRMAN, 2008) e no tratamento do estado depressivo em
pacientes com a doenca de Alzheimer (MIZUKAMI et al., 2006).

MATSUMOTO e colaboradores (2005) avaliaram a interacao funcional entre a
alteracdo da plasticidade sinaptica induzida pelo estresse em ratos e os efeitos
terapéuticos ansioliticos no tratamento crénico com milnaciprana. Os dados
indicaram a correspondéncia entre o comportamento relacionado ao medo e a

plasticidade sinaptica no hipocampo.

A interacao funcional entre os mecanismos serotonérgicos e noradrenérgicos
em ratos foi elucidada por TACHIBANA e colaboradores (2006), através da
caracterizacao eletrofisiolégica e neuroquimica do efeito de tratamento repetido com
milnaciprana. Os resultados sugeriram que a interacdo dos mecanismos apresentou
papel importante na modulacéo da plasticidade sinaptica causada pelo tratamento
repetido com o farmaco em estudo, o que deve implicar nos efeitos terapéuticos dos

inibidores de recaptacéo de serotonina e noradrenalina nos disturbios psiquiatricos.

KITAICHI e colaboradores (2008) estudaram o efeito na concentracéo
extracelular de monoaminas (dopamina, noradrenalina e serotonina) em ratos, apés
co-administracdo de milnaciprana e um agonista dopaminérgico (cabergolina) e seus
resultados indicaram que a influéncia nos efeitos antidepressivos foi devida ao

aumento na concentracdo de noradrenalina reforcada pela cabergolina.

Os indices de remissdo durante o tratamento com duas doses diferentes de
milnaciprana, 100 e 150 mg/dia, foram determinados, assim como os efeitos da
terapia com o farmaco, durante o periodo de um ano, para a manutencdo da

remissao clinica e tolerabilidade em pacientes ambulatoriais com depressao maior
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(OKUMURA e FURUKAWA, 2006). Os resultados deste estudo demonstraram que
ambas as dosagens foram eficazes e bem toleradas no tratamento a longo prazo de
pacientes ambulatoriais com depressdo maior, e indicaram que uma dose de 150
mg/dia € uma opcao terapéutica eficaz para a depressao quando a dosagem de 100

mg/dia ndo forneceu uma resposta satisfatéria.

Guias de recomendacgdes baseadas em evidéncias apresentam um compéndio
da utilizacdo de antidepressivos, entre estes os IRSN, além de alternativas
terapéuticas, como a terapia comportamental e psicolégica, a ECT e o0 uso de
fitomedicamentos, como o extrato de Hypericum, para 0 manejo no tratamento da
depressdo (MORET, 2003; ANDERSON et al., 2008; CIPRIANI et al., 2009;
KROENKE et al., 2009).

3.1.2 Fibromialgia

Além da ampla utilizacéo de antidepressivos para tratar a depressao associada
as doencas clinicas em geral, varios transtornos psicossomaticos, que podem ter
alguma relacdo psicobiolégica com os transtornos do humor ou de ansiedade,
podem melhorar com o tratamento a base de antidepressivos. Isso inclui transtornos
dolorosos cronicos, como as sindromes neuropaticas diabéticas e outras
neuropatias periféricas, fiboromialgia, Ulcera péptica e sindrome do colon irritavel,
fogachos da menopausa, fadiga cronica, cataplexia, tiques nervosos, enxaqueca, e
apnéia do sono (BALDESSARINI, 2006).

Segundo o American College of Rheumatology, a fibromialgia é um transtorno
geralmente mal compreendido e pouco reconhecido, associado com fadiga,
transtornos do sono e problemas de memoria. Apresenta-se como uma sindrome
crbnica caracterizada por queixas dolorosas musculo-esqueléticas difusas e pela
presenca de pontos dolorosos em regibes anatomicamente bem determinadas
(WEIDEBACH, 2002).

A fibromialgia é a segunda doenca mais comum observada por reumatologistas
apOs a osteoartrite. O diagnéstico de fibromialgia, de acordo com os critérios de
classificacdo do American College of Rheumatology, fornecem uma sensibilidade e

especificidade de 85%, aproximadamente, na diferenciacdo de outras formas de dor
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musculo-esqueléticas  crbnicas. Pacientes com fibromialgia apresentam
anormalidades quantitativas na percepc¢éo da dor em condi¢cbes experimentais, sob
as formas de alodinia, a partir de um estimulo ndo-doloroso, como um leve toque; ou
hiperalgesia, ou seja, o aumento do processamento da dor por um estimulo
doloroso, percebido com maior intensidade do que seria por um voluntario normal.
Estes dados sugerem um estado sensibilizado de percepc¢ao da dor, que, em teoria,
pode resultar de alteragcbes generalizadas no ambito dos Orgdos alvo (pele,
musculos, etc.), a partir de alteracdes no processamento nociceptivo no sistema
nervoso central, ou alguma combinacdo de ambos os processos (GOLDENBERG et
al., 2004; RAO et al., 2008).

Estudos em clinicas gerais revelam que 5% a 6% dos doentes apresentam
fibromialgia. Nos EUA manifesta-se em 5,7% dos pacientes atendidos em clinicas
gerais. A frequéncia eleva-se em clinicas especializadas em doengas reumaticas,
onde acomete 22% dos individuos, sendo diagnosticada em até 30% dos doentes
com menos de 50 anos que frequentam clinicas reumatoldgicas. A fibromialgia
ocorre em 9 mulheres para 1 homem e € mais comum na faixa etaria de 45 a 64
anos. Nas mulheres, a frequéncia eleva-se de 1% nas idades de 18 a 29 anos, para
7% aos 70 a 89 anos havendo discreto aumento nas idades mais avancadas. Nos
homens, existe discreto aumento com o avanco das idades havendo pico de 1%
entre 70 e 79 anos (TEIXEIRA, 2001).

HARRIS e colaboradores (2005) realizaram estudo em pacientes com
fibromialgia e buscaram caracterizar a variabilidade da dor e suas implicacdes ao
longo do tempo. Observaram que os individuos com maiores flutuacdes de dor
foram mais propensos a responder ao placebo. Entretanto, ndo esta claro se estes
resultados sao aplicaveis apenas aos pacientes com fibromialgia, ou se eles também
podem ser observados em pacientes com outras condicdes de dor cronica. Os
resultados deste estudo tém implicacBes diretas na triagem de farmacos para a

fibromialgia e talvez para outras sindromes dolorosas.

HOFFMAN e DUKES (2008) apresentaram uma revisdo que descreve o perfil
do estado de saude de pessoas com fibromialgia e o compara ao de pessoas na
populacdo em geral e a pacientes com outras condi¢cdes de saude. Concluiram que

as pessoas com fibromialgia apresentaram um 6nus maior no estado geral (fisico e
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mental) de salde, do que as pessoas com outras condicdes de dor especificas e

gue sao amplamente aceitas como prejudicadas.

A eficdcia da administracdo de milnaciprana no alivio da hipersensibilidade
tactil e térmica, assim como o efeito diferencial deste farmaco na hiperalgesia
cutanea e muscular induzida por estresse foi demonstrada e avaliada em ratos
(KING et al., 2006; SUAREZ-ROCA et al., 2006).

A seguranca e a eficacia do cloridrato de milnaciprana foram estabelecidas em
dois ensaios clinicos de fase Il envolvendo mais de 2.000 pacientes com
fibromialgia. Os estudos mostraram estatisticamente que doses de 100 e 200 mg/dia
proporcionaram melhoras clinicas significativas, simultaneamente, na dor, na
avaliagéo global do paciente e na fungéo fisica (FOREST LABORATORIES, 2009).

Recomendacbes baseadas em evidéncias (estudos clinicos aleatorizados)
indicam a utilizacdo de antidepressivos, entre eles os IRSN, além de outras classes
farmacologicas e alternativas terapéuticas (exercicios fisicos, homeopatia,
acupuntura, fisioterapia, etc.) para o controle da dor no manejo da sindrome da
fiboromialgia. No entanto, a falta de compreensao da fisiopatologia da fibromialgia e
do seu diagnostico, devido a variabilidade na intensidade das dores e sintomas nao
dolorosos, além das co-morbidades presentes, limita a concepcdo racional de
abordagens no tratamento farmacolégico (GOLDENBERG et al., 2004; CARVILLE et
al., 2007; ROOKS, 2007; CAZZOLA et al., 2007; LAWSON, 2007; CROFFORD,
2008; HARTEN, 2008; CLAUW et al., 2008; KROENKE et al., 2009).

3.2 Antidepressivos

Agentes antidepressivos, também conhecidos como antidepressores,
restauram pacientes mentalmente deprimidos, diminuindo a intensidade dos
sintomas, reduzindo a tendéncia ao suicidio, acelerando a velocidade de
normalizacdo e promovendo o bem estar mental. A maioria dos antidepressivos tem
acOes importantes no metabolismo das monoaminas neurotransmissoras e Seus
receptores. As principais classes de antidepressivos sdo: os inibidores da
monoaminoxidase (IMAO), que impedem a desaminacdo oxidativa das aminas

biogénicas, mas cuja acdo nao é restrita a inibicdo da MAO, afetando também outras
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enzimas suscetiveis e produzindo efeitos colaterais graves; os antidepressivos
triciclicos, mais eficazes e menos perigosos que os IMAO, inibem, de modo
relativamente seletivo, a recaptacdo da norepinefrina, visto que, dependendo da
estrutura da cadeia lateral (amino-terciaria), inibem também, de modo variavel, a
recaptacdo de serotonina; e os inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina
(ISRS), entre eles a fluoxetina, um dos primeiros farmacos da classe utilizados
amplamente (KOROLKOVAS, 2008).

No entanto, alguns antidepressivos exercem efeitos tanto na neurotransmissao
noradrenérgica quanto na serotoninérgica. A eficacia clinica da venlafaxina, um
antagonista misto do transporte de serotonina e norepinefrina, e as interessantes
propriedades benéficas de um agente semelhante mais antigo, a clomipramina,
estimularam uma exploracdo maior do principio de potencializacdo aminérgica mista,
estratégia que levou ao desenvolvimento de farmacos como a duloxetina, a
milnaciprana e analogos da bupropiona. Esses progressos surgiram,
conceitualmente, da procura das atividades bloqueadoras de transporte dos
antidepressivos triciclicos originais, com esforcos visando evitar suas propriedades
toxicas comuns, incluindo potentes atividades antimuscarinicas e cardiopressoras,
visto 0s antidepressivos triciclicos manterem interacdes variaveis com 0s receptores
adrenérgicos (BALDESSARINI, 2001 e 2006).

3.2.1 Cloridrato de milnaciprana

O cloridrato de milnaciprana (D.C.B. 05960) € um farmaco antidepressivo que
age no sistema nervoso central (SNC) como um inibidor da recaptacdo de
serotonina e noradrenalina (IRSN). Ndo esta relacionado quimicamente a outros
IRSN, triciclicos, tetraciclicos ou outros farmacos eficazes disponiveis no tratamento
do transtorno depressivo maior (TDM). Produzido pelo laboratério Pierre Fabre
Medicament (Boulogne, Franca), é comercializado sob os nomes comerciais Ixel®,
Dalcipran® e Toledomin® na forma farmacéutica capsula, para o tratamento do TDM,
e sob o nome comercial Savella® na forma farmacéutica comprimido, indicado no

tratamento da fibromialgia.
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3.2.1.1 Descricao

O cloridrato de milnaciprana (Figura 1) apresenta-se como um sélido branco,
ligeiramente soltvel em agua (19 mg/mL) (SIGMA ALDRICH, 2008). Comercializado
como mistura racémica de dois enantibmeros, ou seja, quatro estereoisdmeros
(Figura 2) se apresenta como uma molécula hidrofilica (log D = 1,2), diferindo dos
demais inibidores do transporte de monoaminas, como a duloxetina (log D = 3,3)
(CACCIA, 1998; PUOZZO et al., 2005; CHEN et al., 2008; WIKIMEDIA, 2010).

Nome quimico (NLM, 2008):

cloridrato de (1)-[1RS, 2SR]-2-(aminometil)-N,N-dietil-1-fenil-ciclopropano

carboxamida

Foérmula empirica: C15H2,N,O-HCI

Massa molecular: 282,8127

Chemical Abstracts Service (CAS): 101152-94-7

pKa = 10,36 + 0,29 (ACD, 2009)

Figura 1 — Formula estrutural do cloridrato de milnaciprana (NLM, 2008).

PEREZ e colaboradores (1998) realizaram a hibridacdo das moléculas da
familia do aminopropanol (pindolol, propranolol e pen-butolol) com moléculas de
fluoxetina, paroxetina e milnaciprana com o objetivo de obter novas moléculas e

potencializar a acdo sobre os receptores de recaptacdo da serotonina.
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A sintese das formas (+) e (-) da milnaciprana, de seus analogos
conformacionalmente restritos e seus enantibmeros (Figura 3) é relatada, e a
atividade biologica destes analogos é avaliada como antagonistas dos receptores do
acido N-metil-D-aspartico (NMDA) envolvidos em disturbios neurodegenerativos
agudos e cronicos (SHUTO et al., 1996a, 1996b, 1998; ONO et al., 2002; KAZUTA
et al., 2002a, 2002b, 2002¢c; OHMORI et al., 2003).

HoN

Figura 2 — Estereoisémeros estruturais da milnaciprana (WIKIMEDIA, 2010).

No desenvolvimento de antagonistas potentes dos receptores H; e H; da
histamina também foi aplicada a estratégia estereoquimica de restricdo
conformacional orientada, baseada na estrutura do imidazolil-ciclopropano
(WATANABE et al., 2006). DYCK e colaboradores (2008) apresentaram a sintese e
caracterizacdo de analogos tienil do IRSN com poténcia superior, mas mantendo o
baixo peso molecular e a lipofilicidade moderada, que sdo as caracteristicas
importantes para as propriedades farmacolégicas e farmacocinéticas da
milnaciprana. No mesmo ano, foram publicados estudos de métodos aplicados na
obtencdo de moléculas analogas do haloperidol baseadas no ciclopropano e
conformacionalmente restritas, buscando compostos biologicamente ativos de maior
poténcia (YAMAGUCHI et al., 2008).

Derivados da milnaciprana (Figura 4) e sua relacdo estrutura-atividade (REA)
na inibicdo do transporte de monoaminas (norepinefrina, serotonina e dopamina)
foram estudados. Além disso, um modelo de farmacéforo para os analogos da

milnaciprana foi estabelecido, baseado na andlise conformacional por RMN em
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solucdo aquosa e simulacdo computacional (Figura 5), direcionando o
desenvolvimento de novos e potentes inibidores no transporte de monoaminas com
propriedades farmacocinéticas ideais (CHEN et al., 2008; TAMIYA et al., 2008;

VICKERS et al., 2008).

Type-1 3 Type-2
Ph., Ph..1 Ph.. .
O o 2 R .. NH,
‘ ‘NH; H-Y1 o H
ETzN EIzN NHZ EIzN R
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Figura 3 — Produtos da sintese estereoseletiva:(+) — milnaciprana, seus analogos restritos
conformacionalmente (Type-1 e 2) e seus enantibmeros (Type-3 e 4) (SHUTO et al.,1998).
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Figura 4 — Derivados da milnaciprana avaliados quanto a REA na inibigcdo do transporte de
monoaminas (CHEN et al.,2008).
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Figura 5 — Resumo do estudo de RMN da milnaciprana e simulacdo computacional da
conformacéo requerida para inibicdo do transportador de membrana celular especifico para
norepinefrina (CHEN et al.,2008).

3.2.1.2 Apresentacao, dosagem e administracao

Apresenta-se nas formas de capsulas de gelatina dura para administracdo de
cloridrato de milnaciprana 25 e 50 mg (equivalentes a 21,77 e 43,55 mg de
milnaciprana base, respectivamente), em embalagens com 14 ou 28 capsulas,
indicadas no tratamento do TDM em adultos, e, atualmente, apresenta-se também
na forma de comprimido revestido contendo 12,5; 25; 50 e 100 mg de cloridrato de
milnaciprana indicados no tratamento da sindrome da fibromialgia (ROCHE, 2001,
2008; CYPRESS, 2009).

A dose recomendada é de 100 mg/dia, no tratamento do TDM, fracionada em
duas administracdes de 50 mg, pela manha e a noite, de preferéncia as refei¢cbes.
No manejo da fibromialgia, baseado na resposta individual do paciente, a dose pode
chegar a 200 mg/dia, fracionada em duas administracées de 100 mg (ROCHE, 2001,
2008; CYPRESS, 2009).
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3.2.1.3 Caracteristicas farmacolégicas

O mecanismo de a¢do da milnaciprana no tratamento da depresséo esta ligado
a inibicdo da recaptagdo neuronal de serotonina e noradrenalina, resultando em um
aumento na neurotransmisséo destas substancias no sistema nervoso central. Ao
contrério dos antidepressivos triciclicos, a milnaciprana ndo tem afinidade por
receptores colinérgicos (muscarinicos), al-adrenérgicos ou histaminérgicos H1. A
milnaciprana também nédo tem afinidade por receptores dopaminérgicos D1 e D2 ou
receptores benzodiazepinicos e opidides (ROCHE, 2001; PUOZZO et al., 2005;
ROCHE, 2008; CHEN et al., 2008; CYPRESS, 2009).

Em humanos, a dose terapéutica e as concentracdes plasmaticas da
milnaciprana produzem, consistentemente, um nivel de inibicdo de 50% a 90% da
recaptacdo de noradrenalina e serotonina, sendo que a inibicdo da recaptacédo da
noradrenalina, in vitro, é trés vezes mais potente do que a serotonina, sem afetar
diretamente a recaptacdo da dopamina e outros neurotransmissores (ROCHE, 2001,
PUOZZO et al., 2005; ROCHE, 2008; CHEN et al., 2008; CYPRESS, 2009).

Os efeitos farmacoldgicos observados nos tratos gastrintestinal e génito-
urinario parecem estar relacionados a inibicdo da recaptacdo de noradrenalina, o
gue pode exercer um efeito antagbnico na acetilcolina (efeito anticolinérgico indireto)
(ROCHE, 2001; PUOZZO et al., 2005; ROCHE, 2008; CHEN et al., 2008;

CYPRESS, 2009).

A milnaciprana nado induz modificacbes de repolarizacdo ou conducao
cardiacas, nao afeta a funcdo cognitiva e tem pouco efeito sedativo. Disturbios do
sono melhoram em pacientes deprimidos tratados com milnaciprana. O tempo de
laténcia para iniciar o sono é diminuido e o numero de despertares noturnos e a
laténcia para o inicio de sono paradoxal sdo aumentados (ROCHE, 2001; PUOZZO
et al., 2005; ROCHE, 2008; CHEN et al., 2008; CYPRESS, 2009).

Dados pré-clinicos de seguranca indicam, apds ingestao repetida, o figado
como oOrgao alvo em todas as espécies animais estudadas. Os primeiros efeitos
toxicos observados aparecem em doses elevadas, aproximadamente 10 vezes a

7z

dose terapéutica em humanos e sdo reversiveis. Milnaciprana ndo é mutagénica
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nem carcinogénica. Dados experimentais ndo revelam nenhum potencial
teratogénico ou fetotdxico. A eficacia e tolerabilidade foram avaliadas em diferentes
estudos clinicos com amplo nimero de pacientes (ROCHE, 2001; PUOZZO et al.,
2005; ROCHE, 2008; CHEN et al., 2008; CYPRESS, 2009).

3.2.1.4 Farmacocinética

Absorcdo — A milnaciprana é rapidamente bem absorvida apds administracédo
por via oral. Sua biodisponibilidade é da ordem de 85 a 90%, ndo sendo modificada
pela alimentacdo. A concentracdo plasmatica maxima (Cmax) é atingida por volta de
2 a 4 horas (tmax) ap0s a ingestao oral. Esta concentracao € da ordem de 120 ng/mL
apos uma ingestdo Unica de 50 mg. O aumento da concentracdo plasmatica €
proporcional a dose até a concentracdo de 200 mg por dose. ApOs ingestdes
repetidas, o nivel plasmatico do estado de equilibrio € atingido em 2 a 3 dias. A
variacao individual & pequena (CACCIA, 1998; ROCHE, 2001; PUOZZO et al., 2005;
ROCHE, 2008; CYPRESS, 2009).

Distribuicio — A taxa de ligacdo a proteinas plasmaticas € baixa (13%) e
insaturavel. A milnaciprana é rapida e extensivamente distribuida através do corpo,
sendo o seu volume de distribuicdo de aproximadamente 5,3 L/kg (CACCIA, 1998;
ROCHE, 2001; PUOZZO et al., 2005; ROCHE, 2008; CYPRESS, 2009).

Biotransformacdo — A biotransformacdo da milnaciprana é simples, limitando-
se essencialmente a conjugacdo com acido glicurénico, aproximadamente 30%, e
apenas cerca de 20% sofre biotransformacdo oxidativa. Dois metabdlitos N-
dealquilados e um metabdlito hidroxilado foram identificados. Apenas o metabdlito
da oxidacdo apresentou atividade farmacolégica comparavel ao farmaco inalterado,
mas representa somente uma pequena quantidade da dose administrada (CACCIA,
1998; ROCHE, 2001; PUOZZO et al., 2005; ROCHE, 2008; CYPRESS, 2009).

Entre as enzimas envolvidas no metabolismo de farmacos, os representantes
CYP sdo o grupo principal. Estas enzimas exibem uma ampla variabilidade
interindividual em seus niveis de expressdo, que podem resultar em diferencas
marcantes na resposta a terapia farmacoldgica. PUOZZO e colaboradores (2005)

estudaram e avaliaram a influéncia da milnaciprana na atividade das principais
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isoenzimas CYP450 envolvidas no metabolismo de antidepressivos. Os resultados
apresentados demonstraram que, comparado ao impacto de outros antidepressivos
nestas isoenzimas, a milnaciprana apresentaria um risco farmacocinético
negligenciavel para interagfes entre farmacos quando administrada em tratamentos
combinados com outros antidepressivos ou em pacientes metabolizadores “fracos”
para CYP2D6 e CYP2C19 (CACCIA, 1998; ROCHE, 2001; PUOZZO et al., 2005;
ROCHE, 2008; CYPRESS, 2009).

Eliminagdo — A milnaciprana tem uma depuracgao total da ordem de 40 L/h.
Sua meia-vida de eliminacdo plasméatica é de aproximadamente 8 horas. O
enantiomero ativo, d-milnaciprana, tem um tempo de meia-vida maior (8-10 horas)
gue o l-enantibmero (4—6 horas) e ndo ha interconversao entre os enantiomeros. A
eliminacdo € essencialmente por via urinaria (90% da dose ingerida), com secre¢ao
tubular do produto na forma inalterada (50-60%), 24% de I-milnaciprana e 31% como
d-milnaciprana. Apos ingestdes repetidas, a milnaciprana é totalmente eliminada 2 a
3 dias apos a interrupcado do tratamento (CACCIA, 1998; ROCHE, 2001; PUOZZO et
al., 2005; ROCHE, 2008; CYPRESS, 2009).

Ndo ha modificagcdo significativa dos parametros farmacocinéticos da
milnaciprana em pacientes com insuficiéncia hepatica. Para os pacientes com mais
de 65 anos os parametros farmacocinéticos da milnaciprana nao sao
significativamente alterados, o ajuste da dose ndo é necessario, se a funcao renal
for normal. Convém, no entanto, levar em conta as alteracdes fisiologicas,
decorrentes da idade e da funcdo renal. As concentracfes plasmaticas podem
alcancar niveis mais elevados que no adulto jovem, com doses equivalentes, em
razao da reducao da depuracao renal (CACCIA, 1998; ROCHE, 2001; PUOZZO et
al., 2005; ROCHE, 2008; CYPRESS, 2009).

Quadro 1 — Adaptacao posologica para milnaciprana em caso de insuficiéncia renal

Cler (mL/min) Posologia/24h
Clcr = 60 50 mg x 2

60 > Clcr > 30 25mg x 2

30> Clcr>10 25 mg

Clcr: depuracao da creatinina
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Com o retardo da eliminacdo da milnaciprana (que é essencialmente renal) em
pacientes com insuficiéncia renal (cerca de 9 a 25 horas), ocorre 0 aumento das
concentracfes plasmaticas, proporcional ao grau de alteracdo da funcao renal e o
ajuste da dose e frequéncia de administracdo se torna necessario (Quadro 1).
Recomenda-se reduzir a dose diaria para 50 mg ou 25 mg, de acordo com o grau de
alteracdo da funcdo renal. Nesse caso, sdo utilizadas as cipsulas de 25 mg
(CACCIA, 1998; ROCHE, 2001; PUOZZO et al., 2005; ROCHE, 2008; CYPRESS,
2009).

3.3 Métodos analiticos

A literatura cientifica apresenta trabalhos que utilizaram a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) e métodos eletrocinéticos para determinacdo simultanea de
antidepressivos e seus metabdlitos em fluidos biolégicos com o objetivo de

monitoramento clinico e para a separacgao quiral do farmaco derivatizado (Quadro 2).

A cromatografia capilar eletrocinética micelar (micellar electrokinetic capillary
chromatography - MEKC) foi utilizada na separacdo e determinagcao simultanea de

onze antidepressivos em sangue e urina por LABAT e colaboradores (2002).

MANDRIOLI e RAGGI (2006) utilizaram técnicas eletrocinéticas, tais como a
eletroforese capilar (EC), a  eletrocromatografia capilar (capillary
electrochromatography — CEC) e a MEKC na enantioseparacdo de antidepressivos

contendo um ou mais centros quirais.

Recentemente, SAFAK e UCAKTURK (2010) desenvolveram método por
cromatografia a gas (CG) com deteccdo por espectrometro de massas (MS) para
determinacdo de milnaciprana em plasma. No entanto, ndo foram encontrados
métodos oficiais ou estudos publicados para o controle de qualidade do cloridrato de

milnaciprana no produto farmacéutico.
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COLUNA FASE MOVEL DETECQAO AMOSTRA REFERENCIA
Coluna baseada em
girrgggo(fggltlco Metanol / tampé&o Dic_roismo enantiﬁmeros da LECOEUR-LORIN
estacionaria nao fosfato circular milnaciprana et al., 2008
quiral)
Chiralcel OD e OD-H
Chiralcel OJ uv enantibmeros da
(fasenormal) - FL milnaciprana PATTI etal., 2008
Chiralpak 1B
_____________ MS / MS urina e plasma MIYAGI et al’ 2007
(resumo)
metanol, acetato de
Inertsil amonio
OD 150x2,0 mm D.I. 10 Mm (pH 5,0) e MS plasma SHINOZUKA et al., 2006
(5 um dp) acetonitrila
(70: 20 : 10, VIV)
Zorbax
ODS 150x4.6 mm tampao fosfato de
D.I. (5 um dp) s0dio 6,67 M (pH 7,0) FL/MS plasma PUOZZO et al., 2004
Pré-coluna Zorbax e metanol
ODS 20x4.6 mm D.I. (37 :63, VIV)
(5 pm dp)
Beckman (50 °C)
ODS 250x4.6 mm .
D.I. (5 um dp) }a_mpao fosfato de
Pré-coluna s0dio 0,05 M (pH 3,8) uv plasma TOURNEL et al., 2001
ultrasphere e acetonitrila "
ODS 4,5 cmx4.6 mm (5050, VIV)
D.I. (5 um dp)
Hypersil® Tampdo acetato de
ODS 150x4.6 mm sodio 0,005 M (pH 4,5) FL plasma LACASSIE et al., 2000

D.I.
(3 pm dp)

e metanol (30 : 70,
VIV)

detector por absor¢do no ultravioleta (UV); de fluorescéncia (FL) e massas (MS)

3.4 Dissolucédo de medicamentos

A absorcéo de farmacos a partir de formas farmacéuticas solidas administradas

por via oral depende da sua liberacdo, dissolucdo e solubilizacdo em condi¢des

fisiol6gicas e de sua permeabilidade através das membranas do trato gastrintestinal.

Devido a natureza critica dos dois primeiros processos, a dissolucdo in vitro pode

ser relevante para prever o desempenho in vivo da formulacdo farmacéutica. Com

base nestas consideracfes gerais, 0s ensaios de dissolucdo in vitro para formas

farmacéuticas orais solidas de liberacdo imediata (FFSOLI), tais como comprimidos

e cdapsulas, sdo utilizados para garantir a qualidade lote-a-lote, orientar o
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desenvolvimento de novas formulacdes e assegurar a uniformidade da qualidade e

do desempenho do medicamento apos determinadas alteracdes (FDA, 1997).

O teste de dissolucdo determina a porcentagem da dose do farmaco, declarada
no rotulo do produto, liberada no meio de dissolu¢cdo dentro do periodo de tempo
especificado na monografia de cada produto, quando o mesmo é submetido a acéo
de equipamento especifico, sob condicbes experimentais especificas (F. BRAS. 1V,
1988).

MARQUES e BROWN (2002) abordam as principais normas regulatérias nos
Estados Unidos (USP e FDA) e os requisitos para o desenvolvimento e validacao de
métodos de dissolucdo. A selecdo do equipamento mais adequado a formulacdo em
estudo e as condi¢cdes de teste, tais como meio de dissolugcdo, volume de meio,
velocidade de agitacdo, especificacdes, tempo para amostragem e perfis de
dissolucéo sé&o os maiores desafios encontrados no desenvolvimento de um método

de dissolucao apropriado para um determinado produto.

As etapas envolvidas no desenvolvimento e validacdo de testes de dissolucao
sdo discutidas na USP 32 (2009) no capitulo geral <1092> The Dissolution

Procedure: Development and Validation.

O sistema de classificacdo biofarmacéutica (SCB) € baseado na solubilidade e
permeabilidade de farmacos. Esta classificagcdo pode ser utilizada para determinar
especificacdes de dissolucéo in vitro e pode fornecer as bases para prever quando a
correlacao in vivo-in vitro (CIVIV) pode ser obtida com sucesso (FDA, 1997; BRASIL,
2004). De acordo com esta classificacdo os farmacos sao divididos em quatro
categorias (AMIDON et al., 1995): classe | (alta solubilidade e alta permeabilidade),
classe Il (baixa solubilidade e alta permeabilidade), classe Il (alta solubilidade e

baixa permeabilidade) e classe IV (baixa solubilidade e baixa permeabilidade).

Para formulacdes de liberacdo imediata contendo farmacos altamente sollveis,
a porcentagem dissolvida de farmaco € determinada apds um Unico tempo de coleta.
J4, para farmacos pouco sollUveis em agua € recomendado que o ensaio de
dissolucéo seja realizado com mais de um ponto de coleta de amostra e o perfil de

dissolucdo pode ser utilizado como alternativa. A comparacdo de perfis de
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dissolucéo pode ser realizada para evitar a exigéncia de estudo de bioequivaléncia
das formas farmacéuticas de liberagéo imediata de menor dosagem com a mesma
formulacdo, sendo empregados métodos modelo independentes e modelo
dependentes nesta comparagdo (FDA, 1997). A guia que regulamenta a
comparacao de perfis de dissolucdo no pais estabelece o uso do método modelo
independente que emprega um fator de diferenca (f1) e um fator de semelhanca (f2)

(BRASIL, 2004).

O valor da dissolucdo como ensaio de controle de qualidade preditivo do
desempenho in vivo de um medicamento aumenta significativamente quando uma
relacdo entre dados in vitro e in vivo é estabelecida. A possibilidade de se encontrar
CIVIV para farmacos pouco soluveis em agua (classe Il do SCB) é bastante alta,
enquanto para farmacos altamente solUveis em agua (classe | e Ill do SCB),
presentes em FFSOLI, a CIVIV nem sempre é obtida (FDA, 1997).
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Figura 6 — Perfil farmacocinético da milnaciprana apés dose oral Unica de 50 mg
(PUOZZO et al., 2004)

Os dados da biodisponibilidade in vivo podem ser utilizados na selecdo das
melhores condicBes para o ensaio de dissolu¢cdo. PUOZZO et al. (2002) apud
PUOZZO et al. (2004), p. 227, apresentam o perfil farmacocinético obtido com
dados plasmaticos apds administracdo oral de 50 mg de milnaciprana. A
concentracdo plasmatica maxima (Cnax) obtida foi de 150 ng/mL, em cerca de 2

horas (tmax), com tempo de meia-vida aproximado de 8 h (Figura 6).
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3.5 Validacdo de método analitico

A validacdo de um método estabelece, através de estudos sistematicos de
laboratério, que o método € adequado a finalidade, isto €, que suas caracteristicas
de desempenho sdo capazes de produzir resultados correspondentes as
necessidades do problema analitico (CITAC/EURACHEM, 2002).

O padrdao de validacdo aplicado aos procedimentos analiticos na industria
farmacéutica é bastante elevado, pois o produto sera ingerido por uma pessoa
geralmente enfraquecida pela doenca e, portanto, mais susceptivel as impurezas; e
o valor terapéutico da substancia ativa esta associado a uma estreita variacdo nas
suas concentra¢gdes (CLURCZAK, 1998).

O planejamento dos estudos de validacdo é um aspecto fundamental para
garantir que os resultados obtidos reflitam a operagcéo dos procedimentos analiticos
e que o método forneca informacdes confiaveis, visto que a validacdo da
metodologia analitica € considerada um dos requisitos essenciais no registro de
medicamentos (BRITTAIN, 1998).

Os laboratérios de analise devem realizar a validacdo de métodos para atender
as diretrizes de qualidade dos oOrgaos regulamentadores, sendo que os dados
obtidos devem fazer parte do conjunto de informacdes apresentado (SWARTZ e
KRULL, 1998).

No Brasil o processo de validacao € regulamentado pela ANVISA e regido pela
Resolucdo especifica: Guia para Validacdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos
(BRASIL, 2003), que segue as diretrizes da International Conference on
Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for
Human Use (ICH), atualizadas na versao Q2(R1) (2005), também incorporadas pela
United States Pharmacopeia (USP 32, 2009).

TAVERNIERS e colaboradores (2004) compilam informa¢des sobre validagéo
de métodos analiticos e garantia da qualidade em laboratérios, discutindo as
principais guias internacionais e os diferentes aspectos abordados. Apresentam o0s

parametros de desempenho do método a ser validado, sua definicdo, as formas de
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avaliacdo pratica, de expressado dos resultados e as especificacdes ou critérios de
aceitacao requeridos.

As caracteristicas de validacdo para os diferentes tipos de procedimentos
analiticos sdo estabelecidas por guias oficiais (CDER, 1994; BRASIL, 2003; ICH,
2005). As principais caracteristicas para determinacdo quantitativa da substancia
ativa na matéria-prima ou no produto acabado (Categoria I) e para testes de
performance, como ensaios de dissolugcao (Categoria Ill), estdo indicadas abaixo no
Quadro 3.

Quadro 3 -Ensaios necessarios para a validacdo do método analitico, segundo sua
finalidade:

Parametro Categoria | Categoria Il
Especificidade sim *
Linearidade sim *
Intervalo sim *
Precisdo Repetibilidade sim sim
Intermediéaria *x *x
Limite de deteccado nao *
Limite de quantificacéo nao *
Exatidao sim *
Robustez sim nao

* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.

** se houver comprovacado da reprodutibilidade ndo € necesséria a comprovacao da Precisdo
Intermediaria.

Adaptado de BRASIL (2003)

3.6 Estudo de degradacéao forcada

Nao foram encontrados dados publicados relativos a estabilidade do cloridrato

de milnaciprana matéria-prima ou no produto farmacéutico.

A exigéncia legal de que as caracteristicas de identidade, eficacia, poténcia,
pureza e seguranca dos medicamentos devam ser mantidas, desde sua producéo e
periodo em que se encontram no mercado até o0 momento de seu USso,
proporcionando a administracdo de produtos estaveis e seguros ao paciente, sdo
algumas das razfes para a realizacdo de estudos de estabilidade de medicamentos.

Também devem ser considerados os aspectos econémicos, relacionados a imagem
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do produto, assim como a expectativa de eficacia do paciente quanto ao mesmo
(NUDELMAN, 1975).

A estabilidade de um produto farmacéutico pode ser definida como a
capacidade de uma formulagdo particular, em uma embalagem especifica, de
manter suas especificacbes fisicas, quimicas, microbiolégicas, terapéuticas e
toxicoldgicas. Quanto ao teor do farmaco, por exemplo, se aceita um minimo de 90%
do valor rotulado (VADAS, 2000).

Estudos preliminares de estabilidade tém o objetivo de determinar quais os
principais fatores que interferem no teor do farmaco, na toxicidade, na eficicia e nas
caracteristicas farmacotécnicas e organolépticas. Nestes testes o farmaco ou o
produto farmacéutico € submetido a condicbes extremas de degradacdo, pois se
pretende determinar os parametros que os degradam de forma eficaz (NUDELMAN,
1975).

O protocolo do estudo de estabilidade deve contemplar avaliacdes fisicas,
guimicas, fisico-quimicas e microbiolégicas, quando for o caso. Deve-se avaliar,
também, a presenca ou formacdo qualitativa e quantitativa de subprodutos e/ou
produtos de degradacao, utilizando-se metodologia adequada e validada (BRASIL,
2005).

A realizacéo dos testes de estresse, assim como o0 desenvolvimento do método
analitico para a identificagcdo e quantificacdo dos produtos de degradacdo € de
extrema importancia para as industrias farmacéuticas, pois no momento do registro,
pos-registro e renovacao, o estudo de estresse, acompanhado de sua analise critica

deverd ser contemplada (SILVA et al., 2009).

Problemas potenciais durante processos de armazenamento e transporte sao
avaliados através de testes de estresse, além de fornecer uma estimativa do periodo
de validade do produto farmacéutico (FDA, 1987). Os testes de estresse fornecem
informacfes Uteis sobre os potenciais mecanismos e produtos de degradacdo e a
estabilidade intrinseca da molécula do farmaco, assim como para validar métodos
analiticos indicadores de estabilidade (BAKSHI e SINGH, 2002; ICH Q1A, 2003;
KLICK et al., 2005).
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A capacidade de separacdo e deteccdo do farmaco de seus potenciais
produtos de degradacdo, mesmo em baixas concentracdes, faz da CLAE o método
analitico indicador de estabilidade mais amplamente empregado, pois apresenta alta
capacidade de resolucao, sensibilidade e especificidade se comparado aos métodos
convencionais de analise (BAKSHI e SINGH, 2002).

3.6.1 Cinética de degradacao

O estudo da cinética de degradacdo para produtos farmacéuticos tem como
objetivos prever e entender a taxa € 0 mecanismo da reacdo. A compreensao
dessas reacOes nos fornece informagdes importantes quanto aos potenciais
produtos de degradacdo que também precisam ser monitorados. De modo geral, as
reacoes de degradacdo de farmacos ocorrem em taxas finitas. Estas reacfes sdo
afetadas por condicdes, tais como concentracdo de solvente, de reagentes,
temperatura, pH do meio, energia de radiacéo e presenca de catalisadores. A ordem
de degradacdo é descrita pelo modo com o qual a taxa de reacdo depende da
concentracdo do farmaco. A degradacao da maior parte dos produtos farmacéuticos
pode ser classificada como de ordem zero, primeira ordem, ou pseudo primeira
ordem, embora a degradacdo também possa ocorrer por mecanismos mais

complexos, expressos por uma ordem de reacdo superior (AHUJA, 1998).

A partir de resultados experimentais (valores de concentracdo do farmaco a
cada tempo de exposicdo), sao obtidos dados sobre a cinética de degradacéo frente
ao fator estudado. Deste modo, a ordem de degradacdo que melhor descreve a
reducdo de concentracdo do farmaco em funcdo do tempo, a velocidade de reacéo
(k) e o periodo de vida util tgoy, (tempo no qual 90% da concentracdo do farmaco
encontra-se inalterada) sao determinados (NUDELMAN, 1975; AHUJA, 1998).
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Material e Métodos

4.1 Matéria-prima e produto farmacéutico

O cloridrato de milnaciprana (MNC) foi adquirido através da empresa SynFine
Research Inc. e os medicamentos Ixel® e Dalcipran®, na forma farmacéutica

capsula 25 e 50 mg, foram adquiridos no mercado.

A matéria-prima foi submetida a diferentes ensaios de caracterizagéo a fim de
utiliza-la como substancia quimica de referéncia no desenvolvimento e validagao dos

métodos analiticos propostos para o produto farmacéutico.

As céapsulas sdo armazenadas a temperatura ambiente (15 a 30 °C), ao abrigo
da luz e umidade (ROCHE, 2001, 2008). Os excipientes sao: fosfato de calcio
dibasico, povidona, carboximetilcelulose calcica, silica coloidal anidra, estearato de

magnésio e talco.
4.2 Caracterizacao da substancia quimica de referéncia (SQR)
4.2.1 Caracteres fisicos

Foram avaliadas caracteristicas organolépticas, tais como aspecto, cor e odor

da matéria-prima.
4.2.2 Solubilidade

O ensaio foi realizado conforme descrito em Generalidades (IV.-2), na

Farmacopéia Brasileira IV ed. (1988).
4.2.3 Determinacédo de umidade

A determinacédo de umidade na matéria-prima do farmaco foi realizada por meio

da perda por dessecacao em estufa a 105 °C até peso constante.
4.2.4 Ponto de fuséo

O ponto de fusdo do cloridrato de milnaciprana SQR foi determinado por dois

equipamentos:

% Equipamento segundo Koffler (REICHERT): pequena quantidade do farmaco

foi adicionada entre lamina e laminula e estas colocadas sobre um bloco
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metalico. A temperatura é controlada por um reostato e a amostra €
observada através de um microscopio. A temperatura de fusdo é entdo
determinada pela observagdo simultanea da amostra e do termdmetro
acoplado ao bloco metalico aquecido. Para a calibracdo foi utilizado o
salofeno (Mettler ME-18555 A.8.92 Calibration Substance com ponto de fuséo
191 °C), SQR que acompanha o equipamento. Foram realizadas trés
determinacdes do cloridrato de milnaciprana.

% Equipamento automéatico METTLER TOLEDO FP90: o farmaco foi adicionado
em tubos capilares com 1 mm de espessura € 6 cm de comprimento e
introduzido verticalmente no equipamento, sendo possivel a determinacao
simultanea de até 3 amostras. Para a calibracéo foi utilizado o salofeno (ponto
de fusédo 191 °C) como SQR.

Os resultados foram comparados aos valores obtidos através da analise por

calorimetria exploratoria diferencial.
4.2.5 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

O experimento de calorimetria exploratoria diferencial para o cloridrato de
milnaciprana foi realizado no Laboratorio da Central Analitica da Faculdade de
Farmacia (UFRGS). Empregou-se equipamento SHIMADZU DSC-60 acoplado ao
integrador THERMAL ANALYZER TA-60WS (Collection Monitor versdo 2.0, 1997-
2003) e ao controlador de fluxo FC-60A, sob atmosfera inerte de nitrogénio com

fluxo de 50 mL/min e velocidade de aquecimento de 10 °C/min até 200 °C.
4.2.6 Rotacao especifica

A andlise foi realizada em polarimetro PERKIN ELMER 341, utilizando cubetas
de 1 dm de percurso Optico e comprimento de onda de raia D de sédio (589,3 nm) a
20 °C = 0,5 °C. Foram preparadas solucdes de cloridrato de milnaciprana (2%, p/V)
em agua e o procedimento ocorreu conforme descrito em Determinacdo do poder
rotatorio e do poder rotatério especifico (V.2.8) (F. Bras. 1V, 1988), auxiliando na

identificacéo e indicando a pureza do farmaco analisado.
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4.2.7 Espectrofotometria na regido do infravermelho (1V)

O espectro de absorcdo na regidao do infravermelho foi obtido utilizando
acessorio de refletancia atenuada (ATR) para andlise direta. A amostra, cerca de 1
mg do farmaco, foi analisada em espectrofotdometro PERKIN ELMER FT-IR
Spectrum BX, no laboratério da Central Analitica da Faculdade de Farmécia -
LASOM (UFRGS).

4.3 Anélise quantitativa do produto acabado
4.3.1 Espectrofotometria derivada na regiao do ultravioleta (UV-D)

Os espectros de UV (200 a 400 nm) foram obtidos em espectrofotdmetro
SHIMADZU UV-1601 PC, utilizando-se cubetas de quartzo com 1 cm de percurso
optico. As solugdes do MNC SQR e das capsulas foram preparadas em HCI 0,1M e
submetidas a analise por UV (22 derivada), com leitura das absorvancias no
comprimentos de onda de 268,5 nm, AN = 4 e fator de escala = 200 para a validacéo

do método.

4.3.1.1 Validacdo do método UV-D? para determinacdo do MNC na forma

farmacéutica capsula
4.3.1.1.1 Especificidade

A avaliacdo da interferéncia dos excipientes da formulacdo no método UV-D?
para quantificacdo do cloridrato de milnaciprana foi realizada através da analise do
placebo do contetdo das capsulas. A concentracao dos excipientes da formulacgéo,
utilizada no preparo da solucdo placebo, foi baseada na especificacdo maxima de
cada um, obtida na literatura (KIBBE et al., 2000). A partir do peso médio das

capsulas (110 mg) foi determinado o conteudo referente aos excipientes.

Foram utilizados, aproximadamente: povidona (5%), carboximetilcelulose
sodica (15%), Aerosil® (0,5%), estearato de magnésio (5%), talco (30%) e fosfato de
sédio (21,5%), como proporcdo dos excipientes para uma cdpsula de MNC 25 mg.
Uma mistura destes excipientes, equivalente ao conteddo de 5 cépsulas, foi entdo

preparada.
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A solucédo de MNC SQR foi preparada dissolvendo-se, exatamente, cerca de 10
mg do farmaco em baldo volumétrico de 20 mL com etanol (500,0 pg/mL),
homogeneizando-se e diluindo-se aliquota de 3,0 mL desta solugdo em baldo
volumétrico de 25 mL com HCI 0,1M (60,0 pg/mL).

No preparo da solugcdo das capsulas, dissolveu-se o equivalente a 10 mg do
farmaco em baldo volumétrico de 20 mL com etanol, a partir da mistura do contetdo
de 10 capsulas. Agitou-se mecanicamente por cerca de 10 minutos, deixou-se em
banho de ultrassom por aproximadamente 5 minutos e filtrou-se (500,0 pg/mL).
Diluiu-se 3,0 mL desta solucdo em baldo volumétrico de 25 mL com HCI 0,1M,

obtendo-se concentragéo final de 60,0 pg/mL.

Para a solucdo placebo, dissolveu-se quantidade, da mistura dos excipientes,
equivalente a 10 mg de MNC em bal&do volumétrico de 20 mL com etanol. Agitou-se
mecanicamente por cerca de 10 minutos, deixou-se em banho de ultrassom por
cerca de 5 minutos, filtrou-se e diluiu-se 3,0 mL desta solu¢céo em baldo volumétrico

de 25 mL com HCI 0,1M, correspondendo a solugéao de 60,0 pg/mL do farmaco.

As solucdes de MNC SQR, das capsulas e dos excipientes foram analisadas

separadamente para posterior sobreposicdo e analise dos respectivos espectros.
4.3.1.1.2 Linearidade

Cinco niveis de concentracdo foram avaliados em trés diferentes dias no
intervalo de 20 a 100 pg/mL. A curva padrao foi obtida a partir dos valores das
absorvancias em funcdo das concentracbes de MNC SQR nas solucdes
correspondentes. Foram realizadas trés leituras para cada ponto da curva. A
equacao da reta e o coeficiente de correlacdo (r) foram calculados pelo método dos
minimos quadrados, a partir das trés curvas padrdo. A linearidade do método foi

verificada através da analise de variancia (ANOVA) com confiabilidade de 95%.

A partir de uma solucdo de MNC SQR em etanol na concentracdo de 500,0
pg/mL, aliquotas de 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mL foram transferidas, para baldes
volumétricos de 5 mL, completando-se os volumes com etanol e obtendo-se,
respectivamente, concentra¢des de 100,0; 200,0; 300,0 e 400,0 pg/mL. Aliquotas de

4,0 mL destas solucbes e também da solucdo inicial foram diluidas,
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respectivamente, em balbes volumétricos de 20 mL com HCI 0,1M para as
concentragdes finais de 20,0; 40,0; 60,0; 80,0 e 100,0 pg/mL.

4.3.1.1.3 Precisao

A repetibilidade foi testada pela andlise de seis solucbes amostra (cdpsulas)
contendo 60,0 pg/mL de MNC preparadas em HCI 0,1M, a partir da solucéo inicial de
500,0 pg/mL em etanol, de acordo com o descrito no item 4.3.1.1.1. Foram
realizadas trés leituras para cada solucdo de analise no mesmo dia. A precisao
intermediaria foi testada pela repeticado deste estudo em trés diferentes dias (n = 18).
Os resultados do estudo de precisdo do método foram expressos em termos de

desvio padréo relativo (DPR).

A solucdo de MNC SQR (60,0 pg/mL) foi preparada a partir de solucéo inicial
de 500,0 pg/mL, de acordo com o descrito no item 4.3.1.1.1.

A concentracéo (C,;) em pg/mL das solucdes das capsulas, foi determinada a

partir da equacgao abaixo.
Ca=(Aa- Csor) / Asor
Onde:
A, = absorvancia da solucéo das capsulas de MNC
Csor = concentracgdo da solugcdo de MNC SQR
Asqr = absorvancia da solugdo de MNC SQR

O teor (C%) de MNC nas capsulas foi calculado de acordo com a seguinte

equacao:
C% = (Ca- 100) / C;
Onde:
Ca = concentracdo da solucéo das capsulas de MNC

C: = concentracéo teorica da solucdo das capsulas de MNC
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4.3.1.1.4 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada através do teste de recuperacgéo.
Quantidades conhecidas de MNC SQR foram adicionadas em solu¢do das cépsulas,
em trés diferentes concentragdes, no intervalo de 75 a 125% da concentracdo de
trabalho conforme Quadro 4.

Preparou-se solucdo de MNC SQR a 300,0 ug/mL em etanol. Para isso, foram
pesados e dissolvidos, quantitativamente, 10 mg da SQR em etanol e diluidos em
baldo volumétrico de 20 mL (500,0 pg/mL). Transferiu-se aliquota de 6,0 mL para

baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com o mesmo solvente.

A solucéo amostra foi preparada pesando-se e dissolvendo-se quantidade da
mistura do conteudo das capsulas, equivalente a 10 mg do farmaco, para baldo
volumétrico de 20 mL, completando-se o volume com etanol (500,0 ug/mL). Agitou-
se mecanicamente por aproximadamente 10 minutos, deixou-se em banho de
ultrassom por aproximadamente 5 minutos e filtrou-se. Diluiu-se 6,0 mL desta

solucéo para baldo volumétrico de 10 mL com o mesmo solvente (300,0 pg/mL).

Para o preparo das solugdes finais, Ri, R, e R3, foram transferidos para baldes
volumétricos de 20 mL, aliquotas de 2,0 mL da solucdo amostra (capsulas) e
aliquotas de 1,0; 2,0 e 3,0 mL da solucdo padrdo (MNC SQR), diluindo-se com HCI
0,1M e obtendo-se solu¢des com concentracéo total do farmaco de 45,0; 60,0 e 75,0
pHg/mL, respectivamente, em triplicata. Solucdes do padrdo (SQR) e amostra (A) a

30,0 pg/mL foram preparadas, separadamente, em baldes volumétricos de 20 mL.

Quadro 4 - Solugdes para o teste de recuperacéo por UV-D? (A = 268,5 nm)

~ ~ Concentracao final em
Volume da solugéo Volume da solugéo ~
amostra (mL)* padrédo (mL)* baldo vol. 20 mL
(Hg/mL)
A 2,0 - 30,0
Ry 2.0 1,0 45,0
R, 2.0 2,0 60,0
Rs 2.0 3,0 75,0
SQR - 2,0 30,0

* Solugdo a 300,0 pg/mL
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O percentual de recuperacdo do método foi calculado a partir da equacédo
abaixo:

R% = [(Cr — Ca) / Csor] - 100
Onde:
Cr = concentragéo da solugéo final R,, contendo MNC SQR e amostra (pg/mL)
Ca = concentracao da solugdo amostra (png/mL)

Csor = concentracdo da solucao padréo (pg/mL)

4.3.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
4.3.2.1 Equipamento e condi¢gbes cromatograficas

Para quantificacdo do cloridrato de milnaciprana em céapsulas foi utilizado
cromatografo a liquido SHIMADZU LC-10AD, equipado com detector UV SPD-
M10AVyp com arranjo de fotodiodos (DAD), degaseificador DGU-14A, central de
controle SCL-10Avr e injetor manual RHEODYNE. A aquisicdo e a analise dos

dados foram realizadas através do aplicativo CLASS-VP.

Apoés ensaios preliminares para a determinacdo da MNC nas capsulas, os
melhores parametros foram selecionados para a validacdo do método. As analises
cromatograficas foram realizadas a temperatura ambiente, utilizando coluna
Macherey-Nagel (MN) Nucleosil® C8 ec (150 x 4,6 mm, 5 ym) e pré-coluna C18 (4,0
x 3,0 mm, Phenomenex®). A fase movel foi constituida da mistura de acetonitrila,
agua e trietilamina (70:30:0,085), V/V/V), com ajuste do pH da fase aquosa com
acido fosforico 20% (V/V) para pH 7,5. A eluicdo ocorreu em sistema isocratico. A

vazéo foi de 1,2 mL/min e o detector de DAD foi ajustado em 210 nm.
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4.3.2.2 Validacdo do método CLAE para determinagcdo do MNC na forma

farmacéutica capsula
4.3.2.2.1 Especificidade

A especificidade do método foi estabelecida pela determinagcédo da pureza dos
picos cromatograficos utilizando detector de arranjo de diodos, apds injecdo de
solucbes do placebo e de potenciais produtos de degradacao, obtidos através de
testes de degradacéao forcada do farmaco.

4.3.2.2.1.1 Avaliacao da interferéncia dos excipientes da formulacao

A avaliacdo da interferéncia dos excipientes das capsulas no método CLAE
para quantificagéo do cloridrato de milnaciprana foi realizada através da analise do

placebo do contetdo das capsulas.

A concentracdo dos excipientes da formulacéo, utilizada no preparo da solucéo
placebo, foi baseada na especificacdo maxima de cada um, obtida na literatura
(KIBBE et al., 2000), de acordo com o descrito no item 4.3.1.1.1.

A solucédo de MNC SQR foi preparada dissolvendo-se, exatamente, cerca de 10
mg do farmaco em baldo volumétrico de 20 mL com metanol (500,0 pg/mL),
homogeneizando-se e diluindo-se aliquota de 3,0 mL desta solugcdo em baldo

volumétrico de 25 mL com a fase movel (60,0 pg/mL).

No preparo da solucdo das capsulas, dissolveu-se gquantidade, da mistura do
contetdo de 10 capsulas, equivalente a 10 mg do farmaco em baldo volumétrico de
20 mL com metanol. Agitou-se mecanicamente por cerca de 10 minutos, deixou-se
em banho de ultrassom por aproximadamente 5 minutos e filtrou-se (500,0 pg/mL).
Diluiu-se 3,0 mL desta solucdo em baldo volumétrico de 25 mL na fase movel,

obtendo-se concentracao final de 60,0 pg/mL.

Para a solucdo placebo, dissolveu-se quantidade, da mistura dos excipientes,
equivalente a 10 mg de MNC em baldo volumétrico de 20 mL com metanol. Agitou-
se mecanicamente por aproximadamente 10 minutos, deixou-se em banho de

ultrassom por cerca de 5 minutos, filtrou-se e diluiu-se 3,0 mL desta solucdo em

44



Material e Métodos

baldo volumétrico de 25 mL em fase movel, correspondendo a solugao 60,0 pg/mL

do farmaco.

Foram analisadas, separadamente, as solu¢cdes de MNC SQR, das cépsulas e

dos excipientes para posterior avaliagdo dos respectivos cromatogramas.
4.3.2.2.1.2 Avaliacao da interferéncia dos potenciais produtos de degradacao

A interferéncia de potenciais produtos de degradacdo no método de CLAE para
quantificacéo do cloridrato de milnaciprana também foi investigada através de testes
de degradacao forcada. Solu¢cdes do MNC SQR e das capsulas foram expostas a
degradacao térmica, fotolise, oxidacdo e condi¢Bes hidroliticas para avaliacdo de

cada condicéo de estresse.

« Degradacao térmica: aquecimento da solucdo metandlica de MNC SQR (500
Hg/mL) em estufa a 80 °C por 24 horas. Apés este periodo, a solucao foi
diluida (50 pg/mL) em fase movel antes da injecdo no equipamento.

« Fotdlise: exposicdo da solucdo metanolica do padrdo e amostra (500 pg/mL),
separadamente, em placas de Petri acondicionadas em camara espelhada
(100x16x16 cm) sob lampada de radiacdo UV 352 nm por aproximadamente
20 horas. O farmaco foi recuperado e dissolvido novamente em metanol e
diluido (100 pg/mL) em fase movel antes da injecdo. Solucdes do padréo e
das cépsulas em metanol (500 pg/mL) também foram analisadas apos
exposicao sob radiacdo UV 254 nm, em cubetas de quartzo (UV-CUVETTE
MICRO-BRAND) por até 10 horas.

« Oxidacéo: exposicdo da solucdo metandlica do padrédo e amostra (500 pug/mL),
separadamente, ao peroxido de hidrogénio (H20, 3%, V/V) em temperatura
ambiente (+ 25 °C) por cerca de 20 horas e, em seguida, as solu¢cdes foram

diluidas (100 pg/mL) em fase movel.

« Condicdes hidroliticas: exposicdo da solucdo metandlica do padrdo e amostra
(500 pg/mL), separadamente, ao HClI 1M e ao NaOH 1M (10:1, V/V) em
temperatura ambiente (+ 25 °C) por até 24 horas. Para a hidrélise neutra, as

solucbes foram diluidas em agua (10:3, V/V) e aquecidas a 60 °C em banho-
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maria por 4 horas. Posteriormente, as solu¢des foram neutralizadas, diluidas

(100 pg/mL) em fase movel e filtradas antes da andlise.

Dados do detector de arranjo de fotodiodos (DAD) foram coletados com o
proposito de avaliar a pureza do pico do cloridrato de milnaciprana e os resultados
foram comparados com os cromatogramas obtidos das solu¢gdes do branco, do MNC

SQR e das capsulas, respectivamente, ndo expostas as condi¢cdes de estresse.
4.3.2.2.2 Linearidade

Cinco niveis de concentracdo foram avaliados em trés diferentes dias no
intervalo de 20 a 100 pg/mL. A curva padréo foi obtida a partir dos valores das areas
médias dos picos dos cromatogramas obtidos, em funcdo das concentracdes de
MNC SQR nas solucdes correspondentes. Foram realizadas injecbes em triplicata
para cada ponto da curva. A equacao da reta e o coeficiente de correlacao (r) foram
calculados pelo método dos minimos quadrados, a partir das trés curvas padrao. A
linearidade do método foi verificada através da analise de variancia (ANOVA) com
confiabilidade de 95%.

A partir de uma solucdo metandlica de MNC SQR (500,0 pg/mL), aliquotas de
1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 mL foram transferidas, para balées volumétricos de 25 mL,
completando-se os volumes com a fase modvel e obtendo-se, respectivamente,
concentrag0es finais de 20,0; 40,0; 60,0; 80,0 e 100,0 pg/mL.

4.3.2.2.3 Precisao

A repetibilidade foi testada pela analise de seis solugdes amostra (capsulas)
contendo 60,0 pg/mL de MNC preparadas em fase mdvel, a partir da solucéo
metandlica inicial (500,0 pg/mL), de acordo com o descrito no item 4.3.2.2.1.1.
Foram realizadas trés injecdes para cada solucdo de analise no mesmo dia. A
precisdo intermediaria foi testada pela repeticdo deste estudo em trés diferentes dias
(n = 18). Os resultados do estudo de precisdo do método foram expressos em

termos de desvio padréo relativo (DPR).

A solucdo de MNC SQR (60,0 pg/mL) foi preparada a partir de solucao

metandlica inicial (500,0 pg/mL), de acordo com o descrito no item 4.3.2.2.1.1.
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A concentracdo (C,) em pg/mL das solugbes das capsulas, foi determinada a

partir da equagao abaixo.
Ca=(Aa- Csqr) / Asqr
Onde:
A, = area absoluta do pico para a solucéo das capsulas de MNC
Csor = concentracdo da solucdo de MNC SQR
Asqr = area absoluta do pico para a solucdo de MNC SQR

O teor (C%) de MNC nas céapsulas foi calculado de acordo com a seguinte

equacao:
C% = (Ca- 100) / C;
Onde:
Ca = concentracao da solucéo das capsulas de MNC
C: = concentracdo teorica da solucdo das capsulas de MNC
4.3.2.2.4 Exatidéo

A exatiddo do método foi avaliada através do teste de recuperacéo.
Quantidades conhecidas de MNC SQR foram adicionadas em solucao das capsulas,
em trés diferentes concentragcdes, no intervalo de 75 a 125% da concentracdo de

trabalho conforme Quadro 5.

Preparou-se solucdo de MNC SQR a 300,0 pg/mL em metanol. Para isso,
foram pesados e dissolvidos, quantitativamente, 10 mg da SQR em metanol e
diluidos em baldo volumétrico de 20 mL (500,0 pg/mL). Transferiu-se aliquota de 6,0
mL para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com o mesmo

solvente.

A solucdo amostra foi preparada pesando-se e dissolvendo-se quantidade da
mistura do contetdo das capsulas, equivalente a 10 mg do farmaco, para balédo
volumétrico de 20 mL, completando-se o volume com metanol (500,0 pg/mL).
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Agitou-se mecanicamente por aproximadamente 10 minutos, deixou-se em banho de
ultrassom por cerca de 5 minutos e filtrou-se. Diluiu-se 6,0 mL desta solugao para
baldo volumétrico de 10 mL com o mesmo solvente (300,0 pg/mL).

Para o preparo das solugdes finais, R1, Rz e R3, foram transferidos para baldes
volumétricos de 20 mL, aliquotas de 2,0 mL da solu¢cdo amostra (cipsulas) e
aliquotas de 1,0; 2,0 e 3,0 mL da solucdo padrdao (MNC SQR), diluindo-se com a
fase movel e obtendo-se solu¢cdes com concentracao total do farmaco de 45,0; 60,0
e 75,0 pg/mL, respectivamente, em triplicata. Solu¢cdes do padréo (SQR) e amostra
(A) a 30,0 pg/mL foram preparadas, separadamente, em baldes volumétricos de 20

mL.

Quadro 5 - Solugdes para o teste de recuperagao por CLAE

~ ~ Concentracao final em
Volume da solugéo Volume da solugéo ~
amostra (mL)* padrdo (mL)* baldo vol. 20 mL
(Hg/mL)
A 2,0 - 30,0
R1 2.0 1,0 45,0
R2 2.0 2,0 60,0
Rs 2.0 3,0 75,0
SQR - 2,0 30,0

* Solucdo a 300,0 ug/mL

A recuperacao percentual do método foi calculada a partir da equacgéo abaixo:
R% = [(Cr — Ca) / Csor] - 100
Onde:
Cr = concentracao da solucéo final Ry, contendo MNC SQR e amostra (ug/mL)
Ca = concentracao da solucdo amostra (ug/mL)
Csor = concentracdo da solucdo padréo (ug/mL)
4.3.2.2.5 Robustez

A robustez do método foi verificada através das alteracées nos parametros de

validacdo, tais como, tempo de retencdo, numero de pratos tedricos, assimetria,
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area absoluta do pico cromatografico e teor do farmaco, apds mudancas nas

condi¢des cromatograficas apresentadas no Quadro 6.

Quadro 6 — AlteracBes realizadas no método por CLAE para avaliacdo da robustez na
determinacdo de MNC nas capsulas.

*pH da fase mével: pH 7,0 e pH 8,0
vazao da fase movel: 1,0 mL/minuto
**coluna analitica: Merck LiChrocart®/LiChrospher® C8 (125 x 4,6 mm, 5 ym)

*corregdo do valor de pH da fase aquosa anterior a mistura com a fase organica.
**a vazdao utilizada para andlise nesta coluna foi de 1,0 mL/minuto.

4.3.3 Eletroforese capilar (EC)
4.3.3.1 Equipamento e condi¢gfes de analise eletroforética

Para quantificacdo do cloridrato de milnaciprana em capsulas por eletroforese
capilar foi utilizado equipamento Agilent 3D CE (Agilent Technologies, Waldbronn ,
Germany), equipado com amostrador automatico, detector UV com arranjo de
diodos e software CE ChemStation para controle do equipamento, aquisicdo e
analise de dados. A separacao eletroforética foi realizada em capilar de silica
fundida com 48,5 cm de comprimento (40,0 cm de comprimento efetivo) e 50 um de
diametro interno (Polymicro Technologies). As condi¢des eletroforéticas empregadas

estao descritas no Quadro 7.

O eletrdlito de corrida foi preparado dissolvendo-se 3,09 g de acido borico em
agua ultrapura. A solucdo foi transferida para baldo volumétrico de 500 mL,
completando-se o volume com o mesmo diluente. A solucdo de dodecil sulfato de
sédio (SDS) foi preparada dissolvendo-se 1,44 g de SDS em agua ultrapura,
transferindo-se para baldo volumétrico de 100 mL e completando-se o volume com o
mesmo diluente. Uma aliquota de 5 mL da solucéo de acido bérico (100 mM) e outra
de 10 mL da solucdo de SDS (50 mM) foram transferidas para baldo volumétrico de
25 mL, diluindo-se com agua ultrapura para a concentracéao final de 20 mM. O ajuste
do pH 8,8 foi realizado com NaOH 0,1 M.

As solucdes de MNC SQR e do contetdo das capsulas, preparadas em agua

ultrapura a cada dia de andlise, foram acrescidas de uma aliquota da solucdo de
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padréo interno (PIl) de acido salicilico solubilizado em metanol. As dilui¢des finais

foram realizadas em acido borico 20 mM (pH 8,0).

Quadro 7 — Condigdes analiticas utilizadas para a determinagdo do MNC por EC

Parametro:

Descricao:

Eletrolito de corrida

Tenséo aplicada

Injecdo por pressao

Tempo de injecao

Comprimento de onda de deteccdo
Temperatura de analise

Ativacao do capilar

Condicionamento diario

Condicionamento entre as injecdes

Acido borico + SDS (20 mM) pH 8,8
30 kV

50 mBar

5 segundos

210 nm

30°C+1°C

NaOH 1 M (30 minutos)
NaOH 0,1 M (20 min)

agua (20 min)

eletrélito de corrida (30 min)
NaOH 0,1 M (1,5 min)
agua (1,5 min)

eletrélito de corrida (2 min)

Antes da injecdo no equipamento EC, todas as solucbes preparadas (padroes,

amostras, NaOH 0,1 M e eletrdlito de corrida) foram filtradas por membrana de nylon
de 0,45 pym de diametro de poro (MILLIPORE).

A identificacdo do farmaco no produto acabado foi realizada pela comparacéao

dos tempos de migracdo, e espectros UV-DAD, apresentados pelos picos
eletroforéticos obtidos para as injecées das solucbes amostra e MNC SQR

respectivamente.

4.3.3.2 Validacdo do método EC para determinacdo do MNC na forma

farmacéutica capsula
4.3.3.2.1 Especificidade

A especificidade do método foi estabelecida pela determinacédo da pureza dos

picos eletroforéticos utilizando detector de arranjo de diodos, apos injecdo de
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solucbes do placebo e de potenciais produtos de degradacado, obtidos através de
testes de degradacéo forcada do farmaco, de acordo com procedimentos descritos
anteriormente no item 4.3.2.2.1.2.

4.3.3.2.1.1 Avaliacao da interferéncia dos excipientes da formulacéao

A avaliacdo da interferéncia dos excipientes das capsulas no método EC para
quantificacdo do cloridrato de milnaciprana foi realizada através da analise do

placebo do conteudo das capsulas.

A concentragdo dos excipientes da formulacéo, utilizada no preparo da solucao
placebo, foi baseada na especificacdo maxima de cada um, obtida na literatura
(KIBBE et al., 2000), de acordo com o descrito no item 4.3.1.1.1.

A solucdo do padréo interno (PI) foi preparada dissolvendo-se, exatamente,
cerca de 4,0 mg de acido salicilico em baldo volumétrico de 20 mL com metanol
(200,0 pg/mL), homogeneizando-se e completando-se o volume com o mesmo

solvente.

A solucédo de MNC SQR foi preparada dissolvendo-se, exatamente, cerca de 10
mg do farmaco em baldo volumétrico de 10 mL com &agua (1,0 mg/mL),
homogeneizando-se e diluindo-se aliquota de 250,0 pl desta solucédo, juntamente
com 1,0 mL da solugéo do PI, em baldo volumétrico de 10 mL com &cido bdrico 20
mM pH 8,0 (25,0 pg/mL MNC SQR + 20 pg/mL PI).

No preparo da solucdo das capsulas, dissolveu-se quantidade, da mistura do
contetdo de 20 cépsulas, equivalente a 10 mg do farmaco em baldo volumétrico de
10 mL com agua. Agitou-se mecanicamente por cerca de 10 minutos, deixou-se em
banho de ultrassom por aproximadamente 5 minutos, completou-se o volume com
agua e filtrou-se (1,0 mg/mL). Diluiu-se 500,0 pl desta solucédo, juntamente com 1,0
mL da solucédo do PI, em baldo volumétrico de 10 mL com acido bérico 20 mM pH

8,0, obtendo-se concentracéo final de 50,0 pg/mL do farmaco e 20 pug/mL do PI.

Para a solucdo placebo, dissolveu-se quantidade, da mistura dos excipientes,
equivalente a 10 mg de MNC em baldo volumétrico de 10 mL com agua. Agitou-se
mecanicamente por aproximadamente 10 minutos, deixou-se em banho de

ultrassom por cerca de 5 minutos, filtrou-se e diluiu-se 500,0 ul desta solugdo em
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baldo volumétrico de 10 mL em &cido bdérico 20 mM pH 8,0, correspondendo a

solucédo 50,0 pg/mL do farmaco.

Foram analisadas, separadamente, as solu¢cdes de MNC SQR, das capsulas e

dos excipientes para posterior avaliacdo dos respectivos eletroferogramas.
4.3.3.2.1.2 Avaliacao da interferéncia dos potenciais produtos de degradacao

Testes de degradacdo forcada por fotdlise, sob UV 254 nm por 2 horas, e
oxidacdo com H,O, 3% (V/V) por 24 horas, foram realizados para investigacao de
possiveis interferéncias dos produtos de degradacédo no método de quantificacéo do
cloridrato de milnaciprana por EC.

As solucdes submetidas as condicbes de estresse foram diluidas em acido
borico 20 mM pH 8,0 e filtradas antes de serem injetadas no equipamento de EC.
Dados do detector de arranjo de fotodiodos (DAD) foram coletados com o propésito
de avaliar a pureza do pico do cloridrato de milnaciprana e os resultados foram
comparados com os eletroferogramas obtidos das solu¢cdes do branco, do MNC

SQR e das capsulas, respectivamente, ndo expostas as condicdes de estresse.
4.3.3.2.2 Linearidade

Cinco niveis de concentracdo foram avaliados em trés diferentes dias no
intervalo de 20 a 60 pug/mL. A curva padréo foi obtida a partir dos valores da razéo
das areas dos picos dos eletroferogramas obtidos para o farmaco e o padrao interno
acido salicilico (Aunc/Apl), em funcéo das concentragdes de MNC SQR nas solugdes
correspondentes. Foram realizadas injecGes em triplicata para cada ponto da curva.
A equacao da reta e o coeficiente de correlacdo (r) foram calculados pelo método
dos minimos quadrados, a partir das trés curvas padrao. A linearidade do método foi

verificada através da analise de variancia (ANOVA) com confiabilidade de 95%.

A partir de uma solucdo aquosa de MNC SQR (1 mg/mL), aliquotas de 200,0;
300,0; 400,0; 500,0 e 600,0 ul foram transferidas, para bal6es volumétricos de 10
mL. Adicionou-se 1 mL da solucédo do padrao interno em cada baldo volumétrico e
0os volumes foram completados com acido bérico 20 mM pH 8,0 obtendo-se,

respectivamente, concentracoes finais de 20,0; 30,0; 40,0; 50,0 e 60,0 pg/mL.
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4.3.3.2.3 Precisao

A repetibilidade foi testada pela andlise de seis solu¢cdes amostra (cdpsulas)
contendo 40,0 pg/mL de MNC, e 20,0 pg/mL de PI, preparadas em &cido bdrico 20
mM pH 8,0, a partir da solucéo (1,0 mg/mL), de acordo com o descrito no item
4.3.3.2.1.1. Foram realizadas trés injecdes para cada solucédo de anélise no mesmo
dia. A precisdo intermediaria foi testada pela repeticdo deste estudo em dois
diferentes dias (n = 12). Os resultados do estudo de precisdo do método foram
expressos em termos de desvio padrao relativo (DPR).

A solucdo de MNC SQR (40,0 pg/mL) e PI (20,0 pg/mL) foi preparada a partir

de solucéo inicial (1 mg/mL), de acordo com o descrito no item 4.3.3.2.1.1.

A concentracao (C,) em pg/mL das solugcbes das capsulas foi determinada a

partir da equacéo abaixo.
Ca = (Ad/Api - Csqr) / Asqr/Ari
Onde:

AJAp = razdo das areas dos picos para a solucdo das capsulas de MNC /

solucéo de acido salicilico (PI)
Csor = concentracgdo da solucdo de MNC SQR

Asqr/Ap = razéo das areas dos picos para a solugdo de MNC SQR / solugéo de

acido salicilico (PI)

O teor (C%) de MNC nas capsulas foi calculado de acordo com a seguinte

equacao:
C% = (Ca- 100) / C;
Onde:
Ca = concentracdo da solucéo das capsulas de MNC

C: = concentracao teodrica da solucdo das capsulas de MNC

53



Material e Métodos

4.3.3.2.4 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada através do teste de recuperacgéo.
Quantidades conhecidas de MNC SQR foram adicionadas em solucao das capsulas,
em trés diferentes concentragdes, no intervalo de 75 a 125% da concentracédo de
trabalho conforme Quadro 8.

Preparou-se solucdo de MNC SQR a 1 mg/mL. Para isso, foram pesados e
dissolvidos, quantitativamente, 10 mg da SQR em agua e diluidos em baldo

volumétrico de 10 mL com o mesmo solvente.

A solugcdo amostra foi preparada pesando-se e dissolvendo-se quantidade da
mistura do conteudo das capsulas, equivalente a 10 mg do farmaco, em bal&o
volumétrico de 10 mL com agua. Agitou-se mecanicamente por aproximadamente 10
minutos, deixou-se em banho de ultrassom por cerca de 5 minutos, completou-se o

volume com agua e filtrou-se.

Para o preparo das solucdes finais, R1, R, e R3, foram transferidos para baldes
volumétricos de 10 mL, aliquotas de 200,0 ul da solucdo amostra (capsulas) e
aliguotas de 100,0; 200,0 e 300,0 ul da solucdo padrdo (MNC SQR)
respectivamente. Acrescentou-se 1 mL da solucdo metandlica de PI (200,0 ug/mL)
em cada baldo volumétrico e diluiu-se com solucéo de acido bérico 20 mM pH 8,0,
obtendo-se solu¢cBes com concentracao total do farmaco de 30,0; 40,0 e 50,0 pg/mL,
respectivamente, em triplicata. Solu¢cdes do padrdo (SQR) e amostra (A) a 20,0
pg/mL foram preparadas, separadamente, em baldes volumétricos de 10 mL. A

concentracao final de acido salicilico (Pl) em todas as solu¢des foi de 20 pg/mL.

Quadro 8 - Solucdes para o teste de recuperagéo por EC

Concentracao final em

Volume da solugéo Volume Eia solucéo baldo vol. 10 mL
amostra (ul)* padréo (pl)* (ug/mL)
A 200,0 - 20,0 + 20,0
R, 200,0 100,0 30,0 + 20,0
R, 200,0 200,0 40,0 + 20,0
Rs 200,0 300,0 50,0 + 20,0
SQR - 200,0 20,0 + 20,0

* Solugdo a 1,0 mg/mL
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A recuperacao percentual do método foi calculada a partir da equacao abaixo:
R% = [(Cr — Ca) / Csqr] - 100
Onde:
Cr = concentragdo da solucéo final R,, contendo MNC SQR e amostra (pg/mL)
Ca = concentragao da solucdo amostra (ug/mL)
Csor = concentracdo da solucéo padréo (ug/mL)
4.3.4 Comparacao estatistica entre os métodos UV-D?, CLAE e EC

Os resultados dos métodos quantitativos desenvolvidos, UV-D? CLAE e EC
para determinacdo do cloridrato de milnaciprana em capsulas foram avaliados

através de analise estatistica.

Os teores meédios obtidos por meio dos respectivos métodos foram
comparados por ANOVA e teste de Tukey com o objetivo de determinar equivaléncia

ou diferenca significativa entre eles.
4.4 Ensaio de dissolucéo

O desenvolvimento e a validacdo do método de dissolucao especifico para as
capsulas de cloridrato de milnaciprana 50 mg foram realizados em equipamento
VANKEL® VK 8000, bomba peristltica bidirecional VK, circulador/aquecedor VK
750D controlado digitalmente e multi-banho (n = 8) VK 7010.

O método de dissolucdo foi desenvolvido e validado com base nos dados
farmacocinéticos do MNC disponiveis na literatura. O meio de dissolucdo foi
determinado conforme as caracteristicas fisico-quimicas e a estabilidade do farmaco
no meio selecionado. Os parametros: cestas / pas, velocidade de agitacdo (50 / 100
rpm), volume de meio (500 / 900 mL) e tempo de amostragem foram testados e

determinados experimentalmente.

O perfil de dissolucdo foi obtido através de varias coletas do meio de
dissolucéo, determinando-se a quantidade do farmaco dissolvido a cada tempo. As

amostras coletadas foram filtradas e quantificadas pelos métodos UV-D? e CLAE,
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previamente desenvolvidos, mas revalidados para determinacdo do farmaco em

meio de dissolucao.

Os equipamentos utilizados para quantificacdo do MNC nos testes de
dissolucéo foram:

R

% cromatografo a liquido SHIMADZU composto de bomba LC-20AT,
controladora CBM-20A, detector UV SPD-M10AVyp (DAD), injetor automatico
SIL-20% e aquisicdo e andlise dos dados realizadas através do aplicativo
CLASS-VP. A vazdo da fase modvel utillizada nas andlises, ap6s o
procedimento de dissolucgéao, foi de 1,5 mL/min.

% espectrofotdmetro SHIMADZU UV-1601 PC, utilizando-se cubetas de quartzo
com 1 cm de percurso optico. As solucdes do MNC SQR e das capsulas
foram analisadas diretamente em meio de dissolucdo (HCI 0,01M) sob
derivacdo de segunda ordem em comprimento de onda de 268,5 nm, AA=4 e

fator de escala = 200.
4.4.1 Teste de solubilidade

A solubilidade do cloridrato de milnaciprana foi testada utilizando uma
guantidade equivalente a maior dose de farmaco presente na formulacdo em 250 mL
de meio, na faixa de pH fisiol6gico de 1,2 a 7,5 (USP 32, 2009).

Foram testados os seguintes meios: HCI 0,1M (pH 1,0), tampé&o acetato (pH
4,1) e tampao fosfato (pH 7,4). Pesou-se cerca de 10 mg de MNC SQR e transferiu-
se quantitativamente para béquer contendo 50 mL do meio (37 °C) com agitacéo
magnética lenta. Aliqguotas de 1 mL foram retiradas apds 15 minutos, diluidas em
baldo volumétrico de 10 mL com a fase movel e quantificadas através do método

CLAE para cada condicéao.
4.4.2 CondicOes do ensaio de dissolucao

O ensaio de dissolucdo das céapsulas de milnaciprana foi desenvolvido
utilizando sistema de cestas (50 rpm) em 900 mL de meio de dissolucdo (HCI 0,01M)

a 37 °C + 0,5. Aliguotas de 5 mL foram coletadas manualmente, utilizando seringas
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acopladas a filtros de 35 uym, sem reposicao do volume do meio de dissolugéo

retirado, nos tempos 5, 10, 15, 30 e 60 minutos.
4.4.3 Estabilidade do farmaco no meio de dissolucéo

Solu¢cdes do MNC SQR em HCI 0,01M e das cépsulas, ap6s ensaio de
dissolucéo, foram imediatamente quantificadas a temperatura ambiente (23 °C + 1,0)

e apos 72 h sob refrigeracéo (8 °C £ 2,0).
4.4.4 Validacdo do método de dissolugao

A validacdo do método de dissolucdo desenvolvido para as capsulas de
cloridrato de milnaciprana foi realizada segundo as diretrizes oficiais vigentes (FDA,
1997; BRASIL, 2004; USP 32, 2009).

4.4.4.1 Validacdo do método UV-D? e CLAE para determinacdo do MNC no

ensaio de dissolugéao

O percentual de farmaco dissolvido no meio de dissolucdo foi determinado
através de ambos os métodos, UV-D? e CLAE, previamente desenvolvidos para a
determinacdo do farmaco no produto acabado. Especificidade, linearidade, exatiddo

e precisdo foram os parametros avaliados.
4.4.4.1.1 Solugdo MNC SQR

A solucédo padrédo foi preparada dissolvendo-se, exatamente, cerca de 10 mg
do MNC SQR em baldo volumétrico de 10 mL com o meio de dissolucao (HCI
0,01M) e diluindo-se aliquota de 3,0 mL desta solu¢do em baldo volumétrico de 50

mL com o mesmo solvente (60 ug/mL).
4.4.4.1.2 Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através da analise do placebo, ou seja,
mistura dos excipientes contidos na formulacdo, mais o invélucro da capsula. A
concentracdo de cada excipiente foi calculada de acordo com o descrito no item
4.3.1.1.1.
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A analise do placebo foi realizada em triplicata. A mistura de excipientes do
conteudo da formulacdo e uma capsula vazia foram adicionadas as cubas contendo
0s 900 mL de meio de dissolucao (37 °C + 0,5), mantendo-se as cestas a 50 rpm por

1 hora. Ap6s este periodo foram coletadas aliquotas para andlise por UV-D? e CLAE.
4.4.4.1.3 Linearidade

Aliquotas da solucdo padrdo (200 pg/mL) em HCI 0,01M foram transferidas
para bal6es volumétricos de 20 mL e diluidas com o meio de dissolucdo para as
respectivas concentragoes finais: 1,0; 30,0; 60,0, 90,0 e 120,0 uyg/mL (CLAE) e 5,0;
30,0; 60,0, 90,0 e 120,0 upg/mL (UV-D?. As solucdes foram analisadas,
simultaneamente por ambos o0s métodos, em duplicata, durante trés dias
consecutivos. A linearidade foi determinada através da analise de regresséao linear

calculada pelo método dos minimos quadrados e analise de variancia (ANOVA).

Os limites de deteccdo e quantificacdo, para os métodos propostos para a
determinacdo da porcentagem de farmaco dissolvido apés o teste de dissolucéao,
foram determinados com base nas equacdes abaixo, indicadas pela RDC 899
(BRASIL, 2003):

LD=DPax3/IC
LQ=DPax10/IC

Onde: DPa é o desvio padréao do intercepto com o eixo do y de, no minimo, 3
curvas padrdo construidas contendo concentracdes do farmaco préximas aos
supostos limites de deteccdo ou quantificacdo, respectivamente, e IC € a inclinacéo

da curva de calibracao.
4.4.4.1.4 Exatidao e precisao

A exatiddo do método foi determinada através do teste de recuperacdo de
guantidades conhecidas de MNC SQR adicionadas ao placebo. Aliquotas de 0,45;
5,4 e 9,0 mL da solu¢éo padrdo (10 mg/mL), mais o placebo de uma capsula, foram
adicionadas as cubas contendo os 900 mL de meio de dissolu¢édo (37 °C + 0,5),
mantendo-se as cestas a 50rpm por 1 hora. Apés este periodo foram coletadas

aliquotas para andlise por UV-D? e CLAE. As concentracdes finais foram de 5,0;
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60,0 e 100,0 pg/mL. As andlises foram realizadas em duplicata durante trés dias. A
repetibilidade e a precisdo intermediaria foram avaliadas com base no DPR dos

dados de recuperagao.
4.4.5 Comparacéao dos perfis de dissolugéo

A andlise estatistica através do teste t de Student foi realizada para verificar se
os dois métodos (UV-D? e CLAE) aplicados sdo equivalentes na determinacdo da
porcentagem de farmaco dissolvido no meio de dissolu¢cdo. Além disso, realizou-se o
calculo do fator de diferenca (f1) e do fator de similaridade (f,), também utilizados na
comparacao dos perfis de dissolucéo obtidos, sendo necessario considerar um deles

como referéncia:

fi = {[Ze" | Ri= Te| 1/ [Ze" Ry 1} x 100
f, =50 x log {[1 + (1/n) Z=1" (R; — T x 100
Onde:

n € o numero de tempos de coleta,

R: € o valor da percentagem dissolvida obtida através do método de referéncia

no tempo t,

T: € o valor da percentagem dissolvida obtida através do novo método no tempo
t.

4.4.6 Cinética de dissolucao

Quatro modelos matematicos foram aplicados na avaliacdo da cinética de
liberacdo do farmaco: Ordem zero, primeira ordem, Higuchi e Hixon-Croweel, cujas
equacoes estdo representadas no Quadro 9. As curvas foram construidas aplicando-
se 0s modelos cinéticos citados, considerando apenas um ponto acima de 80% de
farmaco liberado. O modelo matematico que melhor expressou o perfil de liberacdo
das capsulas de MNC foi selecionado com base nos valores do coeficiente de
determinacdo (R? ou no coeficiente de determinacdo ajustado (Rzajustado), onde
modelos com diferentes niumeros de parametros sdo comparados. A eficiéncia de
dissolucéo (ED%) e o tempo de amostragem = 80% da dissolucédo do farmaco (tgos)

foram utilizados para caracterizar o perfil de liberacdo do farmaco. Frequentemente,
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as farmacopéias utilizam estes parametros como um critério de aceitacdo para a
guantidade de substancia ativa dissolvida, expressa como uma percentagem da
guantidade rotulada (Q) (COSTA e LOBO, 2001; USP 32, 2009).

Quadro 9 — Modelos matematicos para representar os perfis de dissolugao.

Cinética de ordem zero Qi = Qo + Kot

Cinética de primeira ordem log Q: = log Qo + (K3t) / 2.303
Modelo de Higuchi f, = Kyt

Modelo de Hixson-Crowell Wo'? — W = Kt

Q: = quantidade de farmaco dissolvido no tempo t; Qo = quantidade inicial de farmaco na
solucdo; Ko and K;= constantes de zero e primeira ordens, respectivamente

fy = quantidade de farmaco liberado no tempo t por unidade de superficie; Ky = constante
de dissolucdo de Higuchi

W, = quantidade inicial de farmaco na forma farmacéutica; W; = quantidade remanescente
de farmaco na forma farmacéutica no tempo t; K; = constante de integracdo da relacao
superficie-volume

4.4.7 Influéncia das condi¢cOes de armazenamento no perfil de dissolucao

A analise da influéncia das condicdes de armazenamento na estabilidade
guimica e/ou fisica das capsulas foi verificada através da alteracdo no perfil de
dissolucéo de capsulas expostas a 40 °C e 75% de umidade relativa, durante 15 a
30 dias, além de analisar-se a alteracdo na taxa de liberacdo para céapsulas

mantidas em condicdo ambiente, mas com prazo de validade vencido.
4.5 Estudos de degradacéao forcada para o cloridrato de milnaciprana

Amostras de cloridrato de milnaciprana (matéria-prima) foram submetidas ao
processo de fotolise e oxidacdo, apOs avaliacdo dos fatores mais relevantes para a
degradacdo do farmaco e observacdo da formacdo dos potenciais produtos de
degradacao conforme descrito no item 4.3.2.2.1.2. O monitoramento da degradacéo
do farmaco foi acompanhado por CLAE. A partir do decréscimo no teor do farmaco
em funcéo do tempo, determinou-se a ordem de degradacéo do farmaco através do
método grafico: concentracdo remanescente em funcdo do tempo (ordem zero),
logaritmo da concentracdo em funcdo do tempo (1* ordem) e inverso da
concentracdo em funcdo do tempo (22 ordem). O coeficiente de correlacdo obtido

mais préximo da unidade indicou a ordem da reacao.

O modelo cinético pode ser representado pelas seguintes equacoes:
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Reacado de ordem zero: C =Co —kt toos = (0,1 x Co)/k
Reacéo de 12 ordem: InC =1In Co — kt toows = 0,106/k
Reacéo de 22 ordem: 1/C =1/Co + kt toows = 1/(9k x Co0)

Onde: Co: concentracao do farmaco no tempo zero;
C: concentracao apds reacao no tempo t;
k: constante de reacao

4.5.1 Fotodegradacéao

Aliquotas da solugéo do farmaco em diferentes concentragdes foram expostas
a lampada de radiagcdo UV 254 nm em camara espelhada (100x16x16 cm).
Inicialmente, de modo preliminar, aliquotas (63,0; 125,0; 250,0; 500,0 e 1000,0 ul) da
solugcdo concentrada do farmaco (2 mg/mL) em metanol foram aplicadas,
separadamente, sobre placas de Petri (n = 2) e expostas a luz durante 1 hora e 40
minutos, havendo completa evaporacdo do solvente durante a exposicdo. Logo,
durante o processo de estresse, o farmaco encontrava-se na forma de um finissimo
filme sobre a placa de Petri. A recuperacédo do farmaco na placa foi realizada com
um volume de 2,0 mL de fase mével. As amostras nas concentracdes finais de 63,0;
125,0; 250,0; 500,0 e 1000,0 pg/mL foram analisadas no CLAE em equipamento

descrito no item 4.4 e condi¢cdes cromatograficas descritas no item 4.3.2.1.

Em um segundo momento, a fotélise, sob radiacdo UV 254 nm, também foi
avaliada nas solucdes etandlicas do farmaco expostas em cubetas de quartzo
(Plastibrand®, UV-Cuvette Macro, 2,5 mL) fechadas com peliculas pléasticas

(Parafilm®), de modo a evitar sua evaporacao.
4.5.1.1 Cinética da fotodegradacéao

A principio, a exposicao foi realizada adicionando-se aliquotas de 1,0 mL da
solucédo metandlica do MNC SQR (500 pg/mL) em placas de Petri (n = 2). Dentro de
um periodo de 3 horas, as amostras foram analisadas aos 60, 90, 120, 150 e 180
minutos. Para o preparo das amostras, recuperou-se o farmaco nas placas com 1,0

mL de fase mével, e volumes de 5 ul destas solu¢des foram injetados no CLAE.
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As solucdes da matéria-prima e conteudo das capsulas, em etanol (100 ug/mL)
acondicionadas em cubetas (n = 3), também permaneceram sob radiacdo pelo
periodo de 3 horas e foram analisadas nos mesmos periodos de 60, 90, 120, 150 e
180 minutos. ApOs os tempos de exposicdo a radiagdo UV 254 nm, as solucdes
foram filtradas e transferidas p/ os tubos (vials) de anélise por CLAE.

4.5.2 Degradagéao por oxidagao

Aliquotas de 1,25; 2,5; 5,0 e 7,5 mL da solugcédo concentrada de MNC SQR (2
mg/mL) em metanol foram adicionadas a baldes volumétricos de 10 mL (n = 2).
Acrescentou-se 500 ul de peréxido de hidrogénio 30% (V/V) em cada baldo
volumétrico e agitou-se. A mistura foi mantida em repouso ao abrigo da luz por 24
horas. Apos este periodo realizou-se diluicdo com fase movel e a analise por CLAE
foi realizada com injecdes de 5 pl de cada solugdo em equipamento descrito no item

4.4 e condicdes cromatograficas descritas no item 4.3.2.1.

A influéncia da concentracdo do agente oxidante também foi analisada.
Aliguotas de 2,0 mL da solucdo MNC SQR (1 mg/mL) em metanol foram adicionadas
a balGes volumétricos de 5 mL, e diferentes volumes (0,1; 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0 mL)
de peroxido de hidrogénio 30% (V/V) foram acrescentados (n = 2), diluindo-se ao

volume final com a fase movel, apds 24 horas.
4.5.2.1 Cinética da oxidacao

O fator tempo também foi avaliado com o objetivo de determinar a cinética de
oxidacdao, visto esta ter sido mais uma das condicfes de degradacao acelerada, cujo
resultado proporcionou o aparecimento de um produto de degradacdo majoritario.
Para tanto, foram transferidos volumes de 1,0 mL da solu¢do metandlica de MNC
SQR (500,0 pg/mL) para baldes volumétricos de 10 mL, juntamente com aliquotas
de 500 ul de peréxido de hidrogénio 30% (V/V), homogeneizando-se manualmente.
A mistura foi mantida em repouso ao abrigo da luz por 2, 4, 20, 24 e 48 horas. Apds
cada periodo, diluiu-se com a fase movel e a andlise por CLAE foi realizada para

cada solucéo, preparadas em triplicata para cada tempo de analise.
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5.1 Caracterizagdo da substancia quimica de referéncia

Os testes de caracterizacdo do MNC SQR e as informagbes referentes a
descricao da substancia se destinam a avaliacdo preliminar de sua integridade.

5.1.1 Caracteres fisicos

O farmaco apresenta-se como pé cristalino branco, indicando conformidade
com a especificacdo (SIGMA ALDRICH, 2008; CYPRESS, 2009).

5.1.2 Solubilidade

A solubilidade foi testada conforme descrito em Material e Métodos no item
4.2.2. O farmaco apresentou-se muito soluvel em agua, facilmente soluvel em
solucéo diluida de acido cloridrico, metanol e etanol, e pouco solivel em acetonitrila.
Esse resultado auxiliou o desenvolvimento dos meétodos de quantificacdo do

cloridrato de milnaciprana na forma farmacéutica capsula.
5.1.3 Determinacéao de umidade

A matéria-prima foi submetida ao ensaio de acordo com o descrito no item
4.2.3. O resultado obtido (0,2%), média de trés determinagcfes, demonstra que a

matéria-prima analisada apresentou um teor baixo de substancias volateis.
5.1.4. Ponto de fuséo

O ponto de fusdo do cloridrato de milnaciprana foi determinado em dois
equipamentos de acordo com o descrito no item 4.2.4. Os valores obtidos em trés
determinacdes do ponto de fusdo do farmaco sdo apresentados na Tabela 1.
Utilizou-se o salofeno (191 °C) para calibracdo. De acordo com BUDAVARI (2001),
MNC cristalizado em mistura de etanol e éter etilico apresenta faixa de fusdo 179 a
181 °C.

O valor mais baixo encontrado por meio do equipamento automatico pode
refletir a interferéncia sofrida, devido a formacao da coloracdo caramelo adquirida
pelo farmaco, impedindo a passagem do feixe de luz através do capilar no momento

da fusao.
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Tabela 1 — Valores obtidos para o ponto de fuséo (°C) do MNC SQR.

Substancia: Equipamento:

Koffler (microscopia)* Mettler Toledo FP 90*
cloridrato de milnaciprana 176 166
salofeno 188 189

*média de 3 determinacdes

5.1.5 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

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

A DSC é, frequentemente, a técnica de analise térmica preferida devido a
capacidade de fornecer informacdes detalhadas sobre as propriedades fisicas e
energéticas de uma substancia. A DSC fornece a temperatura de fusdo com a
exatiddo que métodos classicos, ocasionalmente, ndo permitem, além de fornecer a
entalpia de fusédo, indicar a pureza de uma amostra, determinando se esta sofreu
alguma degradacao, decomposicao ou conversao polimorfica durante o processo de
fusdo. A natureza cristalina da substancia também pode ser observada através da
DSC como uma transicdo exotérmica, entre outros comportamentos térmicos,
auxiliando na determinacéo da qualidade de farmacos durante sua producédo (CLAS
et al., 1999).

O ensaio de DSC foi realizado a fim de verificar 0 comportamento térmico da

SQOR, de acordo com o descrito no item 4.2.5.

A Figura 7 ilustra a curva de DSC do cloridrato de milnaciprana SQR. A fusdo
do farmaco é observada através do pico endotérmico apresentado no termograma.

Os resultados obtidos para MNC SQR ¢é apresentado na Tabela 2.
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Figura 7 - Calorimetria exploratéria diferencial do cloridrato de milnaciprana SQR realizada
no equipamento SHIMADZU DSC-60 acoplado ao integrador THERMAL ANALYZER TA-
60WS (Collection Monitor versdo 2.0, 1997-2003) e ao controlador de fluxo FC-60A sob
atmosfera inerte de nitrogénio com fluxo de 50 mL/min. Velocidade de aquecimento de 10
°C/min.

Tabela 2 - Dados obtidos por DSC para o cloridrato de milnaciprana SQR

Peak (°C) * Onset (°C) ° Heat (J/g) °

cloridrato de

milnaciprana SQR 179,77 176,77 -4,44

1 - Fim da fuséo, 2 — Inicio da fusdo, 3 — Valor de entalpia (AH).

Os resultados obtidos por meio da DSC corroboram com os valores
apresentados na andlise por microscopia (176 °C). No entanto, o valor obtido
apresentou-se abaixo da faixa de fusado indicada por BUDAVARI (2001), o que pode
ser justificado, se considerarmos que, provavelmente, o processo de obtencédo dos

cristais da amostra analisada nao foi o mesmo indicado na referéncia.
5.1.6 Rotacao especifica

O ensaio foi realizado conforme descrito no item 4.2.6. Nao foram encontrados

valores de referéncia para a andlise de rotacdo especifica do MNC. O resultado
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encontrado, + 0,002°, média de cinco determinacdes, serve como auxiliar na

identificacdo e indicador de pureza da matéria-prima analisada.
5.1.7 Espectrofotometria na regido do infravermelho (1V)

A técnica espectrofotométrica na regido do infravermelho mostra-se bastante
atil na caracterizacao fisica de farmacos (BRITTAIN et al., 1991). A espectroscopia
no infravermelho é uma técnica baseada nas vibracbes dos atomos de uma
molécula. Um espectro de infravermelho € comumente obtido pela passagem da
radiacdo infravermelha através de uma amostra e determina qual fracdo da radiacao
incidente € absorvida com uma determinada energia. A energia com a qual a banda
no espectro de absorcdo aparece, corresponde a frequéncia de vibracdo de uma
parte da molécula (STUART, 2004). A presenca de bandas caracteristicas (que
ocorrem mais ou menos na mesma frequéncia) para certos grupos de atomos
permite a obtengéo de informacgdes Uteis na identificacdo de estruturas moleculares,

através do exame do espectro e consultas a tabelas (SILVERSTEIN et al., 2007).

A analise espectrofotométrica da matéria-prima na regido do infravermelho foi
realizada de acordo com o descrito no item 4.2.7 e o espectro esta ilustrado na
Figura 8. As possiveis atribuicdes, com base em bibliografia de referéncia (PAVIA et
al., 2001; SILVERSTEIN et al., 2007), encontram-se na Tabela 3.

Apesar de uma correlacdo banda a banda ser uma excelente evidéncia para a
identificacdo da amostra, na auséncia de um espectro de IV do cloridrato de
milnaciprana para fins de comparacédo, a atribuicdo foi efetuada considerando a
regido de absorcao, o formato e a intensidade das bandas, correlacionando a dados
de literatura tabelados para os respectivos grupos funcionais (PRETSCH et al.,
2000; SILVERSTEIN et al., 2007).

O espectro obtido para o cloridrato de milnaciprana apresenta bandas de
absorcao caracteristicas dos grupamentos presentes na estrutura quimica da
molécula. O espectro de infravermelho € Unico para cada substancia, sendo pouco
provavel que duas substancias que ndo sejam enantibmeras apresentem o mesmo
perfil espectral (SILVERSTEIN et al., 2007).
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Figura 8 - Espectro de absorcdo na regido do IV para o cloridrato de milnaciprana por ATR

(4000 a 600 cm™).

Tabela 3 - Frequéncias de absorcdo das principais bandas no infravermelho e suas
respectivas atribuicbes para o cloridrato de milnaciprana.

Frequéncia (cm™)

Atribuicbes *

3157,07
3068,78
2968,06 — 2801,92
2011,47
1613,87

1569,12

1496,11 - 1312,10

1351,74 - 1022,19
1208,12 — 798,81

907,27 — 675,94

Deformacédo axial N-H de amina

Deformacédo axial C-H do anel aroméatico
Deformacédo axial C-H de metila e metileno
Harmonicas ou frequéncias de combinagéo
Deformacéo axial C=0 da carbonila de amida

Deformacéo axial C=C do anel aromatico
Deformacéo angular N-H de amina

Deformacé&o angular C-H de ciclopropano, de metila e metileno

Deformacédo axial de C-N de amina

Deformacéo axial C-C de alcanos

Deformacéo angular C-H fora do plano do anel aromético

*PAVIA et al., 2001; SILVERSTEIN et al., 2007.
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5.2 Analise quantitativa do produto acabado
5.2.1 Espectrofotometria derivada na regido do ultravioleta (UV-D)

Este método apresenta propriedades e caracteristicas que o tornam muito util
na andlise de farmacos em produtos farmacéuticos como comprimidos, pastilhas,
cremes, entre outros, sem a necessidade de separacfes prévias. Trata-se de um
método alternativo menos dispendioso e também eficiente se comparado ao método
por CLAE, mostrando-se preciso, sensivel, seletivo, reprodutivo e de baixo custo
(PASCHOAL et al., 2003).

A diferenciacdo ndo aumenta o contetdo de informacdo do espectro original,
mas, geralmente, proporciona perfil caracteristico, em que mudancas sutis de
inclinacédo e curvatura se tornam mais evidentes. A supressédo de bandas largas, o
realce das bandas estreitas ou a resolucéo de um “ombro” para uma banda, facilitam
a caracterizacao de um composto e eliminam a deformacgéo da curva causada pela
presenca de substancias interferentes. Desta forma, ocorre a individualizacdo dos
constituintes de misturas complexas e a eliminacdo da interferéncia de excipientes e
de produtos de degradacdo (TALSKY et al., 1978; HACKMANN et al.,, 1991;
PASCHOAL et al., 2003).

A espectrofotometria derivada consiste na representacdo das derivadas da
absorvancia em relacdo ao comprimento de onda, em funcdo do comprimento de
onda. A diferenciacdo da Lei de Lambert-Beer permite obter as equacoes I, Il e lll,
gue mostram que as derivadas d"A/d\" sdo sempre proporcionais as concentracoes
do analito, sendo as aplicacbes analiticas baseadas neste fato (ROCHA e
TEIXEIRA, 2004).

dA/dA = c-b-(de/dA) (1)
d?A/dA? = c-b-(d%e/dA\?) (1)
d"A/dA" = c-b-(d"e/dA") (1)
Onde:

A = absorvancia da solu¢éo do analito,

A = comprimento de onda do feixe de luz,
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¢ = concentracéo do analito absorvente,
b = distancia percorrida pela radiacao,

¢ = coeficiente de absorcéo ou absortividade molar do analito.

A ordem da derivada deve ser cuidadosamente selecionada, visto que,
usualmente, verifica-se um aumento do nivel de ruido com o aumento da ordem da
derivagdo (O’HAVER e BEGLEY, 1981; ROJAS et al., 1988; ROCHA e TEIXEIRA,
2004).

A sensibilidade em métodos derivativos depende ndo somente dos fatores
instrumentais e da forma de medida do sinal (método da tangente, pico-pico ou zero-
pico), como também das caracteristicas do espectro de absorcao original (ordem
zero). No presente trabalho utilizou-se o método do ponto de anulagédo (zero
crossing), implicito ao método zero-pico, em que a medicdo do valor absoluto da
amplitude da derivada de uma curva composta (soma da absorcdo de mais de uma
substancia), ocorre em comprimento de onda correspondente ao ponto de anulagao
da derivada do interferente (TALSKY et al.,, 1978; HACKMANN et al.,, 1991;
PASCHOAL et al., 2003).

5.2.1.1 Validacdo do método UV-D? para a forma farmacéutica capsula

Apo6s observacao da interferéncia dos excipientes da formulacdo no método UV
(ordem zero) para quantificacdo do cloridrato de milnaciprana no produto acabado,
verificou-se a necessidade de derivacdo dos espectros na tentativa de eliminar a
absorcao interferente. As condicOes espectrofotométricas para o doseamento das
capsulas através do método de UV-D foram determinadas a partir de ensaios
preliminares (dados nao apresentados) com solu¢cdes do MNC SQR, das capsulas e
dos excipientes em HCI 0,1M, separadamente. A partir disto, determinou-se que a 22
derivada seria a ordem de derivacdo mais adequada, visto a possibilidade de
selecdo de dois comprimentos de onda (268,5 e 274,9 nm) para a leitura das
absorvancias, utilizando os parametros AA=4 e fator de escala = 200 na validagao do

método.
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5.2.1.1.1 Especificidade

Solucdes de MNC SQR, das capsulas e do placebo foram analisadas para
selecionar a ordem de derivacdo mais conveniente, o0 comprimento de onda analitico
mais adequado, o delta lambda com a melhor relag&o sinal/ruido e o fator de escala
em que seriam registradas as derivadas. A linha de base foi corrigida para o solvente
utiizado (HCI 0,1M) e os espectros da derivada segunda foram calculados e
visualizados a partir de seus espectros de ordem zero utilizando-se o programa do

equipamento.

0,500 ,

0.0a0 L 1 1

200,0 2200 2400 260.0 2800 3000
W avelength [hm.]
0,230 . . .
| b .
A
L E i
b 0,000
s \MJ{ o
-0,100~ B
-0,200- B
-0,230 L 1 1
2500 2600 270,0 280.0 2300

Wavelenjth ()

Figura 9 - Espectros na regido do UV em HCI 0,1M (60pg/mL): ordem zero (a), 22 derivada
(b). A: solugéo cépsulas; B: solugdo de MNC SQR; C: solucéo placebo.
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A partir da avaliagdo dos espectros ilustrados (Figura 9) foi confirmada a
especificidade para o farmaco frente aos excipientes, o que tornou possivel a

guantificacdo do cloridrato de milnaciprana na forma farmacéutica capsula.

O espectro do placebo apresenta absorcdo significativa na regidao de 300-200
nm em ordem zero (Figura 9a). Na segunda derivada, em 268,5 e 274,9 nm, o
espectro para 0s excipientes tém absorvancia praticamente nula (Figura 9b), o que
permite a determinacdo quantitativa do cloridrato de milnaciprana na formulacao
farmacéutica sem interferéncias. ApGs analise dos resultados de precisédo, verificou-
se que a reprodutibilidade das absorvancias obtidas a 268,5 nm foi maior, com
valores de DPR mais baixos, quando comparados aos dados obtidos (nao
apresentados) a 274,9 nm, justificando, deste modo, a escolha do comprimento de
onda para a validacdo do método.

5.2.1.1.2 Linearidade

Curvas padrdo do MNC SQR no intervalo de 20 a 100 pg/mL em HCI 0,1M,
juntamente com a equacao da reta e o coeficiente de correlacdo (Figura 10), foram

construidas de acordo com o descrito no item 4.3.1.1.2.

A Tabela 4 apresenta os valores de absorvancia obtidos para cada
concentracdo da curva padrdo. A curva padrdo para o método UV-D? a 268,5 nm foi
construida a partir das cinco concentracfes analisadas em trés dias diferentes e esta

representada na Figura 11.

0,300 -
0,200 +
o
Q0
<
0,100 + y =0,0027x - 0,0023
r=0,9999
0,000 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
concentragado (ug/ml)

Figura 10 - Representac&o gréfica da curva padrdo média do MNC SQR (UV-D?).
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A andlise de variancia (ANOVA) dos resultados obtidos por UV-D? a 268,5 nm
(Tabela 5) indica que a curva padrao obtida apresenta regressao linear significativa
(p = 0,05) e ndo apresenta desvio de linearidade. O coeficiente de correlagéo (r =
0,9999) esta de acordo com as especificacbes e indica correlacdo entre as

absorvéancias e a concentracdo do farmaco.

0,100
A
A
b
3
0,000 ! ! ! !
2300 2400 2500 2600 27,0 2800
W avelenath [nm.]
0,00 ; ; ;
L B
A
b
; 0,000
0500 ! ! !
2600 265.0 2700 2750 2800

wWavelenagth [nm.)

Figura 11 — Espectro UV-ordem zero (A) e espectro UV-D? (B) para solucdes de MNC SQR
de 20 a 100 pg/mL em HCI 0,1M.
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Tabela 4 - Valores de absorvancia obtidos para a curva padrdo do MNC SQR por UV-D?

Concentragdo (ug/mL) Absorvancia* Absorvancia média + e.p.m.

20,0 0,0498 0,0527 £ 0,0015
0,0550

0,0534

40,0 0,1042 0,1079 £ 0,0019
0,1103

0,1092

60,0 0,1541 0,1610 £ 0,0039
0,1675

0,1613

80,0 0,2088 0,2172 + 0,0055
0,2255

0,2193

100,0 0,2626 0,2723 £ 0,0051
0,2796

0,2748

* Resultado de trés determinacdes
e.p.m. — erro padrdo da média

Tabela 5 - ANOVA das absorvancias determinadas para a obtencdo da curva padrdo do
MNC SQR por UV-D?

Fontes de variagcdo o] quoan(;?aggz. Variancia F (calculado) F (tabelado)
ENTRE 4 0,0903 0,0226 490,17* 3,48
regressao linear 1 0,0903 0,0903 1960,55* 4,96
desvio da linearidade 3 0,63 x 10° 0,21 x 10° 0,0453 3,71
DENTRO (residuo) 10 0,46 x 10° 0,46 x 10
Total 14

* Significativo para p = 0,05.

5.2.1.1.3 Precisao

A determinacdo do teor de cloridrato de milnaciprana nas capsulas através da
espectrofotometria UV-D? a 268,5 nm foi realizada conforme descrito no item
4.3.1.1.3. Os resultados encontram-se na Tabela 6 e os valores dos DPR para a

repetibilidade e precisao intermediaria indicam que o método é preciso.
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Tabela 6 - Resultados obtidos na quantificacdo das amostras de MNC capsulas por
espectrofotometria UV-D? (L=268,5 nm) para avaliacdo da repetibilidade e da precisdo
intermediaria.

Teor Intradia (%)

Teor (%) das solucdes de MNC céapsulas (60 pg/mL)* +e.p.m. DPR
dia | 100,4 100,7 100,9 99,8 100,6 100,9 100,6 + 0,17 0,41
diall 101,8 99,9 100,7 102,6 100,9 101,4 101,2 + 0,38 0,93
dia Il 101,2 100,8 100,4 101,0 101,3 101,5 101,0+ 0,16 0,39
Teor médio interdias (%) 100,9 + 0,20
DPR 0,34

* Resultado de trés determinacdes
e.p.m. — erro padrdo da média
DPR — desvio padrao relativo

5.2.1.1.4 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada atraves do teste de recuperacéo do cloridrato
de milnaciprana SQR de acordo com a descricdo do item 4.3.1.1.4. A recuperacéo

média foi de 100,17% e os resultados encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7 -. Resultados obtidos para o teste de recuperacdo do MNC SQR por
espectrofotometria UV-D? (A=268,5 nm).

Concentracdo Concentracdo

adicionada recuperada Recu(r())/e)ragao Média (%)
(Hg/mL) (Hg/mL) ’

14,77 98,47

R; 15,0 15,03 100,17 99,72
15,08 100,51
29,62 98,74

R, 30,0 30,02 100,04 100,06
30,42 101,40
44,84 99,65

R3 45,0 45,71 101,58 100,74
45,45 100,99

Recuperacdo média (%) = 100,17 DPR = 1,09

DPR: desvio padrdo relativo

O método espectrofotométrico derivativo UV-D? validado para anélise do
cloridrato de milnaciprana em cépsulas mostrou-se simples e rapido, tornando-se
uma alternativa quando métodos instrumentais mais avan¢ados (CLAE) ndo estédo a
disposicdo na rotina de analises do laboratério ou no controle de qualidade em

processo (lote a lote) na industria farmacéutica.
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5.2.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A escolha dos parametros utilizados para a determinacdo do cloridrato de
milnaciprana em capsulas foi realizada conforme descrito no item 4.3.2.1. As
melhores condi¢fes foram selecionadas de acordo com o desempenho do método,
através dos valores obtidos para os respectivos parametros do pico cromatografico,
tais como assimetria, nUmero de pratos teodricos, fator de capacidade, resolugéo e
tempo de retencgao.

Diferentes marcas e tamanhos de colunas cromatograficas de fase reversa, C8
e C18, foram avaliadas durante o desenvolvimento do método. A maior parte das
colunas utilizadas precisou de aquecimento (50 °C), com o objetivo de ajuste da
simetria e numero de pratos tedricos do pico cromatografico do farmaco, enquanto a
coluna analitica selecionada apresentou desempenho adequado a temperatura
ambiente (25 °C).

Proporcdes variadas de solventes organicos, acetonitrila e metanol, também
foram testadas na busca do melhor eluente para a analise do farmaco em estudo.
Considerando o valor de pKa da milnaciprana de 10,36 +0,29 (ACD, 2009), o pH 7,5
foi utilizado para garantir a completa ionizacdo do farmaco, além disso verificou-se
gue o tempo de retencdo e a assimetria foram afetados de modo significativo de
acordo com a gquantidade de trietilamina na fase moével. Deste modo, as melhores
condicBes de eluicdo cromatografica foram alcancadas utilizando-se a mistura de
acetonitrila e agua com adicdo de uma aliquota de trietilamina (70:30:0,085%, V/V/V)

e pH corrigido com acido fosférico 20% (V/V) antes da mistura com a fase orgéanica.

O tempo de corrida para o método de doseamento proposto foi de 10 minutos
sob eluicdo isocrética. Apés injecdo da solucdo padrdo, o tempo de retencdo obtido
para o cloridrato de milnaciprana foi de, aproximadamente, 7,5 minutos. Os
cromatogramas obtidos das solucdes de MNC SQR e das céapsulas (Ixel® 25 mg) a
60 ug/mL em fase mével, de acordo com as condicdes utilizadas sdo apresentados

na Figura 12.
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5.2.2.1 Validac&do do método CLAE para a forma farmacéutica capsula
5.2.2.1.1 Especificidade

A avaliacdo do método por CLAE quanto a sua especificidade para o cloridrato
de milnaciprana foi realizada frente aos excipientes da formulagéo e aos potenciais
produtos de degradacédo térmica, fotdlise, hidrélise acida, alcalina e oxidacao, de

acordo com o procedimento descrito nos itens 4.3.2.2.1.1 e 4.3.2.2.1.2.

A Figura 12 apresenta os cromatogramas das solu¢des de MNC SQR, capsulas
e placebo. O cromatograma referente aos excipientes comprova auséncia de
qualquer pico interferente no tempo de retengao do farmaco analisado.

400
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= 0.01 .
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Figura 12 - (A) cromatograma da solucdo de MNC SQR (60 ug/mL), (B e D) cromatograma
da solucgéo placebo, (C) cromatograma da solu¢cdo de MNC capsulas (60 ug/mL). CondicGes
cromatogréaficas: fase movel acetonitrila:dgua:TEA (70:30:0,085, V/V/V), vazdo de 1,2
mL/minuto, coluna MN Nucleosil® C8 ec (150 x 4,6 mm, 5 ym) e pré-coluna C18 (4 x 3,0
mm, Phenomenex®, deteccdo em 210 nm, volume de injecdo 20 pL, analise a temperatura
ambiente.

Um pico secundario, relativo a um potencial produto de degradacdo foi
observado tanto no cromatograma da solucdo MNC SQR submetida a oxidacéo
(H20, 3%) como também na solucédo exposta a hidrélise alcalina (NaOH 1M). Este
produto apresentou tempo de retencéo de 8,3 minutos (Figura 13) com resolucéo de
2,2 em relacédo ao pico principal. Os picos extras com baixo tempo de retencao séo

relativos ao “branco”, no caso da degradacgéo oxidativa, e possivelmente s&o devidos
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ao conservante do perdxido de hidrogénio. A auséncia de um pico secundario no
cromatograma, obtido apds a hidrélise da solugdo das capsulas, pode ser explicada

por uma possivel “protecdo” do farmaco, devido a presenca dos excipientes da

formulacéo.
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Figura 13 - Cromatogramas dos potenciais produtos de degradacdo. (A) oxidacdo - MNC
SQR, (B) oxidacdo - MNC nas capsulas, (C) hidrdlise alcalina - MNC SQR e (D) hidrolise
alcalina - MNC nas capsulas. Condi¢bes cromatograficas: fase mdvel acetonitrila:agua: TEA
(70:30:0,085, V/V/IV), vazéo de 1,2 mL/minuto, coluna MN Nucleosil® C8 ec (150 x 4,6 mm,
5 um) e pré-coluna C18 (4 x 3,0 mm, Phenomenex®, deteccdo em 210 nm, volume de
injecéo 20 pL, andlise a temperatura ambiente.

Os testes de estresse por fotélise (352 nm), hidrdlise acida (HCI 1 M) e
degradacdo térmica (80 °C) ndo apresentaram picos secundarios em seus
cromatogramas, apesar da area do pico principal apresentar alguma reducao,
indicando que o farmaco possa ter sofrido certa degradacao, e a auséncia de picos
relativos a potenciais produtos de degradacado, neste caso, pode ser justificada por

nao haver grupamento(s) croméforo(s) nos mesmos.

A exposicdo a radiacdo UV 254 nm proporcionou 0 aparecimento de picos
secundarios, mais polares que o0 MNC SQR, nos cromatogramas do farmaco
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submetido a fotdlise como solu¢cdo metandlica em cubetas de quartzo. Tanto a
fotdlise (254 nm), como a oxidacdo, foram condicbes de estresse exploradas

posteriormente, conforme descrito nos itens 4.5.1 e 4.5.2.

O DAD comprovou que nenhum dos picos dos potenciais produtos de
degradacdao interferiu com o pico do cloridrato de milnaciprana apos os testes de
degradacdo acelerada, indicando que o método por CLAE é seletivo para o farmaco

a ser determinado na forma farmacéutica cédpsula.
5.2.2.1.2 Linearidade

A partir de solugbes de MNC SQR nas concentra¢gfes de 20,0 a 100,0 pg/mL
em fase-moével, foram construidas trés curvas padrdo de acordo com o item

4.3.2.2.2.

A Tabela 8 apresenta os valores de area absoluta obtidos para cada

concentragdo da curva padréo.

Tabela 8 - Valores de area absoluta obtidos para a curva padrdo do MNC SQR por CLAE.

Concentracéo (ug/mL) Area* Média das Areas + e.p.m.

934651

20,0 935803 933312 +1943,3
929483
1875113

40,0 1866285 1866339 + 5049,9
1857620
2801360

60,0 2775662 2787077 £ 7555,8
2784208
3714203

80,0 3708370 3705095 + 6416,4
3692712
4664285

100,0 4684375 4664079 + 11778,1
4643576

* Resultado de trés determinacdes
e.p.m. — erro padrao da média

A curva padrdo para o método CLAE foi construida a partir das cinco
concentracfes analisadas em trés dias diferentes e esta representada na Figura 14

juntamente com a equacéo da reta e o coeficiente de correlacao (r).
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y = 0,465x + 0,0109
r=0,9999
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Figura 14 - Representacao grafica da curva padrao média do MNC SQR (CLAE).

A analise de variancia (ANOVA) dos resultados obtidos por CLAE (Tabela 9)
indica que a curva padrao obtida apresenta regresséo linear significativa (p = 0,05) e
nao apresenta desvio de linearidade. O coeficiente de correlacéo (r = 0,9999) esta
de acordo com as especificacdes e indica correlacdo entre as areas absolutas e a

concentracao do farmaco.

Tabela 9 - ANOVA das areas absolutas determinadas para a obtencdo da curva padrao do
cloridrato de milnaciprana por CLAE.

Fontes de variagdo GL Soma dos Quadrados. Variancia (caIcEIa do) (tab ;:I ado)
ENTRE 4 2,5x 10" 6,4 x 10" 40609* 3,48
regressao linear 1 25x 10" 2,5x 10" 162426* 4,96
desvio da linearidade 3 1,4 x 10° 4,7 x 10° 2,96 3,71
DENTRO (residuo) 10 1,5 x 10° 1,5 x 10°
Total 14

* Significativo para p = 0,05.
5.2.2.1.3 Preciséo

A determinacdo do teor de cloridrato de milnaciprana nas capsulas através de
CLAE foi realizada conforme descrito no item 4.3.2.2.3. Os resultados encontram-se
nas Tabela 10 e os valores dos DPR para a preciséo intra e interdias indicam que o

método € preciso.
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Tabela 10 - Resultados obtidos na quantificagdo das amostras de MNC cépsulas por CLAE
para avaliacao da repetibilidade e da precisdo intermediéria.

Teor Intradia (%)

Teor (%) das solugdes de MNC capsulas (60 pg/mL)* +e.p.m. DPR
dia | 102,8 101,7 102,1 100,2 100,3 101,2 101,4+£0,42 1,01
dia ll 101,5 100,5 100,3 100,6 101,2 100,8 100,8 £ 0,19 0,45
dia lll 102,5 102,0 102,3 102,0 100,8 101,7 101,9+£0,24 0,59
Teor médio interdias (%) 101,4 + 0,31
DPR 0,53

* Resultado de trés determinacdes
e.p.m. — erro padrdo da média
DPR — desvio padrao relativo

5.2.2.1.4 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada atraves do teste de recuperacéo do cloridrato
de milnaciprana SQR de acordo com a descricéo do item 4.3.2.2.4. A recuperacéo
média foi de 99,7% e os resultados encontram-se abaixo na Tabela 11.

Tabela 11 - Resultados obtidos para o teste de recuperacdo do MNC SOR por CLAE.

Concentracdo Concentracdo

adicionada recuperada Recu(r())/eo:)ragao Média (%)
(Hg/mL) (Hg/mL)

15,18 101,2

Ry 15,0 15,05 100,3 101,0
15,21 101,4
29,73 99,1

R> 30,0 29,55 98,5 99,1
29,91 99,7
44,64 99,2

R3 45,0 44,37 98,6 99,0
44,64 99,2

Recuperacdo média (%) = 99,69 DPR = 1,06

DPR: desvio padrdo relativo

5.2.2.1.5 Robustez

A avaliacdo da robustez do método por CLAE foi realizada de acordo com o
item 4.3.2.2.5. VariacOes tipicas nas condicbes analiticas foram testadas e as

analises cromatograficas foram realizadas separadamente (Tabela 12).

A influéncia da variacdo de pH da fase movel foi avaliada na robustez do
método na faixa de 7,0 a 8,0 durante a selecdo das condi¢cBes cromatograficas com

resultados similares para os parametros do pico do farmaco. O aumento no valor de
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pH da fase movel elevou o tempo de retencdo, mas o numero de pratos tedricos e a
assimetria do pico apresentaram pouca alteragéo, enquanto, a redugéo no valor do
pH da fase mével provocou uma leve diminuicdo no tempo de retencédo do farmaco
na coluna, mantendo-se estaveis os demais parametros. A vazao de 1,0 mL/minuto
foi testada e mostrou-se adequada, mantendo o fator de cauda, elevando o nimero
de pratos tedricos, justamente como consequéncia do aumento no tempo de
retencdo. A coluna analitica Merck aumentou significativamente a assimetria do pico,
embora tenha se mantido dentro das especificacdes preconizadas e, por se tratar de
uma coluna com caracteristicas diferentes (marca, tamanho e fase estacionéaria) da
coluna originalmente utilizada no método, o tempo de retencao e a eficiéncia tiveram
seus valores reduzidos de modo esperado. Além disso, devido ao menor
comprimento, optou-se por trabalhar com uma vazao também reduzida. Embora os
valores tenham apresentado alguma alteracdo, permanecem garantindo a validade
do procedimento analitico, pois as modificagcbes no método nao influenciaram a

determinacdo quantitativa do cloridrato de milnaciprana na formulagéo.

Tabela 12 - Avaliacdo da robustez do método por CLAE para determinacdo do cloridrato de
milnaciprana em fase mével a 50 pg/mL.

Tempo de Numero de )
~ pratos Assimetria Area o/\C
re(tri?r:;)%o teoricos (T<2)¢ Absoluta® Teor (%)
(N > 2000)* ¢

Método proposto® 7,6 8367 1,4 2797695 100,8
pH 7,0 7,2 8369 14 2774283 99,2
pH 8,0 8,1 8088 14 2553206 99,1
1,0 mL/ min 8,8 8937 14 3224030 100,7
Coluna Merck
C8 (125x4.6 mm) 3,7 2702 2,0 3184068 100,6
*1,0 mL/min

DPR 0,85

4Fase movel: ACN/H,O/TEA (70:30:0,085, V/V/V) e pH 7,5, coluna analitica C8 ec(150X4,6 mm;

5 um) MN Nucleosil®, vazéo de 1,2 mL/min.
’Recomendaces CDER (1994)

‘Média de trés determinacdes

DPR: desvio padrdo relativo

5.2.3 Eletroforese capilar (EC)

A eletroforese é um método de separacao baseado na diferenca de velocidade
de migracao dos ions em uma solucdo tampéao através da qual tenha sido aplicado

um campo elétrico de corrente continua. Ao contrario da cromatografia, somente
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uma fase esti envolvida em uma separacdo eletroforética. Para ions de mesmo
tamanho quanto maior a carga, maior a velocidade de migragdo, enquanto para ions
de mesma carga, quanto menor o ion, menor o atrito e maior a velocidade de
migracéo (SKOOG, 2002).

A principal vantagem da EC em relacdo as técnicas cromatograficas
tradicionais é sua capacidade de produzir um maior nimero de pratos tedricos em
uma separacdo de fase liquida. Ao contrario da CLAE, na EC o numero de pratos
tedricos ndo aumenta com o comprimento da coluna. A separagdo eficiente
proporcionada pela EC é resultado da aplicacdo de potenciais altos, o que é possivel
devido ao comprimento longo e a sec¢éo transversal pequena do capilar, ou seja sua
alta relagéo superficie/volume, tornando a resisténcia da solu¢cado excepcionalmente
alta e proporcionando, consequentemente, uma dissipacdo baixa de energia e
resfriamento eficiente. Adicionalmente, o perfil plano laminar do fluxo eletroosmatico,
ao contrario do perfil parabdlico causado pela pressdo na CLAE, minimiza o
alargamento da banda. O eletroferograma resultante apresenta-se como um
cromatograma, porém com picos mais estreitos (SKOOG, 2002; GUZMAN e SHAW,
2002; WATSON, 2005).

Sua limitacdo estaria relacionada a robustez, mais complexa para ser
executada, e sua sensibilidade em relacdo ao método por CLAE. Entretanto, sua
simplicidade para o desenvolvimento e otimizacdo do método, o tempo de analise
mais rapido, o uso de pequenos volumes para reagentes caros, reduzida geracao de
residuos organicos toxicos, e um custo de operacdo relativamente baixo, torna o
método por EC bastante atil na quantificacdo, identificacdo e caracterizacdo de
diferentes substancias em uma ampla faixa de concentracdo (GUZMAN e SHAW,
2002; WATSON, 2005).

A eletroforese capilar desenvolvida na presenca de micelas é chamada
cromatografia eletrocinética capilar micelar (MECC ou MEKC). Nesta técnica,
surfactantes sao adicionados ao eletrdlito de corrida em uma quantidade que excede
a concentracdo micelar critica. Dependendo da polaridade dos solutos, estes se
distribuirdo entre a fase aquosa e a fase de hidrocarboneto no interior das micelas,
de modo similar ao sistema de particdo em uma coluna de CLAE. Considerando-se,

no entanto, que a “fase estacionaria” (micelas) estara se deslocando ao longo da
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coluna, mas numa velocidade inferior a da “fase movel” (eletrdlito de corrida), ja que
a superficie de uma micela anidnica (carregada negativamente) apresenta uma
tendéncia de deslocamento em direcdo ao eletrodo positivo, e, no entanto, é
carregada para o eletrodo negativo devido a alta velocidade do fluxo eletroosmotico
(SKOOG, 2002).

. A utilizacdo de micelas no eletrolito de corrida por LABAT e colaboradores
(2002) para a determinagédo de antidepressivos orientou o desenvolvimento do
presente método. A partir da teoria da MEKC, descrita acima, utilizou-se a formacéo
de micelas, por meio da mistura de uma solucdo de dodecil sulfato de sodio (SDS) a

solucédo do acido bérico na composicdo do eletrdlito de corrida.

A escolha dos parametros utilizados para a determinacdo do cloridrato de
milnaciprana em capsulas por EC foi realizada conforme descrito no item 4.3.3.1. As
melhores condi¢cdes foram estabelecidas de acordo com o desempenho do método,
através do perfil eletroforético obtido. Inicialmente, foram testados diferentes valores
de pH para o eletrélito de corrida. Solugbes de acido borico / SDS 20 mM com
valores de pH 7,0 e 8,0 proporcionaram um tempo de migracédo do farmaco entre 5,2
e 5,3 minutos. Ja para o eletrdlito de corrida com pH 10,0 o tempo de migracéo
reduziu para 3,5 minutos, mas o pico apresentou-se alargado e com intensidade de
absorcdo (mAU) reduzida. Logo, o pH 8,8 demonstrou ser o mais adequado,
fornecendo um eletroferograma com tempo total de corrida curto, mas suficiente
para apresentar seletividade, e um pico com parametros adequados de simetria,

pratos teoricos e resolucdo em relacéo ao pico do padrao interno.
5.2.3.1 Validacdo do método EC para a forma farmacéutica capsula
5.2.3.1.1 Especificidade

A avaliacao do método por EC quanto a sua especificidade para o cloridrato de
milnaciprana foi realizada frente aos excipientes da formulacdo e aos potenciais
produtos de degradacdo de acordo com o procedimento descrito nos itens
4.3.3.21.1 e 4.3.3.2.1.2. As condicbes de estresse selecionadas (fotélise e
oxidacdo), dentre outras, foram aquelas que, anteriormente, apresentaram a
formacdo de picos secundarios na analise por CLAE referentes a potenciais

produtos de degradacéao.
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A Figura 15 apresenta os eletroferogramas das solu¢cdes de MNC SQOR,
capsulas e placebo. O eletroferograma referente aos excipientes comprova auséncia
de qualquer interferéncia no tempo de migracéo do farmaco analisado (3,5 minutos).
O tempo de migracao para o &cido salicilico (PI) foi de 2,4 minutos.

As Figuras 16 e 17 apresentam os eletroferogramas das solu¢cdes de MNC
SQR apo6s exposicdo as condicdes de oxidacdo e fotdlise (UV 254 nm),
respectivamente, de acordo com o procedimento descrito no item 4.3.3.2.1.2.

A andlise por DAD comprovou que ndo houve interferéncia dos potenciais
produtos de degradacdo no tempo de migracdo do MNC SQR apds os testes de
degradacdo acelerada, indicando que o método por EC é seletivo para o farmaco a

ser determinado na forma farmacéutica capsula.

man ]

MM

ACIDO SALICLICO

Figura 15 — Eletroferogramas obtidos através da analise por EC das solu¢des em &cido
bérico (pH 8,0): (A) MNC SQR (25 pg/mL), (B) placebo, (C) MNC capsulas (50 yg/mL). PI:
acido salicilico (20 yg/mL). Condigdes eletroforéticas: capilar de silica fundida, com 48,5 cm
de comprimento (40,0 cm de comprimento efetivo) e 50 um de diametro interno (Polymicro
Technologies), eletrdlito &cido bérico / SDS 20 mM (pH 8,8), voltagem 30 kV, injecdo
hidrodindmica 50 mBar, detecc¢éo 210 nm, temperatura 30 °C.
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Figura 16 - Eletroferograma da solucdo MNC SQR (50 ug/mL em &cido bérico pH 8,0):
oxidacdo H,0, 3% (V/V) por 24 horas. PIl: acido salicilico (20 pg/mL). Condicbes
eletroforéticas: capilar de silica fundida, com 48,5 cm de comprimento (40,0 cm de
comprimento efetivo) e 50 um de didmetro interno (Polymicro Technologies), eletrélito acido
bérico / SDS 20 mM (pH 8,8), voltagem 30 kV, injecao hidrodinamica 50 mBar, deteccéo 210
nm, temperatura 30 °C.
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Figura 17 - Eletroferograma da solugdo MNC SQR (50 pg/mL em &cido borico pH 8,0):
fotolise UV 254 nm por 2 horas. Pl: 4cido salicilico (30 pg/mL). CondicOes eletroforéticas:
capilar de silica fundida, com 48,5 cm de comprimento (40,0 cm de comprimento efetivo) e
50 ym de didmetro interno (Polymicro Technologies), eletrolito acido bérico / SDS 20 mM
(pH 8,8), voltagem 30 kV, injecé@o hidrodindmica 50 mBar, deteccdo 210 nm, temperatura 30
°C.
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5.2.3.1.2 Linearidade

A partir de solugdes de MNC SQR nas concentragdes de 20,0 a 60,0 pg/mL em
acido bérico 20 mM pH 8,0, foram construidas trés curvas padréo de acordo com o
item 4.3.3.2.2.

A Tabela 13 apresenta os valores de razao das areas (MNC/PI) obtidos para
cada concentragcdo de MNC SQR da curva padréo.

A curva padrdo para o método EC foi construida a partir das cinco
concentracfes analisadas em trés dias diferentes e esta representada na Figura 18
juntamente com a equacao da reta e o coeficiente de correlagéo (r).

A analise de variancia (ANOVA) dos resultados obtidos por EC (Tabela 14)
indica que a curva padrao obtida apresenta regresséo linear significativa (p = 0,05) e
nao apresenta desvio de linearidade. O coeficiente de correlacéo (r = 0,999) esta de
acordo com as especificacbes e indica correlacdo entre as areas absolutas e a

concentracao do farmaco.
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1,2 -
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g
<
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=
& y = 0,0200x + 0,1370
\< =
0.4 - r=0,9991
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concentracao (mg/ml)

Figura 18 - Representacao gréafica da curva padrdo média do MNC SQR (EC).
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Tabela 13 - Razdo das areas (MNC/PI) obtidos para a curva padrdao do MNC SQR por EC.

Concentragéo (ug/mL) Raz&o das Areas* Raz&o Média das Areas + e.p.m.

0,5777
20,0 0,5474 0,5469 £ 0,0179
0,5156

0,7737
30,0 0,7086 0,7259 £ 0,0242
0,6955

0,9988
40,0 0,8655 0,9380 £ 0,0389
0,9498

1,1402
50,0 1,1213 1,1181 + 0,0138
1,0928

1,3834
60,0 1,3776 1,3491 + 0,0314
1,2863

* Resultado de trés determinacdes
e.p.m. — erro padrdo da média

Tabela 14 - ANOVA para a curva padrdo do cloridrato de milnaciprana por EC.

Fontes de variacdo GL Soma dos Quadrados. Variancia (caIcEIado) (tabglado)
ENTRE 4 1,19803 0,29951 138,66* 3,48
regressao linear 1 1,19588 1,19588 553,64* 4,96
desvio da linearidade 3 2,14 x 103 0,71x 103 0,3307 3,71
DENTRO (residuo) 10 21,60 x 10°° 2,16 x 10°
Total 14

* Significativo para p = 0,05.

5.2.3.1.3 Precisao

A determinacéo do teor de cloridrato de milnaciprana nas capsulas por EC foi
realizada conforme descrito no item 4.3.3.2.3. Os resultados encontram-se nas
Tabela 15 e os valores dos DPR para a preciséo intra e interdias indicam que o

método € preciso.
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Tabela 15 - Resultados obtidos na quantificagdo das amostras de MNC cépsulas por EC
para avaliacao da repetibilidade e da precisédo intermediaria.

~ . Teor Intradia
[ *
Teor (%) das solucdes de MNC capsulas (40 pg/mL) (%) + e.p.m. DPR

dia | 102,39 101,35 103,13 101,49 105,40 103,68 102,9 +£ 0,62 1,48
dia Il 103,52 101,23 101,37 101,45 102,21 101,57 101,9+£ 0,36 0,85

Teor médio interdias (%) 102,4 + 0,37
DPR 1,26

* Resultado de trés determinacdes
e.p.m. — erro padrdo da média
DPR — desvio padrao relativo

5.2.3.1.4 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada através do teste de recuperacéo do cloridrato
de milnaciprana SQR de acordo com a descricéo do item 4.3.3.2.4. A recuperacéo
média foi de 100,9% e os resultados encontram-se abaixo na Tabela 16.

Tabela 16 - Resultados obtidos para o teste de recuperacdo do MNC SQR por EC.

Concentracdo Concentracéo x
adicionada recuperada Recu(r())/eo:)ragao Média (%)
(Hg/mL) (Hg/mL)

10,17 101,7

Ry 10,0 9,95 99,4 100,3
10,00 100,0
20,37 101,8

R, 20,0 20,21 101,0 101,2
20,18 100,9
29,77 99,2

R3 30,0 30,54 101,8 101,1
30,65 102,2

Recuperacao média (%) = 100,9 DPR = 1,08

DPR: desvio padrdo relativo

5.2.4 Analise comparativa dos métodos propostos para determinacdo do

cloridrato de milnaciprana em capsulas

As avaliacbes estatisticas, através da andlise de variancia (ANOVA), das
determinacdes do cloridrato de milnaciprana em capsulas pelos métodos

desenvolvidos estdo demonstradas nas Tabelas 17 e 18.

De acordo com os valores obtidos, verifica-se que n&o houve diferenca

significativa para os resultados de exatiddo entre os trés métodos propostos. No
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entanto, quando os dados de dois dias de precisao foram comparados, verificou-se
alguma diferenca entre seus resultados para um nivel de confiabilidade de 95%,
sendo necesséaria uma avaliacao estatistica, capaz de indicar quais dos métodos se

diferenciavam significativamente.

Tabela 17 - ANOVA para a recuperacdo de MNC SQR em cépsulas por UV-D? CLAE e EC

Fontes de variagdo GL Soma dos Quadrados. Variancia F F (5%) F(1%)
ENTRE 2 6,70 3,35 285 340 561
DENTRO (residuo) 24 28,16 1,17 0,88
Total 26 34,86 1,34

Tabela 18 - ANOVA para a precisdo na determinacdo de MNC em cépsulas por UV-D?,
CLAE e EC

Fontes de variagcdo GL Soma dos Quadrados. Variancia F F (5%) F (1%)
ENTRE 2 10,14 5,07 530 329 531
DENTRO (residuo) 33 31,58 0,96 0,80
Total 35 41,72 1,19

* Significativo para p = 0,05.

O teste de Tukey foi o tratamento estatistico aplicado para a comparacédo dos
resultados apresentados pelos métodos analiticos quantitativos UV-D?, CLAE e EC,
utilizando-se os respectivos valores de exatiddo e precisdo, para avaliacdo da

magnitude das diferencas encontradas por meio do teste F.

Tabela 19 — Avaliacdo das diferencas das médias entre 0os métodos (teste de Tukey)

. * Média (DPR) Média (DPR)
Método exatidao (n=9) preciséo (n=12)
UV-D? 100,17 (1,09) A 101,11 (0,69) A
CLAE 99,69 (1,06) A 101,64 (0,83) A B
EC 100,90 (1,08) A 102,40 (1,26) B

*Letras iguais nao diferem significativamente (o = 0,05)

O resultado do teste de Tukey demonstrou ndo haver diferenca significativa
para as médias apresentadas na avaliacao da exatiddo dos métodos desenvolvidos.
No entanto, comparando-se as médias dos teores obtidos para dois dias de andlise,
observa-se que os métodos UV-D? e EC foram aqueles que se diferenciaram, apesar

de ambos se apresentarem equivalentes ao CLAE (Tabela 19).
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5.3 Ensaio de dissolucéo

O teste de dissolucdo deve ser realizado, a principio, 0 mais proximo possivel
das condicdes fisiolégicas, permitindo relacionar e interpretar os dados de
dissolucdo ao desempenho in vivo da formulacdo farmacéutica testada. E
fundamental desenvolver um método de dissolucdo que forneca resultados
consistentes, confidveis e que também avalie as caracteristicas do produto (tamanho
de particula, forma polimérfica e excipientes) sensiveis a formulacdo e as mudancas
no processo de fabricagcdo. Em geral, para fins de controle de qualidade, sempre que
possivel, ser4 preferido o uso do meio de dissolugdo mais simples,
independentemente da forma farmacéutica (FDA, 1997; LEE et al., 2008).

5.3.1 Teste de solubilidade

A analise das condicfes sink mostrou que o farmaco apresentou-se soluvel em
todos os trés meios testados: HCI 0,1M e solucdes tampdo USP pH 4,1 e 7,4
(Tabela 20). O que ja era esperado, de acordo com dado prévio de solubilidade do
MNC indicado no item 3.2.1.1. Os resultados obtidos sugerem que qualquer meio de

dissolucéo, no intervalo de pH testado, poderia ser utilizado no teste de dissolucéo.

Tabela 20 - Teste de solubilidade para o cloridrato de milnaciprana

ge;itzg)e dissolucao pH % %ilsss(;:]\{:]o;alz DPR
HCI 0,1M 1,0 101,2 0,55
tampao acetato 4.1 101,4 0,55
tampéao fosfato 7.4 101,9 0,69

110 mg do farmaco em 50 mL de meio com agitacdo magnética
2 determinado por CLAE (n=2)
DPR: desvio padrdo relativo

Uma vez que o MNC apresentou alta solubilidade, torna-se evidente que
podera exibir alta taxa de dissolucdo em qualquer dos meios selecionados para o
teste. Portanto, optou-se por testar as capsulas em 900 mL de HCI 0,01M (pH 2,0),
levando-se em consideracdo um meio com valor de pH préximo as condi¢des
fisiol6gicas do estbmago que seria, possivelmente, o sitio de dissolucdo para uma

forma de dosagem oral solida de liberacéo imediata.
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5.3.2 Estabilidade do farmaco no meio de dissolucéo

As solugbes padrdao (MNC SQR) e amostra (cipsulas) em HCI 0,01M,
submetidas ao teste de estabilidade no meio de dissolugdo, demonstraram que o
farmaco permaneceu estavel sob refrigeracdo por até 72 horas. Todos os resultados
de quantificacdo (Tabela 21) apresentaram-se com valores adequados de DPR com
relacdo ao valor inicial, a temperatura ambiente, e nenhum produto de degradacéo
foi observado através da analise com DAD.

Tabela 21 — Estabilidade das solu¢bes padréo e amostra apoés teste de dissolucéo.

Andlise por CLAE - area absoluta do pico principal:
Solucdes em HCI P picop P

0,01 M: dia do ensaio de dissolugio* ~ 2P9S 72 horas* DPR
(sob refrigeragéo)

MNC SQR 2440802 2441667 0,24

capsulas 2282062 2286041 0,19

*média de trés determinacdes
DPR: desvio padrdo relativo
5.3.3 Validagcdo do método UV-D? e CLAE para determinacéo de MNC no ensaio

de dissolucéo
5.3.3.1 Especificidade

Os resultados de especificidade para o método UV-D? sugerem que o método
espectrofotométrico pode ser usado na determinacdo de MNC liberado apés o
processo de dissolucdo das capsulas, uma vez que os excipientes da formulacéo
nao interferiram na andlise (Figura 19). As analises por CLAE, com o auxilio do DAD,
também apresentaram resultados de especificidade adequados, visto ndo ter
ocorrido o aparecimento de picos secundarios durante a corrida cromatografica apos
a injecdo do placebo, constituido pelo invélucro da capsula e seus excipientes no

meio de dissolucao (Figura 20).
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Figura 19 — Especificidade apos teste de dissolugdo: (A) espectro UV-ordem zero para
(a) solucdo MNC SQR (60 ug/mL) e (b) solucéo placebo em HCI 0,01M. (B) espectro

UV-22 ordem, respectivamente.
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Figura 20 — Especificidade apoés teste de dissolu¢do em HCI 0,01M (37 °C): cromatogramas
do placebo (A) e do MNC SQR (B).
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5.3.3.2 Linearidade

A linearidade foi adequada para ambos os métodos, no intervalo de
concentracdo de 1-120 ug/mL (CLAE) e de 5-120 pg/mL (UV-D?). O coeficiente de
correlacéo (r) foi 0,9999 para ambos os métodos. A equacao média para trés curvas
padrdo foi: y = 36153x + 8059 (CLAE), e y = 0,0032x — 0,0016 (UV-D?).

Tabela 22 — Valores de éarea absoluta obtidos por CLAE para a curva padrdo na
determinacdo da % MNC liberado apds teste de dissolu¢cdo das capsulas.

Concentragéo (ug/mL) Area* Média das Areas + e.p.m.

38391
1,0 35199 36650 + 932,8
36359

1096447
30,0 1100041 1098914 + 1235,0
1100254

2173950
60,0 2195898 2186732 + 6588,8
2190348

3237565
90,0 3243099 3253962 + 13723,0
3281221

4304914
120,0 4360489 4346007 + 20842,7
4372618

* Resultado de trés determinacdes e.p.m. — erro padrao da média

Tabela 23 - Valores de absorvancia obtidos por UV-D? para a curva padréo na determinacéo
da % MNC liberado ap6s teste de dissolucdo das capsulas.

Concentragdo (ug/mL) Absorvancia* Absorvancia média + e.p.m.

0,0138
5,0 0,0143 0,0141 +1,5x 10"
0,0141

0,0923
30,0 0,0943 0,0935 + 6,2 x 10™
0,0940

0,1872
60,0 0,1877 0,1875+ 1,7 x 10™
0,1877

0,2829
90,0 0,2832 0,2832+ 1,7 x 10™
0,2835

0,3769
120,0 0,3774 0,3773+1,9x 10™
0,3775

* Resultado de trés determinacdes e.p.m. — erro padrdo da média
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A analise por ANOVA mostrou regressao linear significativa e ndo houve desvio

de linearidade para um nivel de confiabilidade de 95%.

Tabela 24 - ANOVA das areas absolutas determinadas por CLAE para a obtencéo da curva
padrao na determinacdo da % MNC liberado apés teste de dissolucdo das capsulas.

Fontes de variagéo GL  Soma dos Quadrados. Variancia (caIcEIa do) (tab eFI ado)
ENTRE 4 3,4x 10" 8,7 x 10™ 21703* 3,48
regressdo linear 1 3,4x10"% 3,4x10" 86811* 4,96
desvio da linearidade 3 7,4 x 10° 2,5x 10° 0,6198 3,71
DENTRO (residuo) 10 4,0 x 10° 4,0 x 10°
Total 14

* Significativo para p = 0,05.

Tabela 25 - ANOVA das absorvancias determinadas por UV-D? para a obtencéo da curva
padrao na determinacado da % MNC liberado apoés teste de dissolugdo das capsulas.

Soma dos

Fontes de variagcdo o] Variancia F (calculado) F (tabelado)
Quadrados.
ENTRE 4 0,25204 0,06301 209567,3* 3,48
regressao linear 1 0,25204 0,25204 838263,3* 4,96
desvio da linearidade 3 1,8x 10° 6,0 x 10" 1,98 3,71
DENTRO (residuo) 10 3,0x10° 3,0x 10"
Total 14

* Significativo para p = 0,05.

Apo6s construcao das trés curvas padrao para cada um dos métodos propostos,

os limites de deteccéo e quantificacdo, para CLAE e UV-D? aplicados apés teste de

dissolucdo das capsulas de MNC, foram calculados com base nas equacdes
indicadas no item 4.4.4.1.3: LD = 0,44 pg/mL e LQ = 1,48 pg/mL para o CLAE e LD
= 0,59 pg/mL e LQ = 1,95 pg/mL para o UV-D?.

5.3.3.3 Exatid&o e preciséo

A recuperacao tipica para testes de dissolucdo é de 95% a 105% da

guantidade adicionada (USP 32, 2009). A exatiddo dos métodos foi considerada
adequada no intervalo de 95,53% a 104,51% para o MNC (Tabela 22). A

repetibilidade e a precisdo intermediaria foram determinadas em trés niveis de

concentracgéo (5,0; 60,0 e 100,0 ug/mL) por trés dias. O baixo valor de DPR (< 5%)

demonstrou boa precisao para ambos os métodos (Tabela 23).
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Tabela 26 - Exatidao do teste de dissolu¢do das capsulas de MNC

Recuperacdo % (n=6)

Solugéo padrdo (ug/mL)

CLAE UV-D?
5,0 97,3 99,5
60,0 98,2 97,9
100,0 98,0 97,9
Recuperacdo média (%) + e.p.m. 97,8 £0,32 98,4 £ 0,50
(n=18) (95,53 - 99,70) (95,96 — 104,51)

e.p.m.: erro padrdo da média

Tabela 27 - Repetibilidade e precisdo intermediaria do teste de dissolucdo das capsulas de
MNC

_ Teor médio observado (%) + e.p.m. DPR (%)
Intradia (n=6)
CLAE UvVv-D? CLAE uv-D?
dia | 97,2 +0,48 08,1 + 0,93 1,22 2,33
dia Il 97,4 +0,47 08,9+ 1,19 1,19 2,94
dia llI 98,9 + 0,48 08,3 + 0,39 1,16 0,98
Interdias(n=3) 97,8 + 0,53 98,4 + 0,25 0,94 0,45

e.p.m.: erro padrao da média
DPR: desvio padrdo relativo

5.3.4 Comparacdao e cinética dos perfis de dissolucéao

A cinética de liberacao foi avaliada através dos perfis de dissolucdo (Figura 21).
De acordo com os valores do coeficiente de determinacgéo (R?) ou do coeficiente de
determinacéo ajustado (R%justado), 0S perfis de dissolugdo foram melhor descritos
através do modelo de Hixson-Crowell (Tabela 24). Este modelo assume que a taxa
de liberacéo é limitada pela taxa de dissolucéo das particulas do farmaco, e néao pelo
processo de difusdo, que deve ocorrer por meio da matriz polimérica (COSTA e
LOBO, 2001).

O modelo de Hixson-Crowell foi usado para calcular o tempo de amostragem
para dissolugado = 80% do farmaco (tspe): 13,3 minutos (Ks=0,1449) por CLAE e 12,9
minutos (Ks=0,1488) pelo método UV-D? Os resultados revelaram uma liberacéo
maior do que 80%, de acordo com os limites de aceitacdo para farmacos que se
dissolvem rapidamente e sdo altamente solUveis, Q=80% em 60 minutos ou menos
€ suficiente para um teste de controle de qualidade de rotina (FDA, 1997; USP 32,
2009). A eficiéncia da dissolucédo (ED% =+ e.p.) das capsulas, definida como a area

sob a curva de dissolugéo por um periodo determinado de tempo e expresso como
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uma porcentagem da area do retangulo descrito por 100% de dissolugdo no mesmo
tempo (COSTA e LOBO, 2001), foi de 79,8% (+1,06) pelo método CLAE e de 80,5%
(+1,25) pelo método UV-D?.
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Figura 21 — Perfil de dissolucéo das capsulas de MNC 50 mg (Dalcipran®). Cestas (50 rpm),
900 mL HCI 0,01M (37 °C £ 0,5). Os valores sdo correspondentes a média de 12
determinacdes (+ desvio padréo) por UV-D? (#) e CLAE (m).

O teste t de Student foi usado (t tabelado=2,03 para 34 graus de liberdade)
para comparar o método espectrofotométrico UV-D? com o método CLAE na
determinacdo quantitativa do MNC ap0s o teste de dissolucdo das capsulas. Os
dados de precisdo obtidos para os dois métodos ndo apresentaram diferenca
significativa (t calculado=1,06) para um nivel de confianca de 95%. Os perfis de
liberacado obtidos por CLAE e UV-D?, também foram comparados através do fator de
diferenca (f; = 0,67) e do fator de similaridade (f, = 92,52). Os resultados indicam
gue os perfis podem ser considerados similares, pois o valor de f; foi préximo a zero

e o valor de f;, foi préximo de 100.
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Tabela 28 — Coeficiente de determinacéo (R?) e coeficiente de determinacg&o ajustado
(R%,ustado) dOS modelos matematicos.

CLAE UvVv-D?
Modelos de cinética ) ) ) )
R R ajustado R R ajustado
Ordem zero 0,9581 0,8953 0,9590 0,8975
12 ordem 0,8181 0,5453 0,8230 0,5575
Higuchi 0,8947 0,8245 0,8899 0,8165
Hixson-Crowell 0,9651 0,9128 0,9652 0,9130

5.3.5 Influéncia das condi¢cdes de armazenamento no perfil de dissolucao

As formulacdes farmacéuticas sao sistemas complexos, compostos ndo apenas
pelo farmaco, mas também por varios excipientes. Estes produtos estdo sujeitos a
sofrer degradacgéo quimica e fisica. Geralmente, se aceita que a estabilidade da taxa
de dissolugcéo durante o armazenamento a temperatura ambiente ndo poderia ser
prevista a partir do armazenamento a curto prazo sob condi¢des aceleradas de alta
temperatura e umidade. Por outro lado, alguns exemplos sugerem que a avaliacao
da estabilidade por testes acelerados pode ser possivel em alguns casos. E dificil
descrever as alteracdes na dissolucao ou na taxa de liberacdo do farmaco apés seu
armazenamento, por meio de equacdes cinéticas devido aos complicados e variados
mecanismos envolvidos. No entanto, algumas tentativas tém sido feitas, e varias
relacbes empiricas foram observadas (YOSHIOKA e STELLA, 2002).

Grandes alteracOes nas caracteristicas de dissolucédo do farmaco, observadas
apO0s armazenamento por longos periodos, indicariam que mudancas funcionais
estariam ocorrendo no medicamento e poderiam comprometer seu desempenho in
vivo (YOSHIOKA e STELLA, 2002). Com o objetivo de demonstrar as possiveis
modificacdes no comportamento de dissolucdo do produto farmacéutico, de acordo
com as condicfes de temperatura, umidade e tempo de exposicdo, capsulas de
cloridrato de milnaciprana, em sua embalagem original, foram armazenadas e
analisadas posteriormente. A quantificacdo por CLAE, apds ensaio de dissolucao,
das unidades acondicionadas sob 40 °C e 75% de umidade relativa por até 30 dias
(Dalcipran®), assim como daquelas armazenadas a temperatura ambiente, mas com

o prazo de validade vencido (Ixel®), demonstrou que todas exibiram um decréscimo
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em sua taxa de dissolucdo. A Figura 22 apresenta os resultados obtidos,
comparando-os ao perfil demonstrado por capsulas dentro do prazo de validade,

mantidas sob temperatura ambiente (+ 25 °C) e umidade controlada.
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Figura 22 — Alterac6es no perfil de dissolu¢do das capsulas de MNC apds armazenamento
(quantificacdo por CLAE, n = 4). As curvas representam as taxas de dissolucdo apos
armazenamento em condicdo ambiente - Dalcipran® (@), armazenamento em condigdo
ambiente, mas com prazo de validade vencido - Ixel® (o) e ap6s armazenamento a 40 °C e
75% U.R. por 2 (A), e 4 (m) semanas - Dalcipran®.

5.4 Estudos de degradacéao forcada para o cloridrato de milnaciprana

A estabilidade de produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais como
temperatura, umidade e luz e de outros relacionados ao proprio produto como
propriedades fisicas e quimicas de substancias ativas e excipientes farmacéuticos,
forma farmacéutica e sua composicéo, processo de fabricacao, tipo e propriedades
dos materiais de embalagem (BRASIL, 2005).

Teste de estabilidade é o conjunto de testes projetados para obter informacdes

sobre a estabilidade de produtos farmacéuticos visando definir seu prazo de
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validade e periodo de utilizacdo em embalagem e condi¢cdes de armazenamento
especificadas (BRASIL, 2005).

As condicBes experimentais devem ser realistas e conduzir a formacdo de
produtos de degradacdo relevantes, ndo havendo necessidade de exceder a
exposicdo do farmaco pelo periodo de trés meses e/ou ndo os degradando mais que
5a 15% (KLICK et al., 2005).

N&o foram encontrados dados publicados relativos a estabilidade do cloridrato
de milnaciprana. Devido a isto, o estudo preliminar realizado neste trabalho procurou
avaliar a estabilidade da matéria-prima e do contetdo das capsulas, submetendo-as
a condicbes extremas, como a radiacdo UV 254 nm e a oxidacdo com solucdo de
peroxido de hidrogénio.

Os resultados foram comparados com a solucdo de MNC néo degradada.
Dados do detector UV com arranjo de fotodiodos (DAD) foram coletados com o
propdsito de avaliar a pureza do pico do cloridrato de milnaciprana remanescente e

dos potenciais produtos de degradacao majoritarios.
5.4.1 Fotodegradacéao

Os resultados preliminares obtidos nas analises por CLAE apo6s degradacao do
farmaco, em placa de Petri, sob radiacdo UV 254 nm por 1 hora e 40 minutos
encontram-se na Figura 23. Os cromatogramas apresentaram picos referentes a
potenciais produtos de degradacéo nas condicdes estabelecidas para a avaliacao da
fotdlise. Todos os picos, inclusive os majoritarios PD1 e PD2, apresentaram tempo
de retencdo anterior ao pico principal, ou seja, sGo compostos mais polares que o
MNC.

A formacédo dos produtos de degradacdo majoritarios, PD1 e PD2, de acordo
com a quantidade de farmaco exposto a fotodegradacdo é apresentada na Figura
24. Observa-se, que nas condicdes estabelecidas, as areas de PD1 e PD2 chegam
a alcancar em média de 3,6% a 4,5%, respectivamente, da area relativa ao pico

principal do farmaco ndo degradado.
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Figura 23 — Cromatogramas das solu¢bes MNC SQR (1 mg/mL) em placa de Petri: (a) apés
degradacdo sob radiagdo UV 254 nm por 1 hora e 40 minutos e (b) controle (n&o
degradada).
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Figura 24 — Formacao dos produtos de degradacédo majoritarios, (m) PD1 e (a) PD2, do MNC
exposto em placa de Petri a radiacdo UV 254 nm por 1 h e 40 min. Cada ponto representa a
area percentual de cada produto de degradacéo formado, analisados por CLAE.

5.4.1.1 Cinética da fotodegradacéao

As concentracfes remanescentes do cloridrato de milnaciprana, matéria-prima
e conteudo das capsulas, apos fotolise, foram analisadas por CLAE nos diferentes
tempos e nas diferentes condicdes de exposicdo. A Figura 25 apresenta os graficos
da area percentual, relativa a concentracéo residual do farmaco em funcéo do tempo
(reacdo de ordem zero), do logaritmo da area percentual em funcdo do tempo
(reacao de primeira ordem) e da reciproca da area percentual em fung¢éo do tempo

(reacéo de segunda ordem).
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Figura 25 — Representagcdo grafica da degradacdo por fotdlise (UV 254 nm) do MNC
analisado por CLAE: (¢) MNC SQR no estado sélido em placa de Petri (n=2), (m) solucédo de
MNC SQR em cubetas (n=3) e (a) solucdo do contetido das capsulas de MNC em cubetas
(n=3)

A definicdo da ordem de reacao, as respectivas equacdes e seus coeficientes
de regressao (r), as constantes de velocidade (k), bem como os resultados de tgoy

para o cloridrato de milnaciprana apos fotodegradagcdo sao apresentados na Tabela
25.

Tabela 29 — Cinética da fotodegradacao: coeficientes de correlacdo (r), constantes de
velocidade de reacao (k) e prazo de validade (too%) para 0 MNC apds fotolise UV 254 nm.

Condlga~o de Orderrl da Equacéo da reta r k (horas™)  tege (MiN)
exposicao reacéo

?gé'\l'igo)sQR 12 Ordem y=2,0026-0,2087x  0,9904 0,2087 30,47
MNC SQR Ordem zero  y=92,401-27,384x  0,9844 07,384 20,25
(solugéo)

MNC CAP 12 Ordem y=2,0257-0,2614x  0,9865 0,2614 24,33
(solugéo)

Os resultados obtidos demonstraram que o cloridrato de milnaciprana
apresentou significativa fotodegradacdo, na faixa de 75 a 86%, nas condi¢cdes
estabelecidas. Observou-se a formacdo de produtos de degradacdo minoritarios,
além dos majoritarios PD1 e PD2, e a formacdo de coloracdo amarela conforme
aumento no tempo de exposicdo. A cinética de primeira ordem de reacao foi
atribuida a fotodegradacdo do MNC, quando a matéria-prima (SQR) foi exposta na
forma soélida e o conteudo das capsulas foi exposto como solugcdo em etanol. J4 a

solucdo da matéria-prima (SQR) em solugéo etandlica apresentou cinética de ordem
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zero, estabelecendo-se o melhor coeficiente de correlagdo, a partir do método

grafico.
5.4.2 Degradacao por oxidagao

Os resultados obtidos nas andlises por CLAE apés oxidacdo do farmaco nas
condicOes estabelecidas encontram-se na Figura 26. O pico majoritario (PDox.), com
tempo de retencdo posterior ao pico principal, apresenta o produto da degradacéo
oxidativa como um composto mais lipofilico que o MNC. Os cromatogramas
apresentam picos referentes a potenciais produtos de degradacao minoritarios apés
oxidacao, além do pico referente ao branco.
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Figura 26 — (A) Cromatogramas das solugfes MNC SQR (0,25; 0,5; 1,0 e 1,5 mg/mL) apos
oxidagéo com peroxido de hidrogénio (9, 5, 3 e 2% V/V, respectivamente) por 24 horas, com
formacéo do produto de degradacéo (PDox.). (B) Cromatogramas das solu¢cdes MNC SQR
ndo degradada (a) e do branco (b) no estudo de oxidacdo do farmaco.
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A influéncia da concentracdo do agente oxidante foi avaliada e o resultado é
apresentado na Figura 27. No intervalo de concentracdo avaliado, observa-se que
500 pl do peréxido de hidrogénio foi o volume que propiciou a formagédo de uma

maior concentracdo do PDox. para uma mesma quantidade de farmaco testada (2

mg).

70

0,00 0,25 0,50 075 1,00
volume H202 30% (mL)

Figura 27 — Influéncia da concentracdo do agente oxidante. Formacdo do produto de
degradacdo majoritario PDox. (e), apds oxidagcdo do MNC SQR 1 mg/mL (a) por 24 horas.
Cada ponto representa a média para a area (%) analisada por CLAE.

5.4.2.1 Cinética da oxidacéo

De acordo com os resultados preliminares obtidos na oxidacao do farmaco com
peroxido de hidrogénio, estabeleceu-se que para a determinacdo da cinética de
degradacéao seriam utilizadas as solu¢cdoes MNC SQR (500 pg/mL) e aliquota de 500
puL de H,O, 30%. No entanto, a reacdo de oxidacdo, de acordo com as condi¢cbes
previamente estabelecidas, ndo apresentou uma relacdo de decaimento da
concentracdo do farmaco em funcdo do tempo, logo, a ordem de reag¢do nao pode

ser estimada. Os resultados obtidos sdo mostrados abaixo (Tabela 26).
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Tabela 30 — Resultados da andlise por CLAE da quantidade remanescente de MNC SQR
(500 pg/mL em metanol) ap6s oxidacdo com peréxido de hidrogénio (10%, V/V).

Area média do pico

Tempo (h) (n=3) DRP (%) % degradacao
0 6222339 0,02
2 2229273 4,7 64,17
4 2378857 2,6 61,77
20 2135427 2,3 65,68
24 2316774 1,7 62,77
48 2257884 2,6 63,71

Avaliando-se o resultado apresentado, verifica-se que o periodo de tempo
estipulado foi equivocado, visto que a reacao parece ter se esgotado ja no primeiro
ponto de observacdo (Figura 28). Por uma questdo de prazos, ndo houve
prosseguimento nesta etapa do estudo, entretanto, o proximo passo deveria ser a
avaliacdo da reacdo numa faixa reduzida de tempo, dentro das duas primeiras horas
de oxidacdo do MNC.
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Figura 28 — Representacdo gréafica da degradacdo por oxidagdo do MNC analisado por
CLAE.
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Conclusfes

v'A avaliacdo da solubilidade da matéria-prima, determinacédo do ponto de fusao,
termoandlise, poder rotatério especifico e espectros na regido do IV
permitiram a caracterizacdo do MNC SQR.

v'A perda por dessecacdo do MNC SQR esta de acordo com a especificacao
preconizada em farmacopeias para matérias-primas com baixo teor de

umidade.

v'A presenca do farmaco na forma farmacéutica capsula foi assegurada através
da identificacdo do MNC pelos métodos desenvolvidos por CLAE, UV-D? e
EC.

v'O método desenvolvido por espectrofotometria derivada na regido do
ultravioleta (UV-D?) foi validado dentro das condicdes estabelecidas,
demonstrando ser linear, especifico, preciso e exato para a analise

guantitativa do MNC na forma farmacéutica capsula.

vO método espectrofotométrico UV-D?> apresenta especificidade na
determinacdo do MNC na presenca dos excipientes da formulacdo

farmacéutica, mas ndo na presenca de potenciais produtos de degradacao.

v'O método desenvolvido por CLAE para a determinacao quantitativa do MNC na
forma farmacéutica capsula foi validado, demonstrando ser linear, especifico,

preciso, exato e robusto.

v'A andlise preliminar da degradacdo do MNC SQR, frente a diferentes
condicBes de estresse, demonstra que o farmaco em solucdo foi estavel a

temperatura, hidrélise acida e neutra, e também a radiacdo UV 352 nm.

v'O MNC SQR se mostrou sensivel a oxidacdo e hidrélise alcalina, com o
aparecimento de um pico relativo a um produto de degradacdo majoritario

com mesmo tempo de retencdo para ambas as condi¢des testadas.

v'A analise preliminar da degradacdo do MNC na formulacao farmacéutica, frente
a diferentes condi¢des de estresse, demonstra que o farmaco em solucéo das

capsulas foi estavel a temperatura, hidrolise acida, alcalina e neutra, e
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também a radiagdo UV 352 nm, sem redugéo significativa do teor e sem

aparecimento de picos relativos a potenciais produtos de degradacéao.

v'O MNC na formulacao farmacéutica apresentou-se sensivel a oxidagdo, com o
aparecimento de um pico relativo a um produto de degradagéo majoritario.

v'O método desenvolvido por eletroforese capilar (EC) foi validado dentro das
condicdes estabelecidas, demonstrando ser linear, especifico, preciso e exato
para a analise quantitativa do MNC na forma farmacéutica capsula.

v'A andlise comparativa entre os métodos propostos CLAE / UV-D? e CLAE / EC
ndo demonstrou haver diferenca estatistica significativa entre eles, indicando
a equivaléncia entre os mesmos para a determinacdo quantitativa do MNC

nas capsulas, nas condi¢des estabelecidas.

v'Os métodos UV-D? e CLAE foram revalidados para determinacdo do MNC no
ensaio de dissolucdo desenvolvido para capsulas e demonstraram

especificidade, linearidade, exatidao e precisao.

v'A comparacgdo estatistica, através do teste t de Student, do fator de diferenca
(f1) e do fator de similaridade (f;), entre os perfis de dissolucédo obtidos por
UV-D? e CLAE demonstrou ndo haver diferenca significativa entre os

métodos.

v'"Nao foi possivel estabelecer uma correlacdo in vitro — in vivo para MNC
capsulas, tendo em vista as altas solubilidade e provavel permeabilidade
apresentadas pelo farmaco, podendo ser considerado Classe |, de acordo

com o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutico.

v'A dissolucdo do MNC céapsulas demonstrou seguir o modelo cinético de
Hixson-Crowell e os demais parametros cinéticos (ED% e tgoy,) apresentaram

resultados de acordo com as especificacdes preconizadas para FFSOLI.

v'O estudo preliminar da influéncia das condicdes de armazenamento sobre o
perfil de dissolucdo das cépsulas de MNC demonstrou que tanto o fator
tempo, quanto temperatura e umidade podem alterar as caracteristicas de

dissolugéo do produto acabado.
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v'O estudo da fotodegradacao para a matéria-prima, exposta a radiacdo UV 254
nm nas condi¢des estabelecidas, demonstrou que o MNC foi sensivel e sofreu
degradacgéo, de acordo com os resultados obtidos por CLAE, com reducao
significativa no teor do farmaco e presenca de potenciais produtos de
degradacao.

v'A reacao de fotodegradacdo do MNC nas condi¢cbes estabelecidas apresentou
cinética de primeira ordem, para exposicdo do farmaco no estado sélido e
solucdo do conteudo das capsulas, enquanto a exposicdo da solucdo do
farmaco a radiacao UV 254 nm demonstrou cinética de ordem zero.

v'O estudo da degradacdo por oxidacdo da matéria-prima na presenca de
peroxido de hidrogénio, nas condicbes estabelecidas, demonstrou que o
MNC, foi sensivel e sofreu degradacéo, de acordo com os resultados obtidos
por CLAE, com reducdo significativa no teor do farmaco e presenca de

potencial produto de degradacdo majoritario.

v'Nas condicdes propostas, nao foi possivel estabelecer a ordem de reagéo para

a degradacédo do MNC por oxidacao.
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Abstract

A selective stability-indicating LC method and a second order derivative UV spectroscopic method (UV-D?) were
developed to assay milnacipran in pharmaceutical formulation. The LC method was developed with a Nucleosil C8
analytical column and a mobile phase consisting of acetonitrile, water and triethylamine (at 210 nm). The validation of
UV-D? (zero-crossing method) was based on recording the second-derivative spectra for milnacipran hydrochloride at
268.5 nm of its solutions in 0.1 N HCI and the parameters specificity, linearity, precision, and accuracy were evaluated to
both methods. The linear dynamic range was 20—100ug-mL" (R?20.999). The validation data showed that both methods
are reproducible, providing an accurate (98.5% to 101.6%) and precise (RSD =< 1.0%) quantitation of milnacipran in
capsules. The methods proposed showed satisfactory results and were statistically equivalent.

Keywords: Milnacipran capsules; ~ Stability-indicating  liquid
chromatography; Derivative UV spectroscopy; Validation; Quality
control

Introduction

Milnacipran is an antidepressant drug and it is available in some
European Countries and in Japan for the treatment of depression.
Recently, it was approved by the Food and Drug Administration (FDA)
for the management of fibromyalgia syndrome, characterized by
widespread pain and decreased physical function.

Milnacipran  hydrochloride  (Figure 1) is a racemic
mixture of (%=)-[1RS,2SR]-2-(aminomethyl)-N,N-diethyl-1-
phenylcyclopropanecarboxamide hydrochloride; CAS 101152-94-
7; mol. formula C H,N,O-HCl; mol. wt. 282.81 [1,2]. This agent
is unique among clinically available dual-reuptake inhibitors
antidepressants in its preferential blockade of norepinephrine (NE)
reuptake over serotonin (SER) reuptake and minimal activity at other
receptors or transporters. This profile is in contrast to those of SER-
NE reuptake inhibitors (SNRI) (e.g., venlafaxine and duloxetine),
where SER reuptake is preferentially blocked, or NE-specific agents
(noradrenergic reuptake inhibitors [NARIs]) (e.g., reboxetine) in
which the reuptake of NE is blocked almost exclusively [3,4].

Some liquid chromatographic (LC) methods for determination
of milnacipran combined with other antidepressants in human
plasma have already been published [5-9]. A micellar electrokinetic
capillary chromatographic method was developed for separation
and determination of antidepressants and their metabolites in
biological fluids [10] and LC enantioseparation of milnacipran was
investigated on different cellulose-based chiral stationary phases [11].
However, there is no reference for LC determination of milnacipran
hydrochloride in pharmaceutical dosage form. The purpose of
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Figure 1: Chemical structure of milnacipran hydrochloride.

this study was to develop and validate a simple and fast stability-
indicating LC method according to guidelines [12-14], which require
the forced degradation of the active substance under several stress
conditions, besides an alternative spectroscopic method, equivalent
to the LC method for the quality control of milnacipran in capsules.

Material and Methods
Chemicals

Milnacipran hydrochloride was purchased from Synfine
Research (Canada). Milnacipran hydrochloride capsules (25 mg)
were commercially available and claimed to contain 21,77 mg as
milnacipran base and the following inactive ingredients: dibasic
calcium phosphate, povidone, carboxymethylcellulose calcium,
colloidal silicon dioxide, magnesium stearate and talc (Pierre
Fabre Médicament, Boulogne, Franga). All chemicals used were of
analytical grade and all solvents were of LC grade. Methanol and
acetonitrile were from J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA). Hydrochloric
acid, sodium hydroxide and 30% hydrogen peroxide were from
Nuclear (CAQ-Diadema, SP, Brazil). Phosphoric acid was from Merck
(Darmstadt, Germany). Ethanol was from Vetec (Rio de Janeiro, R,
Brazil). Ultrapure water (Milli-Q Plus, Millipore®, Milford, MA, USA)
was used throughout the analysis.

Chromatographic conditions

The LC system consisted of a Shimadzu (Kyoto, Japan) LC-10AD,,
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liquid chromatograph, SPD-M10A, diode array detector, Rheodyne®
manual injection, DGU-14A degasser, SCL-10A,, system controller
and Class-VP chromatography data system; a reversed phase column
Nucleosil C, endcapped (150x4.6 mm, 100 A, 5um) from Macherey-
Nagel (MN) and a guard column Phenomenex were used in the study.

The mobile phase contained a mixture of acetonitrile, water
and triethylamine (70:30:0.085, v/v/v), at a constant flow-rate of 1.2
mL'min" and at room temperature (20 = 2°C). The pH value of the
aqueous phase was adjusted to 7.5 with phosphoric acid. Aliquots
of 20uL were injected. The detector was operated at a wavelength
of 210 nm.

Standard and sample preparation: The working standard
solutions were obtained by dilution, in the mobile phase, of a 500
pg-mL! solution of milnacipran hydrochloride in methanol.

The average weight of the content of pharmaceutical dosage
form (25 mg of milnacipran hydrochloride) was calculated. An amount
equivalent to 5 mg of milnacipran hydrochloride was transferred into
a 10 mL volumetric flask. An aliquot (5 mL) of methanol was added,
sonicated for about 5 min, diluted with the same solvent, mixed and
filtered. An aliquot of the filtrate was diluted with mobile phase to
yield a final concentration of 60ug-mL".

Validation procedures — LC method

Specificity: The interference from inactive ingredients was
investigated by the analysis of a blank pharmaceutical formulation.
Potential degradation products generated by forced decomposition
(stress) of samples were also investigated for interference with
the analytical method. The stress conditions used were: hydrolytic
studies, oxidative, thermal and photodegradation. All solutions
injected (sample and working standard solutions) were analyzed
against a control solution stored at room temperature. Peak purity
test (photodiode array detector) was useful to show that the
chromatographic peak of the analyte did not contain impurities.

Hydrolytic studies: Methanolic solutions of milnacipran
hydrochloride reference substance and capsules (500ug-mL?') were
exposed to 1 N HCl and 1 N NaOH (10:1, v/v), at room temperature for
5 h. For neutral conditions, the solutions were diluted in water (10:3,
v/v) and heated at 60°C for 4h, using a water bath. The solutions were
neutralized (when necessary) and diluted (100pug-mL") in mobile
phase, before injection.

Oxidative effect: Solutions of milnacipran hydrochloride reference
substance and capsules (500pg-mL") in methanol were both exposed
to 3% H,0, at room temperature for 6 h. The solutions were diluted
(100 ug-mL") in mobile phase before injection.

Thermal degradation: Solution of milnacipran hydrochloride
reference substance (500ug-mL?) in methanol was kept in an oven at
80°C for 24 h. After this time, the solution was diluted (50ug-mL") in
mobile phase before injection.

Photolysis test: Solutions of milnacipran hydrochloride reference
substance and capsules (500pg-mL") in methanol were both exposed
in a UV light chamber (352 nm) for about 20 h. The drug was recovered
and dissolved again with methanol and diluted (100pug-mL") in mobile
phase before injection.

The conditions which presented some secondary peak were
repeated for, at least, 24 h and diluted (60pg-mL") in mobile phase
before injection.
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Linearity: Milnacipran hydrochloride was accurately weighed
(10 mg) and dissolved in a 20 mL volumetric flask with methanol.
This solution was diluted appropriately in mobile phase to yield
solutions ranging from 20 to 100pug-mL". For the construction of each
calibration curve, five different drug concentrations were analyzed in
triplicate. Linearity of three calibration curves was tested by ANOVA
and linear regression analysis.

Precision: Assay performance was evaluated by intraday and
interday (three different days) precision, determined from replicate
analysis of samples (60pg-mL") in three analytical runs. Analysis of
six different sample solutions was performed in the same day for
intraday precision. The precision was expressed in terms of relative
standard deviations (RSD) from mean intra and interday assays.

Acuracy: Accuracy (recovery test) of the method was tested by
adding a known amount of reference substance (15, 30, 45ug-mL")
in three sample solutions (30ug-mL"') to provide a final concentration
of 45, 60, 75ug-mL?, respectively. The accuracy was expressed in
terms of recovery (%) of the theoretical concentration of reference
substance added.

Robustness: Robustness was tested by analysis of variations in
analytical condition. Influence of pH values of the aqueous phase,
flow rate and different columns were evaluated. The chromatographic
parameters monitored were peak retention time, capacity factor,
tailing factor and theoretical plate number.

UV-D? spectroscopic conditions

A double-beam UV-visible spectrophotometer (SHIMADZU,
Japan) Model UV-1601 PC was used. The software employed was
UVPC personal spectroscopy software, version 3.9. For all the tested
solutions the second derivative spectra (D?) was recorded over the
range 280-250 nm against solvent in a 1-cm quartz cells, fixing AA
at 4 nm and scaling factor at 200. The amplitude values of D> were
measured at 268.5 nm for milnacipran hydrochloride, zero crossing
of inactive ingredients.

Standard and sample solutions: Milnacipran hydrochloride
reference substance was accurately weighted (50 mg) and dissolved in
a 100 mL volumetric flask with ethanol to generate a stock standard
solution containing 500pug-mL" analyte. Working standard solutions
were prepared by diluting the stock standard solution with 0.1 N HCI
to yield appropriate concentrations.

The average weight of the content of capsules (25 mg) was
calculated. An amount equivalent to 5 mg of milnacipran hydrochloride
was transferred into a 10 mL volumetric flask. An aliquot (5 mL) of
ethanol was added, sonicated for about 5 min, diluted with the same
solvent, mixed and filtered. An aliquot of the filtrate was diluted with
0.1 N HCl to yield a final concentration.

Validation Procedures — UV-D? method: Preliminary tests were
made to select the most convenient parameters (derivative order,
analytical wavelength (), AX and scaling factor).

Specificity: The specificity of the analytical method was evaluated
with a solution of inactive ingredients (placebo). Their concentrations
in pharmaceutical formulation were based in the literature (15) and
calculated for the average weight of content ( 110.0 mg) of the
capsules.

Linearity: Linearity was tested by analyzing five different
milnacipran hydrochloride concentrations in triplicate. Milnacipran
hydrochloride reference substance was accurately weighed (10 mg)
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Figure 2: Chromatogram of milnacipran hydrochloride (60 pg-mL"): (A)
standard solution, (B) and (D) placebo and (C) sample solution.
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Figure 3: Specificity: chromatogram of potential degradation product. (A)
oxidation test and (B) alkali hydrolysis for standard solution (60ug-mL™") and (C)
oxidation test and (D) alkali hydrolysis for sample solution (60ug-mL™).

and dissolved in a 20 mL volumetric flask with ethanol (500pug-mL™").
This solution was diluted in ethanol to produce solutions with
appropriate concentrations (100, 200, 300 and 400ug-mL') and, then,
dilute them, respectively, in 0.1 N HCI to yield final concentrations,
covering the range of 20-100ug-mL'. Linearity of three calibration
curves was tested by ANOVA and linear regression analysis.

Precision: Assay performance was evaluated by repeatability
and intermediate precision (three different days), determined from
replicate analysis of samples at 60ug-mL"' (n=6). The precision was
expressed in terms of relative standard deviations (RSD) from mean
intra and inter-day assays.

Accuracy: Accuracy of the method was evaluated by adding a
known amount of milnacipran hydrochloride reference substance (15,
30, 45pg-mL7) in three sample solutions (30pg-mL?) to provide a final
concentration of 45, 60, 75ug-mL", respectively. An adequate aliquot
of ethanol was added in each volumetric flask to adjust the volume
of solvent, before the final dilution with 0.1 N HCI. The accuracy was
expressed in terms of recovery (%) of the theoretical concentration of
reference substance added.

Results and Discussion

Selection of chromatographic conditions

The best conditions were selected based on peak performance
and the run time of the proposed assay was 10 min under isocratic
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elution. During injection of a standard solution the retention time
was about 7.5 minutes for milnacipran hydrochloride (Figure 2A).
The chromatogram of the placebo (Figure 2B and Figure 2D) showed
no interference of inactive ingredients. The chromatogram obtained
from a sample solution (60pg-mL?) is shown in (Figure 2C).

Different chromatographic columns were evaluated, but
parameters for the analyte peak, as asymmetry and theoretical plates,
were improved just by controlling temperature (50°C), whereas
the column used showed good performance at room temperature.
Several mobile phases with different proportions of organic solvent
(acetonitrile and methanol) were tested in order to achieve the
best condition. A mixture of acetonitrile and water as mobile phase
provided the best chromatographic performance. Considering its pka
value of 10.36 £0.29 (16), a pH of 7.5 was used to ensure complete
ionization of the analyte. The pH of aqueous phase with triethylamine
was adjusted with phosphoric acid 20% (v/v) before mixing with
acetonitrile. Retention time and asymmetry were significantly
affected by different amounts of triethylamine and the best results
were achieved when using 0.085%.

LC method validation

Specificity: Interference with the analytical method was evaluated
with a solution of inactive ingredients (placebo solution). Their
concentrations in pharmaceutical formulation were based on the
literature [15] and calculated for an average weight of content (=
110.0 mg) of the capsules. The chromatogram showed absence of
any peak due to inactive ingredients (Figure 2B).

Interferences of potential degradation products were also
investigated through forced decomposition tests. Sample solutions
were exposed to thermal degradation, photolysis and oxidation test,
acidic and alkaline conditions. The solutions subjected to stress
(standard and sample solutions) and the control solutions which
were stored under normal conditions were used to confront the
quantitative results. The aliquots were neutralized (when necessary)
and diluted before analysis. The chromatograms showed suitable
separation from potential degradation products of milnacipran
hydrochloride and photodiode array data was collected to evaluate
peak purities.

A potential degradation product was observed in standard
solutions exposed to 3% hydrogen peroxide (Figure 3A) and 1 M
NaOH (Figure 3B). This degradation peak presented retention time
of 8.3 minutes and resolution of 2.2. However, the sample solutions
(capsules) showed this secondary peak only with oxidative stress
(Figure 3C), whereas under alkaline hydrolysis it was not observed
(Figure 3D). The chromatogram of the oxidation test showed
some extra peaks from hydrogen peroxide. Under acid and neutral
hydrolysis, thermal and photolytic degradation no additional peak
was detected.

The most important effect of degradation studies (above 10% of
degradation) occurred by effect of oxidation and alkaline hydrolysis.
The results suggest that the degradation product observed is the
same in both conditions, according to both UV spectra and retention
times. Interaction with inactive ingredients could explain the reason
why the analyte was more stable than bulk substance under alkaline
hydrolysis.

Photodiode array purity test showed no impurity in the
milnacipran hydrochloride peak after degradation and the assay was
considered selective.
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_ Mean observed value (%) + SE RSD (%)
Intraday (7=6) LC UV-D? LC UV-D?
day | 101.39 £ 0.42 100.55 £ 0.18 1.01 0.43
day Il 100.79 £ 0.18 101.20 £ 0.39 0.45 0.94
day Il 101.88 £ 0.25 101.01 £ 0.16 0.59 0.40
Interday (n=3) 101.35+0.32 100.92 £ 0.19 0.54 0.33
Table 1: Repeatability and intermediate precision to assay milnacipran capsules.
Recovery %
Sample solution (ug-mL™") Standard solution (ug'mL") | Total concentration (ug-mL™") || 1l 1}
LC UV-D? LC UV-D? LC UV-D?

30 15 45 101.2 98.5 100.3 100.2 101.4 100.5
30 30 60 99.1 98.7 98.5 100.0 99.7 101.4
30 45 75 99.2 99.6 98.6 101.6 99.2 101.0
Mean absolute recovery (%) + SE (n=9) LC UV-D2

- 99.69 + 0.35 100.2 + 0.36

Table 2: Accuracy of the analysis of milnacipran in capsules.
Retention time (min) | Theoretical plates (N>2000)°| Tailing factor (T < 2)°| Capacity factor (k' > 2)°| Assay (%)

Method proposed? 7.6 8367 1.4 5.3 100.8
Mobile phase: pH 7.0 7.2 8369 1.4 5.0 99.2
Mobile phase: pH 8.0 8.1 8088 1.4 5.8 99.1
flow rate: 1.0 mL-min-’ 8.8 8937 1.4 8.6 100.7
Analytical Column Merck C8 (125%x4.6 mm) *1.0 mL-min™| 3.7 2702 2.0 2.1 100.6

Table 3: Evaluation of robustness for the milnacipran capsules LC assay.

Linearity: Calibration curves proved to be linear over the
20-100ug-mL" range. Standard solutions prepared at five
concentrations (20, 40, 60, 80 and 100ug-mL') were injected in
triplicate every day, during three consecutive days. Linear regression
of concentration versus peak area ratio plots resulted in an average
coefficient of determination (R? greater than 0.999. The average
equation for three calibration curves was y = 0.0109 + 0.465 x. The
data was evaluated by ANOVA. It presented linear regression (F_, .
= 162715.76 > F_,. = 4.96; P = 0.05) and it did not deviate from
linearity (F =297 <F_ _=3.71;P=0.05).

calculated critical

Precision: The intraday and interday precision were estimated
from the triplicate injections of six sample solutions prepared at
60ug-mL" of milnacipran hydrochloride (test concentration) analyzed
in three separate days. Means and relative standard deviations
(RSD) were obtained from calculated milnacipran hydrochloride
concentrations (Table 1). The variability was low with RSD values
ranging from 0.4% to 1.0%. These results indicated that the assay is
reproducible.

Accuracy: Accuracy was calculated as the percentage of recovery
by the assay of known added amounts of milnacipran hydrochloride
reference substance in sample solutions using three concentration
levels covering the specified range and three replicates of each
concentration. The accuracy of the method ranged from98.5 to
101.4%, indicating that the assay is accurate (Table 2).

Robustness: The chromatographic analysis under different
analytical conditions was performed and the chromatographic
parameters of the main peak were evaluated presenting only few
changes. A different brand of analytical column (Merck) was tested,
increasing tailing factor and considerably reducing retention time
and theoretical plate number. Changes in pH and flow rate were
evaluated in robustness and they did not interfere with the analytical
parameters. The results of robustness are presented in (Table 3).

Stability of Standard and Sample Preparation: Stock solutions
of milnacipran hydrochloride reference substance and capsules
(500ug-mL") in methanol were stable for 24 h at room temperature
and at 4°C. There was no evidence of degradation of the analyte
under these conditions.

UV-D? method validation

Specificity: Solutions of standard, sample and inactive ingredients

were evaluated over the range 300-200 nm in the zero (Figure 4-a),
first and second UV-derivative orders. Background interferences
and overlaps from pharmaceutical formulation were eliminated by
selecting the best parameters of the UV-D method for the quantitative
determination of milnacipran hydrochloride in capsules.

Results showed that UV-D* measurement of milnacipran
hydrochloride is possible at 268.5 nm because at this wavelength the
influence from excipients was not observed (Figure 4-b).

Linearity: The results showed that the UV-D? absorbance was
proportional to milnacipran hydrochloride concentration (Figure 5).
Standard solutions prepared at five concentrations (20, 40, 60, 80
and 100pg-mL"') were measured in triplicate every day, during three
consecutive days. The average equation for three calibration curves
was y = 0.0023 + 0.0027 x and the average correlation coefficient
(r) obtained was 0.9999. The linearity data were evaluated using
ANOVA, this showed that the regression equation was linear (F__ .
=1960.55 > F_ . = 4.96; P = 0.05) with no deviation from linearity
(F =0.0453 <F = 3.71; P = 0.05).

calculated critical

Precision: The repeatability and intermediate precision were
estimated from the triplicate measurements of six different sample
solutions at 60ug-mL"' of milnacipran hydrochloride and analyzed
for three different days. The results indicated that UV-D? assay is
reproducible. The RSD were obtained from calculated milnacipran
hydrochloride concentrations in capsules over all days, mean intra
and inter-day assays. The variability was low with RSD values ranging
from 0.07% to 1.00% (Table 1).

Accuracy: Accuracy was calculated as the percentage recovery
of known added amounts of milnacipran hydrochloride reference
substance in the sample solutions using three concentration
levels covering the specified range and three replicates of each
concentration. The mean accuracy of the method ranged from 98.5%
to 101.6% indicating that this assay is reliable (Table 2).

Statistical comparison of LC and UV-D? methods

The t-test was used (t Table value 2.03 for 34 degrees of freedom)
to compare the UV-D? spectroscopic with the LC method. The
assay data obtained from the two methods showed non-significant
difference at the confidence level of 95% (P = 0.05) with the statistic
t (1.73) being smaller than the critical value.
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Figure 4a: UV-zero order (D°) spectra of (A) sample solution (60pg-mL-),
(B) milnacipran hydrochloride standard solution (60ug-mL™) and (C) placebo
solution in 0.1 N HCI. b: UV-second order (D?) spectra, respectively.
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Figure 5: Overlay of UV-D° spectra and UV-D? spectra for milnacipran

hydrochloride standard solutions (20 - 100ug-mL") in 0.1 N HCI.

Conclusion

The absence of official methods to quantify milnacipran
hydrochloride justifies the need of analytical procedures for assuring
the quality of its pharmaceutical dosage form. The LC method
developed and validated allows a simple and fast quantitative
determination of milnacipran hydrochloride in capsules, ensuring
that it is suitable for determining the content of milnacipran
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hydrochloride in this dosage form despite the presence of its major
degradation products. The proposed UV-D? spectroscopic method
presents itself as an alternative to the LC method, since the statistical
analysis by Student’s t test suggests that the two methods are
equivalent for the quantitative determination of drug in capsules.
Besides, the UV-D method is an analytical technique of great utility,
when compared with conventional UV-visible spectroscopic method,
offering selectivity against the interference of the excipients, without
preliminary separation.
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Abstract

A dissolution test for milnacipran hydrochloride capsules was developed and validated
according to international guidelines. After selection of the best conditions, the method
was validated using USP apparatus 1 (baskets), 50 rpm rotation speed, 900 mL of 0.01N
HCI and time test set to 60 min. The drug released was determined through both LC-UV
(PDA) and UV-D? methods. The kinetic parameters of drug release (mathematical models,
tsoss and dissolution efficiency) were investigated and the stability of dosage form was also
evaluated, analyzing changes in dissolution rate of milnacipran hydrochloride capsules

during storage at 40 °C and 75% RH for different periods.

Keywords: milnacipran capsules; dissolution test; LC-UV method; UV-D? method;

validation; pharmaceutical quality control
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1. INTRODUCTION

Dissolution testing not only can provide information regarding the rate and extent of drug
absorption in the body; but it can also assess the effects of drug biopharmaceutical
properties and formulation principles on the release properties of a pharmaceutical product
[1]. Therefore, in vitro dissolution tests are usually used to assess lot to lot quality of a drug
product, guide development of new formulations and ensure continuing product quality and
performance after certain changes, such as changes in the formulation, the manufacturing
process, the site of manufacture, and the scale-up of the manufacturing process [2]. The
dissolution procedure requires an apparatus, a dissolution medium, and test conditions
that provide a method that is discriminating yet sufficiently rugged and reproducible for
day-to-day operation and capable of being transferred between laboratories. With regard
to stability, the dissolution test should appropriately reflect relevant changes in the drug
product over time that are caused by temperature, humidity, photosensitivity, and other

stresses [3].

Milnacipran hydrochloride (MNC), [101152-94-7], C15H22N,O-HCI, molecular weight 282.81
g/mol (Fig. 1), is a racemic mixture with the chemical name: (%)-[1R(S),2S(R)]-2-
(aminomethyl)-N,N-diethyl-1-phenylcyclopropanecarboxamide hydrochloride, and its
solubility in water is 19 mg-mL™ [4-6]. MNC is a selective serotonin and norepinephrine
reuptake inhibitor (SNRI) indicated as antidepressant and for the management of
fiboromyalgia. It shows preferential blockade of norepinephrine reuptake over serotonin,
and minimal activity at other receptors or transporters [6-8]. MNC is well absorbed after
oral administration with maximum concentrations reached within 2 to 4 hours; its
absorption is not affected by food and presents an absolute bioavailability of approximately
85% to 90% [9]. According to the data of solubility and absolute bioavailability of this drug,

it can be classified as class | (high solubility and high permeability) based on



Biopharmaceutical Classification System. This is the case where the drug is well absorbed
and, for immediate release dosage forms that dissolve very rapidly, the absorption rate will
be controlled by the gastric emptying rate and some correlation with dissolution rate is

expected only if the dissolution is slower than gastric emptying [10].

Methods for quantitation of milnacipran combined with other antidepressants and their
metabolites in biological fluids have been proposed [11-17]. However, there is no
compendial method to assay milnacipran hydrochloride in pharmaceutical dosage form. A
stability-indicating liquid chromatographic method with UV detection (LC-UV) and a second
order derivative UV spectroscopic method (UV-D?) for quality control of milnacipran in
capsules were developed and validate by the authors [18] according to guidelines [19-21].
Therefore, the purpose of this work was to develop and validate a dissolution testing for
MNC in capsules (50 mg), based on its physicochemical characteristics, and apply the LC-
UV and UV-D? methods to quantify the drug released from the capsules during the
dissolution procedure. The kinetic parameters of drug release were investigated and the
stability of dosage form was also evaluated analyzing changes in dissolution rate of MNC

capsules over time and storage conditions.
2. EXPERIMENTAL
2.1. Chemicals

Milnacipran hydrochloride was purchased from Synfine Research (Canada) and the
pharmaceutical dosage form (50 mg) was commercially available and claimed to contain
the following inactive ingredients: dibasic calcium phosphate, povidone,
carboxymethylcellulose calcium, colloidal silicon dioxide, magnesium stearate and talc
(Pierre Fabre Médicament, Boulogne, Franca). All chemicals used were of analytical grade
and all solvents were of LC grade. Ultrapure water was from Millipore® system (Milli-Q

Plus, Milford, MA, USA).



2.2. Apparatus

The development and validation of the dissolution test was performed using a VANKEL®
VK 8000 dissolution auto-sampling station consisting of a VK type bidirectional peristaltic
pump, VK 750D digitally controlled heater/circulator, VK 7010 multi-bath (n=8) dissolution

testing station with automated sampling manifold.

The LC system consisted of a Shimadzu (Kyoto, Japan) LC-20AT liquid chromatograph,
SPD-M10Avr photodiode array detector (PDA), SIL-20A auto sampler, DGU-20A;
degasser, CBM-20A system controller and Class-VP data system; and a reversed phase
column Nucleosil Cg endcapped (150x4.6 mm, 100 A, 5 um) from Macherey-Nagel (MN).
The mobile phase contained a mixture of acetonitrile, water and triethylamine
(70:30:0.085, v/v/v), at a constant flow-rate of 1.5 mL-min™ and at room temperature (23+1
°C). The pH value of the aqueous phase was adjusted to 7.5 with phosphoric acid.

Aliquots of 20 yL were injected. The detector was set at a wavelength of 210 nm.

An UV-visible spectrophotometer (SHIMADZU, Japan) Model UV-1601 PC was used for
spectroscopic measurements. The software employed was UVPC personal spectroscopy
software, version 3.9. For all the tested solutions the second derivative spectra (D?) was
recorded over the range 280-250 nm in a 1-cm quartz cells, fixing AL at 4 nm and scaling
factor of 200. The amplitude values of D? were measured at 268 nm for MNC, zero

crossing of inactive ingredients.

An Ultrabasic potentiometer (Denver, Colorado, USA) was used to pH determination and

the sample filtration was carried out using filters Vankel® (qualitative filter, 35 um).
2.3. Sink conditions

The solubility was determined in 0.1N HCI, pH 4.1 and 7.4 USP buffered solutions at 37

°C, dissolving the highest unit dose of the drug, at this case 50 mg, in 250 mL of each



medium tested [2]. Aliquots of 1 mL were removed after 15 min, transferred into a 10 mL
volumetric flasks, diluted with mobile phase (20 pg-mL'l) and analyzed (n=2) by the LC

method previously described.
2.4. Dissolution testing conditions

Dissolution testing was performed in compliance with USP 32 [3] using baskets (apparatus
1) 50 rpm and 900 mL of 0.01N HCI, heated at 37+0.5 ° C. Manual sampling aliquots (5
mL) were withdrawn and immediately filtered at 5, 10, 15, 30 and 60 min. No replacement
of the medium was done. The percentage of drug dissolved was determined using both
LC-UV and UV-D? methods over the same samples in order to compare the results, using

dissolution medium as blank.

The reference substance solution was prepared using an amount of powder equivalent to
10 mg of MNC that was transferred to a 10 mL volumetric flask with 0.01N HCI (1.0 mg
mL™). An aliquot of 3.0 mL of this solution was transferred to a 50 mL volumetric flask and

diluted with dissolution medium, obtaining the final concentration of 60 ug mL™.
2.5. Dissolution method validation

The proposed method was validated using both LC-UV and UV-D? methods to assay the

dissolved drug. Specificity, linearity, accuracy and precision were evaluated [2,3].
2.5.1. Stability of standard and sample solutions

Stability of MNC reference substance stock solution and capsules solution in dissolution
medium were evaluated after preparation/collection (n=3) at room temperature (23+1 °C)

and after 72 h stored in refrigerator (8+2 °C).

2.5.2. Specificity



The usual concentration of the excipients contained in the pharmaceutical formulation was
based on the literature [22]. An amount equivalent to one capsule was transferred to
vessels with 900 mL of medium, at 37+0.5 °C, and stirred for 1 h at 50 rpm, using USP

apparatus 1. Aliquots of this solution were filtered prior to LC and UV-D? analysis.
2.5.3. Linearity

Aliquots of MNC standard solution (200 pg mL™) in 0.01N HCI were transferred to 20 mL
volumetric flasks and diluted with dissolution medium to achieve five different
concentrations: 1.0; 30.0; 60.0; 90.0; 120.0 yg mL™ (LC) and 5.0; 30.0; 60.0; 90.0; 120.0
ug mL™* (UV-D?. The solutions were analyzed in triplicate every day, during three

consecutive days. Linearity was evaluated by linear regression analysis using ANOVA.
2.5.4. Accuracy and precision

Accuracy was evaluated by the recovery of known amounts of MNC reference substance
added to the placebo. Aliquots of 0.45, 5.4 and 9 mL of the standard solution (10 mg mL™),
plus an amount equivalent of the excipients contained in a capsule, were added to the
vessels (900 mL) containing dissolution medium at 37+0.5 °C, and agitated for 60 min with
baskets at 50 rpm. The final concentrations were 5.0, 60.0 and 100.0 ug-mL™. The
analyses were done in duplicate, in three different days. Repeatability (intra-day) and

intermediate precision (inter-day) were evaluated based on RSD from the recovery data.
2.6. Release profiles comparison

Student’s t test was used in order to verify whether the two methods (LC-UV and UV-D?)
are equivalent for the determination of drug release. Difference factor (f1)) and similarity
factor (f,) were used to compare the dissolution profiles, using the LC-UV method as the

reference:



fl = {[thln | Rt - Tt | ] / [thln Rt ]} x 100
f, =50 x log {[1 + (1/n) Z=1" (Ry — T x 100

Where n is the number of time points, R is the dissolution value obtained using the
reference method at time t, and T is the dissolution value obtained using the test method

at the same time.
2.7. Kinetic parameters

Four mathematical models were applied to evaluate the kinetic of drug release: zero order,
first order, Higuchi and Hixon-Crowell, according to equations described in Table 1. Only
one point above 80% of drug released was used. The mathematical model that best
expressed the dissolution profile of MNC capsules was selected based on the coefficient
of determination (R?) or on the adjusted coefficient of determination (Rzad,-usted) values,
when comparing models with different number of parameters. The dissolution efficiency
(DE%) and sampling time for = 80% of drug dissolution (tso%) Were used to characterize
the drug release profile. Frequently, pharmacopoeias use this parameter as an acceptance
criteria for the amount of active ingredient dissolved, expressed as a percentage of the

labeled content (Q) [3,23].
2.8. Stability of pharmaceutical dosage form

Drug release from capsules may change due to the reaction of the capsule shells with the
contents as well as aging. Capsules prepared from gelatin are physically unstable at water
contents outside the range of 12-18%. Excipients and the water content of dosage forms
can affect the dissolution characteristics of drug product over time; and can also affect its
functional stability. Higher water content generally causes a larger change in dissolution

behavior [24].



Changes in dissolution rate of MNC capsules with validity time expired 12 months after its
production, during room temperature storage, and also capsules within their validity time,
after storage at 40 °C and 75% RH for 2 and 4 weeks were evaluated. In the second case,

samples were stored in desiccators, using saline solution (16.7% NacCl) to keep humidity.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Dissolution testing conditions

Dissolution testing should be carried out under physiological conditions if possible,
allowing interpretation of dissolution data with respect to the in vivo performance of a drug
product. However, as a quality control (QC) tool it is critical to develop a dissolution
method which can consistently deliver a reliable test result and also assess drug product
quality attributes (e.g., particle size, polymorphic form, or excipients). In general, for QC
purposes, the use of the simplest dissolution medium is preferred whenever it is possible,

regardless of the dosage form [1,2].

The results from the solubility test showed that MNC was soluble in all mediums tested:
0.1N HCI, pH 4.1 and 7.4 USP buffered solutions (Table 2), suggesting that sink condition
was achieved over the pH range evaluateded. Since MNC presented high solubility, it
becomes evident that it could exhibit high dissolution rate into any medium selected for
dissolution testing. Therefore, the capsules were tested in 900 mL of 0.01N HCI (pH 2.0), a
dissolution medium that reflects gastric pH, and the most likely site of dissolution for an

immediate release solid oral dosage form.

3.2. Dissolution method validation

Standard and sample solutions, in 0.01N HCI, subjected to stability test demonstrated that
MNC remained stable after 2 h at room temperature as well as 72 h under refrigeration.

The results ranged from 99.8-100.2% + 0.22 and 100.0-100.4% + 0.21 (average+RSD),



respectively. No degradation product was observed and the MNC peak remains pure

through PDA analysis.

The specificity of the dissolution test by LC-UV method demonstrated no interference of
excipients, using a PDA detector (Fig. 2). The same analysis was done using the UV-D?
method. The results suggest that the spectroscopic method could also be used for MNC
assay in dissolution testing, since the formulation excipients had no interference when
using second derivative UV, A=268 nm, AA=4 nm and scaling factor=200 (Fig. 3) and

considering the results of the stability test.

Linearity was suitable for both methods, at the concentration ranges of 1-120 pg mL™ (LC)
and 5-120 yg mL™ (UV-D?). Correlation coefficients (r) were higher than 0.999 for both
methods. The average equations for three calibration curves were: y = 36153x + 8059
(LC), and y = 0.0032x — 0.0016 (UV-D?). The analysis by ANOVA showed significant linear
regression and no significant deviation from linearity (p < 0.05). The measured recovery is
typically 95% to 105% of the amount added [3]. The accuracy of the methods was
considered adequate in the range of 95.53% to 104.51% for MNC (Table 3). Repeatability
and intermediate precision were evaluated at three different concentration levels (5.0, 60.0
and 100.0 yg mL™) in three days. The low RSD (< 5%) demonstrate the good precision of

both methods. Results are presented in Table 4.
3.3. Kinetic parameters and release profiles comparison

The drug release kinetic was evaluated through the dissolution profiles (Fig. 4). According
to the R? or Rzadjusted values, dissolution profiles were better described by Hixson-Crowell
model (Table 5). When this model is used, it is assumed that the release rate is limited by

the drug particles dissolution rate [23].



Hixson-Crowell model was used to calculate the sampling time for 80% of drug dissolution
(tsow): 13.3 minutes (Ks=0.1449) by LC-UV and 12.9 minutes (Ks=0.1488) by UV-D?
According to the acceptance limits for highly soluble and rapidly dissolving drug products,
Q=80% in 60 minutes or less is sufficient as a routine quality control test [2,3]. The
dissolution efficiency (% + SE) of the pharmaceutical dosage form, defined as the area
under the dissolution curve up to a certain time, expressed as a percentage of the area of
the rectangle described by 100% dissolution in the same time [23], was 79.8% (+1,06) by

LC-UV and 80.5% (+1.25) by UV-D?.

The t-test was used (t Table value 2.03 for 34 degrees of freedom) to compare both
methods. Non-significant difference was found at the confidence level of 95% (P = 0.05),
with the statistic t (1.06) being smaller than the critical value. The drug release profiles
obtained by LC-UV and UV-D? were compared using difference factor (f; = 0.67) and
similarity factor (f, = 92.52). The results indicate that the curves are similar, because the f;

value was <15 and f, value was >50.
3.4. Stability of pharmaceutical dosage form

Pharmaceutical dosage forms are complex systems composed not only of active
pharmaceutical ingredients but also of various excipients. They may undergo both
chemical and physical degradation. It is generally accepted that the stability of dissolution
rate during room-temperature storage cannot be predicted from shorter-term storage
under accelerated conditions of high temperature and humidity. On the other hand, some
examples, suggesting that stability evaluation by accelerated tests may be possible in
some cases. It is difficult to describe changes in dissolution or drug release rates during
storage by kinetic equations because of the complicated and varied mechanisms involved.
However, some attempts have been made, and various empirical relationships noted [24].

MNC capsules exhibited a decrease in dissolution rate during storage at 40 °C and 75%



RH for 2 and 4 weeks, as well as the capsules with the validity time expired (Fig. 5), and
their sampling time for 80% of drug dissolution were also calculated, as shown in Table 6.
As mentioned before, these changes are well known and have been previously reported.
However, if large changes in the drug dissolution characteristics on long-term storage of
the dosage form are observed, this would indicate that functional changes are occurring in

the drug product and may compromise the in vivo performance [24].
4. CONCLUSIONS

A dissolution method for milnacipran hydrochloride capsules was developed and validated

as a quality control test.

The best condition for dissolution testing was 0.01N HCI as dissolution medium (37 £ 0.5
°C) and baskets at 50 rpm. The LC-UV and UV-D? methods were used to analyze the
percentage of drug dissolved versus time and both presented specificity, linearity,
precision and accuracy. The kinetic analysis of the dissolution process was best described
by the Hixson-Crowell model. The kinetic parameters (Ks and tgpy) estimated by the model
and the DE (%) showed that the formulation tested had its performance according to the

proposed acceptance criteria.

Dissolution characteristics of milnacipran hydrochloride capsules subjected to different
storage conditions were studied in order to observe changes in its dissolution rate, and a
slower dissolution profile was observed. Even considering its high solubility and fast
absorption, the changes in dissolution profile observed were pronounced and may affect
its in vivo performance, especially with capsules approaching expiration date. But it is

important to notice that the method was sensitive to these changes.
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Figure Captions:
Figure 1. Milnacipran hydrochloride.

Figure 2. Specificity: chromatogram of milnacipran hydrochloride in dissolution medium

(0.01N HCI). (A) placebo and (B) standard solution (60 pg-mL™).

Figure 3. (A) UV-zero order spectra of: a) milnacipran hydrochloride standard
solution (60 pg-mL™) and b) placebo solution in 0.01N HCI. (B) UV-D? spectra,

respectively.

Figure 4. Dissolution profile of milnacipran hydrochloride capsules 50 mg (n=12). Baskets,

50 rpm rotation speed, 900 mL of 0.01N HCI (37 °C). The values are corresponding to

average of the 12 determinations (+ standard deviation) by UV-D? (¢) and LC-UV ().

Figure 5. Changes in the dissolution rate of milnacipran hydrochloride capsules after

storage. The curves represent the dissolution rates before storage (), after storage at
room temperature and with validity time expired (®) and after storage at 40 °C and 75%

RH for 2 (a), and 4 weeks (®).
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Table 1. Mathematical models to represent the drug dissolution profiles

Zero order kinetics Q: = Qo + Kot

First order kinetics log Q:=log Qo + (Kyt) / 2.303
Higuchi model fo = Kyt™?

Hixson-Crowell model Wo'® — W = Kt

Q: = amount of drug dissolved in time t; Qq = initial amount of drug in the solution; K,
and K;= zero order and first order release constants, respectively

f = amount of drug released in time t by surface unity; Ky = Higuchi dissolution
constant

W, = initial amount of drug in the pharmaceutical dosage form; W, = remaining
amount of drug in the pharmaceutical dosage form at time t; Ks = a constant
incorporating the surface-volume relation

Table 2. Solubility test of milnacipran hydrochloride

I\él;;}lloléT oH % drugsdir?;?r?)lvedl'2 RSD
0.1N HCI 1.0 101.2 0.55
Acetate Buffer 4.1 101.4 0.55
Phosphate Buffer 7.4 101.9 0.69

110 mg of the drug in 50 ml of medium with magnetic shaking
% Analyzed by LC method (n=2)

Table 3. Accuracy of the dissolution of milnacipran in capsules.

Mean Recovery % (n=6)

Standard solution (ug-mL™)

LC method Uv-D?
5 97.3 99.5
60 98.2 97.9
100 98.0 97.9
Mean abso'“t?nr:elcg)"ery (%) + SE 97.8 +0.32 98.4 +0.50

Table 4. Repeatability and intermediate precision of the dissolution of
milnacipran in capsules.

Mean observed value (%) + SE RSD (%)
Intraday (n=6) ) )
LC UVv-D LC UVv-D
day | 97.2+0.48 98.1 £0.93 1.22 2.33
day Il 97.4+£0.47 98.9+£1.19 1.19 2.94
day Il 98.9 +0.48 98.3 £0.39 1.16 0.98

Interday (n=3) 97.8 +0.53 98.4 £0.25 0.94 0.45




Table 5. Coefficient of determination (R?) and adjusted coefficient of
determination (R%gjusted) Of the mathematical models.

LC-Uv Uv-D?
R? Rzadjusted R? Rzadjusted
Zero order kinetics 0.9581 0.8953 0.9590 0.8975
First order kinetics 0.8181 0.5453 0.8230 0.5575
Higuchi model 0.8947 0.8245 0.8899 0.8165
Hixson-Crowell model 0.9651 0.9128 0.9652 0.9130

Table 6. Sampling time for 80% of drug dissolution after stability studies

Hixson-Crowell model (LC-UV)

Storage tgo0s (Minutes) Ks
40 °C and 75% RH (2 weeks) 42.1 0.0458
40 °C and 75% RH (4 weeks) 62.6 0.0308

room temperature (validity time expired) 119.0 0.0162
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importante subsidio para o controle de qualidade desta substancia quimica.

Assim, baseado no exposto, o parecer é favoravel a aprovagdo da tese e concomitante atribuigéo
do titulo de doutor a pés-graduanda Carolina Lupi Dias.

Prof. Dr.
Porto Alegre, 8 de ab#l de 2011.
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