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Resumo

RESUMO

Este trabalho objetivou o desenvolvimento e validagdo de métodos analiticos para
determinacao de fexofenadina em capsulas e comprimidos revestidos e o estudo de
fotoestabilidade do farmaco. A determinagdo da faixa de fusdo e a
espectrofotometria no infravermelho permitiram identificar fexofenadina substancia
quimica de referéncia. Os meétodos por cromatografia em camada delgada,
espectrofotometria no ultravioleta (UV), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e eletroforese capilar (EC) foram utilizados para analise qualitativa do
farmaco nas formas farmacéuticas. A determinagao quantitativa foi realizada através
da validagao dos métodos por UV e CLAE para capsulas e comprimidos e EC para
capsulas, avaliando-se os parametros descritos pelas guias de validagdo. Os
métodos propostos ndo apresentaram diferenga estatistica para um nivel de
significancia de 1%. O teste de dissolugéo foi desenvolvido e validado utilizando HCI
0,01 M como meio de dissolugao, cestas a 100 rpm e pas a 75 rpm para capsulas e
comprimidos revestidos, respectivamente. Perfis de dissolucdo de capsulas dos
medicamentos referéncia e similar e comprimidos revestidos dos medicamentos
referéncia, similar e genérico foram realizados e comparados através dos fatores de
diferenca e semelhanca e da eficiéncia de dissolugdo e nao apresentaram-se
semelhantes. Estudo preliminar de estabilidade de fexofenadina frente a degradacgéo
acida, alcalina, oxidativa, térmica e fotolitica mostrou a oxidagdo e a luz como
fatores importantes de degradacdo. A cinética de fotodegradacédo de fexofenadina
em solugbes metandlica e aquosa demonstrou cinética de segunda ordem de
reacao. A estabilidade acelerada da fexofenadina foi realizada utilizando-se solugdes
metandlicas pH=6 e pH=11, as quais foram expostas as lampadas metal haleto e
UVC 254 nm, havendo formagao dos produtos majoritarios, denominados PD-21 e
PD-37, os quais foram isolados por cromatografia em coluna e CCD preparativa. A
fotdlise do pd de comprimidos e de comprimidos demonstrou haver formagao dos
mesmos produtos de degradacdo obtidos em solugdo. Os produtos foram
identificados por ressonancia magnética nuclear e espectrometria de massas como

derivados benzofenona (PD-21) e isopropilico (PD-37) da fexofenadina.

Palavras-chave: fexofenadina, validacao de métodos analiticos, teste de dissolucgao,

estudos de fotoestabilidade, produtos de degradacéao.
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Abstract

ABSTRACT

The aim of this study was the development and validation of analytical methods to
the determination of fexofenadine in capsules and coated tablets and the
photostability study of the drug. The melting range determination and infrared
spectrophotometry allowed fexofenadine standard reference identification. Methods
of thin-layer chromatography (TLC), ultraviolet spectrophotometry (UV), high
performance liquid chromatography (HPLC), and capillary electrophoresis (CE) were
employed to the qualitative analysis of the drug in pharmaceutical formulations. The
quantitative determination was performed through the validation of UV and HPLC for
capsules and coated tablets, and CE for capsules, evaluating the guidances
validation parameters. The proposed methods were not statistically different to a 1%
significance level. The dissolution test was developed and validated using HCI 0,01
M as dissolution medium, basket at 100 rpom and paddle at 75 rpm to capsules and
coated tablets, respectively. Dissolution profiles of reference and similar capsule
products and reference, similar and generic coated tablets products were performed
and compared using difference factor, similarity factor and the dissolution efficiency,
showing not similarity. Preliminary stability study of fexofenadine through acid,
alkaline, oxidative, thermal, and photolytic degradation shows sensibility to oxidation
and light. The kinetic of photodegradation of fexofenadine in methanol and water
solutions show second order kinetic of reaction. The accelerated stability was
evaluated using fexofenadine methanolic solutions pH=6 and pH=11, which were
exposed to a metal halide lamp and to a fluorescent lamp UVC 254 nm, giving two
majority degradation products, assigned PD-21 and PD-37. The separation was
carried out by HPLC and TLC. The products were isolated by column
chromatography and preparative TLC techniques. The analysis of the powder of
tablets and tablets, which were exposed to light, showed the same degradation
products presented for solutions. The majority degradation products of fexofenadine
were identified by nuclear magnetic resonance and mass spectrometry as a

benzophenone derivative (PD-21) and isopropy! derivative (PD-37).

Key-words: fexofenadine, validation of analytical methods, dissolution tests, stability
studies, degradation products.
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1 INTRODUCAO

As doengas alérgicas representam, em termos epidemioldgicos, propor¢des
de problema de saude publica. Nas ultimas décadas, a prevaléncia dessas doencas

vem aumentando, principalmente em paises industrializados (RING et al., 2001).

Os anti-histaminicos constituem a classe de medicamentos mais utilizada no
tratamento das doencgas alérgicas. Os primeiros representantes, denominados anti-
histaminicos de primeira geragao, foram introduzidos na terapéutica em 1942. Um
ano depois, foram reportados efeitos adversos sobre o sistema nervoso central,
relacionados ao seu uso. Entretanto, continuam sendo utilizados até os dias de hoje.
Na década de 80, surgiu o primeiro anti-histaminico de segunda geragdo ou nao
sedante, a terfenadina. Desde entdo, diversos compostos foram introduzidos,
buscando aumentar a seletividade pelos receptores histaminicos e reduzir os efeitos
adversos (ESTELLE e SIMONS, 2002).

Em 1996, o Food and Drud Administration (FDA) aprovou o uso da
fexofenadina (Figura 1.1), metabdlito acido ativo da terfenadina, que foi desenvolvida
e sintetizada pelo entdo Laboratério Aventis Pharma, hoje Sanofi-Aventis, e é

indicada para o tratamento da rinite alérgica e da urticaria idiopatica crénica.

@ OH CHs

I I
HO N—CHy; —CH, —CH, —CH @—C —COOH
I
@ CHs

FIGURA 1.1 - Estrutura quimica da fexofenadina




1 Introducgao

No Brasil, a fexofenadina é comercializada na forma de capsulas contendo
60 mg de cloridrato de fexofenadina e comprimidos revestidos contendo 30, 60, 120

e 180 mg de cloridrato de fexofenadina.

Foram encontrados diversos trabalhos que avaliam as propriedades
farmacodindmicas e farmacocinéticas, interacbes medicamentosas e efeitos
adversos do cloridrato de fexofenadina. Entretanto, existem poucos trabalhos
publicados no que se refere a métodos para a determinagao qualitativa e quantitativa
deste farmaco, principalmente em formas farmacéuticas. Além disso, ndo foram

encontrados trabalhos que contemplem o estudo de sua estabilidade.

O controle de qualidade, para efetivamente garantir a eficacia e segurancga do
uso de medicamentos, depende da disposicdo de métodos analiticos validados e do
estudo da estabilidade. Face a isso, a realizagao de trabalhos cujos objetivos sejam

relacionados a estes temas vém a ser relevantes.

Desta forma, justifica-se o desenvolvimento e validagdo de metodologia

analitica, bem como o estudo da fotoestabilidade de fexofenadina.

Neste trabalho, os experimentos foram realizados com o cloridrato de
fexofenadina SQR e cloridrato de fexofenadina comercial. Para simplificar a
nomenclatura, indica-se o sal do farmaco como fexofenadina SQR e fexofenadina

comercial.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho objetivou o desenvolvimento e validacdo de metodologia
analitica para determinacao qualitativa e quantitativa de fexofenadina em capsulas e

comprimidos revestidos e avaliagao da fotoestabilidade do farmaco.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Determinar, experimentalmente, a faixa de fusdo de fexofenadina substancia

quimica de referéncia (SQR).

» Utilizar método por espectrofotometria na regido do infravermelho (IV) para

identificacao de fexofenadina SQR.

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

identificacao de fexofenadina em capsulas e comprimidos revestidos.

= Desenvolver método por espectrofotometria na regidao do ultravioleta (UV) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), para identificagcdo de

fexofenadina em capsulas e comprimidos revestidos.

= Desenvolver método por eletroforese capilar (EC) para identificagdo de

fexofenadina em capsulas.

= Desenvolver e validar método por espectrofotometria na regido do UV para
determinacdo quantitativa de fexofenadina em capsulas e comprimidos

revestidos.

= Desenvolver e validar método por CLAE, para analise quantitativa de

fexofenadina em capsulas e comprimidos revestidos.

= Desenvolver e validar método por eletroforese capilar (EC) para determinagéo

quantitativa de fexofenadina em capsulas.




2 Objetivos

Analisar, comparativamente, os meétodos quantitativos propostos neste

trabalho para analise de fexofenadina em formas farmacéuticas.

Desenvolver e validar método de dissolugcdo para capsulas e comprimidos

revestidos de fexofenadina.

Avaliar a estabilidade preliminar da fexofenadina frente a hidrélise acida e

alcalina, oxidagao com peroxido de hidrogénio, temperatura e luz.
Estudar a estabilidade acelerada de fexofenadina em solugao frente a luz;

Isolar os produtos majoritarios da fotodegradacdo por cromatografia em

coluna e cromatografia em camada delgada preparativa.
Avaliar a fotoestabilidade de comprimidos de fexofenadina.

Identificar os produtos de degradagc&o majoritarios, através de espectroscopia
de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, carbono, bidimensionais e

espectrometria de massas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 ASPECTOS GERAIS

As doengas alérgicas afetam milhdes de pessoas em todo o mundo. Segundo
a American Academy of Allergy, Asthma and Immunology, mais de 20% da

populacao dos Estados Unidos sofre de alergias.

A rinite € a doenga alérgica mais comum, apresentando uma incidéncia de
aproximadamente 10% a 20% da populagdo mundial. A rinite alérgica sazonal afeta,
em diferentes paises, entre 0,5 a 28% das criangas e 0,5% a 15% dos adultos
(RAJAKULASINGAM et al., 1997). Em cidades de clima variavel e com altos niveis
de poluicao, como Sao Paulo, a incidéncia é ainda maior (CRUZ e COSTA, 1994). A
histamina é o principal mediador dos sintomas que se seguem imediatamente a

provocacgao pelo alérgeno na rinite alérgica (RAJAKULASINGAM et al., 1997).

A urticaria é outra doenca alérgica extremamente comum, afetando 10% a
20% da populagcao em pelo menos um episddio durante a vida. A histamina é o
mediador predominante na urticaria e sua agao causa os sintomas caracteristicos da
doenca (KAPLAN, 1998; NELSON et al., 2000).

A qualidade de vida dos individuos que sofrem tanto de rinite alérgica como
de urticaria pode ser significativamente afetada, uma vez que a rinite leva a reducéao
da capacidade de trabalhar eficazmente, dirigir com seguranga ou participar
completamente de muitas atividades diarias (BLANC et al., 2001), enquanto a
urticaria causa desconforto significativo, disturbios do sono, incapacidade e
sofrimento (NELSON et al., 2000).

Os anti-histaminicos tém sido utilizados ha seis décadas no tratamento de
doengas alérgicas. Os farmacos pertencentes a primeira geragdo apresentam
pequena especificidade pelos receptores histaminicos (ESTELLE e SIMONS, 2002;
PARFITT, 1999). Além disso, causam sedagdao e prejuizos nas atividades
psicomotoras (ESTELLE e SIMONS, 2002; PARFITT, 1999; SLATER et al., 1999).
Com o objetivo de aumentar a seletividade pelos receptores histaminicos e diminuir
a sedacéo, os farmacos de segunda geragcao foram desenvolvidos (SLATER et al.,
1999; HOWARTH, 2002).
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Em 1981, foi introduzido no mercado o primeiro anti-histaminico ndo-sedante
e especifico dos receptores Hq: a terfenadina (SLATER et al., 1999). Entretanto,
devido a seu potencial cardiotoxico, foi retirada do mercado, logo apds a aprovagao

da fexofenadina, em dezembro de 1996.

3.2 REACAO ALERGICA

As reacbes alérgicas ou de hipersensibilidade imediata sdo definidas como
respostas exageradas ou inapropriadas do sistema imunoldgico, decorrentes da
sensibilizagao prévia a um antigeno (KLAASSEN, 1996; SAXON et al., 1996).

Quando ocorre o primeiro contato de um individuo atépico com uma
substancia antigénica (alérgeno), ha a sintese de anticorpos especificos IgE cuja
porcdo Fc une-se aos receptores na superficie de mastécitos e basofilos. A
exposicao subsequente ao antigeno promove sua ligagéo cruzada com a porgao Fab
de moléculas de IgE adjacentes provocando a degranulacdo daquelas células
(KLAASSEN, 1996; SAXON et al., 1996). Como consequéncia, ocorre a liberagcao de
histamina e de outros mediadores que produzirdo vasodilatacdo, edema e resposta
inflamatoria (KLAASSEN, 1996; PARFITT, 1999) (Figura 3.1). Os principais alvos
desse tipo de reagdao sédo o trato gastrintestinal (alergias alimentares), a pele
(urticaria e dermatite atopica), o sistema respiratério (asma e rinite) e os vasos
sanguineos (choque anafilatico) (KLAASSEN, 1996).
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FIGURA 3.1 - A. Mastdcito contendo granulos com histamina e outros mediadores;
B. Antigenos ligados aos anticorpos IgE, causando degranulagdo do mastécito e
liberagdo dos mediadores (JANEWAY JR.e TRAVERS, 1997).

Entre os mediadores quimicos liberados durante a resposta alérgica, a
histamina exerce papel central, uma vez que suas ag¢des na musculatura lisa
brébnquica e nos vasos sanguineos sdo responsaveis por muitos dos sinais e
sintomas das alergias (BROWN e ROBERTS, 2003; WHITE, 2000).

Existem pelo menos quatro classes distintas de receptores para a histamina,
designados por H4, Hy, H3 e Hy. Os sintomas das doengas alérgicas causados pela
histamina ocorrem devido a sua interacdo com os receptores H; (BROWN e
ROBERTS, 2003; WHITE, 2000, ESTELLE e SIMONS, 2002). Entretanto, o receptor
H; esta relacionado, também, as doencas alérgicas e a asma (DUNFORD et al.,
2007).

3.3 PATOLOGIA DA RINITE ALERGICA

A rinite alérgica é o acometimento inflamatério da mucosa nasal
desencadeado por reagdo de hipersensibilidade a alérgenos inalatorios (CRUZ e
COSTA, 1994). E classificada como sazonal, quando é causada por alérgenos como
polens e esporos de fungos, liberados para o meio ambiente em periodos
especificos do ano, ou perenal, quando é causada por alérgenos perenes como po,
proteinas de animais ou alérgenos relacionados a insetos (RAJAKULASINGAM et
al., 1997).
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Os sintomas imediatos da reacdo alérgica ocorrem quando a histamina,
liberada inicialmente pelos mastdcitos, e posteriormente, também, pelos basofilos,
estimula os receptores histaminicos Hy nos nervos sensoriais causando prurido e
espirros. A acdo sobre os receptores Hi nos vasos sanguineos esta implicada
diretamente na vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular que produzem
rinorréia e obstrugdo nasal (RAJAKULASINGAM et al., 1997).

A exposicao ocasional a um alérgeno geralmente resulta em uma reagao
autolimitante que diminui em poucos dias. Porém, com a exposi¢ao repetida ou
continua, ocorre invasao da mucosa nasal por células migratorias como eosinofilos,
linfocitos, neutrdfilos e mastécitos, resultando na liberacdo de mais mediadores
inflamatodrios, que causam inflamacao local adicional. Essa cascata de liberagao de
mediadores produz a resposta de fase tardia, que ocorre de 3 a 24 horas apos a
provocagdo com alérgenos. Entre os mediadores envolvidos, incluem-se
leucotrienos, prostaglandinas e bradicinina (RAJAKULASINGAM et al., 1997).

O tratamento dessa patologia pode envolver varias estratégias como evitar os
alérgenos, o que dificilmente é possivel, pois os mesmos sdo, na sua maioria,
transportados pelo ar. A imunoterapia, utilizada para induzir tolerancia, embora
eficaz, é exequivel somente se o alérgeno € identificado com certeza. Além disso, sé
€ recomendada se o paciente ndo respondeu as outras terapias e € um tratamento
demorado e caro. Emprega-se, também, o tratamento local da inflamag&do com
corticoides inalados que, embora reduza o desconforto sintomatico causado pela
resposta de fase tardia, ndo age nos sintomas induzidos pela liberagao da histamina.
O uso de medicamentos anti-histaminicos bloqueando a agdo da histamina na
resposta a provocagao por alérgenos é uma estratégia bastante apropriada, porque
interrompe as etapas principais em uma fase precoce do desenvolvimento da
doenca e alivia muitos de seus sintomas (RAJAKULASINGAM et al., 1997).

3.4 PATOLOGIA DA URTICARIA CRONICA IDIOPATICA

A urticaria cronica idiopatica € caracterizada pelo aparecimento de lesdes

cutaneas eritematosas e pruriginosas com acumulo de liquido no tecido, causadas
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por uma sucessao de mediadores inflamatdrios. Os mastécitos cuténeos
desempenham papel central. Outras células inflamatérias como linfécitos e
polimorfonucleares, também estdo implicadas. A histamina liberada dos mastoécitos
causa as alteracbes vasculares observadas nas lesdes da urticaria. Outros
mediadores, como prostaglandinas e leucotrienos também estdo envolvidos
(KAPLAN, 1998; NELSON et al., 2000).

Embora parte da reagao alérgica na urticaria cronica idiopatica seja mediada
pelos anticorpos IgE, em pelo menos 25% dos casos, auto-anticorpos liberadores de
histamina 1gG, unem os receptores de IgE adjacentes na superficie dos mastécitos,
resultando na ativagdo dos mesmos, com subsequente liberacdo de histamina.
Entretanto, na maioria dos casos, a liberacdo de histamina ocorre em consequéncia

de um mecanismo n&o-imunoldgico (KAPLAN, 1998).

O tratamento dessa patologia pode envolver varias estratégias como evitar os
alérgenos, o0 que tem uso limitado no caso da urticaria crénica idiopatica, ja que a
causa basica ndo é conhecida. O uso de medicamentos anti-histaminicos,
bloqueando a ag&o da histamina € a primeira escolha para o tratamento sintomatico
dos pacientes com a doenga (KAPLAN, 1998; NELSON et al., 2000).

3.5 ANTI-HISTAMINICOS

Os anti-histaminicos sdo uma das classes de medicamentos mais utilizada no
mundo e constituem a terapia mais empregada para o tratamento das doencgas
alérgicas. Um historico da histamina, dos seus receptores e dos anti-histaminicos

encontra-se esquematizado na Figura 3.2.
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FIGURA 3.2 - Histérico da histamina, seus receptores e dos anti-histaminicos
(ESTELLE e SIMONS, 2002).

O termo anti-histaminico é normalmente empregado para os antagonistas dos
receptores H¢ da histamina (ESTELLE e SIMONS, 1997; PARFITT, 1999). Os anti-
histaminicos de primeira geracdo podem ser classificados em seis grupos:
alquilaminas, piperazinas, piperidinas, etanolaminas, etilenodiaminas e fenotiazinas
(ESTELLE e SIMONS, 2002).

Além de sua atuacdo nos receptores Hi da histamina, estes farmacos
bloqueiam, também, receptores muscarinicos, serotoninérgicos e a-adrenérgicos, o
que pode ser responsavel por efeitos adversos. Mas, ainda, a desvantagem que
representa o mais comum e significativo efeito adverso, é o fato de atravessarem a
barreira hematoencefalica causando sedagcdo e prejuizo nas atividades
psicomotoras (LIEBERMAN, 1996; ESTELLE e SIMONS, 2002; PARFITT, 1999;
SLATER et al., 1999). Por essa razdo, esses farmacos afetam a seguranca durante
a conducao de veiculos, o desempenho escolar e a capacidade de operar maquinas
(LIEBERMAN, 1996; LAWRENCE e DUBUSKE, 2001).

Os anti-histaminicos n&o-sedantes ou de segunda geragdo nao sao
classificados de acordo com sua estrutura, pois possuem estrutura quimica diversa.
A introducdo desses farmacos representou um grande avango na terapia das
doencas alérgicas ja que, por nao atravessarem a barreira hematoencefalica, nao

causam sedacgdo ou outros efeitos centrais e sdo muito mais seletivos pelos
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receptores H; do que seus precursores (LIEBERMAN, 1996; ESTELLE e SIMONS,
2002).

Entre os representantes destes farmacos inclui-se a terfenadina, astemizol,
loratadina e a fexofenadina, entre outros. Entretanto, apds anos de utilizagao, foram
reportados seérios casos de arritmias ventriculares relacionados ao uso de astemizol
e terfenadina (LIEBERMAN, 1996; ESTELLE e SIMONS, 1997). Embora ocorram
raramente, esses efeitos foram responsaveis pela recomendag¢do do Food and Drug
Administration (FDA), de retirar do mercado os medicamentos contendo esses

farmacos.

A fexofenadina € um antagonista dos receptores H; muito eficaz no
tratamento da rinite alérgica e da urticaria. Aléem de ndo causar sedacdo, ndo
apresenta efeitos colaterais cardiotoxicos (MEEVES e APPAJOSYULA, 2003).

3.6 FEXOFENADINA

3.6.1 Descricdo (THE MERCK, 2001; AHFS DRUG INFORMATION,

e A fexofenadina € um pé branco a esbranquicado, cristalino

e Nome quimico: acido ao,a-dimetil-4-[1-hidroxi-4-[4-hidroxidifenilmetil) -1-

piperidinil] butil] benzeno acético ou carboxiterfenadina
e Composicao elementar: C=76,62%; H=7,84%; N=2,79%; O=12,76%
e Sigla: MDL-16455
e Registro no Chemical Abstracts (CAS): [153439-40-8]
e Fdrmula molecular: C32H3gNO4
e Massa molecular: 501,65
e pKa:4,25e9,53

e Faixa de fusdo: 195-197 °C
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e E uma molécula quiral, sendo que os dois enantibmeros s&o
farmacologicamente  ativos. Apresenta-se como mistura racémica
(PHYSICIANS, 2000).

3.6.2 Mecanismo de acao

A fexofenadina antagoniza os efeitos da histamina, por ligar-se competitiva e
reversivelmente aos receptores H1, Isso resulta em alivio dos sintomas causados por
alérgenos, em individuos atdpicos (BROWN e ROBERTS, 2003).

Estudos farmacologicos demonstraram que a fexofenadina diminui o prurido,
a congestéo nasal, a rinorréia e os espirros em individuos com rinite alérgica. Além
disso, apresentou resultados significativos nas lesbes cutaneas da urticaria
(BROWN e ROBERTS, 2003).

Outra propriedade da fexofenadina, evidenciada em estudos in vitro, € a de
atenuar a liberagdo de outros mediadores, como prostaglandinas e leucotrienos,
inibindo a reacéo de fase tardia (MARKHAM e WAGSTAFF, 1998; SLATER et al.,
1999; SIMPSON e JARVIS, 2000; MEEVES e APPAJOSYULA, 2003). Além disso,
foi reportada a capacidade da fexofenadina em inibir varios mediadores da

inflamacao em niveis clinicamente relevantes (CIPRANDI et al., 2003).

Estudos mais recentes consideram a utilizacdo de fexofenadina como uma
alternativa para o tratamento da asma (BORADE et al., 2006) e da dermatite atépica
(KAWAKAMI et al.,, 2006) devido as suas propriedades anti-histaminicas e

antiinflamatérias.

3.6.3 Caracteristicas farmacocinéticas

A fexofenadina é absorvida facilmente por via oral. O inicio da agao ocorre
apo6s 1 h da administragcao. Os picos plasmaticos sao atingidos dentro de 2 a 3 horas
apos a administracdo (PARFITT, 1999). A ingestdo de alimentos 30 minutos antes

da administracdo do farmaco, ndo afeta a sua absor¢cédo (SIMPSON e JARVIS,
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2000). A biodisponibilidade é de cerca de 33% (KOROLKOVAS, 2004). A
administracdo de antiacidos contendo hidroxido de aluminio ou de magnésio 15
minutos antes da administracdo da fexofenadina diminui a absor¢cdo e o pico de
concentragao plasmatica deste farmaco (AHFS DRUG INFORMATION, 2005).

A ligagao as proteinas plasmaticas é de 60 a 70%. Estudos demonstraram
que a fexofenadina ndo atravessa a barreira hematoencefalica. O tempo de meia-
vida plasmatico € aproximadamente 14,4 horas. A taxa de metabolizacdo da
fexofenadina é baixa (5%) e sua eliminagdo ocorre, principalmente, na forma

inalterada, pelas fezes. Uma pequena parte é eliminada pela urina.

Em pacientes com insuficiéncia renal, € necessario ajuste posoldgico, pois
0s niveis de pico plasmatico estdo mais elevados e a eliminagdo do farmaco € mais
lenta (SIMPSON e JARVIS, 2000; AHFS DRUG INFORMATION, 2005).

3.6.4 Determinagdo quantitativa

A fexofenadina foi determinada em fluidos biolégicos (GERGOV et al., 2001;
HOFMANN et al., 2002; FU et al., 2004; UNO et al., 2004), e como metabdlito da
terfenadina em alguns trabalhos (CHAN et al., 1991; CHEN et al., 1991; COUTANT
et al., 1991; TERHECHTE e BLASCHKE, 1995; EL-SHOURBAGY et al., 1996;
FARMAEN et al.,1996), utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Além disso, MIURA e colaboradores (2007) determinaram os enantibmeros da

fexofenadina em plasma por CLAE.

Porém, poucos trabalhos descreviam métodos para analise deste farmaco em
formas farmacéuticas. RADHAKRISHNA e REDDY (2002) propdem um método de
CLAE para a quantificagdo de fexofenadina em capsulas e comprimidos e de dois
compostos relacionados. O método utiliza sistema de fase reversa, empregando
como fase estacionaria uma coluna Cg. A fase moével utilizada é composta por
mistura de fosfato de trietilamina 1% (pH 3,7), acetonitrila e metanol (60 : 20 : 20,
v/viv) e a eluigdo é do tipo isocratica. A detecgdo € realizada no ultravioleta, em
comprimento de onda de 210 nm. Além disso, o artigo descreve a exposi¢cao da

fexofenadina a condigdes drasticas para promover sua degradagdao. Mesmo assim,
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os tempos de exposicao sao demasiado curtos e os autores ndo verificam a
formagao de produtos de degradagao como resultado da exposigdo a nenhum dos

fatores testados.

GAZY e colaboradores (2002) apresentam a quantificacdo da fexofenadina
em comprimidos através de trés diferentes métodos: formagao de complexo do tipo
par ibnico com bromocresol purpura determinado por espectrofotometria em
comprimento de onda de 412 nm, formagcdo de complexo do tipo par ibnico com
eosina determinado em comprimento de onda de 541 nm, e reacdo de condensagao

com anidrido acético/acido citrico, determinando em 543 nm.

Além disso, MIKUS e colaboradores (2005) descrevem a determinagao
quantitativa de fexofenadina em comprimidos por eletroforese capilar. Esse trabalho
foi publicado no més de setembro, quando ja se encontrava publicado um artigo
realizado por nosso grupo de pesquisa, no més de agosto, referente a validagao de
método por eletroforese capilar para analise de fexofenadina em capsulas (BREIER
et al., 2005a).

A Farmacopéia Americana (USP, 2006) disponibilizou a monografia de
fexofenadina para matéria-prima e capsulas. Entretanto, os resultados obtidos, neste
trabalho de doutorado, para quantificagado da fexofenadina por cromatografia liquida
de alta eficiéncia, eletroforese capilar e método de dissolugcdo, ja haviam sido
publicados previamente (BREIER et al., 2004; BREIER et al., 2005a; BREIER et al.,
2005b).
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4.1 Introdugao

4.1 INTRODUCAO

O controle de qualidade deve acompanhar todo o processo desde a aquisigao
de uma matéria-prima farmacéutica até sua transformacdo em um produto acabado
a disposigcao do consumidor. Seu objetivo é garantir que o usuario receba um
medicamento seguro e eficaz, de acordo com as especificagdes estabelecidas
(WATSON, 2005). O controle de qualidade inclui o desenvolvimento e validagdo de
métodos analiticos sensiveis, especificos e confiaveis, além do estudo da

estabilidade.

A escolha do método analitico depende do objetivo da anadlise, ou seja,
qualitativa, semi-quantitativa ou quantitativa. Além disso, outros fatores a serem
considerados incluem a complexidade da amostra, sua pureza e teor. A
disponibilidade de materiais e equipamentos sdo também parametros importantes
(AVEDANO, 1993).

Para garantir a credibilidade dos métodos é imprescindivel a sua validagdo. A
International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use — ICH (1996a), BRASIL (2003) e a
USP 29 (2006) sao guias que contém diretrizes sobre a validagdo de procedimentos
analiticos, indicando os principais parametros a serem analisados na validagao de

um método.

A validagao de um método analitico é o processo pelo qual se estabelece, por
estudos de laboratério, que as caracteristicas de desempenho do método cumprem
0s requisitos para a aplicagdo analitica a que se destina, ou seja, a validagcao é
imprescindivel para assegurar a credibilidade do método (ERMER, 2001; USP 29,
2006).

O planejamento dos estudos de validacdo é um aspecto fundamental para
garantir que os resultados obtidos reflitam a operagao dos procedimentos analiticos

e que o método fornega informacgdes confiaveis (BRITTAIN, 1998).

A descricao dos principais parametros a serem analisados na validagao de

um método esta, a seguir, relacionada:
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Exatiddo: representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados e um valor aceito como referéncia. Pode ser determinada pela
aplicagao do teste de recuperacao, através do qual adiciona-se quantidade
conhecida de substancia de referéncia na amostra e calcula-se o percentual
recuperado pelo método; pela comparagdo dos resultados do método
proposto com os obtidos por um método ja caracterizado, cuja exatiddo tenha
sido estabelecida, como por exemplo, um método farmacopéico, ou ainda
pode ser inferida, uma vez estabelecida a precisdo, linearidade e

especificidade do método;

Precisdo: representa o grau de repetibilidade entre o resultado das analises
individuais quando o procedimento € aplicado diversas vezes em uma mesma
amostra homogénea, em idénticas condicbes de teste. Normalmente, é
expressa como desvio padrao relativo (DPR). A precisdo pode ser medida
tanto no grau de reprodutibilidade quanto da repetibilidade de um método
analitico. A reprodutibilidade refere-se ao uso de um procedimento analitico
em estudos colaborativos interlaboratoriais. A repetibilidade € a medida em
funcdo dos valores encontrados através de varias reproducdes do método,
nas mesmas condi¢des, em curto periodo de tempo. A precisao intermediaria
expressa a variagao intralaboratorial, com o mesmo procedimento realizado

em diferentes dias, equipamentos ou analistas diferentes;

Linearidade: corresponde a capacidade do método de fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracao da substancia em analise dentro de
uma determinada variagao. Os resultados devem ser analisados por métodos
estatisticos apropriados, como, por exemplo, o calculo de regressao linear
pelo método dos minimos quadrados. Devem ser apresentadas as curvas
obtidas (experimental e a resultante do tratamento matematico), o coeficiente

de correlacao linear, o intercepto da reta e a inclinagao;

Especificidade: representa a capacidade de um método de avaliar de forma
inequivoca a substancia em analise na presengca de componentes que
poderiam interferir com sua determinacgao, tais como excipientes, impurezas

ou produtos de degradacéo;
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» Limite de detecgao: representa a concentragdo mais baixa da substancia em
anadlise que pode ser detectada na amostra, mas nao necessariamente
quantificada, sob as condicdes experimentais especificadas. E expresso
como a concentragao da substancia analisada na amostra, em percentual (%)

ou partes por bilhdo (ppb);

» Limite de quantificagdo: representa a concentragdo mais baixa da substéncia
em analise que pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis,
sob as condicdes experimentais especificadas. E expresso como a
concentracdo da substancia analisada na amostra, em percentual (%) ou

partes por bilh&o (ppb);

» Robustez: capacidade do método de ndo ser afetado por pequenas
modificacdes em seus parametros. Para CLAE, por exemplo, pode-se alterar
a coluna cromatografica, a proporgdo dos componentes da fase mével, o pH

da fase movel, fluxo da fase mdvel, temperatura de analise.

Tanto o ICH (1996a) quanto a USP 29 (2006) reconhecem que ndo existe
necessidade de avaliar todos os parametros analiticos. O tipo de método e seu
respectivo uso determinam quais parametros devem ser investigados (SWARTZ e
KRULL, 1998).

E responsabilidade do analista identificar os parametros que s&o relevantes
para o desempenho do processo analitico e desenvolver protocolos proprios de
validagao incluindo critérios de confiabilidade e o desenvolvimento de uma analise
apropriada (ERMER, 2001).

No presente capitulo serdo apresentados os métodos que foram
desenvolvidos e validados para determinacdo qualitativa e quantitativa de

fexofenadina.

A analise qualitativa foi realizada através da determinagao da faixa de fuséo,
espectrofotometria no infravermelho, cromatografia em camada delgada,
espectrofotometria no ultravioleta, cromatografia liquida de alta eficiéncia e

eletroforese capilar.
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A determinacdo quantitativa foi realizada em capsulas e comprimidos
revestidos por: cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrofotometria no
ultravioleta. A eletroforese capilar € apresentada para determinacéo de fexofenadina
em capsulas. A analise qualitativa, bem como a quantificagao de fexofenadina nas

amostras comerciais, foi realizada para o medicamento referéncia - Allegra® .

A comparagdo dos métodos propostos, através de analise estatistica dos
resultados obtidos esta, também, apresentada nesse capitulo.

O desenvolvimento e validagao de método de dissolugdo, com comparacio
de perfis de dissolucdo para formulacbes de medicamento referéncia (Allegra®),
similar (Fexodane®) e genérico (Cloridrato de Fexofenadina®), encontra-se descrito

neste capitulo.
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4.2 Parte Experimental

4.2 Parte Experimental
Substancia quimica de referéncia (SQR)

A SQR utilizada foi o cloridrato de fexofenadina, teor de 99,60%, lote

C107.01, gentilmente cedido pela Industria Aventis Pharma.

Formas farmacéuticas
As amostras foram adquiridas no mercado e encontram-se descritas a seguir:
Cépsulas:

o Allegra® (Sanofi-Aventis) (medicamento referéncia) - 60 mg de cloridrato de
fexofenadina e celulose microcristalina, lactose, amido pré-gelatinizado, e

croscarmelose sédica, gelatina e agua purificada como excipientes.

o Fexodane® (UCI Pharma) (medicamento similar) - 60 mg de cloridrato de
fexofenadina e celulose microcristalina, lactose, estearato de magnésio e

polivinilpirrolidona como excipientes.
Comprimidos revestidos:

o Allegra® (Sanofi-Aventis) (medicamento referéncia) - 120 mg de cloridrato de
fexofenadina e celulose microcristalina, amido  pré-gelatinizado,
croscarmelose soddica, estearato de magnésio, hidroxipropilmetilcelulose,
polividona, didxido de titanio, silica anidra coloidal, macrogol 400, 6xido de

ferro rosa e amarelo como excipientes.

o Fexodane® (UCI Pharma) (medicamento similar) - 120 mg de cloridrato de
fexofenadina e celulose microcristalina, lactose, croscarmelose sddica,
estearato de magnésio, silica coloidal, diéxido de titanio, talco,

metilmetacrilato, 6xido de ferro vermelho e amarelo como excipientes.

o Cloridrato de Fexofenadina® (Ranbaxy) (medicamento genérico) -120 mg de
cloridrato de fexofenadina e celulose microcristalina, croscarmelose sodica,
povidona, estearato de magnésio, opadry OY-20A54616 (rosa), 6xido de ferro

vermelho, 6xido de ferro amarelo e macrogol 400 como excipientes.
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4.2.1 Anélise qualitativa

4.2.1.1 Determinagao da faixa de fuséo

4.2.1.1.1 Material

A substéncia quimica de referéncia (SQR) foi utilizada para a analise,
segundo Koffler (em equipamento REICHERT) e através do equipamento Mettler
Toledo (modelo FP90).

4.2.1.1.2 Método

A técnica esta baseada na adicdo de uma pequena quantidade do pé entre
ldamina e laminula. Coloca-se a lamina sobre um bloco aquecido por resisténcia, e
procede-se a observacao dos cristais, através de microscoépio, até a sua fusao. As

temperaturas correspondentes ao inicio e ao final da fusao séo registradas.

Através do equipamento Mettler, determina-se automaticamente a faixa de
fusdo. Uma pequena quantidade de p6 da SQR é colocada em trés tubos capilares,

que sao entdo introduzidos em célula de aquecimento.

4.2.1.1.3 Resultados

A faixa de fusédo de fexofenadina SQR, segundo Koffler, apresentou valor de
194 °C a 198 °C. No equipamento Mettler, a faixa de fusdo obtida foi de 194,5 °C a

197,8 °C. Estes valores representam a média de trés determinacgdes.

4.2.1.1.4 Discussao

O ponto de fusdao € uma avaliagao fisico-quimica util na identificacdo de
farmacos, pois fornece informacgdes do grau de pureza e é utilizada para pesquisar a

presenca de possiveis contaminantes na amostra.
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Entretanto, esta técnica por si sé nao possibilita a conclusao definitiva da
identidade dos compostos, sendo necessaria a execugao de testes de identificacao
complementares (CIENFUEGOS e VAISTMAN, 2000).

Os resultados obtidos neste teste estido de acordo com o valor descrito na
literatura (item 3.6.1), o que indica que a amostra de fexofenadina SQR apresenta

esta identidade.

4.2.1.2 Espectrofotometria na regido do infravermelho

4.2.1.2.1 Material

Foi analisada fexofenadina substancia quimica de referéncia (SQR). A

pastilha utilizada para a analise foi preparada com brometo de potassio.

O equipamento empregado foi espectrofotdbmetro FTIR SHIMADZU, modelo
8001.

4.2.1.2.2 Método

Misturou-se 1,5 mg de fexofenadina SQR com 150 mg de brometo de
potassio (previamente dessecado em estufa a 105 °C por duas horas), em gral de
agata. Essa mistura foi transferida para um pastilhador, de onde se obteve a

pastilha, introduzida no equipamento.

4.2.1.2.3 Resultados

O espectro de absorgédo de fexofenadina SQR, na regido do infravermelho,

encontra-se demonstrado na Figura 4.1.

As atribuicdes das principais frequéncias caracteristicas para a estrutura da

fexofenadina estao apresentadas na Tabela 4.1.
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TABELA 4.1 - Frequéncias de absorcédo das principais bandas de |V caracteristicas

da fexofenadina e suas respectivas atribuigdes (NAKANISHI e SOLOMON, 1977;
SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

Frequéncia (cm ™)

Atribuicao
3550 Deformacgao axial de N - H
3294.,8 Deformacao axial O-H dos grupamentos carboxila e
hidroxilas
3030 Deformacgao axial de C-H de aromatico
2937,9 Deformacao axial de ligagdes C-H de alcano
1707,2 Deformacgao axial de C=0 do grupamento carboxilico
1512,4 Deformacgao axial de C-C de anel aromatico
1460,0

1448,7 e 1402,4
1279,0

1169,0 e 1068,7

Deformacao angular de CH,
Deformacao angular de CH;
Deformacao axial de C-O do grupamento carboxilico

Deformacao axial de C-O de alcool terciario e
secundario

854,6 Benzeno para-substituido
7446 e 702,2 Benzeno monosubstituido
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FIGURA 4.1 - Espectro na regiao do infravermelho de fexofenadina SQR.
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4.2.1.2.4 Discussao

A analise espectrofotométrica no infravermelho € uma impresséo digital, unica
para cada composto (WATSON, 2005). Por essa razdo, € um dos métodos mais
empregados para identificagdo de farmacos, pois € capaz de diferenciar substancias
por menores que sejam as diferencas estruturais, com excecdo dos isébmeros

opticos.

Com isso, através da analise de um espectro obtido no infravermelho é
possivel visualizar as bandas caracteristicas de grupos funcionais que permitem a
obtencdo de informacbes estruturais Uteis para a identificacdo de substancias
(CIENFUEGOS e VAISTMAN, 2000). Apresenta, porém, como limitagao o fato de
raramente ser utilizada como método de quantificacdo de substancias, devido a
relativa dificuldade de preparo da amostra e da complexidade do espectro
(WATSON, 2005).

Apesar de fornecer informagdes muito importantes, o espectro de
infravermelho deve ser utilizado em conjunto com outros dados espectrais para uma
analise qualitativa completa (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

O espectro obtido para fexofenadina SQR apresenta bandas de absorgao
caracteristicas dos grupamentos presentes na estrutura quimica da molécula.
Contudo, a auséncia de espectro de referéncia na literatura ndo permite uma

confirmacgéao da identidade do farmaco, considerando somente essa técnica.

4.2.1.3 Cromatografia em camada delgada (CCD)

4.2.1.3.1 Material

Foram analisadas as amostras fexofenadina SQR, de capsulas e comprimidos

revestidos de fexofenadina.

O sistema eluente constituiu-se de uma mistura de metanol (MERCK),
cloroférmio (MERCK) e &acido acético glacial (MERCK), grau analitico. Utilizou-se

metanol (MERCK) de grau analitico para o preparo das amostras.
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A migracdo cromatografica foi realizada em cromatoplacas aluminizadas
(MERCK) de gel-silica 60 Fs4 com 12 cm de comprimento, 5,0 cm de largura e

0,25 mm de espessura de camada adsorvente.

Os reveladores utilizados foram: lampada ultravioleta a 254 nm e vapores de

iodo, obtido a partir de iodo grau analitico (SYNTH).

4.2.1.3.2 Método

As amostras de fexofenadina SQR e fexofenadina em capsulas e
comprimidos revestidos foram preparadas diretamente em metanol, a uma
concentracao final de 6 mg/ml. O sistema eluente proposto foi preparado a partir da
mistura de cloroformio, metanol, acido acético, na propor¢édo 8:2:0,1 (v/v/v),

respectivamente.

As solugdes da SQR e das amostras foram aplicadas, por meio de tubos
capilares, a uma distancia de 1 cm da borda inferior da placa. Procedeu-se, entao, a
migragdo cromatografica por 10 cm do ponto de aplicagdo. A visualizagdo foi
realizada apds a evaporacédo do solvente residual, através da exposicdo a lampada
UV a 254 nm e aos vapores de iodo. Os valores de Rf foram obtidos através do
quociente entre as distancias de migracao do eluente e de cada amostra submetida

a analise.

4.2.1.3.3 Resultados

Os valores de Rf obtidos apds a migracao cromatografica foram de 0,59, tanto
para fexofenadina SQR quanto para a fexofenadina em capsulas e em comprimidos.

Foram realizadas trés analises, obtendo-se o mesmo resultado em todas as placas.

Os perfis cromatograficos das amostras apds revelagdo com luz ultravioleta a

254 nm e exposicao a vapores de iodo podem ser observados na Figura 4.2.
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FIGURA 4.2 - Perfil cromatografico das amostras de fexofenadina SQR - Rf 0,59,
capsula - Rf 0,59 e comprimido - Rf 0,59, ap6s revelagdo com luz UV 254 nm (A) e
exposigao a vapores de iodo (B).

4.2.1.3.4 Discussao

A cromatografia em camada delgada (CCD) € uma técnica flexivel, pois
permite a utilizagdo dos mais variados sistemas eluentes e agentes reveladores, os

quais sao determinados de acordo com as caracteristicas da amostra em teste.

A CCD apresenta-se como uma importante ferramenta, através da qual é
possivel identificar praticamente qualquer composto. Além disso, € de facil execugao
e compreensao, versatil e de baixo custo. Permite identificar o farmaco quando este
€ cromatografado juntamente com a substancia de referéncia, através da
comparacao dos valores de Rf obtidos. Outra aplicacdo da CCD refere-se a
possibilidade de sua utilizac&do para verificar a presenga de impurezas e produtos de
degradacgao na amostra (GALAGOVSKY, 2002; WATSON, 2005).
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Para a realizacdo do método de CCD, foi efetuada uma pesquisa na literatura,
a fim de verificar a existéncia de trabalhos empregando esta técnica para a
fexofenadina ou seu antecessor, a terfenadina. A pesquisa por trabalhos com outros
anti-histaminicos nao seria muito elucidativa no sentido de se avaliar as condicbes
adequadas para esta técnica, pois as estruturas dos farmacos desta classe diferem
muito. Um sistema de CCD proposto para a terfenadina na Farmacopéia Européia
(Ph. Eur., 2003) empregou diclorometano:metanol (90:10) como eluente. Esse

sistema foi testado para a fexofenadina, mas n&o proporcionou perfil adequado.

A partir da estrutura da fexofenadina, foi possivel verificar que se trata de um
farmaco polar e, entdo, buscou-se sistemas eluentes adequados para esta
caracteristica. Apos testes com varios sistemas eluentes, incluindo diclorometano:
metanol, butanol: acido acético:agua (BAW), ambos em diversas proporgdes, além
da realizagao de ajustes, elegeu-se o sistema cloroférmio: metanol: acido acético

(8:2:0,1; v/v/v) como o mais apropriado.

Realizaram-se testes com alguns sistemas reveladores para visualizagdo da
fexofenadina. A luz ultravioleta a 254 nm e a exposicao aos vapores de iodo

mostraram-se adequados.

O resultado obtido sugere que a fexofenadina SQR, de capsula e de

comprimido possuem a mesma identidade.

O método por CCD desenvolvido demonstrou ser adequado para a

identificagcao do anti-histaminico nas formas farmacéuticas em estudo.

4.2.1.4 Espectrofotometria na regido do ultravioleta
4.2.1.4.1 Material
Foram analisadas as amostras de fexofenadina SQR, capsulas e comprimidos

revestidos. As solugdes das amostras foram preparadas em trés diferentes

solventes: etanol (NUCLEAR), metanol (MERCK), ambos de grau analitico e agua.

O equipamento utilizado foi espectrofotémetro UV/VIS SHIMADZU modelo UV

160A, equipado com cubetas de quartzo de 1,0 cm de espessura.
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4.2.1.4.2 Método

As amostras foram preparadas nos solventes citados no item anterior
obtendo-se uma concentracgédo final de 14 pg/ml. Os espectros foram obtidos a partir
de leituras na faixa de comprimento de onda de 200 a 400 nm, utilizando etanal,

metanol e 4gua como brancos, respectivamente.

A identificacdo da fexofenadina das capsulas e comprimidos revestidos foi
realizada através da sobreposicdo dos espectros obtidos (SQR, capsulas e
comprimidos) e comparagdo dos mesmos quanto ao seu perfil caracteristico e

comprimentos de onda maximos de absorgao.

4.2.1.4.3 Resultados

Os espectros de absor¢cdo na regido do UV referentes as solugbes de
fexofenadina SQR, capsula e comprimido, preparadas em etanol, metanol e agua,
na concentragdo de 14 ug/ml estdo representados nas Figuras 4.3, 4.4 e 4.5,

respectivamente.

SAMP : REF : 228 .8BNM B .497A
+1.88A8 i ' i

o
—E
<@

p—y

MM
288 .8 28 .6(NM-DIV., ) 486.49

FIGURA 4.3 - Espectros sobrepostos de fexofenadina SQR (A), em capsulas (B), e
em comprimidos (C) em etanol, na concentragao de 14 pug/mil.
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SAMP : REF : 220 .0NM 8.482nA
+1.880ARA - -

-l

208 .80 SB.8(CNM-/DIV. > 48080

+8 .88/

FIGURA 4.4 - Espectros sobrepostos de fexofenadina SQR (A), em capsulas (B), e
em comprimidos (C), em metanol, na concentragao de 14 pug/mil.

SAAP REF : 220.6NM ©.433A
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FIGURA 4.5 - Espectros sobrepostos de fexofenadina SQR (A), em capsulas (B), e
em comprimidos (C), em agua, na concentragédo de 14 ug/ml.

4.2.1.4.4 Discussao

A espectrofotometria na regido do UV é um método util na identificacdo de

farmacos e oferece precisdo adequada para medidas quantitativas de farmacos em
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formulacbes (WATSON, 2005). Além disso, € um método simples e de facil

execucgao.

Os espectros de absorcdo obtidos na analise de fexofenadina SQR e de
fexofenadina em capsulas e comprimidos demonstraram perfis similares nos
diferentes solventes utilizados, sugerindo a mesma identidade das amostras. Além
disso, todas as amostras apresentam um comprimento de onda de maxima
absorgcdo em 220 nm. Contudo, observou-se uma pequena redugao da absorvancia
quando se utilizou metanol (0,482 nm), em comparagao ao etanol (0,497 nm), e uma
reducao da absorvancia maior quando se empregou a agua (0,433 nm). Outro fato
importante foi a observagdo de uma absorvancia maior das amostras capsula e
comprimido, em relagdo a amostra SQR, somente em agua. Isto pode ser devido a
influéncia da absorgcdo dos excipientes presentes nas formas farmacéuticas, neste
solvente. Assim, optou-se por utilizar etanol como solvente para a realizacdo deste

meétodo, por ser menos oneroso € menos toxico que o metanol.

Considerando estes resultados, é possivel verificar que o método é util na

identificacdo de fexofenadina em formas farmacéuticas.

4.2.1.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

4.2.1.5.1 Material

Foram analisadas as amostras de fexofenadina SQR, capsulas e comprimidos

revestidos.

A fase movel foi composta de uma mistura de acetonitrila (MERCK), grau
analitico para CLAE, tampao acetato de aménio (MERCK) e acido cloridrico 1 N
para ajuste do pH. Empregaram-se membranas de nylon com 0,45 um de didmetro
de poro para filtragao da fase movel e das amostras. O pH desta solucao foi medido
em peagbmetro DIGIMED, modelo DM-20.

O equipamento utilizado foi cromatografo a liquido de alta eficiéncia
SHIMADZU, com bomba binaria modelo LC 10 AD VP, auto-injetor modelo SIL-10AD
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VP, detector de arranjo de diodos SPD-M10A, controlador SCL-10A VP e software
Class-VP versao 6.12. Um forno modelo CTO-10AC VP foi utilizado para manter a
temperatura a 30 °C. A coluna cromatografica utilizada foi a LiChrospher® 100 RP-
18 (250 mm x 4,0 mm, 5 um) (MERCK).

4.2.1.5.2 Método

A fase movel foi preparada a partir da mistura de tampao acetato de aménio
50 mM (preparado com agua ultrapura) e acetonitrila, na proporcao 50:50 (v/v) e
ajuste do pH com acido cloridrico 1,0 N a pH 3,2. A fase mavel foi filtrada através de
membrana de nylon, e desaerada empregando-se fluxo constante de gas hélio

durante a analise.

As amostras foram preparadas utilizando a fase mével como diluente, a
concentracgéao final de 40 ug/ml. Para extrair o farmaco das formas farmacéuticas, as
solugdes iniciais de cada uma foram mantidas em banho de ultra-som por 20 min e
posteriormente levadas a agitador por 30 min. As amostras foram filtradas em

membrana de nylon (0,45 um) antes da injegéo.

As condigdes cromatograficas utilizadas estdo descritas na Tabela 4.2.

TABELA 4.2 - Condi¢gbes cromatograficas utilizadas no desenvolvimento do método
por CLAE

Caracteristica Descricao

Coluna LiChrospher® 100 RP-18 (250 mm x 4,0 mm, 5 um)
(MERCK)

Fase movel tampao acetato de amdnio 50 mM: acetonitrila
(50:50) pH 3,2

Fluxo da fase movel 1,0 ml/min

Comprimento de onda 220 nm

Volume de injecéo 20 pl

Temperatura de analise 30 °C
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A identificagdo das amostras capsula e comprimido revestido foi realizada
através da comparagao dos tempos de retencdo e perfis cromatograficos obtidos na

analise destas solugcbes com aquela preparada com fexofenadina SQR.

4.2.1.5.3 Resultados

Os cromatogramas obtidos a partir da analise de fexofenadina SQR,

fexofenadina em capsulas e comprimidos podem ser visualizados na Figura 4.6.

80

60 4

FIGURA 4.6 - Cromatogramas obtidos através da analise por CLAE das solu¢des de
fexofenadina SQR (A), em capsulas (B) e em comprimidos (C) preparadas em fase
movel, a concentragdo de 40 pug/ml. Condi¢des cromatograficas: coluna
LiChrospher® 100 RP-18 (250 mm x 4,0 mm, 5 um) (MERCK); fase movel
acetonitrila: tamp&o acetato de aménio 50 mM (50:50, v/v) pH 3,2; fluxo 1,0 ml/min;
detecgao UV 220 nm; temperatura de analise 30 °C.

4.2.1.5.4 Discussao

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € a técnica mais comumente
utilizada para a quantificagdo de farmacos em formulagcbes. Porém, apresenta-se

muito util na analise qualitativa, possibilitando a identificacdo de farmacos, através
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da comparagao dos tempos de retencdo da amostra e respectiva substancia de

referéncia.

A fim de desenvolver e, posteriormente, validar o método por CLAE, diversos
sistemas eluentes e fases estacionarias foram testados. Os dados contidos nos
trabalhos que utilizaram esta técnica para determinagao da fexofenadina em fluidos
bioldgicos (GERGOV et al., 2001; HOFMANN et al., 2002) e como metabdlito da
terfenadina (CHAN et al., 1991; CHEN et al,, 1991; COUTANT et al., 1991;
TERHECHTE e BLASCHKE, 1995; EL-SHOURBAGY et al., 1996; FARMAEN et
al.,1996) foram analisados. As fases mdveis utilizadas foram: acetonitrila:tampao
acetato de amobnio 10 mM, pH 3,2 em gradiente de concentragio;
acetonitrila:tampdo acetato de amoénio 12 mM em gradiente de concentracéo;
acetonitrila:tampdo acetato de aménio 5 mM, pH 4,5 (40:60, v/v); acetonitrila:
metanol: tamp&o acetato de aménio 12 mM (19:29:52, v/viv). As fases estacionarias

utilizadas foram colunas de fase reversa Cqs € CN.

Para a determinagdo em preparagcbes farmacéuticas o Unico trabalho
encontrado (RADHAKRISHNA e REDDY, 2002) utiliza coluna Cg e fase movel
composta de fosfato de trietilamina 1% (pH 3,7): acetonitrila:metanol (60:20:20,

vIVIV).

Diversas fases moveis compostas por agua e acetonitrila, agua e metanol,
acetonitrila e tampao fosfato em diferentes proporcoes e pHs foram testadas. A fase
movel acetonitrila: tampé&o acetato de aménio 50 mM (50:50, v/v) pH 3,2 demonstrou
ser adequada, resultando em um tempo de retencdo de aproximadamente 5,0

minutos para fexofenadina.

Os resultados obtidos demonstraram que o tempo de retencdo de
fexofenadina SQR e das amostras comerciais € o mesmo, indicando que as
amostras possuem a mesma identidade. Além disso, os perfis cromatograficos

obtidos foram bastante semelhantes para todas as amostras.

O método por CLAE demonstrou ser util na identificagdo do farmaco em

estudo nas formas farmacéuticas empregadas.
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4.2.1.6 Eletroforese Capilar

Os experimentos de eletroforese capilar foram realizados no Laboratério de
Geoquimica Ambiental (LAGEAMB) da Escola de Engenharia da UFRGS.

4.2.1.6.1 Material

Foram analisadas as amostras de fexofenadina SQR e capsulas. Nao foram
testados comprimidos, devido ao tempo de disponibilidade do sistema de

eletroforese capilar ser reduzido.

Utilizou-se tetraborato de sddio decaidratado grau analitico (MERCK) e agua
ultrapura na composicdo do eletrdlito de corrida para a analise eletroforética. O

preparo das amostras foi realizado em agua ultrapura.

A andlise por eletroforese capilar foi realizada em equipamento HP®°-CE
(HEWLETT-PACKARD) equipado com detector de arranjo de diodos. O software HP
Chemstation Rev.A.0601[403] (HEWLETT-PACKARD) foi utilizado para controle do
sistema, aquisicao e tratamento de dados. A separagao eletroforética foi realizada
em capilar de silica fundida com 47 cm de comprimento (39,5 cm de comprimento
efetivo) e 75 um de didametro interno (AGILENT). Para ativacdo do capilar foi
utilizado hidréxido de sédio (MERCK).

4.2.1.6.2 Método

O eletrodlito de corrida foi preparado dissolvendo-se 3,81 g de tetraborato de
sédio decaidratado (Naz;B4O;. 10 H,O) em agua ultrapura, utilizando aquecimento. A
solucao foi transferida para baldo volumétrico de 100 ml, o qual foi completo com o
mesmo diluente. Uma aliquota de 10 ml foi transferida para baldo volumétrico de

50 ml e diluida com agua ultrapura. A concentracao final obtida foi de 20 mM.

O capilar foi condicionado todos os dias com hidroxido de sédio 0,1 M por 5
minutos, seguido de agua ultrapura por 5 minutos. Entre cada inje¢ao, o capilar foi
lavado com hidroxido de sdédio 0,1 M por 1 minuto, agua ultrapura por 2 minutos e

eletrdlito de corrida por 3 minutos.

45



4.2 Parte Experimental

As condigdes eletroforéticas utilizadas estao descritas na Tabela 4.3.

TABELA 4.3 - Condigbes utilizadas no desenvolvimento do método por eletroforese
capilar.

Caracteristica Descricao

Capilar de silica fundida 47 cm -comprimento (39,5 cm efetivo e 75 um-
didmetro interno)

Eletrdlito Tampao tetraborato de sddio 20 mM

Tenséao aplicada 20 kV em rampa (1 kV/s)

Comprimento de onda 220 nm

Injecao hidrodinamica 50mBar

Tempo de injecéo 5 segundos

Pré-condicionamento 5 min NaOH 0,1M; 5 min H,0

P6s-condicionamento 1 min NaOH 0,1M; 2 min H20; 3 min eletrdlito

Temperatura de analise 25°C+1°C

A identificacdo da fexofenadina presente nas capsulas foi realizada através de

comparagao com o tempo de migracao e perfil eletroforético obtido para a SQR.

4.2.1.6.3 Resultados

Os eletroferogramas obtidos a partir da analise de fexofenadina SQR e

fexofenadina em capsulas podem ser visualizados na Figura 4.7.
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FIGURA 4.7 - Eletroferogramas obtidos através da analise por EC das solugdes de
fexofenadina SQR (A) em capsulas (B) preparadas em agua, a concentragao de 60
ug/ml. Condigdes eletroforéticas: capilar de silica fundida 47 cm de comprimento
(39,5 cm de comprimento efetivo) e 75 um de didmetro interno; eletrélito tampao
tetraborato de sdédio 20 mM; voltagem aplicada 20 kV (em rampa, 1kV/s); injecao
hidrodinamica 50 mBar/5 seg; detecgao UV 220 nm; temperatura 25 °C + 1 °C.

4.2.1.6.4 Discussao

A eletroforese capilar representa a técnica de maior expansao nas analises
farmacéuticas e pode ser considerada como complementar ou alternativa a CLAE
em termos de aplicagdes gerais. Apresenta inUmeras vantagens, como elevada
eficiéncia, tempo reduzido de analise, baixo consumo de solventes, uso de capilares
baratos, pequeno volume de amostra requerido, baixo custo e automatizacdo
operacional total (LI, 1993; ALTRIA, 1996; WATSON, 2005).

Diversos parametros devem ser considerados durante o desenvolvimento de
um meétodo por EC: composi¢cdo do eletrdlito, voltagem aplicada, dimensdes do
capilar, temperatura de analise, modo e tempo de injegdo da amostra (LI, 1993;
ALTRIA, 1996; WATSON, 2005).

As condi¢cdes experimentais foram determinadas apos testes preliminares
envolvendo os parametros descritos acima, buscando perfil eletroforético adequado

e tempo de analise reduzido.
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A escolha do meio de dissolugao das amostras foi o primeiro teste a ser
realizado. Primeiramente, etanol foi testado, devido a maior solubilidade da
fexofenadina neste solvente. Entretanto, o pico do etanol interferiu no pico de
absorcdo da fexofenadina em 220 nm. Testou-se, entdo tampéao borato de sddio,
porém o pico da fexofenadina apresentou-se assimétrico e a linha de base com
muito ruido. Optou-se por utilizar agua ultrapura, que apesar de exigir maior tempo
de agitacdo no preparo das amostras, devido a menor solubilidade do farmaco,

possibilitou perfil eletroforético adequado.

As concentragdes de tampao borato de 10 e 20 mM foram testadas. Porém,

20 mM apresentou melhores resultados.

O capilar foi condicionado apds cada inje¢do com hidréxido de sdédio 0,1 M,
agua ultrapura e eletrélito por 1, 2 e 3 minutos, respectivamente, para melhorar a

reprodutibilidade das areas obtidas.

A anadlise qualitativa por EC permite identificar um composto através da
comparagao do seu tempo de migracdo ou mobilidade eletroforética com aquele

obtido para um composto com identidade conhecida.

Os resultados obtidos demonstraram que os tempos de migracdo de
fexofenadina SQR e fexofenadina capsula sdo muito semelhantes. Além disso, os

perfis eletroforéticos obtidos apresentaram similaridade para ambas as amostras.

O método por EC demonstrou ser util na identificagdo do farmaco em estudo

na forma farmacéutica capsula.
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4.2.2 Anélise quantitativa
4.2.2.1 Espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV)
4.2.2.1.1 Material

Fexofenadina SQR, fexofenadina em capsulas AIIegra® e comprimidos
revestidos Allegra® (descritos no item 4.2), foram submetidos a analise. Etanol

(NUCLEAR) foi utilizado para o preparo das solugbes das amostras.
O método foi desenvolvido no espectrofotometro descrito no item 4.2.1.4.1.

Os excipientes (item 4.2) foram utilizados para os testes de especificidade.

4.2.2.1.2 Método
4.2.2.1.2.1 Parametros analiticos

Os seguintes parametros analiticos foram avaliados para a validagdo do

método:

» Especificidade: avaliada através da comparagdo dos espectros de absorgao

da SQR e de amostras placebo.

= Linearidade: foram desenvolvidas trés curvas padrdao, no mesmo dia, com
sete niveis de concentragdo em cada uma delas. A equacao da reta e o

coeficiente de correlagao (r) foram determinados.

= Limites de deteccdo e quantificagdo: avaliados através de equacgdes
matematicas descritas no ICH (ICH, 1996a).

» Precisdo: determinada através da repetibilidade (preciséo intradia) e da
precisao intermediaria (precisao interdias). O desvio padrao relativo (DPR) foi

calculado.

= Exatiddo: determinada através do teste de recuperagdo da SQR. Os

resultados foram expressos como percentagem de recuperagao.
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4.2.2.1.2.2 Avaliagao da especificidade

Para avaliar a especificidade do método, foram preparadas solugdes de
fexofenadina SQR e de placebos de capsulas e comprimidos, em etanol, na

concentracéo de 14 ug/ml.

A mistura placebo de capsulas e comprimidos revestidos foi composta pelos
excipientes descritos no item 4.2, sendo que as quantidades utilizadas foram
determinadas de acordo com o peso médio das capsulas e comprimidos e com base
nas especificacbes de concentragdes percentuais médias descritas para cada
excipiente (KIBBE, 2000). Estas quantidades foram misturadas em gral. A partir da
mistura resultante, preparou-se a solugao placebo, pesando-se a mesma quantidade

da amostra capsula ou comprimidos e utilizando-se 0 mesmo procedimento.

4.2.2.1.2.3 Curva de Ringbom

O desenvolvimento da curva de Ringbom tem como objetivo verificar qual a

faixa de concentragao do farmaco na qual o método apresenta linearidade.

Uma solugao de fexofenadina SQR equivalente a 100 pug/ml foi preparada. A
partir desta solugao, foram transferidas, com auxilio de bureta, aliquotas para balbes

volumétricos de 20 ml, completando-se o volume com etanol.

A curva foi construida a partir da analise de 28 concentragdes diferentes de
fexofenadina, em um intervalo de 1,0 ug/ml a 47,0 ug/ml, com variagées de 1,0; 2,0;
3,0 e 4,0 ug/ml. Para cada concentragéo, foram efetuadas duas analises. As leituras
de absorvancia foram realizadas em 220 nm, utilizando etanol como branco. A

Tabela 4.4 descreve o preparo das solugdes utilizadas para a curva de Ringbom.
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TABELA 4.4 - Preparo das solugdes para obtengdo da curva de Ringbom de

fexofenadina por UV.

Solugcdo Fexofenadina SQR 100 pg/ml* Concentracao final

(ml) (ug/ml)
1 0,2 1,0
2 0,4 2,0
3 0,6 3,0
4 0,8 4,0
5 1,0 5,0
6 1,2 6,0
7 1,4 7,0
8 1,6 8,0
9 1,8 9,0
10 2,0 10,0
11 2,2 11,0
12 2,4 12,0
13 2,6 13,0
14 2,8 14,0
15 3,0 15,0
16 3,2 16,0
17 3,4 17,0
18 3,6 18,0
19 3,8 19,0
20 4,0 20,0
21 4,4 22,0
22 4,8 24,0
23 54 27,0
24 6,2 31,0
25 7,0 35,0
26 7,8 39,0
27 8,6 43,0
28 9,4 47,0

*aliquotas adicionadas a baldes volumétricos de 20 ml.

4.2.2.1.2.4 Curva Padrao

Uma solugao de fexofenadina SQR equivalente a 100 ug/ml foi preparada. A
partir desta solucao, foram transferidas, com auxilio de bureta, aliquotas de 1,6; 2,0;
2,4; 2,8; 3,2; 3,6 e 4,0 ug/ml para balées volumétricos de 20 ml. Os volumes foram
completados com etanol, obtendo-se solu¢gées com concentragbes de 8,0; 10,0;

12,0; 14,0; 16,0; 18,0 e 20,0 ug/ml. Para cada concentragdao de analise, foram
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preparadas trés solugdes, as quais foram analisadas em triplicata. As leituras foram

realizadas em 220 nm, utilizando etanol como branco.

4.2.2.1.2.5 Calculos para a curva padrao

A curva padrao foi obtida com a construgcdo de um grafico de concentragéo
versus absorvancia. A equacao da reta foi determinada através do estudo de
regressao linear, pelo método dos minimos quadrados. A analise de variancia

(ANOVA) foi realizada para verificar a linearidade do método.

4.2.2.1.2.6 Determinacao dos limites de detecgao e quantificagcao

O limite de deteccdo (LD) de fexofenadina foi determinado a partir das trés
curvas padréo obtidas, utilizando-se os dados de desvio padréo do intercepto (s) e

inclinagao média (I), conforme a equagao abaixo (ICH, 1996a):
LD=(3,3.9)/l

O limite de quantificacédo (LQ) de fexofenadina foi obtido com base nos

mesmos dados descritos acima, mas a equacao utilizada € a seguinte (ICH, 1996a):

LQ =(10.s) /I

4.2.2.1.2.7 Determinacao de fexofenadina em capsulas e comprimidos revestidos

Determinou-se o peso médio de 20 capsulas e 20 comprimidos revestidos,
conforme especificado na Farmacopéia Brasileira (1988). Os comprimidos triturados
foram misturados, assim como o p6é do conteudo das capsulas. A partir de cada
mistura, pesou-se o equivalente a 10 mg de fexofenadina e transferiu-se para balao
volumétrico de 100 ml, completando-se o volume com etanol. Dessa solugao, uma
aliquota de 2,8 ml foi retirada, com auxilio de bureta, e transferida para balao
volumétrico de 20 ml, o qual teve o volume completado com etanol, resultando em

solugdo com concentragao tedrica de 14 ug/ml, destinada a analise.
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Este procedimento foi realizado para 6 amostras a partir da solugao inicial,
tanto para capsulas como para comprimidos. Foram realizadas trés determinacdes

para cada solucao de analise.

Uma solucéo de fexofenadina SQR foi preparada em etanol, em concentragao

equivalente a 14 ug/ml, para analise simultanea.

As solucdes foram analisadas no espectrofotdbmetro em comprimento de onda

de 220 nm, utilizando etanol como branco.

A determinacdo quantitativa de fexofenadina em ambas as formas
farmacéuticas foi realizada em trés dias diferentes, a fim de se avaliar a precisao

intermediaria do método.

4.2.2.1.2.8 Calculos para a determinacdo de fexofenadina em capsulas e

comprimidos

A determinagao da concentragao das solucdes de fexofenadina em capsulas

e comprimidos revestidos foi obtida pela equacéo:
CA = (AA . CSQR)/ASQR
onde:

Csar = Concentragdo da solugéo de fexofenadina SQR (ug/ml)
Aa = Absorvancia da solucao de fexofenadina amostra comercial

Asqr = Absorvancia da solugéo de fexofenadina SQR

A percentagem de fexofenadina nas amostras comerciais foi calculada pela

equacao:
C% = (Ca . 100)/Ct

onde:
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Ca = Concentragcdo da solugcado de fexofenadina amostra comercial (ug/ml)

determinada pelo método

Cr = Concentragao tedrica da solucdo de fexofenadina amostra comercial

(ug/ml).

4.2.2.1.2.9 Teste de recuperacao

Para a realizagao do teste de recuperacao, foram preparadas solucdes de
fexofenadina SQR e fexofenadina de capsulas e comprimidos revestidos, em etanol,

com concentragao de 100 ug/ml.

As amostras foram preparadas transferindo aliquotas de 2,0 ml da solugao de
fexofenadina de capsulas ou comprimidos para baldes volumétricos de 20 ml,
denominados A, Ry, R2 e R3. Aos baldes Ry, Ry e R3, adicionaram-se aliquotas 0,4
ml, 0,8 ml e 1,2 ml, respectivamente, da solucdo de fexofenadina SQR.
Paralelamente, uma aliquota de 2,0 ml da solugdo de fexofenadina SQR, foi
transferida para baldo volumétrico de 20 ml, denominado P. O volume final das
solucdes foi completado com etanol, obtendo-se as concentragdes de 10,0; 12,0;
14,0; 16,0 e 10,0 ug/ml para os baldes denominados A, Ry, R, e R; e P,

respectivamente.

As solucbes dos baldes denominados R4, R, e Rz foram preparadas em

triplicata. Para cada solucao foram realizadas trés determinacoes.

A Tabela 4.5 esquematiza o preparo das solugdes para o teste de

recuperacao de fexofenadina SQR.
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TABELA 4.5 - Preparo das solugbes para o teste de recuperagcdo através da
espectrofotometria na regidao do UV.

Volume solugao de Volume solugao de Concentragao final
fexofenadina amostra fexofenadina SQR 100 (ug/ml)
comercial 100 ug/ml * (ml) ug/ml * (ml)
A 2,0 - 10,0
R1 2,0 0,4 12,0
R2 2,0 0,8 14,0
Rs 2,0 1,2 16,0
P - 2,0 10,0

* Aliquotas adicionadas a baldes volumétricos de 20 ml.

4.2.2.1.2.10 Calculo para o teste de recuperagao

As percentagens de recuperagcao de fexofenadina SQR foram calculadas

através da seguinte equacao (AOAC, 1990):
R% = [(CB - CA)/CP] . 100
onde:

Cs = Concentracado da solugao contendo fexofenadina SQR e fexofenadina

comercial (ug/ml) determinada pelo método

Ca = Concentragdo da solucdo de fexofenadina comercial (ug/ml)

determinada pelo método

Cp = Concentragao da solugao de fexofenadina SQR (ug/ml) adicionada

4.2.2.1.3 Resultados
4.2.2.1.3.1 Avaliagao da especificidade

A Figura 4.8 apresenta a comparagdo dos espectros de absorgdo das

solugdes de fexofenadina SQR e placebos, em etanol, entre 200 e 400 nm.
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FIGURA 4.8 - Sobreposicdo dos espectros de absorcdo obtidos por
espectrofotometria no ultravioleta para as solugbes de fexofenadina SQR (A),
placebo de capsulas (B) e placebo de comprimidos (C), preparadas em etanol na
concentracao de 14 ug/ml.

4.2.2.1.3.2 Curva de Ringbom

Os valores de absorvancia obtidos e os valores de absorvéncia (100 — T%),
descritos na Tabela 4.6 a seguir apresentada, foram utilizados na construgdo da

curva de Ringbom.

A representagao grafica da curva de Ringbom para fexofenadina SQR pode

ser visualizada na Figura 4.9.

A faixa de concentracao de 8,0 ug/ml a 20,0 ug/ml pode ser considerada a

faixa linear para esta curva.
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TABELA 4.6 - Valores de absorvancia obtidos experimentalmente e valores de
absorvéncia calculados, utilizados na construgéo da Curva de Ringbom.

Pontos da curva Concentracao Absorvancia  Absorvéncia (100-
(ng/mi)* T%)
1 1,0 0,061 13,10
2 2,0 0,078 16,44
3 3,0 0,109 22,20
4 4,0 0,144 28,22
5 5,0 0,172 32,70
6 6,0 0,207 37,91
7 7,0 0,241 42,59
8 8,0 0,272 46,54
9 9,0 0,307 50,68
10 10,0 0,336 53,87
11 11,0 0,373 57,64
12 12,0 0,411 61,18
13 13,0 0,441 63,78
14 14,0 0,473 66,35
15 15,0 0,509 69,03
16 16,0 0,542 71,29
17 17,0 0,578 73,58
18 18,0 0,615 75,73
19 19,0 0,648 77,51
20 20,0 0,680 79,11
21 22,0 0,733 81,51
22 24,0 0,790 83,78
23 27,0 0,891 87,15
24 31,0 1,003 90,07
25 35,0 1,135 92,67
26 39,0 1,253 94,42
27 43,0 1,358 95,61
28 47,0 1,479 96,68

* cada valor € média de duas determinacoes.
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FIGURA 4.9 - Representacgéo grafica da curva de Ringbom obtida a partir da analise
das solugdes de fexofenadina SQR preparadas em etanol, na faixa de concentragéo
de 1,0 a 47,0 ug/ml, por espectrofotometria na regido do UV.

4.2.2.1.3.3 Curva padrao

Na Tabela 4.7 estdo apresentados os valores de absorvancia obtidos para
cada concentragdo analisada da curva padrao.

A Figura 4.10 ilustra a representagao grafica da curva padrao, bem como a
equacgao da reta calculada e o coeficiente de correlagao, obtidos através do método
por espectrofotometria na regido do ultravioleta.

A Tabela 4.8 apresenta os valores da ANOVA realizada para a avaliagdo da
linearidade do método.
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TABELA 4.7 - Valores de absorvancia obtidos no desenvolvimento da curva padrao
por espectrofotometria no UV em comprimento de onda de 220 nm.

Concentracao Absorvancia * Absorvancia meédia + DPR
(ng/ml) e.p.m

0,276 0,276 + 0,0003 0,21
8,0 0,275

0,276

0,345 0,344 + 0,0007 0,34
10,0 0,343

0,345

0,413 0,413 £ 0,0007 0,14
12,0 0,412

0,413

0,480 0,480 = 0,0020 0,03
14,0 0,480

0,480

0,549 0,550 + 0,0003 0,11
16,0 0,550

0,550

0,618 0,619 + 0,0003 0,09
18,0 0,619

0,619

0,689 0,687 +0,0010 0,30
20,0 0,686

0,685
* cada valor é média de trés determinagdes
e.p.m. — erro padrao da média
DPR — desvio padrao relativo
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FIGURA 4.10 - Representagao grafica da curva padrao de fexofenadina obtida por
espectrofotometria no UV, 220 nm.

TABELA 4.8 - Analise de variancia das absorvancias determinadas para a obtengao
da curva padrao de fexofenadina através de espectrofotometria UV, 220 nm.

Fontes de variagéo GL Soma dos Variancia F
quadrados
Entre 6 0,394428 0,065738  65737,97*
- regressao linear 1 0,394423 0,394423  394423,05*
-desvio de linearidade 5 4,76 x 107 9,52 x 107 0,95
Residuo 14 1,40 x 10° 1,00 x 10°®
Total 20 0,394442

* significativo para p < 0,05.

4.2.2.1.3.4 Determinacao dos limites de detecgao e de quantificagcao

Os valores calculados para a os limites de detecgdo e de quantificacido de
fexofenadina, através da espectrofotometria no UV, em 220 nm, foram 0,1 ug/ml e

0,29 ug/ml, respectivamente.
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4.2.2.1.3.5 Determinacao de fexofenadina em capsulas e comprimidos revestidos

Os resultados obtidos na determinacdo de fexofenadina em capsulas e
comprimidos revestidos através de espectrofotometria no UV estdo demonstrados
na Tabela 4.9.

Os resultados obtidos na determinacdo da precisao intermediaria, realizada

em trés dias, estdo apresentados na Tabela 4.10.

TABELA 4.9 - Valores experimentais obtidos na determinagcéo de fexofenadina em
capsulas e comprimidos revestidos por espectrofotometria UV a 220 nm.

Céapsulas Comprimidos
Teor em fexofenadina Teor em fexofenadina
Amostra | mg/capsula* (%) Média + | mg/comprimido* (%)  Média +
e.p.m./ e.p.m./
DPR DPR
1 60,40 100,66 119,66 99,72
2 60,22 100,36 119,23 99,36
3 60,26 100,44 120,00 100,00
100,24 + 99,59 +
4 59,96 99,93 012/ 119,10 09,24 013/
0,33
0,29
5 60,00 100,00 119,88 99,90
6 60,04 100,07 119,16 99,30

* cada valor € média de trés determinacgdes.
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TABELA 4.10 - Determinacao do teor de fexofenadina em capsulas e comprimidos
revestidos por espectrofotometria UV a 220 nm, em trés dias diferentes.

Céapsulas Comprimidos
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 1 Dia 2 Dia 3
Média (%) + 100,24 + 100,12+ 100,00+ 99,59 + 99,78+ 99,85 +
epm.(n=6) 0,12 0,07 0,16 0,13 0,16 0,13
DPR intradia 0,29 0,18 0,39 0,33 0,39 0,31
?"O/Sd(iﬁ Sefg; 100,12 99,74
DPR interdias 0,12 0,13

4.2.2.1.3.6 Teste de recuperacao

A Tabela 4.11 apresenta as percentagens de recuperagao obtidas através do

teste de recuperacéo de fexofenadina SQR em capsulas e comprimidos revestidos.

TABELA 4.11 - Resultados do teste de recuperagcao realizado em amostras de
capsulas e comprimidos de fexofenadina, por espectrofotometria UV a 220 nm.

Produto Concentragéao (pg/ml) Recuper;agéo Meédia (%)
Adicionada Recuperada 0

Cépsula 2,00 2,000 100,00
4,00 4,010 100,25 99,97
6,00 5,980 99,67

Comprimido 2,00 2,010 100,50
4,00 4,020 100,50 100,51
6,00 6,031 100,52

* cada valor € média de trés determinacoes.
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4.2.2.1.4 Discussao

A espectrofotometria no UV € uma técnica de facil execugao e custo reduzido.
Pode ser utilizada, com boa precisdo, para a analise quantitativa de farmacos
presentes em formulacdes farmacéuticas, desde que ndo ocorra interferéncia dos
excipientes (WATSON, 2005).

A fim de estabelecer as condicdes adequadas para a validagdo deste método,
realizaram-se, primeiramente, solugbes de fexofenadina e placebos, em diferentes
solventes. Os espectros obtidos foram analisados quanto ao perfil de absorcao do
farmaco e a possivel interferéncia dos excipientes nos comprimentos de onda de

maxima absor¢ao do mesmo.

O solvente escolhido para o preparo das amostras foi etanol, pois embora a
agua apresente uma série de vantagens, como o baixo custo e a facilidade de
trabalho, houve interferéncia da solugcdo placebo no comprimento de onda de
maxima absor¢cdo. O metanol, apesar de também apresentar bons resultados, é

mais oneroso e toxico que o etanol.

O espectro de absorcdo de fexofenadina em etanol, tracado na faixa de
comprimento de onda de 200 a 400 nm, forneceu comprimentos de onda de maxima
absorcdo de 200 e 220 nm. Optou-se por 220 nm para o doseamento, por

apresentar maior seletividade que em 200 nm.

Através da realizagéo do teste de especificidade foi possivel assegurar a néo
interferéncia dos excipientes presentes na formulacdo no comprimento de onda de
220 nm, mostrando que o método é especifico para o anti-histaminico, nas

condicdes estudadas.

A partir da curva de Ringbom, determinou-se a faixa de concentragédo em que
0 método obedece a Lei de Beer, ou seja, apresenta linearidade de resposta. A faixa

linear foi de 8,0 ug/ml a 20,0 ug/ml.

Com o propdsito de avaliar a linearidade do método, construiu-se um grafico
de concentragao (ug/ml) versus absorvancia, o qual demonstrou proporcionalidade

entre estes dois fatores. A equacao da reta, obtida a partir do estudo de regresséao
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linear foi: y = 0,0343 x + 0,0014. O coeficiente de correlacao linear ( r ) foi de 0,9999.
Este valor indica elevada concordancia entre os valores de concentragao utilizados e
as respectivas absorvancias obtidas. A fim de comprovar a linearidade do método,
realizou-se a ANOVA, a qual demonstrou haver regressao linear significativa entre

as concentragdes e desvio de linearidade nao significativo, com 95% de confianga.

Os baixos valores calculados para os limites de deteccédo e de quantificagao
de fexofenadina (LD = 0,1 ug/ml e LQ = 0,29 ug/ml), indicam a boa sensibilidade do

método para a determinag¢ao do farmaco.

A precisdo do método foi avaliada através da determinacédo de fexofenadina
em capsulas e comprimidos revestidos, em um mesmo dia (repetibilidade) e em trés
dias diferentes (precisédo intermediaria). Os baixos DPR encontrados, tanto intradia
como interdias confirmam a boa precisdo do método espectrofotométrico. O teor de
fexofenadina encontrado nas capsulas foi de 100,24% no primeiro dia de analise e
de 100,12% nos trés dias. O teor de fexofenadina encontrado nos comprimidos

revestidos foi de 99,59% no primeiro dia de analise e de 99,74% nos trés dias.

Através do teste de recuperacdo de fexofenadina SQR, obteve-se uma
percentagem de recuperacdo meédia de 99,97% e 100,51% para capsulas e
comprimidos, respectivamente. Estes valores demonstram a boa exatiddo do

meétodo proposto.

Desta forma, a partir do conjunto dos resultados obtidos na avaliagdo dos
parametros analiticos, pode-se afirmar que o método por espectrofotometria no UV
foi validado para a quantificacdo de fexofenadina em capsulas e comprimidos

revestidos.
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4.2.2.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

4.2.2.2.1 Material

O método por CLAE foi validado para capsulas (Allegra®) e comprimidos
revestidos (Allegra®) descritos no item 4.2. O item 4.2.1.5.1 descreve parte do

material utilizado no desenvolvimento deste método.

Coluna cromatografica Metachem® LC RP — 18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um) foi

utilizada para o ensaio de robustez.

4.2.2.2.2 Método

As condi¢cdes analiticas e os procedimentos para a andlise cromatografica

estio descritos no item 4.2.1.5.2 e na Tabela 4.2.

4.2.2.2.2.1 Parametros analiticos

A validacdo do método foi efetuada através da avaliacdo dos parametros
analiticos de especificidade, robustez, linearidade, limites de deteccdo e
quantificacédo, precisdo e exatidao. A robustez do método foi avaliada através da
verificacdo da influéncia de pequenas alteragdes nas condigbes cromatograficas

sobre a determinacao quantitativa da amostra.

4.2.2.2.2.2 Avaliagao da especificidade

Para a avaliacdo da especificidade, solucbes de fexofenadina capsulas e
comprimidos na concentragdo de 40 pg/ml foram preparadas, conforme item
4.2.2.2.2.7, descrito a seguir. As solugdes placebo foram preparadas com os
excipientes (item 4.2) presentes em cada formulagdo, seguindo o mesmo

procedimento descrito para a amostra capsula e comprimido, respectivamente.
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Os cromatogramas obtidos foram analisados e comparados observando-se os
tempos de retencdo. Através da avaliacdo deste parametro analitico verificou-se a

possivel interferéncia dos excipientes na determinag¢ao do farmaco.

4.2.2.2.2.3 Avaliagao da robustez

A robustez do método foi avaliada através da observacido de seu
desempenho apds alteragcbes da fase moével, modificando seu pH, propor¢ado de

seus componentes, além da coluna cromatografica.

As solucoes de fexofenadina foram preparadas com concentracdo de
40 ug/ml. Para este ensaio, foram feitas trés amostras, sendo realizadas trés

determinagdes para cada solugéo de analise.

Preparou-se, também, uma solucdo de fexofenadina SQR em fase modvel,

com concentragao de 40 ug/ml, para analise simultanea.

A fase movel foi preparada de acordo com o item 4.2.1.5.2. Para a avaliagéo
da proporcdo dos componentes da fase movel, realizou-se a mistura do tampao
acetato e da acetonitrila na proporgao de 45:55 (v/v), mantendo o pH 3,2. Porém, na
avaliacao da influéncia do pH, a acidificagdo com acido cloridrico ocorreu até pH 4,8
ou até pH 2,6, mantendo-se, em ambos 0s casos, a propor¢ao dos componentes e
50:50 (v/v). O ensaio de robustez foi complementado com a determinagdo das

amostras utilizando outra coluna cromatografica.

4.2.2.2.2.4 Curva padrao

Para a obtencéo da curva padrao, preparou-se, em fase movel, uma solucéo
de fexofenadina SQR de 200 ug/ml. A partir desta solugao, aliquotas de 2,0; 3,0; 4,0;
5,0; 6,0; 7,0 e 8,0 ml foram transferidas para baldes volumétricos de 20 ml, através
de bureta. Os volumes foram completados com fase moével, obtendo-se solugdes
com concentragdes de 20,0; 30,0; 40,0; 50,0; 60,0; 70,0 e 80,0 ug/ml. Para cada
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concentracado de analise, foram preparadas solugdes em triplicata, sendo efetuadas

trés determinacgdes por solugéo.

4.2.2.2.2.5 Calculo para a curva padrao

A curva padrao foi obtida através da construgdo de um grafico de
concentracdo em funcdo da area absoluta. A equacdo da reta foi determinada
através do estudo de regressao linear pelo método dos minimos quadrados, e a

ANOVA foi realizada para a verificagdo da linearidade do método.

4.2.2.2.2.6 Determinacao dos limites de detecgao e quantificagao

A determinacdo dos limites de detecgcdo (LD) e quantificagdo (LQ) foi
realizada com base nos dados de desvio padréao do intercepto (s) e inclinagdo média
(), obtidos a partir das trés curvas padrao. As equagdes descritas no item 4.2.2.1.2.6

(ICH, 1996a) foram utilizadas para o calculo dos limites.

4.2.2.2.2.7 Determinacao de fexofenadina em capsulas e comprimidos revestidos

A partir da mistura de p6 das capsulas e comprimidos utilizados para o peso
médio, realizado conforme o item 4.2.2.1.2.7, pesou-se o equivalente a 20 mg de
fexofenadina e transferiu-se para baldo volumétrico de 100 ml, completando-se o
volume com fase moével. Dessa solugcdo, uma aliquota de 5,0 ml foi retirada e
transferida para baldo volumétrico de 25 ml, o qual teve seu volume completado com
fase movel, obtendo-se uma solugdo com concentragao de 40 ug/ml, destinada a

analise.

O mesmo procedimento foi realizado para 6 amostras a partir da solugao

inicial. Foram realizadas trés determinacdes para cada solugao de analise.

Uma solucdo de fexofenadina SQR foi preparada em fase moével, numa

concentragéo equivalente a 40 ug/ml, para analise simultanea.
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A determinacdo quantitativa de fexofenadina em capsulas e comprimidos
revestidos foi realizada em trés dias diferentes, a fim de se avaliar a preciséo

intermediaria do método.

4.2.2.2.2.8 Céalculos para a determinacdo de fexofenadina em capsulas e

comprimidos

A determinagao da concentragao das solucdes de fexofenadina em capsulas
e comprimidos revestidos, bem como as percentagens de fexofenadina nas

amostras comerciais foram obtidas pelas equacdes descritas no item 4.2.2.1.2.8.

4.2.2.2.2.9 Teste de recuperacao

Para a realizacao do teste de recuperacao, foram preparadas solucdes de
fexofenadina SQR e fexofenadina de capsulas e comprimidos revestidos, em fase

movel, com concentragdes de 100 ug/ml e 200 ug/ml, respectivamente.

As amostras foram preparadas transferindo aliquotas de 5,0 ml da solugao de
fexofenadina de capsulas ou de comprimidos para balbes volumétricos de 25 ml,
denominados A, R4, R e R3. Aos baldes R4, Rz e R3, adicionaram-se aliquotas de
25 ml, 50 ml e 7,5 ml, respectivamente, da solucdo de fexofenadina SQR.
Paralelamente, uma aliquota de 10,0 ml da solugao de fexofenadina SQR, foi
transferida para baldo volumétrico de 25 ml, denominado P. O volume final das
solucdes foi completado com fase moével, obtendo-se as concentragcdes de 40,0;
50,0; 60,0; 70,0 e 40,0 ug/ml para os balées denominados A, Ry, Rz e R; e P,

respectivamente.

As solucbes dos baldes denominados R4, R, e Rz foram preparadas em

triplicata. Para cada solucao foram realizadas trés determinacoes.

A Tabela 4.12 esquematiza o preparo das solugdes para o teste de

recuperacao de fexofenadina SQR.
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TABELA 4.12 - Preparo das solugdes para o teste de recuperagao através de CLAE.

Volume solugao de Volume solucdo de fexofenadina Concentragao

fexofenadina comercial SQR 100 pg/ml * (ml) final (ug/ml)
200 pg/ml * (ml)
A 5,0 - 40,0
R4 5,0 2,5 50,0
Rz 5,0 5,0 60,0
Rs 5,0 7,5 70,0
P - 10,0 40,0

* Aliquotas adicionadas a baldes volumétricos de 25 ml.

4.2.2.2.2.10 Calculos para o teste de recuperacao

As percentagens de recuperacdo de fexofenadina SQR foram calculadas

através da equacéao descrita no item 4.2.2.1.2.10.

4.2.2.2.3 Resultados
4.2.2.2.3.1 Avaliagao da especificidade

Os cromatogramas obtidos através de analise da solugao de fexofenadina e

das solugdes placebo podem ser visualizados na Figura 4.11.
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FIGURA 4.11 - Cromatogramas obtidos através da analise por CLAE das solugdes
de fexofenadina SQR (A), solugdo placebo céapsulas (B) e solugdo placebo
comprimidos (C) na concentragdo de 40 ug/ml. Condigbes cromatograficas: coluna
LiChrospher® 100 RP-18 (250 mm x 4,0 mm, 5 um) (MERCK); fase movel
acetonitrila: tampao acetato de aménio 50 mM (50:50, v/v) pH 3,2; fluxo 1,0 ml/min;
detecgao UV A = 220 nm; temperatura de analise 30 °C.
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4.2.2.2.3.2 Avaliagao da robustez

A robustez do método foi avaliada através de pequenas alteragdes nas
condigdes cromatograficas empregadas no doseamento do farmaco em estudo. Os
valores dos numeros de pratos tedricos (N), bem como os tempos de retengéo
obtidos para fexofenadina foram verificados. Realizou-se a quantificacdo de
fexofenadina em capsulas e comprimidos nas diferentes modificagbes empregadas,
avaliando-se as amostras em ftriplicata. Os teores obtidos de farmaco nas formas

farmacéuticas encontram-se na Tabela 4.13.

TABELA 4.13 - Avaliagao da robustez do método por CLAE através da observacao
do numero de pratos tedricos (N) e tempo de retengao (tr), alterando a proporgéo
dos componentes da fase mével, o pH da fase movel para pH=2,6 e para pH=4,8 € a
coluna cromatografica.

Alteracgéo N tr Teor meédio Teor médio
%*fexofenadina %*fexofenadina
capsulas /DPR  comprimidos/

DPR
Fase moével (55:45 4632,62 4,22 100,98 / 100,24 /
vIiv) pH = 3,2 0,85 0,81
Fase mével (50:50 4368,04 3,69 100,72/ 100,10/
viv) pH=2,6 0,41 0,15
Fase movel (50:50 3072,08 4,25 107,81/ 110,45/
viv) pH =4,8 2,14 3,18
Coluna Metachem® 7637,04 8,3 100,58 / 100,02 /
0,35 0,75

* cada valor é média de trés determinagdes

A Figura 4.12 apresenta os cromatogramas obtidos na avaliagdo da robustez
do método cromatografico, com as alteragées de pH da fase movel realizadas. Os
cromatogramas referentes as alteragbes de propor¢do dos componentes da fase

movel e da coluna cromatografica podem ser visualizados na Figura 4.13.
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FIGURA 4.12 - Cromatogramas de fexofenadina SQR obtidos na avaliagcédo da
robustez, alterando o pH da fase modvel. Condigbes cromatograficas: coluna
LiChrospher® 100 RP-18 (250 mm x 4,0 mm, 5 um); fase mével acetonitrila: tampao
acetato de aménio 50 mM (50:50, viv)pH 3,2 (_),pH2,6 ( _),pH 4,8 ( _); fluxo 1,0
ml/min; detec¢cao UV 220 nm; temperatura de analise 30 °C.
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FIGURA 4.13 - Cromatogramas de solugdo de fexofenadina SQR obtidos na
avaliagao da robustez, alterando a proporcdo dos componentes da fase moével e a
coluna cromatografica. Condigdes cromatograficas: coluna LiChrospher® 100 RP-18
(250 mm x 4,0 mm, 5 um) (MERCK), fase moével acetonitrila: tamp&o acetato de
amonio 50 mM (55:45, v/v) pH 3,2 ( _ ); coluna LiChrospher® 100 RP-18 (250 mm x
4,0 mm, 5 um) (MERCK), fase mével acetonitrila: tampao acetato de aménio 50 mM
(50:50, v/v) pH 3,2 ( _); coluna Metachem® RP-18 (250 mm x 4,0 mm, 5 um), fase
movel acetonitrila: tamp&o acetato de amdnio 50 mM (50:50, v/v) pH 3,2 ( _ ); fluxo
1,0 ml/min; detecgao UV 220 nm; temperatura de analise 30 °C.
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4.2.2.2.3.3 Curva padrao

Os valores das areas absolutas referentes as concentragdes analisadas na

curva padrao estao descritos na Tabela 4.14.

A Figura 4.14 ilustra a representagao grafica da curva padrao obtida através
do método de CLAE, bem como a equagao da reta e o coeficiente de correlagao (r)

obtidos.

A ANOVA, realizada para verificar a linearidade do método, esta apresentada
na Tabela 4.15.

Tabela 4.14 - Valores experimentais obtidos no desenvolvimento da curva padrao de
fexofenadina por CLAE.

Concentragao (ug/ml) Areas absolutas * Area média + e.p.m DPR

657299,3

20,0 657334,3 658161,87 + 845,13 0,22
659852,0
969515,3

30,0 968992,3 968949,43 + 339,75 0,06
968340,7
1280207

40,0 1280517 1280505,33 + 168,97 0,02
1280792
1594623

50,0 1594223 1594360,33 + 131,38 0,01
1594235
1903080

60,0 1903230 1903276,67 + 129,23 0,01
1903520
2212507

70,0 2221025 2214754,67 + 3176,78 0,25
2210732
2521840

80,0 2527856 2523227,33 + 2375,41 0,16
2519986

* cada valor é média de trés determinagdes
e.p.m. — erro padrao da média; DPR — desvio padréao relativo
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FIGURA 4.14 - Representagao grafica da curva padrao de fexofenadina obtida por
CLAE.

TABELA 4.15 - Analise de variancia das areas absolutas determinadas para a
obtencao da curva padrao de fexofenadina através de CLAE.

Fontes de variacao GL Somados Variancia F
guadrados
Entre 6 8,14368 x 10 1,3573x 10 "*  78962,85*
- regresséo linear 1 8,14364 x 10 "2 8,1436x 10 '* 473774,76*
-desvio de linearidade 5 39909736,44 7,981947,29 0,46
Residuo 14 240643920,6 17188851,47
Total 20  8,14392x 10

* significativo para p < 0,05.

4.2.2.2.3.4 Determinacao dos limites de detecgao e de quantificagao

Os valores obtidos para a determinacdo dos limites de deteccdo e de
quantificacdo para fexofenadina, através de CLAE, foram 0,3409 ug/ml e 1,033

ug/ml, respectivamente.
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4.2.2.2.3.5 Determinacao de fexofenadina em capsulas e comprimidos revestidos

Os resultados obtidos na determinacdo de fexofenadina em capsulas e

comprimidos revestidos por CLAE estdo demonstrados na Tabela 4.16.

A Tabela 4.17 apresenta os resultados obtidos na determinacido da precisao

intermediaria realizada para as formas farmacéuticas.

Tabela 4.16 - Valores experimentais obtidos na determinacdo de fexofenadina em

capsulas e comprimidos revestidos por CLAE.

Capsulas Comprimidos
Teor em fexofenadina Teor em fexofenadina
Amostra | mg/capsula*® (%) Média + | mg/comprimido* (%) Média +
e.p.m./ e.p.m./
DPR DPR
1 60,93 101,55 117,43 97,86
2 60,94 101,57 120,99 100,83
3 61,48 102,47 101,86+ 116,29 96,91 99,08+
0,35/ 0,67/
4 60,28 100,46 0,85 120,11 100,09 1,67
5 61,35 102,25 120,79 100,66
6 61,73 102,88 117,77 98,14

* cada valor € média de trés determinacgdes.

TABELA 4.17 - Determinacao do teor de fexofenadina em capsulas e comprimidos

revestidos por CLAE, em trés dias diferentes.

Capsulas Comprimidos

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 1 Dia 2 Dia 3
Média (%)+ 101,86+ 100,36 + 100,75+ 99,08 + 99,24 + 99,32+
e.p.m. (n = 6) 0,35 0,16 0,12 0,67 0,28 0,18
DPR intradia 0,85 0,40 0,81 1,67 0,48 0,44
Média geral
(%) (n = 18) 100,99 99,21
DPR interdias 0,77 0,12
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4.2.2.2.3.6 Teste de recuperacao

As percentagens de recuperagao obtidas através do teste de recuperagéo de

fexofenadina SQR estao apresentadas na Tabela 4.18.

TABELA 4.18 - Resultados referentes ao teste de recuperagao para fexofenadina
SQR em capsulas e comprimidos por CLAE.

Produto Concentracdo (ug/ml)  Recuperagdo Média (%)
Adicionada Recuperada (%0)*

Céapsula 10,0 9,980 99,80
20,0 19,760 98,80 99,05
30,0 29,562 98,54

Comprimido 10,0 10,035 100,35
20,0 19,620 98,10 99,94
30,0 30,408 101,36

* cada valor € média de trés determinacdes

4.2.2.2.4 Discussao

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € a técnica mais utilizada para
analise de farmacos em formulagdes na industria farmacéutica. A combinagao desta
técnica cromatografica com detecgéo ultravioleta fornece um método preciso, exato
e robusto para a analise quantitativa dos produtos farmacéuticos. Além disso, é
aplicavel para o monitoramento da estabilidade de farmacos e medicamentos, com

possibilidade de quantificagdo dos produtos de degradacao (WATSON, 2005).

A fim de estabelecer as condi¢des cromatograficas adequadas para o ensaio,
diferentes composicdes de fase moével foram testadas. Apesar da tentativa de
utilizacao de uma fase mével livre de tampao, como misturas de acetonitrila:agua e
metanol:agua, os picos cromatograficos apresentavam caudas acentuadas,
assimetria elevada e numero de pratos tedricos reduzidos, o que poderia prejudicar

a validagao do método e, até mesmo, o estudo preliminar de estabilidade. Por esta
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razao, optou-se por fazer uso do tampao acetato de aménio combinado com

acetonitrila.

O ajuste do pH da fase movel para pH=3,2 foi realizado devido a observacao
do emprego de fases moveis com pH acido em todos os trabalhos encontrados na
literatura. Além disso, a presenca de um grupamento carboxila na molécula torna
importante a utilizagdo de pH acido, a fim de suprimir a ionizagdo deste grupo,
favorecendo um adequado perfil do pico cromatografico.

As amostras foram preparadas em fase mdével com objetivo de obtencdo de

um pico mais bem definido.

O tempo de retengao observado para fexofenadina foi de aproximadamente
5,0 minutos, propiciando analise rapida, adequada para controle de qualidade de

rotina.

A avaliacdo da especificidade demonstrou ndo haver interferéncia dos
excipientes presentes nas formulagdes na determinacéo de fexofenadina, pois néao
foi observado nenhum pico com tempo de retencdo semelhante ao da fexofenadina.
Assim sendo, o método cromatografico demonstrou ser especifico para a analise do

farmaco em estudo.

A robustez do método cromatografico, avaliada através de modificacbes nas
condigbes cromatograficas, indicou que o método é robusto em todas as alteragdes
realizadas, com excec¢ao da mudancga de pH da fase mével para pH = 4,8. Os teores
meédios do farmaco observados para capsulas e comprimidos com a alteragcao do pH
da fase movel para pH = 2,6, da proporcdo dos componentes da fase mével e da
coluna cromatografica foram de 100,72% (DPR = 0,41) e 100,10% (DPR = 0,15);
100,98% (DPR = 0,85) e 100,24% (DPR = 0,81); 100,58% (DPR = 0,35) e 100,02%
(DPR = 0,75), respectivamente. Estes resultados se assemelham aos resultados
obtidos na avaliagcdo da precisdo do meétodo. Apesar dos tempos de retengao
obtidos diferentes do observado nas condi¢gdes otimizadas, o perfil do pico nao
sofreu alteragdes significativas, e os demais parametros cromatograficos né&o
apresentaram grandes modificagées. Assim, o método é robusto nestas condigdes,
permitindo a quantificagdo do anti-histaminico nas formas farmacéuticas capsula e

comprimidos revestidos.

76



4.2 Parte Experimental

Entretanto, quando se utilizou fase movel pH = 4,8, o teor médio do farmaco
foi de 107,81% (DPR = 2,14) e 110,45% (DPR = 3,18), para capsulas e
comprimidos, respectivamente. Este resultado € bastante diferente daquele obtido
na avaliagdo da precisdo e os resulatdos encontram-se fora da especificacao
farmacopéica (93-105%) (USP 29, 2006). Além disso, o DPR obtido & elevado, nédo
satisfatério para analises fisico-quimicas. Desta forma, o método ndo apresenta
robustez nesta condicdo. Este fato pode ser explicado pela possivel ionizagao de
grupamentos presentes na estrutura da molécula neste pH, considerando que um
dos pKa apresenta valor de 4,25, o que acarretou em um alargamento do pico
cromatografico e diminuicdo do numero de pratos tedricos, prejudicando a

quantificacdo do farmaco.

A linearidade do método foi avaliada através do desenvolvimento de uma
curva padrao, na faixa de concentragdo de 20,0 a 80,0 ug/ml. Foram desenvolvidas
trés curvas padrao no mesmo dia. Observou-se haver correlacdo linear entre a
concentragédo de fexofenadina SQR e as areas absolutas obtidas. O estudo de
regressao linear pelo método dos minimos quadrados forneceu uma equagéo da
retay = 31106 x + 36609. O coeficiente de correlagcdo de 0,9999 demonstra elevada
concordancia entre as concentracdes utilizadas e as areas absolutas obtidas. Os
resultados da ANOVA demonstraram haver regressao linear significativa e auséncia

de desvio de linearidade, o que confirma a linearidade do método.

O método por CLAE apresentou boa sensibilidade para a quantificagcao de
fexofenadina, uma vez que os valores calculados para os limites de deteccao e de

quantificagao foram baixos.

A precisdo do método foi avaliada através da determinacdo das amostras de
fexofenadina em capsulas e comprimidos revestidos, em um mesmo dia
(repetibilidade) e em trés dias diferentes (precisdo intermediaria). Os teores de
cloridrato de fexofenadina obtidos na avaliagdo da repetibilidade foram de 101,86%
e 99,08% e a média dos trés dias de 100,99% e 99,21%, para capsulas e
comprimidos revestidos, respectivamente. Estes resultados estdo de acordo com os
valores especificados. Os baixos valores de DPR encontrados caracterizam a boa

precisao do método cromatografico.
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O teste de recuperacao de fexofenadina SQR forneceu uma percentagem de
recuperagcao media de 99,05% e 99,94%, para capsulas e comprimidos revestidos,

respectivamente. Este valor demonstra a boa exatiddo do método proposto.

Considerando todos os resultados obtidos na avaliagdo dos parametros
analiticos, é possivel afirmar que o método por CLAE foi validado de forma
satisfatéria para a quantificacdo de fexofenadina em capsulas e comprimidos
revestidos.

4.2.2.3 Eletroforese Capilar

4.2.2.3.1 Material
O item 4.2.1.6.1 descreve parte do material utilizado no desenvolvimento
deste método. O método foi validado apenas para capsulas (Allegra®), tendo em

vista que o sistema de eletroforese capilar ndo se encontrava disponivel para o

desenvolvimento e validacdo do método para os comprimidos.

4.2.2.3.2 Método

As condigdes analiticas e os procedimentos para a analise eletroforética estao

descritos no item 4.2.1.6.2 e na Tabela 4.3.

4.2.2.3.2.1 Parametros analiticos

A validacdo do método foi efetuada através da avaliacdo dos parametros
analiticos de especificidade, linearidade, limites de detec¢do e quantificacao,

precisdo e exatidao.
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4.2.2.3.2.2 Avaliagao da especificidade

Para a avaliagao da especificidade, solucdo de fexofenadina capsulas na
concentragdo de 60 pg/ml foi preparada. A solugao placebo foi preparada com os

excipientes presentes na formulagao (item 4.2).

Os eletroferogramas obtidos foram analisados e comparados observando-se
os tempos de migracéo. Através da avaliagao deste parametro analitico verificou-se

a possivel interferéncia dos excipientes na determinagao do farmaco.

4.2.2.3.2.3 Curva padrao

Para a obtengdo da curva padrdo, preparou-se, em agua ultrapura, uma
solugao de fexofenadina SQR de 400 ug/ml. A partir desta solugao, aliquotas de 1,0;
2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 ml foram transferidas para baldes volumétricos de 20 ml, através
de bureta. Os volumes foram completados com agua, obtendo-se solugdes com
concentragdes de 20,0; 40,0; 60,0; 80,0 e 100,0 ug/ml. Para cada concentragéo de
analise, foram preparadas solugbes em ftriplicata, sendo efetuadas trés

determinagdes por solucéo.

4.2.2.3.2.4 Calculo para a curva padrao

A curva padrdo foi obtida através da construgdo de um grafico de
concentracdo em funcdo da area absoluta. A equacido da reta foi determinada
através do estudo de regressao linear pelo método dos minimos quadrados, € a

ANOVA foi realizada para a verificagdo da linearidade do método.

4.2.2.3.2.5 Determinacao dos limites de detecgao e quantificacédo

A determinacdo dos limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foi

realizada com base nos dados de desvio padrao do intercepto (s) e inclinagdo média
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(), obtidos a partir das trés curvas padrao. As equacgdes descritas no item 4.2.2.1.2.6

(ICH, 1996a) foram utilizadas para o calculo dos limites.

4.2.2.3.2.6 Determinacao de fexofenadina em capsulas

A partir da mistura de p6 das capsulas utilizadas para o peso médio, realizado
conforme o item 4.2.2.1.2.7, pesou-se o equivalente a 40 mg de fexofenadina e
transferiu-se para baldo volumétrico de 100 ml, completando-se o volume com fase
movel. Dessa solucdo, uma aliquota de 3,0 ml foi retirada e transferida para baldo
volumétrico de 20 ml, o qual teve seu volume completado com &agua ultrapura,

obtendo-se uma solugéo com concentragao de 60 ug/ml, destinada a analise.

O mesmo procedimento foi realizado para 6 tomadas de amostra a partir da

solucao inicial. Foram realizadas trés determinag¢des para cada solucéo de analise.

Uma solugdo de fexofenadina SQR foi preparada em agua ultrapura, numa

concentragéo equivalente a 60 ug/ml, para analise simultanea.

A determinacdo quantitativa de fexofenadina em capsulas foi realizada em

trés dias diferentes, a fim de se avaliar a precisao intermediaria do método.

4.2.2.3.2.7 Calculos para a determinacao de fexofenadina em capsulas

A determinacdo da concentracao das solucdes de fexofenadina em capsulas,
bem como as percentagens de fexofenadina na amostra comercial foram obtidas

pelas equagdes descritas no item 4.2.2.1.2.8.

4.2.2.3.2.8 Teste de recuperacao

Para a realizagcao do teste de recuperacao, foram preparadas solucdes de
fexofenadina SQR e fexofenadina de céapsulas, em &gua ultrapura, com

concentragdes de 100 ug/ml e 400 pug/ml, respectivamente.
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As amostras foram preparadas transferindo aliquotas de 10,0; 10,0 e 15,0 ml
da solucéo de fexofenadina SQR (100 pug/ml) para baldes volumétricos de 100, 50 e
50 ml, denominados R, Ry € R3. Esses baldes continham solugcédo de fexofenadina
capsulas na concentracao de 40 ug/ml. As quantidades de SQR adicionadas, em Ry,
R>e R3 (10,0 ug, 20,0 ug e 30,0 ug) respectivamente, correspondem a 25,0, 50,0 e

75,0% da concentracdo da amostra.

As solugdes adicionadas de SQR foram preparadas em triplicata. Para cada

solugéo foram realizadas trés determinagdes.

A Tabela 4.19 esquematiza o preparo das solugcdes para o teste de

recuperacao de fexofenadina SQR.

TABELA 4.19 - Preparo das solugdes para o teste de recuperacao através de EC.

Volume da solucéo de Volume da solucéo de Concentragao
fexofenadina amostra fexofenadina SQR 100 pg/ml  final (ug/ml)
comercial 400 ug/ml (ml) (ml)

A 10,0 - 40,0

R4 50 10,0 50,0

Rz 50 10,0 60,0

Rs 50 15,0 70,0

P - 10,0 40,0

4.2.2.3.2.9 Calculos para o teste de recuperacao

As percentagens de recuperagao de fexofenadina SQR foram calculadas

através da equacéao descrita no item 4.2.2.1.2.10.

4.2.2.3.3 Resultados
4.2.2.3.3.1 Avaliacado da especificidade

Os eletroferogramas obtidos através de analise da solugcédo de fexofenadina e

da solugao placebo podem ser visualizados na Figura 4.15.
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FIGURA 4.15 - Eletroferogramas obtidos através da analise por EC das solugdes de
fexofenadina SQR (A) e solugdo placebo de capsulas (B) preparadas em agua
ultrapura, a concentragdo de 60 pg/ml. Condigbes eletroforéticas: capilar de silica
fundida 47 cm de comprimento (39,5 cm de comprimento efetivo) e 75 um de
diametro interno; eletrdlito tampao tetraborato de sddio 20 mM; voltagem aplicada 20
kV (em rampa, 1kV/s); injecao hidrodindmica 50 mBar/5 s; detecgdo UV 220 nm;
temperatura 25 °C + 1 °C.

4.2.2.3.3.2 Curva padrao

Os valores das areas absolutas referentes as concentragdes analisadas na

curva padrao estao descritos na Tabela 4.20.

A Figura 4.16 ilustra a representagao grafica da curva padrao obtida através

do método de EC, a equacgao da reta e o coeficiente de correlagéo (r) obtidos.

A ANOVA, realizada para verificar a linearidade do método, esta apresentada
na Tabela 4.21.
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TABELA 4.20 - Valores experimentais obtidos no desenvolvimento da curva padrao
de fexofenadina por EC.

Concentracao Areas * Areas + e.p.m DPR
(ng/mi)

19,13

20,0 19,64 19,43 £ 0,153 1,37
19,52
37,50

40,0 37,01 37,45 + 0,244 1,13
37,85

55,96
60,0 55,39 55,59 + 0,190 0,60

55,42
73,44
80,0 73,95 73,88 £ 0,240 0,55
74,25
91,02
100,0 91,52 91,29 + 0,150 0,28

91,33
* cada valor corresponde a média de trés determinacdes

100 -

80 -

2 60
E
8 40
< y = 0,9007x + 1,4847
0 | r= 0,9998
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 120

Concentragao (ug/ml)

FIGURA 4.16 - Representagdo grafica da curva padrdao de fexofenadina obtida por
EC.
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TABELA 4.21 - Analise de variancia das areas absolutas determinadas para a
obtencdo da curva padrao de fexofenadina através de EC.

Fontes de variagdo GL Soma dos Variancia F
guadrados
Entre 4 9736,438707 2434,109677 20860,22*
- regressao linear 1 9735,846453 9735,846453 83435,81*
-desvio de linearidade 3 0,592253333 0,197417778 1,69
Residuo 10 240643920,6 0,116686667
Total 14 1,166866667

* significativo para p < 0,05.

4.2.2.3.3.3 Determinacao dos limites de deteccao e de quantificagao

Os valores obtidos para os limites de deteccdo e de quantificacdo de

fexofenadina, através de EC, foram 0,69 ug/ml e 2,09 ug/ml, respectivamente.

4.2.2.3.3.4 Determinacao da fexofenadina em capsulas

Os resultados obtidos na determinagao de fexofenadina em capsulas por EC
estdo demonstrados na Tabela 4.22. A Tabela 4.23 apresenta os resultados obtidos

na determinagao da precisao intermediaria realizada em trés dias.

TABELA 4.22 - Valores experimentais obtidos na determinacédo de fexofenadina em
capsulas por eletroforese capilar.

Amostra  Teor (mg/capsula)*  Teor (%) Média + e.p.m. DPR
1 61,20 102,0
2 61,68 102,8
3 60,48 100,8
4 59.64 99 4 101,2 £ 0,50 1,2
5 60,18 100,3
6 60,96 101,6

* cada valor € média de trés determinacgdes.
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TABELA 4.23 - Determinagao do teor de fexofenadina em capsulas por EC em trés
dias diferentes.

Dia 1 Dia 2 Dia 3
Média (%) + 101,20 + 0,50 100,50 + 0,70 100,90 + 0,70
e.p.m. (n =6)
DPR intradia 1,20 1,60 1,80
Média geral 100,87
(%) (n=18)
DPR interdias 0,35

4.2.2.3.3.5 Teste de recuperacao

As percentagens de recuperagao obtidas através do teste de recuperagéo de

fexofenadina SQR estao apresentadas na Tabela 4.24.

TABELA 4.24 - Resultados referentes ao teste de recuperagao para fexofenadina
SQR por EC.

Concentragao Recuperacdo  Média
Adicionada (ng/ml) Recuperada (ug/ml)* (%) (%)
R1 10,0 9,882 98,82
R2 20,0 19,628 98,14 98,11
R 30,0 29,214 97,38

* cada valor € média de trés determinacdes

4.2.2.3.4 Discussao

A eletroforese capilar tem apresentado nos Uultimos anos um grande
crescimento e destaca-se em termos de importancia entre as técnicas de analise
farmacéuticas. Entre suas vantagens encontram-se o baixo consumo de solventes
organicos, a automacgao da analise, elevada eficiéncia de separagdao e o pequeno
volume de amostra requerido (LI, 1993; ALTRIA, 1996; WATSON, 2005).

As condicoes eletroforéticas adequadas para o ensaio foram obtidas apds

diversos ensaios preliminares. Como discutido anteriormente, agua ultrapura foi
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escolhida para o preparo das amostras, apesar da solubilidade limitada do farmaco
nesse solvente, e o tampao tetraborato de sddio decaidratado como eletrélito de
corrida. O tempo de migragdo observado para fexofenadina foi de 3,34 minutos,

propiciando analise rapida, adequada para o controle de qualidade de rotina.

A avaliagdo da especificidade demonstrou n&o haver interferéncia dos
excipientes presentes na formulagado na determinacdo de fexofenadina, pois nao foi
observado nenhum pico com tempo de migragao semelhante ao do farmaco. Assim

sendo, o método demonstrou ser especifico para a analise da fexofenadina.

A linearidade do método foi avaliada através do desenvolvimento de uma
curva padrao, na faixa de concentragéao de 20,0 a 100,0 ug/ml. Foram desenvolvidas
trés curvas padrdao no mesmo dia. Observou-se haver correlacédo linear entre a
concentracdo de fexofenadina SQR e as areas absolutas obtidas. O estudo de
regressao linear pelo método dos minimos quadrados forneceu uma equagéo da
reta y = 0,9007 x + 1,4847. O coeficiente de correlacdo de 0,9999, demonstra
elevada concordancia entre as concentragdes utilizadas e as areas absolutas
obtidas. Os resultados da ANOVA monstraram haver regressao linear significativa e
auséncia de desvio de linearidade, o que confirma a linearidade do método. O
método eletroforético desenvolvido apresentou boa sensibilidade para a
quantificacdo de fexofenadina, uma vez que os valores calculados para os limites de

deteccgao e de quantificagao foram baixos.

A precisdo do método foi avaliada através da determinacdo das amostras de
fexofenadina em capsulas, em um mesmo dia e em trés dias diferentes. O teor
encontrado na avaliagao da repetibilidade do método foi de 101,20% e da preciséo
intermediaria de 100,87%. Os baixos valores de DPR encontrados caracterizam a
boa precisdo do método.

O teste de recuperacao de fexofenadina SQR forneceu uma percentagem de
recuperacao média de 98,11%. Este valor demonstra a boa exatiddo do método

proposto.

A partir dos resultados obtidos na avaliagdo dos parametros analiticos, é
possivel afirmar que o método por EC foi validado de forma satisfatoria para a

quantificacdo de fexofenadina em capsulas.
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4.2.3 Anélise comparativa dos métodos

Com objetivo de estabelecer uma comparagdo entre os métodos propostos
para determinacdo da fexofenadina em capsulas e comprimidos revestidos, foi
realizada analise estatistica dos teores médios obtidos nos diferentes métodos,

através da analise da variancia (ANOVA).

4.2.3.1 Resultados

Os resultados obtidos para a determinacdo quantitativa de fexofenadina em
capsulas e comprimidos revestidos, pelos métodos propostos neste trabalho,

encontram-se nas Tabelas 4.25 e 4.27.

As Tabelas 4.26 e 4.28 apresentam os resultados da ANOVA realizada para
comparacao dos valores experimentais obtidos a partir dos métodos propostos para

capsulas e comprimidos, respectivamente.

TABELA 4.25 - Resultados experimentais obtidos para doseamento de fexofenadina
em capsulas, pelos métodos avaliados.

uv CLAE EC
Média* 100,12 100,99 100,87
s? 0,10 0,64 0,29
DPR 0,12 0,77 0,35
n 18 18 18

TABELA 4.26 - Analise da variancia dos resultados obtidos nos doseamentos de
fexofenadina em capsulas, pelos métodos propostos.

Fontes de Soma dos

. GL Variancia F
variacao guadrados
Entre 2 7,8590778 3,9295389 3,6418954
Residuo 51 55,028072 1,0789818 F critico =5,18
Total 53 62,88715

* significativo para p < 0,01.
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TABELA 4.27 - Resultados experimentais obtidos para doseamento de fexofenadina
em comprimidos revestidos, pelos métodos avaliados.

uv CLAE
Média* 99,74 99,21
s? 0,11 0,10
DPR 0,13 0,12
n 18 18

TABELA 4.28 - Analise da varidncia dos resultados obtidos nos doseamentos de
fexofenadina em comprimidos revestidos, pelos métodos propostos.

Soma dos

Fontes de variacao GL Variancia F
guadrados
Entre 1 3,4101778 3,4101778  6,5105512
Residuo 34 17,808944 0,5237925 F critico =7,56
Total 35 21,219122

* significativo para p < 0,01.

4.2.3.2 Discussao

Os resultados obtidos através da ANOVA demonstraram n&o haver diferenga
significativa entre os métodos propostos, para um nivel de significancia de 1%.
Desta forma, os métodos validados sao equivalentes, ou seja, o resultado comprova
que os métodos sao intercambiaveis, sendo adequados para a determinagao

quantitativa do farmaco nas formas farmacéuticas.
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4.2.4 Desenvolvimento e Validac&o do Teste de Dissolucéo

4.2.4.1 Introducao

O teste de dissolugdo €& ferramenta indispensavel para a industria
farmacéutica, tanto no desenvolvimento de produtos farmacéuticos, quanto no
controle de qualidade de rotina (MARQUES e BROWN, 2002; MARCOLONGO,
2003).

Tanto a dissolugcdo como a permeabilidade de um farmaco na membrana
intestinal representam parametros chave na sua absorcdo (LOBENBERG e
AMIDON, 2000). O sistema de classificagdo biofarmacéutica de farmacos é baseado
na solubilidade em agua e permeabilidade intestinal. De acordo com essa
classificagdo, farmacos s&o divididos em quatro categorias, quais sejam (AMIDON,
et al., 1995; FDA, 1997; FDA, 2000):

e Classe 1: Alta solubilidade — Alta permeabilidade
e Classe 2: Baixa solubilidade — Alta permeabilidade
e Classe 3: Alta solubilidade — Baixa permeabilidade

¢ Classe 4: Baixa solubilidade — Baixa permeabilidade

A utilizagdo da classificacdo biofarmacéutica permite determinar a
possibilidade de correlagdo in vitro - in vivo (BROWN et al., 2004). A fexofenadina
encontra-se na classe 3 apresentando, portanto, alta solubilidade e baixa
permeabilidade (KASIM et al., 2003). Desta forma, o processo de absorgao é
controlado pela permeabilidade e ndo se espera correlagdo com a taxa de
dissolugdo (AMIDON, et al., 1995; MARCOLONGO, 2003). Nos casos em que ha
possibilidade de correlagdo, o teste de dissolugdo deve ser realizado de forma a

prever o comportamento in vivo das formas farmacéuticas (MANADAS et al., 2002).

Como nao ocorre correlagdo para farmacos da classe 3, o objetivo deste
trabalho foi desenvolver testes de dissolucdo como ferramenta de controle de

qualidade de fexofenadina capsulas e comprimidos revestidos.
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4.2.4.2 Material

Além das amostras capsulas e comprimidos do medicamento referéncia
(Allegra®) até entdo empregadas para o desenvolvimento e validagdo dos métodos
qualitativos e quantitativos, foram utilizadas capsulas e comprimidos de um
medicamento similar (Fexodane®) e comprimidos de um medicamento genérico
(Cloridrato de Fexofenadina®), disponiveis no mercado brasileiro, para fins de
comparagao com o medicamento referéncia. As amostras utilizadas encontram-se

descritas a seguir:
Céapsulas:

o Allegra® (Sanofi-Aventis) 60 mg - cloridrato de fexofenadina e os excipientes:
celulose microcristalina, lactose, amido pré-gelatinizado e croscarmelose

sodica.

o Fexodane® (UCI Pharma) 60 mg - cloridrato de fexofenadina e os excipientes:

celulose microcristalina, lactose, estearato de magnésio e polivinilpirrolidona.
Comprimidos revestidos:

o Allegra® (Sanofi-Aventis) 120 mg - cloridrato de fexofenadina e os excipientes:
celulose microcristalina, amido pré-gelatinizado, croscarmelose sddica,
estearato de magnésio, hidroxipropilmetilcelulose, polividona, dioxido de

titdnio, silica anidra coloidal, Macrogol 400, 6xido de ferro rosa e amarelo.

o Fexodane® (UCI Pharma) 120 mg - cloridrato de fexofenadina e os
excipientes: celulose microcristalina, lactose, croscarmelose sodica, estearato
de magnésio, silica coloidal, dioxido de titanio, talco, metilmetacrilato, éxido

de ferro vermelho e amarelo.

o Cloridrato de Fexofenadina® (Ranbaxy) 120 mg - cloridrato de fexofenadina e
os excipientes: celulose microcristalina, croscarmelose soédica, povidona,
estearato de magnésio, opadry OY-20A54616 (rosa), oxido de ferro vermelho,

oxido de ferro amarelo e macrogol 400.
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Os testes de dissolugao foram realizados em equipamento Sotax AT7,
contendo seis cubas de dissolugdo, de acordo com as normas estabelecidas pela
USP 29 (2006).

A quantificacdo das amostras foi realizada em cromatografo a liquido descrito
no item 4.2.1.7.1.

Solugdes tampao pH 1,2, pH 4,0 e pH 6,8 foram preparadas de acordo com a
USP 29 (2006).

4.2.4.3 Métodos

4.2.4.3.1 Teste de dissolugao

As condigdes sink foram determinadas em diferentes solventes. A solubilidade
do farmaco foi testada utilizando uma quantidade equivalente a trés vezes a dose
presente na formulagdo em 900 ml de HCI 0,1 M, HCI 0,01 M, tampao fosfato pH
1,2, pH 4,0 e pH 6,8 (MARQUES e BROWN, 2002). A partir desse teste, trés meios
foram escolhidos para verificar a quantidade percentual de liberagdo do farmaco:
HCI 0,1 M, HCI 0,01 M e tampao fosfato pH 6,8.

As velocidades de rotacdo de 75 e 100 rpm foram testadas para capsulas,
enquanto que 50 e 75 rpm foram testadas para comprimidos revestidos (USP 29,
20006).

Os testes de dissolucdo foram realizados utilizando 900 ml de cada um dos
trés meios de dissolugao os quais foram previamente desaerados em ultra-som por

15 minutos e mantidos a temperatura de 37 + 0,5 °C.

Foram utilizados os aparatos de pas e cestas para comprimidos e capsulas,

respectivamente. O tempo do teste foi de 60 minutos.
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4.2.4.3.2 Validacao do teste de dissolugao

A validacado do teste de dissolucédo foi realizada através da avaliacdo dos
seguintes parametros: especificidade, linearidade, precisdo intermediaria e
estabilidade das solugbes (MARQUES e BROWN, 2002; PHARMACOPEIAL
FORUM, 2004).

= Especificidade: avaliada através de amostras placebo de cada formulacéo de
capsulas e comprimidos revestidos. As amostras placebo foram preparadas
utilizando-se quantidades equivalentes a uma capsula ou um comprimido
revestido, as quais foram transferidas para cubas de dissolugdo contendo
900 ml de meio por 1 h a 150 rpm, utilizando o respectivo aparato de
dissolucdo. A interferéncia dos excipientes presentes foi analisada por UV e
CLAE.

= Linearidade: avaliada através da curva padrao construida para o método de
CLAE, a qual empregou sete concentragdes de SQR (20,0; 30,0; 40,0; 50,0.0;
60,0; 70,0; e 80,0 ug/ ml).

= Precisdo: a avaliacdo da precisao intermediaria do teste de dissolucéo foi
realizada utilizando um lote caracterizado em termos de uniformidade de
conteudo e comparando os resultados com aqueles obtidos do teste de
dissolugcédo. De acordo com a USP 29 (2006), a uniformidade de conteudo é
avaliada dosando dez capsulas e dez comprimidos, individualmente, e
calculando o conteudo de fexofenadina de cada um. Além disso, foram
comparados os resultados obtidos dos testes de dissolugdo de comprimidos e
capsulas do medicamento referéncia, empregando-se dois analistas

diferentes.

= Exatidao: inferida a partir da precisao e linearidade, conforme especificado no
ICH (1996a).

= Estabilidade das solucbes: avaliada verificando-se a resposta de solucéo
amostra armazenada a temperatura ambiente (25 °C £ 1 °C) por um periodo

de tempo especificado.

92



4.2 Parte Experimental

4.2.4.3.3 Perfis de dissolucéo

Os perfis de dissolugao foram realizados depois de obtidas as condigcdes mais
adequadas para o teste de dissolugcdo. Os tempos de coleta selecionados foram 5;
10; 15; 30; 45 e 60 minutos. Apds cada tempo, uma aliquota de 15 ml foi retirada de
cada cuba e 0 mesmo volume de meio de dissolugao foi reposto, para manter o
volume total constante. A aliquota retirada foi filtrada em membrana de 0,45 um e
diluida com fase movel a 40 ug/ml para quantificagcdo por CLAE. Doze amostras

foram analisadas para cada perfil de dissolugao.

4.2.4.3.4 Comparagéao dos perfis de dissolugéo

Os perfis de dissolugcido obtidos foram comparados calculando-se a eficiéncia
de dissolugdo percentual (ED%) e através do método simples modelo-
independente. A ED% foi calculada pela area sob a curva no tempo ti (medido
através da regra do trapézio) e expressa como percentual de area do retangulo

descrita por 100% de dissolugdo no mesmo tempo.

O método simples modelo- independente inclui os fatores de diferenga (f;) e
de similaridade (f;). O primeiro mede o erro percentual entre as duas curvas em
todos os pontos. Esse erro € zero quando os perfis de dissolugdo da referéncia e do
teste sdo idénticos e aumenta proporcionalmente com a nao similaridade entre os
perfis. O fator f, € uma transformagao logaritmica da soma dos quadrados do erro
das diferencas entre os dois perfis em todos os pontos. Esse fator € 100 quando a
referéncia e o teste possuem perfis idénticos e tende a zero a medida que a nao
similaridade aumenta (COSTA e LOBO, 2001; BRASIL, 2004). As equacdes para o

célculo dos fatores encontram-se descritas a seguir:
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thl‘Rt -T ‘}x 100

f1 :{ n
thl Rt

T

f, =50 log, {[L+ %Z(Rt T)21°5 x 100}

t=1

onde: R; é a percentagem dissolvida do medicamento referéncia no tempo t;

T: € a percentagem dissolvida do medicamento teste no tempo t.

Segundo a legislagéo vigente, dois perfis de dissolugdo sdo considerados

similares se f; estiver entre 0 e 15 e se f, estiver entre 50 e 100 (BRASIL, 2004).

4.2.4.4 Resultados

Através do teste das condigcdes sink foi possivel verificar que a fexofenadina é
soluvel em HCI 0,1 M, HCI 0,01 M e tampao fosfato pH 6,8. A Figura 4.17 apresenta
os resultados obtidos a partir de testes de dissolugdo com comprimidos de Allegra

utilizando pas e velocidade de rotacao de 75 rpm e os trés meios de dissolucéo: HCI

0,1 M, HCI 0,01 M e tampéao fosfato pH 6,8.
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FIGURA 4.17 - Perfis de dissolugao de comprimidos revestidos de Allegra® utilizando
pas a 75 rpm e HCI 0,01 M, HCI 0,1 M e tampao fosfato pH 6,8 como meios de

dissolugéo.
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As Figuras 4.18 e 4.19 apresentam os resultados obtidos para a determinagéao
da velocidade de rotagdo para capsulas e comprimidos, sendo que foram testadas
75 e 100 rpm para capsulas de Allegra® e Fexodane® (Figure 4.18) e 50 e 75 rpm

para comprimidos revestidos de Allegra® (Figura 4.19).
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FIGURA 4.18 - Perfis de dissolugédo de capsulas de AIIegra® e Fexodane® utilizando
cestas a 75 e 100 rpm e HCI 0,01 M como meio de dissolugdo.
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FIGURA 4.19 - Perfis de dissolugao de comprimidos revestidos de Allegra® utilizando
pas a 50 e 75 rpm e HCI 0,01 M como meio de dissolugéo.

95



4.2 Parte Experimental

A Tabela 4.29 apresenta o resultado do teste estatistico t-Student realizado
para comparagao da liberagdo percentual do farmaco, utilizando velocidades de

rotacdo de 75 ou 100 rpm para capsulas.

A Tabela 4.30 apresenta o resultado do teste t-Student realizado para
comparacgao da liberagao percentual do farmaco, utilizando velocidades de rotacao

de 50 ou 75 rpm para comprimidos revestidos.

TABELA 4.29 - Resultados obtidos do teste t-Student para dissolugao de capsulas
dos produtos referéncia e similar (n=12), utilizando 75 e 100 rpm.

Produto Tempo Liberagéo farmaco (%) t-test P-value

(min) 75 rpm 100 rpm
0 0 0
5 63,85 71,40
10 82,32 87,14
Referéncia 15 89,17 90,74 1,468 0,19
Allegra® 30 97,50 97,82

45 101,19 100,57
60 100,43 99,29

0 0 0
5 22,92 31,38
10 44,11 52,15

Similar 15 56,04 61,40 1,814 0,12
Fexodane® 30 73,77 74,54
45 83,69 82,68
60 87,94 86,73

TABELA 4.30 - Resultados obtidos do teste t-Student para dissolucido de
comprimidos revestidos do produto referéncia (n=12), utilizando 50 e 75 rpm.

Produto Tempo Liberagéo farmaco (%) t-test P-value

(min) 50 rpm 75 rpm
0 0 0
5 74,12 86,28

Referéncia 10 89,25 100,59

(Allegra®) 15 95,36 103,97 3,57 0,012
30 99,55 107,29
45 103,10 106,12
60 103,01 105,05
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A Figura 4.20 mostra os resultados obtidos para a avaliagao da especificidade
do método por espectrofotometria UV na quantificagdo de capsulas e comprimidos

revestidos contendo fexofenadina, a partir do teste de dissolugéo.
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— Comprimidos
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FIGURA 4.20 - Avaliacdo da especificidade por espectrofotometria UV de
fexofenadina capsulas e comprimidos revestidos a partir do teste de dissolugao.

A Figura 4.21 mostra os resultados obtidos para a avaliagao da especificidade
por CLAE na quantificagdo de capsulas e comprimidos revestidos contendo

fexofenadina, a partir do teste de dissolugao.
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FIGURA 4.21 - Avaliacdo da especificidade por CLAE de fexofenadina capsulas e
comprimidos revestidos a partir do teste de dissolucao.
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A precisao intermediaria foi avaliada através da comparacao dos resultados
de uniformidade de conteudo e o percentual de liberagdo do farmaco. Os valores
meédios de uniformidade de conteudo para capsulas do produto referéncia e similar
foram 111,61% (DPR = 1,80) e 101,20% (DPR = 2,41), respectivamente. Os
percentuais de liberacédo de fexofenadina obtidos foram 99,29% e 86,73% para

referéncia e similar, respectivamente.

Os valores médios de uniformidade de conteudo para comprimidos revestidos
do produto referéncia, similar e genérico foram de 107,01% (DPR = 0,51), 103,03%
(DPR = 1,11), e 103,87% (DPR =1,20), respectivamente. Os percentuais de
liberagdo de fexofenadina obtidos foram 105,05%, 103,85%, e 105,06%, para os

medicamentos referéncia, similar e genérico, respectivamente.

Além disso, foram comparados os resultados obtidos dos testes de dissolugao
para comprimidos e capsulas do medicamento referéncia, empregando-se dois
analistas diferentes (Tabela 4.31). Os DPR entre os analistas foram calculados e
apresentaram valores sempre inferiores a 3%, o que demonstra a precisao
satisfatoria dos métodos desenvolvidos (PHARMACOPEIAL FORUM, 2004).

TABELA 4.31 — Avaliagao da precisao intermediaria dos testes de dissolugéo para
comprimidos e capsulas contendo fexofenadina empregando-se analistas diferentes.

Comprimidos Allegra® Capsulas Allegra®
Tempo | Analista1  Analista 2 DPR Analista1  Analista 2 DPR
(min) Média®/ Média"/ entre Média™/ Média"/ entre
DPR DPR analistas DPR DPR analistas
5 84,60 / 87,96 / 2,75 72,42/ 70,39/4,2 2,01
1,35 3,87 3,15
10 99,76 / 101,41/ 1,17 86,57 / 87,70/ 0,92
0,89 1,86 0,92 4,32
15 103,57 / 104,36 / 0,54 92,73/ 90,42/ 1,78
0,95 0,93 3,18 4,37
30 107,30/ 107,28 / 0,01 97,83/ 97,82/ 0,12
1,35 0,53 2,88 2,80
45 106,11/ 106,14 / 0,02 100,58 / 100,57 / 0,23
0,59 0,58 2,36 2,35
60 104,94 / 105,17/ 0,15 99,29 / 99,28 / 0,34
0,74 0,66 2,06 2,10

* cada valor é média de seis determinacdes
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O teste de estabilidade das solugbes mostrou que a fexofenadina manteve-se
estavel na solugao de HCI 0,01 M, por 24 horas, a temperatura ambiente.

As Figuras 4.22 e 4.23 apresentam os perfis de dissolugdo para capsulas do
medicamento referéncia e similar e para comprimidos revestidos dos medicamentos

referéncia, similar e genérico, respectivamente.
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FIGURA 4.22 - Perfis de dissolugdo obtidos para capsulas do medicamento
referéncia —AIIegra® e similar- Fexodane® utilizando HCI 0,01 M como meio de
dissolugéo e cestas a 100 rpm.
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FIGURA 4.23 - Perfis de dissolucdo obtidos para comprimidos revestidos dos
medicamentos referéncia -AIIegra®, similar- Fexodane® e genérico - Ranbaxy®
utilizando HCI 0,01 M como meio de dissolug&o e pas a 75 rpm.
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A Tabela 4.32 apresenta os resultados de comparacao entre os perfis de
dissolucdo realizados para comprimidos revestidos através de eficiéncia de

dissolugéo (ED%), fator de diferenca (f1) e fator de semelhanca (f2).

TABELA 4.32 - Comparacao dos perfis de dissolugdo de comprimidos contendo
fexofenadina através de eficiéncia de dissolugao (ED%), fator de diferencga (f;) e fator
de semelhanca (f2).

Medicamento

Parametro Referéncia Similar Genérico
ED% 103,85 101,64 78,85
f; 36,23 5

fo 17,45 -

" calculado entre referéncia e similar.

A Tabela 4.33 apresenta os resultados de comparacdo entre os perfis de
dissolugao realizados para capsulas através de eficiéncia de dissolu¢ao (ED%), fator

de diferencga (f;) e fator de semelhanca (f2).

TABELA 4.33 - Comparacdo dos perfis de dissolugdo de capsulas contendo
fexofenadina através de eficiéncia de dissolugao (ED%), fator de diferencga (f;) e fator
de semelhanga (f2).

Medicamento

Parametro Referéncia Similar
ED% 95,19 73,07
f1 28,90
fo 27,62

“calculado entre referéncia e similar.
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4.2.45 Discussao

A dissolugdo é um teste cuja importancia para a industria farmacéutica vem
sendo cada vez mais reconhecida. E aplicavel tanto na pesquisa e desenvolvimento
de produtos, como no controle de qualidade de rotina (SKOUG et al.,, 1997;
DRESSMAN et al., 1995; MARQUES e BROWN, 2002; MARCOLONGO, 2003).

Diversos parédmetros devem ser avaliados para o desenvolvimento do teste de
dissolugéo, quais sejam: meio de dissolugdo, velocidade de agitagao, aparelho de
dissolugédo, tempo para amostragem, entre outros (MARQUES e BROWN, 2002;
PHARMACOPEIAL FORUM, 2004). Além disso, o conhecimento das propriedades do
farmaco, relacionadas a solubilidade e permeabilidade deve ser buscado na
literatura, com objetivo de verificar em qual classe da classificagdo biofarmacéutica

se encontra, e se ha possibilidade de uma correlagéo in vitro - in vivo.

Considerando dados obtidos na literatura (KASIM et al., 2003), verifica-se que
a fexofenadina enquadra-se na classe 3, isto é, apresenta alta solubilidade e baixa
permeabilidade. Desta forma, ndo é possivel estabelecer nenhuma correlagdo com
os dados obtidos dos testes de dissolugdo e o comportamento in-vivo (AMIDON et
al., 1995; MARCOLONGO, 2003).

Durante o desenvolvimento do teste de dissolucdo para capsulas e
comprimidos revestidos contendo cloridrato de fexofenadina, foram inicialmente
testadas as condicbdes sink. Os resultados mostraram que o farmaco apresenta
solubilidade em HCI 0,1 M, HCI 0,01 M e tampéao fosfato pH 6,8. Desta forma
realizaram-se testes de dissolugcdo nestes trés meios de dissolugao, para avaliar o
percentual de liberacdo do farmaco. A partir dos resultados obtidos optou-se por HCI
0,01 M como meio de dissolugao, pois promoveu maior percentual de liberagdo do

farmaco ao final do teste de dissolucao.

Com objetivo de determinar a velocidade de rotacdo mais adequada para
capsulas e comprimidos, foram testadas 75 e 100 rpm para capsulas de AIIegra® e

Fexodane®, e 50 e 75 rpm para comprimidos revestidos de AIIegra®.

Os resultados obtidos através do teste estatistico t-Student, realizado para

comparagao das velocidades de agitagdo 75 ou 100 rpm na liberagdo do farmaco
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das capsulas, forneceu um valor de P maior do que o valor tedrico, indicando nao
haver diferenga significativa na liberagado percentual do farmaco devido ao uso das
velocidades testadas, tanto para o medicamento referéncia quanto para o similar.
Entretanto, a velocidade de 100 rpom promoveu maior liberacdo de farmaco antes de

30 minutos. Desta forma optou-se por 100 rpm para capsulas.

O resultado do teste t-Student realizado para comparagao das velocidades de
rotacdo de 50 ou 75 rpm na liberagdo percentual do farmaco a partir dos
comprimidos, mostrou um valor de P menor que o nivel de significancia, indicando
que existe diferenca significativa entre as velocidades de agitacédo testadas. Assim,

optou-se pela velocidade de agitagao de 75 rpm para os comprimidos revestidos.

A avaliagao da especificidade foi realizada através de espectrofotometria no
UV e CLAE. Amostras placebo de cada formulacdo foram preparadas e ensaiadas
por 1 h, a 150 rpm, utilizando o respectivo aparato de dissolugao. A utilizagdo do
meétodo por UV seria mais conveniente, considerando que apresenta maior
simplicidade e menor custo nas analises que o método por CLAE. Entretanto, os
resultados mostraram que ocorre interferéncia dos excipientes presentes nas
formulagdes de capsulas e comprimidos revestidos em 220 nm, comprimento de
onda de maxima absorcao da fexofenadina. Além disso, os resultados mostram que
nao ha interferéncia no método por CLAE, ndo havendo nenhum pico no tempo de
retencdo da fexofenadina (tr = 5 minutos). Desta forma, optou-se por utilizar o
método por CLAE para quantificar as amostras de capsulas e comprimidos

revestidos do teste de dissolugao.

A precisao intermediaria foi avaliada através da comparagao dos resultados
de uniformidade de conteudo e o percentual de liberagdo do farmaco. Os valores
meédios de uniformidade de conteudo para capsulas do produto referéncia e similar
diferiram dos percentuais de liberacdao de fexofenadina. As diferengas obtidas
podem ser devidas a dissolugao incompleta do invélucro de gelatina, o qual manteve
uma pequena quantidade de farmaco no seu interior. Porém, este fato ndo interferiu
no teste de dissolugao, pois mais de 70% do farmaco foi dissolvido em 30 minutos
em todos os testes (MARQUES e BROWN, 2002).
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Os valores médios de uniformidade de conteudo para comprimidos revestidos
dos produtos referéncia, similar e genérico foram proximos aos percentuais de
liberacdo de fexofenadina obtidos. Em todos os testes quase o total de farmaco
presente foi dissolvido. Esses resultados indicam a boa precisdo do teste de

dissolugéo.

Além disso, foram comparados os resultados obtidos dos percentuais de
liberacdo do farmaco, a partir de comprimidos e capsulas do medicamento
referéncia, empregando-se dois analistas. Os valores de DPR obtidos apresentaram
resultados satisfatérios, sendo que foram menores que 3% em todos os tempos de
coleta (PHARMACOPEIAL FORUM, 2004).

A estabilidade das solugdes de fexofenadina em HCI 0,01 M foi testada
durante 24 horas. Durante esse periodo, o farmaco manteve-se estavel. Assim, foi

possivel garantir a analise do farmaco com precisao durante o teste de dissolugéo.

O perfil de dissolugéo relaciona a porcentagem de farmaco dissolvido em
funcdo do tempo. Foram realizadas as comparacgdes dos perfis de dissolucdo de
capsulas dos medicamentos referéncia e similar, bem como a comparagao dos perfis
de dissolugdo de comprimidos revestidos dos medicamentos referéncia, similar e

genérico, contendo fexofenadina.

Os fatores f; e f, foram calculados entre o medicamento referéncia e o similar
para ambas as formas farmacéuticas, pois o0 medicamento similar ndo apresentou
dissolugdo de 85% em 15 minutos (FDA, 2000). Os fatores ndo foram calculados
para os comprimidos do medicamento genérico, porque sua dissolugdo foi muito
rapida (mais de 85% em 15 minutos). Considera-se que dois perfis de dissolugao
sdo considerados similares se f; estiver entre 0 e 15 e se f, estiver entre 50 e 100
(BRASIL, 2004). Os resultados de f; e f,, 36,23 e 17,45, respectivamente, para os
comprimidos demonstram que os perfis ndo sdo similares. Para capsulas, os
resultados de f; e fy, 28,90 e 27,62, respectivamente, demonstram que os perfis néo
sao similares. A ED% foi calculada para todos os produtos e os valores obtidos
foram analisados através de ANOVA. A analise da varidncia mostrou que os perfis

de dissolugao dos comprimidos e capsulas nao sao similares.
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Os resultados obtidos demonstram que os métodos de dissolugao
desenvolvidos apresentam poder discriminativo, caracteristica importante requerida
para que possa detectar modificagdes no produto (MARQUES e BROWN, 2002;
PHARMACOPEIAL FORUM, 2004), pois foram capazes de diferenciar as
formulacbes testadas, evidenciando a nao similaridade entre seus perfis de

dissolugéo.
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4.3 Discusséo Geral

4.3 DISCUSSAO GERAL

Considerando que existiam poucos trabalhos na literatura referentes a
determinacado de fexofenadina em formas farmacéuticas, aliado ao fato de esse
farmaco nado constar anteriormente em farmacopéias, justificou-se o
desenvolvimento e validacdo de metodologia de analise quali e quantitativa em
capsulas e comprimidos revestidos como parte do objetivo geral do presente
trabalho.

Foram desenvolvidos e validados métodos analiticos usualmente descritos
nos codigos oficiais e na literatura relacionada ao controle de qualidade de farmacos
e medicamentos. Além disso, a simplicidade de execugdo e o tempo de analise
foram, também, considerados, tendo em vista que buscaram-se métodos aplicaveis

ao controle de qualidade de rotina.

A escolha da metodologia de analise depende de diversos fatores. Além de
atender aos requisitos da validagdo, comprovando através da avaliagdo dos
parametros analiticos a exatidao, reprodutibilidade, sensibilidade, especificidade e
linearidade, os métodos devem ser compativeis com o0s recursos usualmente
disponiveis nos laboratorios de controle de qualidade do pais. Dessa forma, o custo
dos materiais e equipamentos necessarios a utilizacdo de um meétodo de analise

deve ser considerado.

A andlise qualitativa deve ser realizada para identificar a substancia ativa em
matérias-primas e em formas farmacéuticas (AVEDANO, 1993). Baseia-se na
comparagao de resultados obtidos para um padréao de referéncia com aqueles
obtidos para as amostras. Neste trabalho, foram realizados métodos de
determinacao da faixa de fusdo da SQR, a fim de comparar com o valor descrito na
literatura e espectrofotometria no infravermelho da SQR. Além disso, as técnicas de
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN 'H, RMN *C, COSY,
HSQC e HMBC) e espectrometria de massas da fexofenadina SQR foram
realizadas. Porém, para facilitar a comparacdo com os resultados obtidos a partir
dos espectros dos produtos de fotodegradagao isolados, optou-se por apresentar os
espectros da fexofenadina, bem como a interpretacdo dos mesmos, no Capitulo Il

desta tese.
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Os métodos por cromatografia em camada delgada, espectrofotometria no
ultravioleta, CLAE e EC foram desenvolvidos para identificar o farmaco nas formas
farmacéuticas. A partir dos resultados obtidos pelas técnicas utilizadas, foi possivel
confirmar, com confiabilidade, a identidade da fexofenadina SQR, bem como

identifica-la nas capsulas e comprimidos revestidos.

O conjunto de métodos analiticos qualitativos desenvolvidos para identificar a
fexofenadina em capsulas e comprimidos mostrou ser adequado, proporcionando
resultados satisfatorios. As diferentes técnicas utilizadas propiciam alternativas
versateis na escolha do método de analise, embora, algumas vezes, seja
conveniente aplicar mais de uma técnica, para que resultados de alta confiabilidade

possam ser obtidos.

A espectrofotometria no ultravioleta representa uma técnica bastante utilizada,
tanto na identificacdo como na quantificacdo de farmacos e medicamentos. Possui
como principais vantagens a simplicidade e baixo custo operacional. Porém, em
muitos casos, nao apresenta especificidade, o que pode limitar sua utilizagcao
(WATSON, 2005).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) constitui-se no procedimento
mais utilizado para as analises farmacéuticas. Apresenta inUmeras vantagens como
a versatilidade, eficiéncia de separagao, especificidade, razado pela qual aplica-se ao
monitoramento da estabilidade de farmacos e medicamentos, com possibilidade de
quantificacdo dos produtos de degradagao (WATSON, 2005). Entretanto, necessita
de equipamento e materiais de maior custo, o que pode limitar seu uso por alguns

laboratérios de controle de qualidade.

A eletroforese capilar (EC) representa um procedimento em rapida expanséao,
em termos de técnica de analise e separagao e aplicabilidade geral. Apresenta
muitas vantagens, entre elas o uso reduzido de solventes, minimizando a geracao
de residuos quimicos, a pequena quantidade de amostra necessaria, 0 uso de
capilares muito pouco onerosos, principalmente se comparados as colunas para
CLAE, a elevada eficiéncia de separagao, entre outras (WATSON, 2005). Porém, o
sistema de eletroforese ainda nédo é utilizado pela maioria dos laboratérios

farmacéuticos.
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Apos definida a metodologia analitica a ser utilizada neste trabalho para a
quantificacdo do anti-histaminico nas formas farmacéuticas, foram determinadas,
através de estudos preliminares, as condicbes adequadas para a execug¢ao de cada

método. Ao desenvolvimento dos métodos seguiu-se a validagao.

A validacgao foi realizada com base nas guias ICH (1996a), USP 29 (2006) e
Resolucdo n° 899 (BRASIL, 2003), as quais contém diretrizes sobre a validagdo de
procedimentos analiticos, indicando os principais parametros a serem avaliados
durante a validagdo de um método. Segundo o ICH (1996a), os paréametros de
especificidade, linearidade, precisdo e exatiddo sdo essenciais para garantir a
performance do método para fins de quantificacdo da substancia ativa. Todos os
métodos apresentados nesse trabalho foram validados em termos desses

parametros.

Os métodos por espectrofotometria no UV, CLAE, EC mostraram-se
especificos, uma vez que nao houve interferéncia dos excipientes presentes nas
formulagdes de capsulas e comprimidos testadas na determinacédo de fexofenadina.
Apenas o método por CLAE foi empregado para avaliagdo da fotodegradacéo da
fexofenadina, e mostrou ser especifico na quantificacido do farmaco na presenca dos

produtos de fotodegradacao.

A linearidade foi demonstrada para todos os métodos, através da construgéo
de curvas padrao, as quais foram avaliadas através de ANOVA. Todas as analises
realizadas forneceram regressao linear significativa, ndo apresentando desvio
significativo da linearidade. Todos os métodos apresentaram coeficiente de
correlagdo proximo da unidade (acima de 0,999) indicando haver relagéo linear entre

as concentracdes utilizadas e as respectivas respostas obtidas.

A precisao foi avaliada em termos de repetibilidade e precisao intermediaria.
Os resultados de desvio padrao relativos (DPR) obtidos para todos os métodos
propostos, tanto intra como interdias, ndo excedeu o valor de 2%, o que demonstra

que os mesmos apresentam elevada precisdo sob as condi¢gdes estudadas.

A exatidao foi avaliada através do teste de recuperacdo. Para todos os
métodos, as percentagens de SQR recuperadas pelos métodos foram préximas de

100%, indicando que os mesmos possuem exatidao adequada.
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Com o objetivo de avaliar se havia diferenca significativa entre os métodos
propostos, realizou-se analise comparativa dos resultados através de ANOVA. A
avaliagao estatistica demonstrou que para capsulas e comprimidos revestidos nao
houve diferenca significativa entre os métodos para um nivel de significancia de 1%,

indicando que os mesmos se equivalem.

O método de dissolugao, ferramenta importante para o controle de qualidade
de medicamentos, foi desenvolvido e validado para capsulas e comprimidos
revestidos. O método por espectrofotometria no UV foi testado para quantificacdo do
farmaco a partir dos testes de dissolugdo. Entretanto, devido a falta de
especificidade apresentada, ndo pbéde ser utilizado para esta finalidade. O método
por CLAE mostrou-se especifico e foi, entdo, escolhido para quantificar a
fexofenadina. Foram testados diferentes meios de dissolucdo e velocidades de
agitacdo para ambas formas farmacéuticas (MARQUES e BROWN, 2002;
PHARMACOPEIAL FORUM, 2004).

Apos estabelecidas as condicbes adequadas para a realizagao dos testes,
foram obtidos perfis de dissolu¢do dos medicamentos referéncia, similar e genérico,
cujos resultados foram comparados através dos métodos descritos na literatura
pertinente (COSTA e LOBO, 2001; BRASIL 2004). Os perfis de dissolugdo nao
foram similares, nem para capsulas dos medicamentos referéncia e similar, nem
para os comprimidos dos medicamentos referéncia, similar e genérico, o que

demonstra o poder discriminativo dos testes de dissolucdo desenvolvidos.
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4.4 CONCLUSOES

A determinagcdo da faixa de fusdo, aliada a espectrofotometria no IV

permitiram identificar fexofenadina SQR.

Os métodos por CCD, espectrofotometria no UV, CLAE e EC mostraram-se

adequados para a identificacdo do farmaco nas formas farmacéuticas.

A determinacdo de fexofenadina em capsulas e comprimidos revestidos por
espectrofotometria na regido do ultravioleta a 220 nm, utilizando etanol como

solvente, demonstrou ser especifica, linear, sensivel, precisa e exata.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia, nas condigdes experimentais
estabelecidas, demonstrou especificidade, linearidade, sensibilidade,
robustez, precisdo e exatidao para doseamento de fexofenadina em capsulas

e comprimidos revestidos.

O método por eletroforese capilar apresentou linearidade, especificidade,
sensibilidade, precisdo e exatidao, podendo ser utilizado na quantificacao de

fexofenadina em capsulas.

A comparagao dos métodos propostos para determinagdo quantitativa de
fexofenadina em capsulas - UV, CLAE e EC - e comprimidos revestidos - UV
e CLAE - atenderam os requisitos de validagao, ndo apresentando diferenca

estatisticamente significativa.

Os testes de dissolugao utilizando HCI 0,01 M, cestas a 100 rpm e pas a
75 rpm, para capsulas e comprimidos revestidos, respectivamente,
forneceram resultados adequados e permitiram obter perfis de dissolugao

capazes de diferenciar as formulacbes estudadas.

A comparagao entre os perfis de dissolugdo através dos fatores f; e f, e da
eficiéncia de dissolugdo percentual (ED%) comprovou que nao houve
semelhanga nem entre capsulas dos medicamentos referéncia e similar, nem
entre comprimidos revestidos dos medicamentos referéncia, similar e

geneérico.

113









4.5 PUBLICACOES










4.5 Publicagdes

4.5 PUBLICACOES

BREIER ET AL.: JOURNAL OF AOAC INTERNATIONAL VOL. 87, No. 5,2004 1093

DRUGS, COSMETICS, FORENSIC SCIENCES

Development and Validation of a Liquid Chromatographic
Method for Fexofenadine Hydrochloride in Capsules
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This paper describes the development and
validation of a new, simple, fast, and sensitive
liquid chromatographic method for the
determination of the antihistamine fexofenadine.
Although widely used in the treatment of allergic
diseases, fexofenadine is not listed in any
pharmacopeia, and there are few methods in the
literature for its quantitation in pharmaceutical
dosage forms. In this work, a LiChrospher®

100 RP-18 (250 x 4.0 mm, 5 um) column was used
as the stationary phase, and acetonitrile-5mM
ammonium acetate buffer (50 + 50, v/v) at pH 3.2
was the mobile phase. Through the evaluation of
the analytical parameters, it was shown that the
method is linear (r = 0.9999) at concentrations
ranging from 20.0 to 80.0 pg/mL, precise (intraday
relative standard deviation [RSD] values = 0.85,
0.40, and 0.81%; interday RSD = 0.77%), accurate
(mean recovery = 99.05%), specific, and robust.
The detection and quantitation limits are 0.3409
and 1.033 ug/mL, respectively. These low values
show the good sensitivity of the proposed method.

exofenadine,  a,c-dimethyl-4-[1-hydroxy-4-  [4-
F (hydroxydiphenylmethyl)-1-piperidinyl] butyl] ben-

zene acetic acid (1; Figure 1) is a second-generation
antihistaminic drug devoid of the sedation effect presented by
the first generation drugs. Although fexofenadine is the active
acid metabolite of the cardiotoxic drug terfenadine, it does not
present this side effect. It is used for the treatment of allergic
rhinitis and chronic urticaria through the antagonism of
histamine receptors H; (2).

In spite of its therapeutic importance, there is no
monograph of this drug in any pharmacopeia. Also, there are
few methods in the literature for the quantitation of
fexofenadine in pharmaceutical dosage forms.

Assays reported in the literature for the determination of
fexofenadine in biological fluids use liquid chromatography
(LC) with detection by mass spectrometry (MS; 3) and ion
spray tandem mass spectrometry (MS/MS; 4).

Received November 5, 2003. Accepted by JM April 28, 2004,
Corresponding author's e-mail: anarita_breier@hotmail.com.

For the measurement of fexofenadine in pharmaceutical
dosage forms, there are just 2 methods reported in the
literature. One of them uses LC with ultraviolet (UV)
detection for the determination of fexofenadine and its related
impurities (5). However, that method uses a C8 column as the
stationary phase, which is not as common as the one used in
this work, and a mobile phase of 1% triethylamine phosphate
(pH 3.7)-acetonitrile-methanol (60 + 60 + 20, v/v/v), which is
much more complex than the one used in this work.
Furthermore, the retention time resulting from the interaction
of fexofenadine with the stationary and mobile phases is
13 min, which is not as suitable as the retention time obtained
in this work for routine quality control. The other method
quantitates ~ fexofenadine by using 3 different
spectrophotometric procedures (6).

The aim of this study was to develop and validate a simple
and fast LC method, through evaluation of the parameters of
linearity, preci§ion, accuracy, detection and quantitation
limits, robustness, and specificity, to determine fexofenadine
in capsules.

Experimental
Instrumentation and Chromatographic Conditions

The instrument used was a Shimadzu liquid
chromatograph equipped with a Mode! LC-10ADvp binary
pump, Model SIL-10ADvp autosampler, and Model
SPD-M10Avp UV detector. Detection was at 220 nm. An
SCL-10Avp  system  controller —and  CLASS-VP
chromatography software were used. A CTO-10Acvp oven
was used to keep the temperature at 30°C. The stationary
phase was a 250 x 4 mm LiChrospher® 100 RP-18
octadecylsilane column (5 pm particle size; Merck,
Darmstadt, Germany). The mobile phase was 5mM
ammonium acetate buffer-acetonitrile (50 + 50, v/v), pH 3.2
(adjusted with 0.1N hydrochloric acid). The injection volume
was 20 pL, and the run time was 10 min. The mobile phase
was filtered by using a 0.45 pm membrane filter (Millipore.
Milford, MA) and degassed with helium. The mobile phase
flow rate was 1.0 mL/min.

Materials and Reagents

(a) Fexofenadine hydrochloride reference materiai
(99.60%)—Obtained from Aventis Pharma (S3o Paulo.
Brazil), whereas the pharmaceutical formulation containing
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Figure 1. Chemical structure of fexofenadine.

fexofenadine hydrochloride (Allegra®) was obtained
commercially (Aventis Pharma).

(b) Fexofenadine capsules—Labeled to contain 60 mg of
the drug and the following excipients: pregelatinized starch,
lactose, croscarmellose sodium, and microcrystaline
cellulose.

Analytical reagent grade chemicals.

Preparation of Standard Solutions

A standard curve was prepared to evaluate the linearity of
the proposed method. The standard solutions were prepared
by using an amount of powder equivalent to 40 mg
fexofenadine hydrochloride that was transferred to a 200 mL
volumetric flask with mobile phase (0.2 mg/mL). Aliquots of
this standard solution were transferred to 20 mL volumetric
flasks and diluted with mobile phase. The final concentrations
obtained were 20.0, 30.0, 40.0, 50.0, 60.0, 70.0, and
80.0 pg/mL. Each solution was prepared in triplicate from the
stock solution cited above. The solutions were filtered through
a 0.45 um membrane filter before column injection. Each
solution was injected in triplicate.

Preparation of Sample Solutions

Twenty capsules were opened, and the contents were
weighed. An amount of powder equivalent to 20 mg
fexofenadine hydrochloride was transferred to a 100 mL
volumetric flask with 70 mL mobile phase. This flask was
kept in an ultrasonic bath (USC2850 Unique ultrasound) for
15 min and shaken (KS501 IKA Labortechnik shaker) for
15 min, and then the contents of the flask were diluted to
volume with mobile phase. Aliquots of this solution were
transferred to 25 mL volumetric flasks and diluted with
mobile phase to give final concentration of 40 mg/mL. Each
solution was prepared in triplicate. The solutions were filtered
through a 0.45 um membrane filter before injection into the
LC column. Each solution was injected in triplicate.

Method Validation

In this work, the LC method was validated by
determination of linearity, precision, accuracy, detection and
quantitation limits, robustness, and specificity (7, 8).

Linearity—To assess the linearity of the method, 7 doses
of the reference material were evaluated by the LC method for
the standard curve. For each dose, the solutions were prepared
and injected in triplicate. The regression line was calculated
by the method of least squares.

Precision—Repeatability (intraassay) and intermediate
precision (interassay) were determined by assaying samples
of capsules, at the same concentration (40.0 pg/mL), under the
same experimental conditions, during the same day and on
3 different days, respectively. The intermediate precision
(interassay) was evaluated by comparing the assays on these
3 different days. The relative standard deviation (RSD) was
determined.

Accuracy—This parameter was determined by the
recovery test, which consisted of adding known amounts of
fexofenadine reference material to the samples. Aliquots of
2.5, 5.0, and 7.5 mL 0.1 mg/mL fexofenadine hydrochloride
standard solution were transferred to 25 mL volumetric flasks
(10.0, 20.0, and 30.0 pg, respectively, corresponding to 25.0,
50.0, and 75.0% of the sample concentration) were added to 3
commercial sample solutions, respectively, prepared as
described in Preparation of Sample Solutions. Each solution
was prepared in triplicate, and each was injected in triplicate.

Detection and quantitation limits—The quantitation limit
is the lowest concentration of analyte in a sample that can be
determined with acceptable precision and accuracy. The
detection limit is the lowest absolute concentration of analyte
in a sample that can be detected, but not necessarily
quantified, under the stated experimental conditions.
Calculation of these 2 parameters was based on the standard
deviation and on the slopes of 3 calibration curves (7).

Specificity.—The specificity of the method was evaluated
by preparing a placebo capsule containing the same excipients
as in the commercial product, listed in the Materials and
Reagents section. The solution was prepared by using the
procedure described in Preparation of Sample Solutions and
injected 3 times. Moreover, it was used as the
chromatographic peak purity tool, which is another way to
verify the specificity of the method.

Robustness.—Robustness was tested by changing the
following parameters of the LC method (1 by 1): (a) mobile
phase proportion—5SmM ammonium acetate
buffer—acetonitrile (between 50 + 50 and 45 + 55, v/v), pH
3.2, as the mobile phase; (b) mobile phase pH—between 2.6
and 4.8; (¢) stationary phase—reversed-phase MetaSil
octadecylsilane (250 x 4.6 mm, 5 um; MetaChem
Technologies, Torrance, CA); and (d) another liquid
chromatograph—quantitation performed in a Shimadzu liquid
chromatograph equipped with a Model LC-10AS pump,
Rheodyne injector with a 20 pL loop, and Model SD-10A UV
detector.

Results and Discussion

In this work, a method based on reversed-phase LC, using
UV detection, was developed and validated for fexofenadine
hydrochloride in capsules.

The experimental conditions were chosen after different
stationary and mobile phases were tested. Reversed-phase
CN, C8, and C18 columns were used. However, best results
were observed when the LiChrospher 100 RP-18 (250 x
4.0 mm, 5 um) column was used. The mobile phase,
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Table 1. Experimental values obtained for the standard
curve of fexofenadine hydrochloride by the LC method

Absolute

Conen, ug/mL area? Mean area RSD, %?

20.0 657299.3 658161.87 0.22
657334.3
659852.0
30.0 969515.3
968992.3
968340.7
40.0 1280207
1280517
1280792
50.0 1594623
1594223
1504235
60.0 1903080
1903230
1903520
70.0 2212507
2221025
2210732
80.0 2521840
2527856
2519986

968949.43 0.06

1280505.33 0.02

1594360.33 0.01

1903276.67 0.01

2214754.67 0.25

2523227.33 0.16

? Each value is the mean of 3 injections.
? RSD = Relative standard deviation.

acetonitrile-SmM ammonium acetate buffer (50 + 50, v/v),
pH 3.2, was selected. To avoid the use of buffer solutions,
acetonitrile-water, methanol-water, and
acetonitrile-methanol-water mixtures were tested; however,
the resulting peaks were asymmetrical, and the numbers of
theoretical plates were unsatisfactory. Then

acetonitrile—phosphate buffer mixtures were tested. Although
it was possible to obtain good chromatographic conditions, a
higher number of theoretical plates was obtained with the
mobile phase chosen.

Before an analytical method is applied to quality control, it
is necessary to validate the method. The validation ensures
that the procedure is suitable for its intended purpose. The
guidelines of the International Conference on Harmonization
of  Technical  Requirements  for  Registration  of
Pharmaceuticals for Human Use (ICH; 7) and the United
States Pharmacopeia (8) describe the analytical parameters
that should be evaluated in a method validation. The type of
method and its respective use determine which parameters
should be evaluated. It is the responsibility of the analyst to
select the parameters considered relevant for each method (9).

To assess linearity, a standard curve for fexofenadine
hydrochloride was constructed by plotting concentration
(ug/mL) versus absolute area and showed good linearity in the
20.0-80.0 pg/mL range. The representative linear equation
for this drug was

y=31106 x + 36609

where x is concentration and y is the peak absolute area. The
correlation coefficient was r = 0.9999, indicating good
linearity. The mean absolute arca values are presented in
Table 1. The data were validated by means of analysis of
variance (10), which demonstrated significant linear
regression and no significant deviation in linearity (P < 0.05;
Table 2). The detection and quantitation limits determined
were 0.3409 and 1.033 pg/ml, respectively. These low values
indicated the high sensitivity of the proposed method. The
experimental values obtained for the determination of
fexofenadine hydrochloride in samples are presented in
Table 3. The low RSD values of 0.85, 0.40, 0.81% (intraday
precision), and 0.77% (interday precision) showed the good
precision of the method. Figure 2 shows chromatograms of a
commercial sample solution and a fexofenadine
hydrochloride standard solution. The retention time of
fexofenadine hydrochloride was 5.0 min (RSD = 0.1%),
which is a good value for routine quality control. The
specificity test demonstrated that there was no interference in

Table 2. Analysis of variance (ANOVA) of the values obtained for the standard curve of fexofenadine hydrochloride

by the LC method

Source of variation Degrees of freedom Sum of squares Mean of squares F calculated F theoretical
Preparation 6 8.1437 x 10'? 1.3573 x 10"? 789627 2.85
Linear regression 1 8.1436 x 10'2 8.1436 x 10'2 473774° 4.60
Linear deviation 5 3.991 x 107 7.982 x 10° 0.4644 2.85
Error 14 2.4064 x 10° 17188851

Total 20 8.1439 x 10'2

# Significant at P < 0.05.
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Table 3. Experimental values of fexofenadine
hydrochloride obtained for a commercially available
sample by using the LC method

Intraday precision

Sample Day 1 Day 2 Day 3
1 101.55 100.07 100.04
2 101.57 100.37 101.57
3 102.47 101.13 100.00
4 100.46 100.31 101.15
5 102.25 100.25 100.05
6 102.88 100.03 101.70
Mean 101.86 100.36 100.75
RSD?, % 0.85 0.40 0.81
Interday precision 100.99
RSD, % 0.77

¢ RSD = Relative standard deviation.

the drug peak. The chromatogram obtained through the
injection of the placebo solution did not contain any other peak
at the retention time of fexofenadine hydrochloride (Figure 2).
The chromatographic peak purity tool shows that the peak was
100% pure. Thus, it was shown that the peak at 5.0 min was not
due to any interference from the excipients in the formulation.

The accuracy expresses the agreement between the
accepted value and the value found. The mean recovery was

found to be 99.05% for the capsules (Table 4). This value
shows the good accuracy of the proposed method.

The robustness of the method, evaluated by changing the
mobile phase proportion—5mM ammonium  acetate
buffer-acetonitrile (from 50 + 50 to 45 + 55, v/v, pH 3.2),
demonstrated an increase in the retention time of the drug. The
use of pH 2.6 resulted in a decrease in the retention time. The
method was robust with these 2 modifications. When pH 4.8
was used, the retention time was about 4.3 min, but the peak
became wide, probably because, at this pH, the drug is in the
ionized form. The effect of using MetaSil octadecylsilane (250
x 4,6 mm, 5 wm) as the stationary phase increased the retention
time by 2 min. Even so, the method was robust. The last
experiment was quantitation by using another liquid
chromatograph (Shimadzu equipped with a Model LC-10AS
pump, Rheodyne injector with a 20 pL loop, and Model
SD-10A UV detector) in which the retention time suffered a
small increase (to 5.4 min); however, it was possible to quantify
the drug satisfactorily, and this confirmed the robustness of the
method. At that rate, it was possible to demonstrate that the
developed method was robust with all the changes employed,
except the use of pH 4.8 for the mobile phase.

Conclusions

The results indicate that the reversed-phase LC assay
demonstrates  linearity, precision, and accuracy at
concentrations ranging from 20.0 to 80.0 pg/mL. In addition,
the developed method is simple, fast, specific, robust, and
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Figure 2. Chromatograms of (A) fexofenadine hydrochloride sample solution, (B) fexofenadine hydrochloride
standard solution, and (C) placebo solution: 40 ug/mL. Chromatography conditions: acetonitrile~5mM ammonium
acetate buffer (50 + 50, viv), at pH 3.2, mobile phase; flow rate of 1.0 mL/min; LiChrospher 100 RP-18 (250 x 4.0 mm,
5 um) stationary phase; UV detection at 220 nm; temperature of 30°C; injection volume of 20 L.
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Table 4. Experimental values obtained in the recovery test for fexofenadine hydrochloride by using the LC method

Amount of reference, mg

Sample Added Recovered Recovery, %? Mean, % RSD, %
R1 0.25 0.2495 99.80

R2 0.50 0.494 98.80 99.05 0.67
R3 0.75 0.739 98.54

2 Each value is the mean of 3 analyses.

sensitive and is an acceptable method for the routine quality
control of fexofenadine hydrochloride in the formulation
studied.
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Capillary Electrophoresis Method for Fexofenadine
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A simple, accurate, and effective capillary
electrophoresis method with ultraviolet
absorbance detection was developed and validated
for the quantitation of the antihistamine
fexofenadine in capsules. The separation was
performed with an uncoated fused-silica capillary
(47 cm x 75 um id) and was operated at 20 kV
potential. Temperature was maintained at 25°C.
The run buffer was prepared with 20mM NazB4O07 x
10 H;0. Software was used for system control,
data acquisition, and analysis. Method validation
was performed by evaluation of the analytical
parameters linearity, precision, accuracy, limits of
detection and quantitation, and specificity. The
method was linear (r = 0.9999) at concentrations
ranging from 20 to 100 ug/mL, precise (relative
standard deviation intra-assay = 1.2, 1.6, and 1.8%
and interassay = 1.5%); accurate (recovery =
98.1%); and specific. The limits of detection and
quantitation were 0.69 and 2.09 pg/mL,
respectively. The method was compared to the
liquid chromatography method developed
previously by the authors for the same drug, and
no significant difference was found between the 2
methods in fexofenadine hydrochloride
guantitation.

expanding separation technique in pharmaceutical
analysis and is a complement or alternative technique
to column high-performance liquid chromatography (LC) in
its general applicability (1). CE has many advantages, such as
the high efficiency, full automation, rapid analysis, low
solvent consumption, the use of cheap capillaries, small
sample volume required, and low operational costs (2).
Fexofenadine, o, o-Dimethyl-4-[ 1-hydroxy-4-[4-
(hydroxydiphenyl-methyl)-1-piperidinyl] butyl]-benzene
acetic acid (Figure 1; 3) is a nonsedating selective histamine
H, receptor antagonist. Unlike its precursor, terfenadine,
fexofenadine does not present cardiac side effects. It is

Capillary electrophoresis (CE) is the most rapidly

Received November 23, 2004. Accepted by JM January 24, 2005.
Corresponding author's e-mail: anarita_breier@hotmail.com.

effective in the treatment of allergic rhinitis and chronic
idiopathic urticaria, for which it is a suitable option for
first-line therapy (4).

Despite being largely used in the treatment of common
allergic diseases, there is no monograph on this drug in any
pharmacopoeia. In addition, there are few methods in the
literature for the quantitation of fexofenadine in
pharmaceutical dosage forms.

Assays reported in the literature for the determination of
fexofenadine in biological fluids include LC using mass
spectrometry (MS) detection (5), ionspray tandem MS
detection (6, 7), and fluorescence detection (8).

For the measurement in pharmaceutical dosage forms,
there are just 3 reports in literature. One of them describes the
quantitation of fexofenadine wusing 3  different
spectrophotometric methods (9). The others refer to LC
methods using ultraviolet (UV) detection for the
determination of fexofenadine (10, 11). The LC method
developed and validated previously by our research group
(10) was used for comparison with the proposed CE method.
There is no CE method in the literature for determination of
fexofenadine, either in biological fluids or in pharmaceutical
dosage forms.

The purpose of this work was to develop a simple and fast
CE method for the quantitation of fexofenadine in capsules
and its validation through the evaluation of the parameters
linearity, precision, accuracy, detection and quantitation
limits, and specificity.

Experimental
Apparatus

A HPP-CE (Hewlett-Packard, Waldbronn, Germany)
system equipped with a diode array detector and a temperature
control system was used. Sodium tetraborate decahydrate
(Merck, Darmstadt, Germany) was the run buffer used. The
CE instrument was controlled by the Software HP
Chemstation (rev. A.06.03, Hewlett-Packard).

Materials and Reagents

Fexofenadine hydrochloride reference substance (99.60%)
was obtained from Aventis Pharma (Sdo Paulo, Brazil) and
pharmaceutical ~ formulation  containing ~ fexofenadine
hydrochloride (Allegra®) was obtained commercially
(Aventis Pharma). Fexofenadine capsules were claimed to

122



4.5 Publicagdes

1060 BREIER ET AL.: JOURNAL OF AOAC INTERNATIONAL VOL. 88, No. 4, 2005

@ (I)H <‘3H3
HO N—CHp —CHp —CHp —CH —@—c —COOH
|
O o

Figure 1. Chemical structure of fexofenadine.

contain 60 mg of the drug and the following excipients:
pregelatinized starch, lactose, croscarmellose sodium, and
microcrystalline cellulose. Analytical reagent grade chemicals
were used.

CE Conditions

All the analyses were performed in an uncoated fused silica
capillary of total length 47 cm (39.5 cm effective length) x
75 pm id. The analyses were performed using a 20 kV
potential. The injection was hydrodynamic (50 mBar/5 s). The
detection was at 220 nm, and the temperature was maintained
at 25°C.

The run buffer solution was prepared by dissolving 3.81 ¢
sodium tetraborate decahydrate in water purified by a Milli-Q
system using a heating bath. The solution was transferred to a
100 mL volumetric flask followed by dilution to volume with
the same buffer. A 10 mL aliquot was transferred to a 50 mL
volumetric flask and diluted with water. The final
concentration obtained was 20mM.

The capillary was washed every day with 0.1M NaOH for
5 min, followed by pure water for 5 min. Between each
injection, the capillary was flushed for 1 min with 0.1M
NaOH, for 2 min with pure water, and for 3 min with the
electrolyte solution.

Preparation of Standard Solutions

The standard solutions were prepared using an amount of
reference substance equivalent to 40.0 mg fexofenadine
hydrochloride, which was transferred to a 100 mL volumetric
flask with 70 mL pure water. This flask was kept in an
ultrasonic bath (USC2850 Unique ultrasound; Unique, Séo
Paulo, Brazil) for 15 min and agitated (KS501 IKA
Labortechnik shaker; Staufen, Germany) for 15 min, followed
by diluting to volume with water (0.4 mg/mL). Aliquots of
this standard solution were transferred to 20 mL volumetric
flasks and diluted with water. The final concentrations
obtained were 20, 40, 60, 80, and 100 pg/mL.

Preparation of Sample Solutions

For sample solution preparation, 20 capsules were opened
and their contents were weighed. An amount of powder
equivalent to 40 mg fexofenadine hydrochloride was
transferred to a 100 mL volumetric flask with 70 mL pure
water. This flask was kept in the ultrasonic bath for 15 min and
agitated (KS501 IKA Labortechnik shaker) for 15 min,
followed by diluting to volume with water (0.4 mg/mL).
Aliquots of 3 mL were transferred to 20 mL volumetric flasks

and diluted with water to give a final concentration of 60.0
pug/mL. The solutions were filtered through a 0.45 pm
membrane filter before injection.

Method Validation

The CE method was validated by evaluation of linearity.
precision, accuracy, detection and quantitation limits, and
specificity (12, 13).

(a) Linearity—Three calibration plots were prepared with
5 concentrations (20, 40, 60, 80, and 100 pg/mL) of the
reference substance. For each dose, the solutions were
prepared and injected in triplicate. The calculation of
regression line was used by the method of least squares. The
curves were validated by means of the analysis of variance.

(b) Precision.—Repeatability (intraassay) and
intermediate precision (interassay) were determined by
assaying samples of capsules at the same concentration
(60 pg/mL) under the same experimental conditions, during
the same day and on 3 different days, respectively. The
intermediate precision was evaluated by comparing the assays
on these 3 days. The relative standard deviation (RSD) was
determined to evaluate repeatability.

(¢) Accuracy—This parameter was determined by the
recovery test, which consists of adding known amounts of
fexofenadine reference substance to the samples. Aliquots of
10, 10, and 15 mL of a 0.100 mg/mL fexofenadine
hydrochloride standard solution were added, respectively, to
100, 50, and 50 mL volumetric flasks containing commercial
samples solutions in concentration of 40 pg/mL (10, 20, and
30 pg of the standard substance, respectively, corresponding
to 25, 50, and 75% of the sample concentration). Each
solution was prepared in triplicate and injected in triplicate.

(d) Detection and quantitation limits.—The quantitation
limit is the lowest concentration of analyte in a sample that can
be determined with acceptable precision and accuracy. The
detection limit is the lowest absolute concentration of analyte
in a sample that can be detected, but not necessarily

Table 1. Experimental values of fexofenadine
hydrochloride obtained in a commercially available
sample using the capillary electrophoresis method®

Repeatability, % (n = 6)

Sample 1st day 2nd day 3rd day
1 102 100.9 98.6
2 102.8 100 101.7
3 100.8 98 99.6
4 99.4 101.5 102.8
5 100.3 99.6 100
6 101.6 102.8 102.8
Mean 101.2 100.5 100.9
RSD, % 1.2 1.6 1.8

¢ Intermediate precision, % (n = 18) = 100.8; mean RSD, % = 1.5.
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Figure 2. Electropherograms of fexofenadine hydrochloride sample solution (A), fexofenadine hydrochloride
standard solution (B), 60 ug/mL. Electrophoretic conditions: capillary 47 cm x 75 um id, buffer electrolyte 20mM
NazB4O7 x 10 H20, temperature 25°C, applied voltage 20 kV, current 32 uA, and UV detection at 220 nm.

quantitated, under the stated experimental conditions. These 2
parameters were calculated based on the standard deviation
and the slope of 3 calibration graphs (12).

(e) Specificity—The evaluation of the specificity of the
method was performed by preparing a placebo capsule
containing the same excipients as the commercial product,
cited in the Materials and Reagents section. The solution was
prepared using the same procedure described for the sample
solutions and injected 3 times. Moreover, it was used as a peak
purity tool, which is another way to verify the specificity of
the method.

Results and Discussion

In this work, a method based on CE using UV detection
was developed and validated for assay of fexofenadine
hydrochloride in capsules.The experimental conditions were
optimized to provide an efficient method with short analysis
time.

The experimental conditions were chosen after testing the
different parameters that influence CE analysis, such as the
dissolution medium, buffer concentration, and applied
voltage. The choice of the best dissolution medium for

mAU] 3.342
4
31 A
2_
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A
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05 1 1.5 2 25 3 3.5 4 4.5 min

Figure 3. Electropherograms of fexofenadine hydrochloride sample solution (A) 60 ug/mL and placebo sample
solution (B). Electrophoretic conditions: capillary 47 cm x 75 um id, buffer electrolyte 20mM Naz2B4O7 x 10 H20,
temperature 25°C, applied voltage 20 kV, current 32 A, and UV detection at 220 nm.
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Table 2. Experimental values obtained in the recovery
test for fexofenadine hydrochloride using the capillary
electrophoresis method

Amount of reference,

ug/mL
Sample Added Recovered Recovery?, % Mean, % RSD, %
R1 10 9.88 98.82
R2 20 19.63 98.14 98.1 0.7
R3 30 29.21 97.38

2 Each value is the mean of 3 analyses.

samples was accomplished initially. Due to the high solubility
of fexofenadine in ethanol, it was the first diluent tested.
However, absorbance of ethanol was observed at 220 nm,
which is the maximum of fexofenadine. Then, borate buffer
was tested but gave a noisier baseline and an asymmetric peak.
Finally, water was chosen as the best diluent for the samples.
The use of water provides good analytical conditions.

Buffer concentrations ranging from 10 to 20mM
tetraborate were tested, and the best results were obtained with
a concentration of 20mM. This concentration provided better
repeatability of migration times than 10mM.

Applied voltages of 10 and 20 kV were tested. An applied
voltage of 20kV (ramp time 20 s) was selected because it gave
a short analysis time and high efficiency.

In order to improve peak area repeatability, after each
injection the capillary was conditioned by first rinsing with
0.1M NaOH for 1 min, then with pure water for 2 min, and
finally with the running electrolyte solution for 3 min.

Before applying an analytical method in the quality
control, it is necessary to validate it. The validation testifies
that the procedure is suitable for the intended purpose. The
International Conference on the Harmonization of Technical
Requirements for the Registration of Pharmaceuticals for
Human Use (ICH) (12) and USP 27 (13) guidelines describe
the analytical parameters that should be evaluated in a method
validation. The type of method and its intended use determine
which parameters should be evaluated. It is the responsibility
of the analyst to select the parameters considered relevant for
each method (14).

To assess the linearity, a standard plot for fexofenadine
hydrochloride was constructed by relating concentrations
(ug/mL) to units of absorbance (mAU). It showed good
linearity in the 20-100 pug/mL range. The representative linear
equation for this drug was y = 0.9007 x + 1.4847, where x is
concentration and y is units of absorbance. The correlation
coefficient was » = 0.9999, indicating good linearity. The
mean absolute absorbance value data were validated by means
of the analysis of variance (15), which demonstrated
significant linear regression and no significant linearity
deviation (P < 0.05). The detection and quantitation limits
determined were 0.69 and 2.09 pg/mL, respectively. These

Table 3. Suitability test parameters of LC and CE
methods for analysis of fexofenadine

Method
Parameter LC CE
Efficiency, N 4766 120340
Retention time, min 5 3.3
Peak asymmetry 1.51 1.2

values are adequate for the purpose of the CE method. The
experimental values obtained for the determination of
fexofenadine hydrochloride in samples are presented in
Table 1. The low RSD values of 1.2, 1.6, and 1.8%
(repeatability) and 1.5% (intermediate precision) showed the
good precision of the method. Figure 2 shows an
electropherogram of a commercial sample solution and
fexofenadine  hydrochloride  standard  solution. The
fexofenadine hydrochloride migration time was 3.3 min,
which is a good value for routine quality control. The
specificity test demonstrated that there was no interference
with the drug peak. The electropherogram obtained through
the injection of the placebo solution did not indicate any other
peak at the same migration time as fexofenadine
hydrochloride (Figure 3). The peak purity tool showed that the
peak was 100% pure. Thus, it was proved that the peak at

Table 4. Validation parameters evaluated for LC and
CE methods

Validation parameter LC CE
Linearity
Concentration range, ug/mL 20-80 20-100
Intercept” 36609 1.4847
Slope? 31106 0.9007
Correlation coefficient 0.9999 0.9999
Limit of detection 0.34 0.69
Limit of quantitation 1.03 2.09
Precision
Repeatability, % (n = 6) 101.86 101.2
RSD 0.85 1.2
Intermediate precision, % (n = 18) 100.99 100.8
RSD 0.77 15
Accuracy
Mean recovery 99.05 98.1
RSD 0.67 0.7

@ Each value is the mean of 3 analyses.
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Table 5. Comparison of assay resuits between the LC
and CE methods

Sample LG?, mg/capsule CE?, mg/capsule
1 61.1 60.7
2 60.2 60.3
3 60.5 60.6
Mean 60.6 60.5

2 Each value is the mean of 6 analyses.

3.3 min was not interfered with by any excipients from the
formulation.

The accuracy expresses the agreement between the
accepted value and the value found. The mean recovery was
found to be 98.1% for capsules (Table 2). This value showed
the good accuracy of the proposed method.

In spite of the fact that quality control analysis of
pharmaceuticals is currently performed predominantly using
LC, many pharmaceutical analysis laboratories have an
increasing presence of CE instrumentation, so CE offers a real
and attractive alternative to LC. The CE method developed
and validated in this work was compared with the previous LC
method developed by our group to quantify fexofenadine
hydrochloride capsules. This study permitted evaluation of
the capability of CE to work as a routine analytical method
fulfilling pharmaceutical requirements. The comparison of the
performance parameters of the LC and CE methods is given in
Table 3. The column efficiency of the CE method is higher
and the analysis is faster, with better peak symmetry. Table 4
shows the validation parameters for linearity, limits of
detection and quantitation, precision, and accuracy for both
methods. The 2 methods had good linearity in the range of
concentrations  studied, with acceptable correlation
coefficients for analytical purposes. As can be observed,
limits of detection and quantitation were lower for LC than for
CE, because CE is a technique considered less sensitive due to
the injection of very small volumes. However, these results
are satisfactory for the aim of the work. The results of the
analysis of fexofenadine hydrochloride obtained by the CE
and the LC methods showed good precision. The RSD values
obtained with LC were lower than with CE, but for both
methods the precision values were satisfactory. The mean
recoveries for both techniques showed good accuracy. The
comparison between the results of the quantitative analysis
(Table 5) of fexofenadine hydrochloride capsules was
performed by the statistical analysis of variance method and
showed no significant difference (P < 0.05) between the LC
and CE methods. The 2 developed and validated methods
provided satisfactory results for fexofenadine hydrochloride
quantitation. Both can be used for the routine quality control
of this drug in this pharmaceutical dosage form.

Conclusions

The results indicated that the CE assay has acceptable
linearity, precision, and accuracy at concentrations ranging
from 20 to 100 pug/mL. In addition, the developed method is
sufficiently specific and sensitive for the routine quality
control of fexofenadine hydrochloride in the formulation
studied. In comparison with the previous LC method, CE
presents some advantages, e.g., the solvent consumption is
considerably lower, which is a great economical benefit. Also,
with its high efficiency and simplicity. CE is an attractive
alternative method to LC for to quantitation of fexofenadine
hydrochloride capsules.
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ABSTRACT. Purpose: This study describes the
development and wvalidation of dissolution tests for
fexofenadine hydrochloride capsules and coated
tablets using an HPLC method. Method: The
appropriate conditions were determinate after testing
sink conditions, dissolution medium, and agitation
intensity. The apparatus, paddle and basket, were
applied to tablets and capsules, respectively.
Fexofenadine hydrochloride capsules, products A
and B, and coated tablets, products A, B and C were
evaluated. The best dissolution conditions tested, for
the products in each respective pharmaceutical
dosage form were applied to evaluate the dissolution
profiles. The parameters of difference factor, similar
factor, and dissolution efficacy were employed.
Results: Optimal conditions to carry out the
dissolution tests were 900 ml of 0.01 M hydrochloric
acid as dissolution medium, basket at 100 rotation
per minute (rpm) stirring speed for capsules and
paddle at 75 rpm for tablets. The dissolution profiles
for tablets products A, B, and C and for capsules
products A and B were not similar. CONCLUSION:
The developed and wvalidated dissolution tests
satisfactorily describes the time-course of the drug
release. The obtained results provided adequate
dissolution profiles. The HPLC method was
validated to quantify fexofenadine capsules and
coated tablets from the dissolution tests.

Corresponding  author: Ana R, Breier: Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Faculdade de Farmacia,
Av_Ipiranga, 2752, Lab 402 Parto Alegre-RS, CEP 90610-
000, Brazil, E-mail: anarita_breier@hotmail com .

INTRODUCTION

Fexofenadine, .o - Dimethyl — 4 - [1-hydroxy — 4 -
[4 - (hydroxydiphenyl-methyl) — 1 -piperidinyl]
butyl]- benzene acetic acid (1) (Figure 1) is the
active catboxylic acid metabolite of terfenadine, and
is a non-sedating selective histamine H; receptor
antagonist. Unlike its precursor, fexofenadine lacks
the cardiotoxic potential, since it does not block the
potassium channel involved in repolarization of
cardiac cells. Fexofenadine is effective in the
management of allergic rthinitis and chronic
idiopathic urticaria for which it is a suitable option
for first-line therapy (2).

©

CI)H E|3H3
HO» N=—CHz —(CHa —CHs—CH —{: :}—C —CO0H
|
CHs4

©

Figure 1: Chemical structure of fexofenadine

Although its distinguish importance in the
treatment of common allergic diseases, there is no
monograph of this drug in any pharmacopoeia.
Moreover, the literature presents fow methods related
to the quality control of fexofenadine, mainly in its
pharmacentical dosage forms.

The dissolution test has emerged as a
valuable quality control tool to assess batch-to-batch
product release performance and to assure the
physiological availability of the dmg (3). Its
significance is based on the fact that for a dug to be
absorbed and available on the systemic circulation, it
must previously be solubilized (4).

Fexofenadine has been determined in
biological fluids by HPLC with mass spectrometry
detection (5), ionspray tandem mass spectrometry
detection (6-7), and fluorescence detection (8). The
quantitation of fexofenadine in pharmaceutical
dosage forms was realized using spectrophotometric
methods, which were based in ion complex reactions
(9), and HPLC methods with ultraviolet detection
(10-11). The HPLC method developed previously by
our tesearch group (10) reported the validation of the
method to quantify fexofenadine hydrochloride
capsules. There is no dissolution tests describe in
literature for fexofenadine hydrochloride in its
pharmaceutical dosage forms.

This way, the aim of this work is to present
the development and validation of dissolution tests
and HPLC method to the quantitation of
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fexofenadine hydrochloride capsules and coated
tablets in routine quality control and from the
dissolution tests, as well as to evaluate the
dissolution profiles for capsules and coated tablets.

MATERIALS AND METHODS

Instrumentation

The dissolution tests were performed in a Sotax AT7
multi-bath (n=6) dissolution test system, in
accordance with the United States Pharmacopeia
(USP) general methods (12).

A Shimadzu liquid chromatograph equipped
with a model LC-10ADvp binary pump, SIL-
10ADvp autosampler and model SPD-M10Avp UV
detector. Detection was made at 220 nm. SCL-
10Avp system  controller and CLASS-VP
chromatography software were wsed. A CTO-
10Acvp oven was used to keep the temperature at 30
°C. The stationary phase was a 250 x 4 mm
LiChrospher® 100 RP-18 octadecyl silane column (5
pm particle size) (Merck, Darmstadt, Germany). The
mobile phase was prepared by mixing 50 mM
ammonium acetate buffer and acetonitrile (30:50,
viv) — pH 3.2 (adjusted with hydrochloric acid 0.1N).
The injection volume was 20 1 and the run time was
10 minutes. The mobile phase was filtered using a
043 pm membrane filter (Milipore, Milford, MA)
and degassed with helium. The mobile phase flow

rate was 1.0 ml.min™'.

Materials and Reagents
Fexofenadine hydrochloride reference substance
(99.6%) was obtained from Aventis Pharma (530
Paulo, Brazil), whereas the pharmaceutical
formulations containing fexofenadine hydrochloride
were obtained commercially.

Analytical reagent grade chemicals were
used. Buffer solutions pH 1.2, pH 4.0, and pH 6.8
were prepared according USP 28 (12).
Fexofenadine capsules:
Product A- labeled to contain 60 mg of the drug and
the following excipients: pregelatinized starch,
lactose, croscarmellose sodium, and microcrystaline
cellulose. This product is the reference brand in
Brazil.
Product B- labeled to contain 60 mg of the drug and
the following excipients: lactose, croscarmellose
sodium, and microcrystaline cellulose.
Fexofenadine coated tablets:
Product A- labeled to contain 120 mg of the drug
and the following excipients: pregelatinized starch,

lactose, croscarmellose sodium, and microcrystaline
cellulose. This product is the reference brand in
Brazil.

Product B- labeled to contain 120 mg of the drug
and the following excipients: lactose, croscarmellose
sodium, and microcrystaline cellulose;

Product C- labeled to contain 120 mg of the drug
and the following excipients: lactose, croscarmellose
sodium, and microcrystaline cellulose.

Disselution tests conditions

Fexofenadine sink conditions were determined in
different solvents. The solubility of the drug was
tested wusing an amount of fexofenadine
hydrochloride equivalent a three times of the dose in
the pharmaceutical formulation in 900 ml of HCI 0.1
M, HC1 0.01 M, phosphate buffer pH 1.2, pH 4.0 and
phosphate buffer pH 6.8. The solubility in water was
not tested, since it is not an ideal dissolution
medium. Then, three dissolution medium were
chosen to be tested in the drug release percent — 0.1
M hydrochloric acid, 0.01 M hydrochloric acid, and
phosphate buffer pH 6.8. Thus, stirring speeds of 75
pm and 100 pm for capsules and 30 rpm and 75
1pm for tablets were tested. For dissolution tests, 900
ml of each medium were deaerated in ultrasonic bath
for 15 minutes and maintained at 37 £ 0.5 °C and
USP apparatus, paddle or basket, were used for
tablets and capsules, respectively. The test time was
set on 60 min (13).

HPLC

Preparation of standard selutions

The standard solution was prepared using an amount
of powder equivalent to 10 mg of fexofenadine
hydrochloride that was transferred to a 50 ml
volumetric flask with mobile phase (0.2 mg ml™).
Aliquot of 4 ml of this standard solution were
transferred to 20 ml volumetric flask and diluted
with the same diluent obtaining the final
concentration of 40.0 pg mi”’. The solution was
filtered in a 0.45 pm membrane filter before the
injection in the column.

Preparation of sample solutions

The sample solutions were prepared using amounts
of powder equivalent to 10 mg of fexofenadine
hydrochloride tablets which were transferred to 50
ml volumetric flask with mobile phase (0.2 mg m]’l).
These solutions were kept in the ultrasonic bath for
15 minutes and shaken for 15 minutes. Aliquots of 4
ml of the solutions were transferred to 20 ml
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volumetric flasks and diluted with the same diluent
obtaining the final concentration of 40.0 pg ml™'. The
solutions were filtered in a 0.45 pm membrane filter
before the injection in the column.

Dissolution tests and HPL C validation

‘The dissolution tests were validated to fexofenadine
hydrochloride capsules and tablets through the
determination of specificity, linearity, intermediate
precision, and solutions stability (13-14).

In our previous wortk (10), the HPLC method
was developed and wvalidated for the quantitation of
fexofenadine hydrochloride capsules. In this work, in
order to wvalidate the HPLC method for coated
tablets, the parameters of specificity, linearity,
precision, accuracy and robustness were evaluated.

Specificity. the dissolution tests specificity was
evaluated by preparing samples of each placebo of
the commercial formulation of capsule and tablets
(cited in Section 2.2). These samples were
transferred to separate vessels with 900 ml of the
dissolution medium and stirred for 1 h at 150 rpm
using the tespective method apparatus. The
interference of the excipients of each formulation
was evaluated by UV and HPLC. The evaluation of
the HPLC method specificity was performed by
preparing placebo tablets containing the same
excipients of the commercial products (cited in
Section 2.2). The solutions were prepared using the
same procedure described for the sample solutions
(Section 2.4.2) and injected three times.

Linearity: In order to assess the linearity of the
method, seven doses of the reference substance
(20.0; 30.0; 40.0; 50.0; 60.0; 70.0; and 80.0 pg ml'l)
were used at HPLC method for the standard curves.
The calculation of regression line was employed by
the method of least squares.

Precision. The evaluation of the intermediate
precision of the dissolution tests was performed
using a well-characterized lot of the drug product of
tight content uniformity and compared with the
results of the dissolution tests. According USP 28
(12), the content uniformity was evaluated assaying
ten capsules or tablets individually and calculating
the content of fexofenadine hydrochloride of each
one. For the HPLC method, the repeatability (intra-
assay) and intermediate precision (inter-assay) were
determined by assaying samples of coated tablets, at

the same concentration (40.0 pg mi™), under the
same experimental conditions described in 2.42
section, during the same day and in three different
days, respectively. The intermediate precision (inter-
assay) was evaluated by comparing the assays on
these three different days. The relative standard
deviation (RSD) was determined.

Accuracy: This parameter was determined by the
recovery test, which consists in adding known
amounts of fexofenadine reference substance to the
samples. Aliquots of 2.5, 5.0, and 7.5 ml ofa 0.1 mg
ml' fexofenadine hydrochloride standard solution
(10.0 pg, 200 pg and 30.0 pg, respectively,
corresponding to 25.0, 50.0 and 75.0% of the sample
concentration) were added to three commmercial
samples solutions, respectively, prepared as cited in
Section 2.4.2. Each solution was prepared in
triplicate and each one was injected in triplicate.

Robustness: The robustness was tested by changing
the following parameters of the HPLC method (one
by one): mobile phase proportion — it was used 30
mM ammonium acetate buffer and acetonitrile
{(45:55, v/v—pH 3.2) mobile phase; mobile phase pH
—1it was used pH 2.6 and pH 4.8; stationary phase — it
was used a MetaSil octadecyl] silane (250 x 4.6 mm,
5 pm — MetaChem Technologies, Torrance, USA);
and another liquid chromatograph — the quantitation
was performed in a Shimadzu liquid chromatograph
equipped with a model LC-10AS pump, Rheodyne
injector with a 20 pl loop and model SD-10A UV
detector.

Solutions stabilify. the solutions stability was
analyzed over a specified period of time, verifying
the response of the sample solution stored at room
temperature.

Disselution prefiles

‘The dissolution profiles were obtained after the
determination of the best dissolution conditions tests.
Aliquots of 15 ml were withdrawn of each vessel and
the same volume of the dissolution medium was
1eplaced to maintain a constant total volume. The
times selected were 5; 10; 15; 30, 45; and 60
minutes. Twelve samples were assayed for each
dissolution profile. The withdrawn samples were
filtered in 0.45 pm and diluted with mobile phase to
40 pg ml”! to HPLC quantitation.
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Release disselution profiles comparisen

The dissolution profiles were compared through the
calculation of dissolution efficiency (DE) and model-
independent simple method. The DE was calculated
from the area under the dissolution curve at time #;
(measured using the trapezoidal tule) and expressed
as a percentage of the area of the rectangle described
by 100% dissolution in the same time.

The model-independent simple method
includes the difference factor (f7) and the similarity
factor (f2). The f; factor measures the percent error
between two curves over all time points. The percent
error is zero when the test and drug reference profiles
are identical and increase proportionally with the
dissimilarity between the two dissolution profiles.

The f; factor is a logarithmic transformation
of the sum-squared error of differences between the
test and the reference products over all time points.
This factor is 100 when the test and reference
profiles are identical and tends to 0 as the
dissimilarity increases. Two dissolution profiles are
declared similar if f; is between 0 and 15 and if /5 is
between 50 and 100 (15-16).

RESULTS AND DISCUSSION

The sink conditions tested showed that fexofenadine
hydrochloride bulk was soluble in HC1 0.1 M, HCl
0.01 M and phosphate buffer pH 6.8. Then,
dissolution tests for fexofenadine hydrochloride
tablets product A were performed using these three
dissolution medium at the stirring speed of 75 1pm,
to investigate the drug release in each medium
(Figure 2). The results show that HCl 0.01 M was the
best dissolution medium, since it provides highest
drug release percent.

For capsules, the basket method is routinely
used at an agitation speed of 50 to 100 pm. For
tablets, the paddle method is frequently used at 30 or
75 1pm (14). Thus, stirring speeds of 75 1pm and 100
1pm for capsules products A and B (Figure 3) and 50
1pm and 75 1pm for coated tablets product A (Figure
4) were tested. The statistical f-siudeni test at 0.05
significance level was applied to compare the drug
release percent (DR%), using 73 or 100 pm for
capsules (Table 1) and 30 or 75 pm for tablets
(Table 2). The P-values presented for capsules were

greater than the delineated significance level,
indicating that there was no statistically significant
difference between the drug release percent and
suggested that any of the stirring speed could be
used, for products A and B. However, it was
observed that stirring speed of 100 1pm presents high
drug release percent until 30 minutes. The P-value
for tablets was smaller than the delineated
significance level, indicating that there is statistically
significant difference between the drug release
percent and suggested that the stirring speed of 75
1pm is better than 50 rpm. Thus, the stirring speed of
100 tpm for capsules and 75 rpm for tablets were
chosen.

The reversed-phase liquid chromatography
method was developed and wvalidated for
fexofenadine hydrochloride in coated tablets. The
validation analytical parameters described in the
guidelines (12, 17) were evaluated. The type of
method and its respective use determine which
parameters should be evaluated. It is the
responsibility of the analyst to select the parameters
considered relevant for each method (18).

The specificity of the dissolution test was
evaluated through the analysis of placebo capsules
and tablets from a dissolution test using the HPLC
and UV methods. The analysis by UV shows that the
excipients from capsules and coated tablets absorbed
at 220 nm (Figure 5), which characterize interference
in the analysis. So, the UV method can not be use to
quantify fexofenadine hydrochloride capsules and
coated tablets from the dissolution tests.

The specificity test by HPLC demonstrated
that the excipients from capsules and tablets do not
interfere in the drug peak (Figure 6). Thus, the HPLC
method is useful to quantify fexofenadine
hydrochloride in pharmaceutical formulation from
the dissolution tests. The chromatogram obtained
through the injection of the placebo solution did not
present any other peak in the same retention time (3
minutes) of fexofenadine hydrochloride (Figure 7).
The chromatographic peak purity tool was used in
order to verify the purity. This tool works analyzing
the peak and given a value between 0 and 1. The
obtained value was 0.9999, this result shows that the
analyzed peak was only fexofenadine hydrochloride,
without interference. Thus, it was proved that the
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Figure 2. Product A - coated tablets dissolution profiles using HC10.01 M, HCI 0.1 M or phosphate buffer pH 6.
as dissolution medium and paddle at 75 rpm.
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Figure 3: Products A and B - capsules dissolution profiles using HCI 0.01 M, and basket at 75 rpm or 100 rpm.
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Figure 4: Product A - coated tablets dissolution profiles using HCl 0.01 M, and paddle at 30 ipm or 73 ipm.
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peak at 5.0 min was not sutfering interference of any
excipients from the formulation.

To assess the linearity, three standard curves
for fexotenadine hydrochlotride were constructed,
plotting concentrations (g ml™) versus absolute area
(mV s) and showed good linearity on the 20.0-80.0
ng ml” range. The representative linear equation was
y=31260.64 x + 31492 44, where x is concentration
and y is the peak absolute area. The correlation
coeflicient was r = 0.9999, indicating good linearity.
The data were validated by means of the analysis of
variance, which demonstrated significative linear
regression and no significant linearity deviation (p<
0.05) (19).

Table 1: Products A and B capsules dissolution tests
results (n=12), using different stirring, speeds and
HC10.01M as dissolution medium.

Product min DR% t-test 2
75 pm 100 ipm
0 0 0
5 63.85 7140
10 8232 387.14
A 15 89.17  90.74 1.468 0.19
30 97.50 97.82
45 101.19 100.57
60 100.43  99.29
0 0 0
5 2292 3138
10 44.11 52.15
B 15 56.04 6140 1.814 0.12
30 73.77  T4.54
43 83.69 82.68
60 87.94 86.73

The intermediate precision of the dissolution
tests was verified through the comparison of the
results of uniformity of content and the percentage
drug release. The mean values found for the
uniformity of content of product A and B capsules
were 111.61% (RSD = 1.80) and 101.20% (RSD =
2.41), respectively. The drug release percent were
99.29%, for product A and 86.73% for product B.
The difference between the uniformity of content and
drug release percent can be explained by the
incomplete dissolution of gelatin wrapping, which
kept an amount of the drug inside. However, this
effect do not interfere the dissolution test, because
mote than 70% of dmg was dissolved in 30 minutes
in all tests.

Table 2: Product A coated tablets dissolution tests
results (n=12), using different stirring speeds and
HC1 0.01M as dissolution medium.

Product min DR% t-test P
50rpm 75 mpm

0 ] 0
5 7412 86.28
10 89.25 100.59

A 15 9536 10397 3.57 0.01
30 99.55 107.29 2
45 103.10 106.12
60 103.01 105.05

The mean values found for uniformity of
content to product A, product B, and product C
coated tablets were 107.01% (RSD=0.51), 103.03%
(R8D=1.11), and 103.87% (RSD=1.2), respactively.
The drug release percent were 105.05%, 103.85%,
and 105.06%, for products A, B, and C, respectively.
In all tests, almost all dmg was dissolved. These
results show the good precision of the dissolution
tests.

The experimental values obtained for the

determination of fexofenadine hydrochloride in
samples are presented in Table 3. The low relative
standard deviation (RSD) of 1.67 (intra-day
precision), and 0.12 (inter-day precision) showed the
good precision of the method.
The accuracy expresses the agreement between the
accepted wvalue and the wvalue found. The mean
recovery was found to be 99.94% for the coated
tablets (Table 4). This wvalue shows the good
accuracy of the proposed method.

The robustness of the method evaluated by
changing the mobile phase proportion, 50 mM
ammonium acetate buffer and acetonitrile (45:35,
v/iv; pH, 3.2) demonstrated an increase on the
retention time of the drug, The use of pH 2.6 resulted
in a decrease in the retention time. The method was
robust with these two modifications. When pH 4.8
was used, the retention time was about 4.3 min, but
the peak become wide, probably because in this pH
the drug is in the ionizated form. The effect of using
MetaSil octadecyl silane (250 x 4.6 mm, 5 pm) as
stationary phase has increased the retention time in
two minutes. Even so, the method was robust. The
last experiment was the quantitation in another liquid
chromatograph (Shimadzu equipped with a model
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Figure 6: Specificity test for fexofenadine hydrochloride capsules and coated tablets from the dissolution testby

HPLC.

LC-10AS pump, Rheodyne injector with a 20 pl loop
and model SD-10A UV detector) where the retention
time was a little high (about 5.4 minutes), but it was
possible to quantify the dmg satisfactorily,
confirming the robustness of the method. At that

rate, it was possible to demonstrate that the
developed method was tobust with all the changes
employed, except for the use of pH 4.8 in the mobile
phase.
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Figure 7: Chromatograms of fexofenadine hydrochloride
placebo solution (B). Chromatography conditions: acetoni

coated tablets sample solution 40 pg ml™ (A) and
trile, 30 mM ammonium acetate buffer (50:50, v/v) at

pH 3.2 mobile phase; flow rate of 1,0 ml ml™"; Lichrospher® 100 RP-18 (250 x 4.0 mm, 5 pm) stationary phase;

ultraviolet detection at 220 nm; temperature of 30 °C; inje

Table 3: Experimental wvalues of fexofenadine
hydrochloride coated tablets obtained in
commercially available sample, using the HPLC
method.

Precision, Intra-assay

Sample 1%day 2™ day 3™day
| o7gs 10002 9924
5 loog3 9935 9912
3 6ol 9858 9883
4 l0o0g 9921 99.79
s loogs 9938 99.92
‘ os1q 9801 99.01
Mean 90.08 7 go3
RSD 1.67 0.48 0.44
flrfecri ii:;:lay 99.21

RSD 0.12

ction volume of 20 pl.

The stability test of the solutions shows that
fexofenadine hydrochloride was stable in HC1 0.01 M at
least 24 hours at room temperature and this way it can
be analyzed with precision during the dissolution assay.

The comparison of the dissolution profiles for
the different products cited in section 2.2 was realized.
The results of dissolution efficiency (DE), difference
factor (1) and the similarity factor (3) are presented in
Tables 3 and 6 for coated tablets and capsules,
respectively. Since product A is the reference brand, the
factors f; and f; were calculated between product A and
B for tablets and capsules. Two dissolution profiles are
declared similar if 7 is between 0 and 15 and if f5 is
between 30 and 100. The results of /7 and /3, 36.23 and
1745, respectively, for the comparison of product A and
B, showed that the profiles are not similar. For product
C (coated tablets) these factors were not calculated,
because the dissolution was very fast (more than 85% in
15 minutes). The dissolution efficiency was calculated
for all products capsules and tablets. The analysis of
variance of the DE values shows that the profiles are not
similar for tablets and capsules.

Typical acceptance criteria for the amount of
drug dissolved are in the range of 73% to 80%
dissolved. Acceptance criteria including test times are
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Table 4: Experimental values obtained in the recovery test for fexofenadine hydrochloride

coated tablets, using the HPLC method.

Amount of reference (mg) Recovery*® , .
Sample Added Recovered Yo _ Mean R’?'D
R1 0.25 0.251 100.35
R2 0.50 0.491 98.10 99.94 1.67
R3 0.75 0.760 101.36

usually established on the basis of an evaluation
of the dissolution profile data (14). In this article,
it was observed that for all products a dissolution
of 70% /30 min. So, this acceptance criterion was
utilized.

Table 5: Comparison of coated tablets
dissolution profiles through the dissolution
efficiency (DE), difference factor (f;) and the
_similarity factor (f3).

Para Product A Product B Product C
mete (reference)

r

DF 103.85 101.64 78.85

fi 36.23 -

A 1745 .

* calculated between products A and B.

Table 6: Comparison of capsules dissolution
profiles through the dissolution efficiency (DE),
difference factor (f;) and the similarity factor (f5).

Parameter  Product A Product B
L (reference)

DE 95.19 73.07

I 28.90

5 27.62. o

U ER—— -
calculated between products A and B.

CONCLUSIONS

In this work, it was developed and validated
dissolution tests and evaluated dissolution
profiles for fexofenadine hydrochloride in
capsules and coated tablets. The use of 900 ml of
0.01 M hydrochloric acid at 37 °C, basket at the
stirring speed of 100 rpm and paddle at the
stirring speed of 75 rpm as apparatus for capsules
and coated tablets, respectively, and 60 min of
test provided satisfactory results for all products.
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The comparison of the obtained dissolution profiles was
realized by DE and the factors /; and /> and show that the
profiles were not similar neither for capsules products A
and B, nor for tablets products A, B and C. However, for
all products the drug delivery was satisfactory, since at
least 70% was dissolved in 30 minutes. The HPLC
method was validated to the routine quality control of
fexofenadine hydrochloride in coated tablets and was
satisfactory in the quantitation of fexofenadine
hydrochloride capsules and coated tablets from the
dissolution tests. The UV method could not be used,
since it lacks in specificity.
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5.1 Introdugéao

5.1 INTRODUCAO

A partir da década de 50, tornou-se evidente a necessidade de realizar
estudos de estabilidade de farmacos e medicamentos. Porém, somente apods a
década de 70 o empirismo foi substituido por planejamento, obtengdo e
interpretacado de resultados sobre estudos de estabilidade de forma mais cientifica
(NUDELMAN, 1975).

As razdes pelas quais se torna necessario estudar a estabilidade de farmacos
e medicamentos estdo baseadas em aspectos sanitarios, garantindo que o
medicamento seja seguro e efetivamente contenha a quantidade de substancia ativa
necessaria para o efeito terapéutico; legais, que exigem que todos os medicamentos
cumpram com suas condicdes de identidade, efetividade, poténcia, pureza e
seguranga durante o periodo em que se encontram disponiveis no mercado e até o
momento do seu uso; econdmicos, que envolvem tanto o paciente como o fabricante
(NUDELMAN, 1975).

A estabilidade de produtos farmacéuticos constitui-se em uma ampla area que
envolve diversos tipos de degradacdo. Qualquer modificagdo que ocorra em uma
substancia e, consequentemente, em sua preparagao, que adversamente afete a
qualidade do produto em termos de seguranga e adequabilidade ao uso, constitui-se
topico de interesse para profissionais farmacéuticos e legisladores envolvidos em
testes de estabilidade (KOMMANABOYINA e RHODES, 1999).

Usualmente, a degradacdo de produtos farmacéuticos é classificada em
quimica, fisica ou biolégica, embora, para muitos farmacos, mais do que um modo
de degradagao seja possivel. Em geral, os efeitos adversos da instabilidade de um
produto farmacéutico podem ser classificados como modificacdo da eficacia,
seguranga ou aceitabilidade pelo paciente. Em termos de eficacia, a perda da
poténcia € o mais 6bvio dos efeitos, sendo o principal fator avaliado na determinagao
do prazo de validade do produto. Considera-se que um produto € estavel quando
sua poténcia esta reduzida a ndo mais que 10%. Para alguns produtos
farmacéuticos, cujos produtos de degradagao sao toxicos, os efeitos da instabilidade
apresentam igual ou maior importancia do que a perda da poténcia. Outros efeitos

da instabilidade incluem aumento da concentracdo da substancia ativa, troca da
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atividade biolégica, perda de uniformidade de conteudo, presenca de
microrganismos, perda do aspecto, entre outros fatores (NUDELMAN, 1975;
KOMMANABOYINA e RHODES, 1999; CARSTENSEN e RHODES, 2000).

Os estudos de estabilidade de farmacos e medicamentos estdo envolvidos
nas varias etapas de desenvolvimento de um produto. Inicialmente, a estabilidade
intrinseca do farmaco e o desenvolvimento de métodos analiticos capazes de
detectar produtos de degradacado devem ser contemplados. Nessa etapa, utilizam-se
testes de estabilidade acelerada. Posteriormente, determina-se a formulagdo mais
adequada e verifica-se sua estabilidade. A formulagdo deve ter a estabilidade
acompanhada mesmo apds sua aprovacgao pelos 6rgaos competentes. Qualquer
alteracdo na matéria-prima, excipientes, embalagens ou meétodos de produgéo
requer avaliagcdo da estabilidade (KOMMANABOYINA e RHODES, 1999).

Entre os diversos fatores capazes de afetar a estabilidade de um produto
farmacéutico encontram-se: estabilidade da substancia ativa, potencial de interagdes
entre os componentes da formulacéo, processo de produgao, forma farmacéutica,
sistema de embalagem, condigbes ambientais durante o transporte, armazenamento
e comercializacédo e tempo entre a producao e o uso. Fatores ambientais que podem
alterar um produto com o tempo incluem temperatura, radiagdes, umidade, oxigénio
e outros gases atmosféricos, pressdo, solventes, pH, interacbes, contaminacéo
microbiana, entre outros (NUDELMAN, 1975; KOMMANABOYINA e RHODES,
1999).

O estudo da estabilidade deve contemplar testes acelerados e testes
confirmatorios. Os estudos acelerados apresentam como objetivos determinar quais
os principais fatores degradantes, avaliar a adequabilidade dos métodos analiticos
para quantificacdo do farmaco na presenca de seus produtos de degradagao e
selecionar os critérios de condugao dos testes. Esses testes sdo especialmente uteis
nos casos em que nao se disponham de dados sobre os produtos de degradagao.
Os estudos confirmatorios fornecem as informagdes necessarias sobre a
manipulagdo, embalagem e rotulagem dos produtos. Sao realizados com o objetivo
de verificar as caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas e microbiolégicas de um
produto farmacéutico durante e, opcionalmente, apos o prazo de validade esperado.

Os resultados sdo utilizados para estabelecer ou confirmar o prazo de validade e
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recomendar as condicdes de armazenamento (NUDELMAN, 1975, ICH, 1996b;
TONNESEN, 2001; BRASIL 2005).

Embora seja a temperatura um dos fatores de degradagdo mais importantes,
pois nao pode ser controlada somente pela escolha correta da embalagem, a luz
apresenta relevante papel nas reagdes de degradagcdo de farmacos e

medicamentos.

Nos ultimos anos, a fotodegradagcdo de produtos farmacéuticos vem se
desenvolvendo como importante area de interesse de pesquisa. Isso se deve ao
crescente aumento do numero de farmacos fotolabeis reportados e as exigéncias
dos estudos de estabilidade, pelos oOrgaos regulatérios, para o registro e

comercializagcdo de medicamentos (TONNESEN, 1996).

As radiagbes catalisam ruptura de ligagbes, oxidagdes, isomerizagdes,
polimerizagdes, reordenamentos e racemizagbes. Compostos contendo grupos
cromoforos tais como nitro, nitroso, cetona, sulfona, duplas e triplas ligacbes séo
mais sensiveis a radiagdo luminosa. A sensibilidade sera tanto maior quanto maior
for o numero destes cromoforos na molécula e especialmente se estiverem
conjugados, permitindo a interagdo dos elétrons livres (NUDELMAN, 1975). A
fexofenadina apresenta grupos cromdéforos em sua estrutura, além de elétrons livres

devidos ao nitrogénio do anel piperidina.

Os estudos de fotoestabilidade devem ser baseados em fatores como fonte
de irradiagdo, tempo de exposicdo e intensidade, preparo das amostras para o

estudo e nivel de degradacéo.

Farmacos fotossensiveis podem ser afetados tanto pela luz natural (solar-
especialmente radiagao ultravioleta) ou por fontes de luz artificiais (fluorescente)
(TONNESEN, 2001). De acordo com as recomendacdes descritas pelas guias, duas
fontes de luz podem ser utilizadas em estudos de fotoestabilidade: 1) fonte com
emissao padréo similar ao D65 (luz do dia externa, ISO 10977:1993)/ID65 (luz do dia
indireta), a qual pode ser obtida com lampadas fluorescentes combinadas a
lAmpadas com emissao ultravioleta ou visivel, xendnio ou metal —haletos, com filtros
de vidro que permitam emissao ao redor de 320 nm; 2) lampada fluorescente

branca, similar a ISO 10977, e lampada UV fluorescente que possua distribuicdo
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espectral de 320 a 400 nm, com maximos de emissao entre 350 e 375 nm (ICH,
1996b).

Uma condigao para que ocorra reagao fotoquimica € que a molécula absorva
energia luminosa na regidao de comprimento de onda da fonte de radiagdo. Dessa
forma, lampadas germicidas com emissao de 254 nm tém sido utilizadas em alguns
estudos de fotoestabilidade (NUDELMAN, 1975; MOORE, 1996).

Durante a revisdo de literatura, ndo foram encontrados estudos sobre a
estabilidade da fexofenadina. Entretanto, RADHAKRISHNA e REDDY (2002)
realizaram, durante a validacdo de um método por CLAE, para separacdo da
fexofenadina e de seus produtos relacionados, exposi¢ao do farmaco em solugao
metandlica a diferentes fatores degradantes. Foram testados temperatura, luz, acido,
base e oxidagdo com peroxido de hidrogénio. Todavia, os tempos de exposi¢cao
foram demasiado curtos, sendo que nao foram evidenciados produtos de

degradacdo em nenhuma das condig¢des testadas.

No presente capitulo serdo apresentados os resultados obtidos no estudo
preliminar da estabilidade da fexofenadina em capsulas e comprimidos revestidos, o
estudo da cinética de fotodegradacao a partir dos comprimidos revestidos, bem
como no estudo da fotoestabilidade acelerada do anti-histaminico a partir dos
comprimidos revestidos. As condigdes de luz e os métodos de isolamento e
identificacdo de produtos de degradacdo serdo apresentados. Além disso, os

resultados da fotdlise de p6é e de comprimidos serao, também, apresentados.
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5.2 PARTE EXPERIMENTAL
5.2.1 Estudo preliminar da estabilidade da fexofenadina

O estudo preliminar da estabilidade tem por objetivo determinar quais fatores
sdo capazes de causar a degradagcao da substancia em analise. Para tanto,
amostras sdo expostas a diversas condigdes drasticas, como temperatura elevada,
exposicao a luz, reagdo com acidos, bases e agente oxidante (geralmente peréxido
de hidrogénio) (NUDELMAN, 1975).

Os fatores que podem alterar a estabilidade de um farmaco podem ser
extrinsecos, quando dependem de fatores externos a substancia, ou intrinsecos,
quando dependem da natureza quimica da substancia. Dependendo dos grupos
funcionais presentes na estrutura da molécula, alguns tipos de reagbes sdo mais
comuns. Como exemplos, podem ser citados a susceptibilidade de ésteres, amidas,
imidas e halogenetos a hidrdlise; alcoois, fendis, ligagdes duplas e ftriplas a
oxidagao; grupos cromoforos as radiagdes luminosas, entre outros (NUDELMAN,
1975).

A temperatura acelera a grande maioria dos processos de degradagao, pois
aumenta a energia cinética das moléculas e fornece energia de ativagao necessaria
para que ocorram as reagdes quimicas. A descarboxilacdo e a desidratagao sédo as
principais reagbes que ocorrem na termdlise. As reagbes fotoquimicas, que
envolvem baixas energias de ativagdo, e as reacbes de decomposigcdo, que
envolvem processos de difusdo, ndo sao influenciadas pela acdo da temperatura
(NUDELMAN, 1975).

5.2.1.1 Condicdes de estudo

O estudo preliminar da estabilidade da fexofenadina foi realizado em acido,
base, peroxido de hidrogénio, temperatura e luz, empregando-se capsulas e

comprimidos de fexofenadina Allegra®.

As amostras foram avaliadas quanto as caracteristicas organolépticas de cor,

odor e aspecto, através de analise visual. Além disso, avaliaram-se as amostras
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quanto ao teor residual de fexofenadina e a possivel formacdo de produtos de

degradagdo. O monitoramento da degradacédo foi efetuado através da CLAE,

validada previamente. As condi¢des empregadas encontram-se descritas a seguir:

Degradacdo acida: prepararam-se solugdes de fexofenadina capsula e
comprimido a concentragcdo de 40 yg/ml em &acido cloridrico 0,1 M, as quais

foram mantidas em banho aquecido por 3 horas.

Degradacédo alcalina: prepararam-se solu¢cdes de fexofenadina capsula e
comprimido a concentragdo de 40 pg/ml em hidroxido de sédio 0,1 M, as

quais foram mantidas em banho aquecido por 3 horas.

Degradacdo oxidativa: o conteudo de uma capsula ou um comprimido
triturado de Allegra® foi colocado em baldo de refluxo, com 100 ml de uma
solugéo de peroxido de hidrogénio 3%, o qual foi acoplado a condensador. A
reagao se processou por uma hora. O conteudo do balao foi filtrado em papel
fitro e aliquotas de 5,0 ou 2,5 ml, para capsulas e comprimidos,
respectivamente, foram transferidas para baldes volumétricos de 50 ml. Apds,
completou-se o volume com fase movel, para uma concentragao de 60 ug/mil.
Filtrou-se em membrana de nylon 0,45 um previamente a analise. Preparou-
se, também, solugéo de fexofenadina SQR na concentragédo de 60 ug/ml, para

analise simultanea.

Degradacédo fotoquimica: seis capsulas e seis comprimidos revestidos de
AIIegra® e o conteudo de outras seis capsulas e comprimidos triturados foram
expostos, a uma distancia de 10 cm, a lampada Ecolume® (254 nm) 30 W em
camara (100 x 16 x 16 cm) espelhada internamente. Os tempos de exposigao
das amostras foram 4, 8, 12, 15 e 19 dias. Para cada dia de analise, retirou-se
da cadmara uma capsula ou comprimido integros e os pds referentes a uma
capsula ou um comprimido. Pesaram-se quantidades equivalentes a 10 mg de
fexofenadina e transferiu-se para baldées volumétricos de 50 ml, levando ao
banho de ultra-som por 15 minutos com 20 ml de fase movel e, apds, ao
agitador, por 30 minutos. Completou-se o volume com fase mével e filtrou-se
em papel filtro. A partir desta solucéo, retirou-se aliquotas de 5 ml e transferiu-

se para baldes volumétricos de 25 ml, completando-se o volume com fase
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movel, obtendo-se concentragbes finais de 40 ug/ml. Paralelamente,
preparou-se uma solucdo de fexofenadina SQR em fase moébvel, com

concentracao de 40 ug/ml, para analise simultanea.

e Degradacdo térmica: seis capsulas e seis comprimidos revestidos de
AIIegra® e o conteudo de outras seis capsulas e comprimidos triturados foram
colocados em estufa (BIOMATIC) contendo termémetro para verificagdo da
temperatura interna. A estufa foi mantida a 80 °C. Os tempos de exposi¢cao
das amostras foram 4, 8, 12, 15 e 19 dias. Para cada dia de analise, retirou-se
da estufa uma capsula ou comprimido integros e os pos referentes a uma
capsula ou a um comprimido. As amostras foram preparadas conforme citado

no item anterior para degradagao fotoquimica.

5.2.1.2 Métodos

O acompanhamento da degradagédo das amostras foi realizado por CLAE em
cromatoégrafo a liquido de alta eficiéncia SHIMADZU, com bomba binaria modelo LC
10 AD VP, auto-injetor modelo SIL-10AD VP, detector de arranjo de diodos SPD-
M10A, controlador SCL-10A VP e software Class-VP versédo 6.12. Um forno modelo
CTO-10AC VP foi utilizado para manter a temperatura a 30 °C. A coluna
cromatografica utilizada foi a LiChrospher® 100 RP-18 (250 mm x 4,0 mm, 5 um)
(MERCK). A fase moével foi preparada a partir da mistura de tampé&o acetato de
amoénio 50 mM (preparado com agua ultrapura) e acetonitrila, na proporgdo 50:50

(v/v) e ajuste do pH com acido cloridrico 1,0 N a pH 3,2.

5.2.1.3 Resultados

Os cromatogramas obtidos através de CLAE para amostras de fexofenadina
submetidas as condigdes de degradagao acida, alcalina, oxidativa, fotoquimica e

térmica estdo apresentados na Figura 5.1.
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FIGURA 5.1 - Cromatogramas de fexofenadina: (1) solugdo de capsula -A e
comprimido-B - degradagao acida HCI 0,1M; (2) solugao de capsula-A e comprimido-
B - degradacéo alcalina NaOH 0,1M; (3) solugéo de capsula (60 ug/ml) - degradagao
oxidativa H20, 3%; (4) solugcdo de comprimido (60 ug/ml ) - degradagado oxidativa
H202 3%; (5) p6-A e capsula-B - luz 254 nm por 19 dias; (6) pé-A e comprimido-B -
luz 254 nm por 19 dias; (7) pé-A e capsula-B - 80 °C - 19 dias; (8) pé-A e

comprimido-B - 80 °C - 19 dias.
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Nao foram observadas alteragdes visuais, bem como nao houve reducao do
teor ou formagdo de produtos de degradagcdo para as amostras expostas a

degradacéo acida e alcalina.

Quanto a degradacao oxidativa, houve redugdo de 72% e 68% do teor de
farmaco presente na capsula e no comprimido e foi possivel observar a presencga de

produtos de degradagdo, em ambos 0s casos.

Considerando a degradagéao fotoquimica, tanto as amostras de capsulas e po
de capsulas, comprimidos e pé de comprimidos demonstraram, a partir de analise
visual, modificagbes significativas nas caracteristicas organolépticas, observadas
principalmente nos pés. A cor mudou de branco para levemente amarelo ja no 4° dia
de exposicao a luz. A coloragado amarela se intensificou até o final do estudo. Além
disso, as amostras adquiriram odor forte. O teor de fexofenadina no p6 de capsula e
comprimido expostos a luz caiu para 86% e 82% apds o 4° dia, chegando a 51,39 %
e 50%, respectivamente, no 19° dia. O teor de fexofenadina em capsulas e
comprimidos expostos a luz manteve-se constante até o 12° dia de exposicéo,
quando houve um decaimento (97,38% capsulas e 94% comprimidos), chegando a
93,15% e 90%, para capsulas e comprimidos, respectivamente, no 19° dia. Além
disso, detectou-se a formacado de produtos de degradagdo nos cromatogramas,

tanto para os pos quanto para as formas farmacéuticas integras.

As caracteristicas organolépticas nao apresentaram modificagdes
significativas nas amostras armazenadas a temperatura de 80 °C, por 19 dias. O
teor residual de fexofenadina presente nas amostras, determinado por CLAE,
manteve-se constante para as amostras capsula (100,75%) e comprimido (99,68)
até o final do estudo e apresentou uma pequena queda para as amostras poés
(96,91% capsulas e 96,34% comprimidos) no 19° dia. Nos cromatogramas obtidos a
partir dos pds das formas farmacéuticas armazenadas a temperatura de 80 °C, por

19 dias, observou-se o inicio de formagao de produtos de degradacgao.
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5.2.1.4 Discussao

Os cromatogramas obtidos para as amostras expostas a reagdo com acido ou
base nao apresentaram modificacbes, bem como os teores de fexofenadina
permaneceram inalterados. Estes resultados demonstram que a fexofenadina nao

sofre hidrélise acida ou alcalina nas condi¢gdes estudadas.

O estudo da estabilidade oxidativa teve como objetivo avaliar se a
fexofenadina é sensivel a oxidagao, induzida pelo oxidante H,O,. RADHAKRISHNA
e REDDY (2002) afirmaram que, através de refluxo de fexofenadina com solu¢ao de
H,O, por 3 horas, praticamente todo o farmaco é convertido em um produto de
degradacdo com tempo de retengcdo de 1,2 min. No presente trabalho, como pode
ser visualizado no cromatograma apresentado, o pico em torno de 2,0 min
corresponde ao proprio peroxido de hidrogénio e ndo a um produto de degradacgéao.
Além disso, através da analise do cromatograma é possivel visualizar a presenga de
produtos de degradacdo. Desta forma, foi possivel observar que a fexofenadina

sofre oxidagao nas condi¢des estudadas.

O mesmo trabalho (RADHAKRISHNA e REDDY, 2002), no qual uma solugao
de fexofenadina (500 pg/ml) foi exposta a luz ultravioleta (254 nm), por 18 horas,

demonstrou que nao houve degradacgao do farmaco.

Neste trabalho foi avaliada a fotoestabilidade preliminar do pé de capsulas e
comprimidos contendo fexofenadina e de capsulas e comprimidos contendo este
farmaco. Este estudo teve como objetivo avaliar se a luz representa um fator de

degradacgao para a fexofenadina.

Com base nos resultados obtidos, os quais demonstram alteracao das
caracteristicas organolépticas (em todas as amostras), na percentagem residual de
fexofenadina nas amostras, principalmente do pd, e aparecimento de produtos de
degradagdo nos cromatogramas, € possivel afirmar que houve degradagédo do
farmaco. Assim sendo, a fexofenadina demonstrou ser sensivel ao fator luz nas

condicdes estabelecidas.
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Considerando estes resultados, verifica-se a importancia de proteger este
anti-histaminico da luz, principalmente a matéria-prima, durante todo o processo de

producao do medicamento.

RADHAKRISHNA e REDDY (2002), no trabalho anteriormente citado,
analisaram solugao de fexofenadina (500 ug/ml) exposta a temperatura de 70 °C por

12 horas, nao havendo degradacéo do farmaco.

No presente trabalho, realizou-se um estudo preliminar da estabilidade
térmica de capsulas e comprimidos e dos pds das referidas formas farmacéuticas
contendo fexofenadina. Este estudo teve como objetivo expor o farmaco a condigéo
drastica de temperatura, para avaliar se este fator causa ou ndo a degradagao do
anti-histaminico. Os resultados obtidos demonstram auséncia de alteragdo das
caracteristicas organolépticas, para todas as amostras. Além disso, a percentagem
residual de fexofenadina nas amostras ndo apresentou reducéo significativa. A
observacgao dos cromatogramas mostrou auséncia de produtos de degradagao, para
as formas farmacéuticas, havendo apenas inicio de formagdao de um produto nos
cromatogramas das amostras pé. Considerando que a temperatura escolhida para a
realizacao do estudo é alta e que o farmaco permaneceu exposto por um periodo
relativamente grande a esta condigao drastica, sugere-se que a temperatura nédo é

um dos fatores mais importantes para a degradacao da fexofenadina.

5.2.2 Estudo da cinética de fotodegradacao da fexofenadina

Considerando a fotossensibilidade da fexofenadina, verificada a partir dos
resultados obtidos no estudo preliminar de estabilidade, realizou-se a cinética de

fotodegradacao.

A degradagao compreende uma ou mais reagdes, cuja velocidade pode ser
calculada cineticamente. O estudo da cinética de degradacéo € fundamental para o
estudo da estabilidade de preparagbes farmacéuticas. Apresenta como objetivos
obter, experimentalmente, os dados cinéticos e correlaciona-los, por equacdes

matematicas, além de propor mecanismos para as reagdes de degradagédo e
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estabelecer condigdes para acelerar ou diminuir a velocidade das reacdes
(NUDELMAN, 1975).

As velocidades de reacdo podem classificar-se como de ordem zero, primeira
ordem ou segunda ordem, de acordo com o0s expoentes que afetam as
concentragdes dos reagentes. A ordem de reacdo € uma grandeza experimental,
determinada a partir da lei de velocidade da reacdo quimica, verificando-se a
concentragdo de amostras retiradas no decorrer do tempo (NUDELMAN, 1975).

A reacdo de ordem zero ocorre quando a velocidade de reagao €
independente da concentragdo da substancia ativa. Nesse caso, um grafico de
concentracado (c) em funcdo do tempo (t) da origem a uma reta, cuja inclinagao
corresponde a constante de velocidade da reagédo (k). Quando a velocidade da
reacao depende da concentragdo do reagente, a reagcao segue cinética de primeira
ordem, obtendo-se uma reta com a representagao do logaritmo da concentragao (log
c) em funcao do tempo (t). A cinética de segunda ordem ocorre quando a velocidade
de reagao depende da concentragdo de dois reagentes, ou a segunda poténcia da
concentracdo de um deles. Para esse tipo de reacao, a representacao do inverso da
concentragao (1/C) em funcédo do tempo (t) fornece uma reta (NUDELMAN, 1975;
LACHMAN et al., 2001).

A determinagdo da ordem de reacdo € realizada a partir de procedimentos
analiticos, utilizados para determinar especifica e quantitativamente a concentragao
da substancia de interesse (NUDELMAN, 1975).

5.2.2.1 Condic¢des de estudo

O estudo da cinética de fotodegradacéo de fexofenadina foi realizado em
solugcdes metandlica e aquosa, preparadas a partir de comprimidos revestidos. A
fonte de luz utilizada foi lampada Ecolume®, 30 Watts, emitindo radiagao ultravioleta
254 nm, fixada a camara descrita no estudo preliminar de estabilidade (item 5.2.1.1).
O efeito da luz foi estudado expondo solugdes metandlica e aquosa (2,0 mg/ml) em
cubetas de plastico Plastibrand®, as quais apresentam uma janela de quartzo de

1cm. As cubetas foram fechadas com tampa plastica e Parafim® e posicionadas,
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horizontalmente, na camara por diferentes intervalos de tempo (0, 15, 30, 60, 120,
180 e 240 min). ApoOs cada tempo, as amostras foram diluidas em fase moével a
200 pg/ml. Amostras envoltas em papel aluminio foram expostas para avaliar a
contribuicdo da temperatura. Para ambos os solventes testados, trés amostras foram
analisadas para cada intervalo de tempo por CLAE, previamente validado (item
4.2.2.2). Solugdes padrdao em cada solvente foram preparadas a 200 ug/ml. Todas

as solugdes foram injetadas em triplicata.

5.2.2.2 Célculos cinéticos

A ordem de reagdo para a cinética de fotodegradagao de fexofenadina em
solugcbes metandlica e aquosa foi determinada representando concentracido de
farmaco residual em fungédo do tempo (reagcéo de ordem zero), log da concentragéo
em fungao do tempo (reacdo de primeira ordem), e inverso da concentragdo em
funcdo do tempo (reagdo de segunda ordem). Os coeficientes de regresséo linear (r)
foram obtidos, sendo que o coeficiente mais préximo da unidade indica a ordem da
reagcdo. Os parametros cinéticos de constante de velocidade de reacédo (k), e
periodo de vida util tggy, (tempo no qual 90% da concentragado do farmaco encontra-

se inalterada) foram obtidos.

O modelo cinético pode ser representado pelas seguintes equagdes:

C=Co—-kt t 90% = (0,1 x Co)/ k (reagdo de ordem zero)
INnC=InCo—-kt tgoy =0,106/k (reagao de primeira ordem)
1/C =1/Co + kt t 0% = 1/(9k x Co) (reagao de segunda ordem)

Onde Co € a concentragédo dos reagentes no tempo zero, C é a concentragao

apos reacgao no tempo t e k é a constante de reacgéao.
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5.2.2.3 Resultados

O efeito da exposicdo a luz UVC 254 nm na concentragdo residual de
fexofenadina em solugcdes metandlica e aquosa encontra-se demonstrado na Tabela
5.1.

TABELA 5.1 - Resultados da concentragao residual de fexofenadina em solugdes
metandlica e aquosa apéds a fotodegradacgao, utilizando método por CLAE.

Solvente Tempo Concentragao Concentragao obtida* DPR
(min) (ug/ml) (ug/ml)

0 200,52 (100,26%) 0,56

15 145,52 (72,57%) 2,48

30 132,31 (65,99%) 0,99

Metanol 60 200,0 106,56 (53,15%) 0,18

120 66,22 (33,03%) 0,47

180 56,94 (28,40%) 1,40

240 45,51 (22,70%) 0,74

0 200,05 (100,02%) 0,29

15 161,35 (80,67%) 2,26

30 144,13 (72,07%) 2,23

Agua 60 200,0 123,81 (61,91%) 3,11

120 96,18 (48,09%) 3,49

180 71,86 (35,93%) 2,35

240 58,85 (29,43%) 1,46

A Figura 5.2 apresenta os cromatogramas obtidos em metanol e agua, no

tempo zero e apos 4 h de exposicéo.
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Mruges Miruges

FIGURA 5.2 - Cromatogramas obtidos de fexofenadina em metanol 200 ug/ml no
tempo zero -(A); apds 4 h de exposigao -(B); em agua no tempo zero 200 pug/ml -(C)
e apos 4 h de exposicéo -(D).

A Figura 5.3 apresenta os graficos de concentragdo de farmaco residual em
funcdo do tempo, log da concentracdo em fungdo do tempo, e inverso da
concentragcdo em funcdo do tempo. Os coeficientes de regressdo encontram-se
demonstrados.
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FIGURA 5.3 - Graficos de concentracdo (A) - reacdo de ordem zero-, log da
concentragdo (B)- reagdo de primeira ordem-, e reciproca da concentragao (C)-
reacao de segunda ordem- de fexofenadina residual em funcédo do tempo.
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As constantes de velocidade de reagao (k), bem como os valores de tgoy, para

ambos os solventes, foi calculada (Tabela 5.2).

TABELA 5.2 - Constantes de velocidades de reagao (k), e tempo de vida util (tooe)
para fexofenadina em metanol e agua apoés fotodegradacgao, por CLAE.

Solvente k (min™) taoe, (MIN)
Metanol 8,49 x 107 6,52
Agua 5,67 x 10° 9,79

5.2.2.4 Discussao

Tendo em vista que, a partir dos estudos preliminares de estabilidade, a luz
foi um importante fator de degradacdo para a fexofenadina, realizou-se a
determinacao da cinética de fotodegradacdo do anti-histaminico em solugéo

metandlica e aquosa.

Os resultados demonstram que a fexofenadina apresenta importante
fotodegradagcdo em solugdo metandlica e aquosa. Foi possivel observar
aproximadamente 78% e 71% de degradacédo do anti-histaminico em metanol e
agua, respectivamente, apds 4 horas de exposicao a luz. As solugdes apresentaram
coloragao amarela, a qual aumentou com o tempo de exposicao. Através da analise
ampliada dos cromatogramas obtidos foi possivel verificar a presenca de alguns
produtos de fotodegradagdo minoritarios, além de quatro produtos importantes para

ambos os solventes testados.

A partir dos graficos obtidos, foi possivel atribuir a reagao de fotodegradacéo
da fexofenadina em solugdo, uma cinética de segunda ordem de reagdo. Os
parametros cinéticos de constante de velocidade de reacgéo (k) e tempo de vida util
(too%) foram calculados com base nas equagdes matematicas apresentadas para
reagao de segunda ordem (item 5.2.2.2). Os resultados da determinagéo da cinética
de fotodegradacdo da fexofenadina em metanol e agua foram publicados (BREIER
et al., 2006).
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5.2.3 Estudo acelerado de fotoestabilidade

O estudo acelerado de fotoestabilidade, bem como as etapas subsequentes
de isolamento e realizacdo de espectros para identificagdo, foram realizados na
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Departamento de Quimica Organica de la

Universidad de Buenos Aires/Argentina.

Os estudos de estabilidade compreendem duas etapas de avaliagdo: testes
acelerados e testes confirmatorios (NUDELMAN, 1975; ICH, 1996b; BRASIL, 2005).

Os testes acelerados sdo necessarios para avaliar a sensibilidade total do
produto, bem como para desenvolver um método analitico capaz de determinar a
presenca de possiveis produtos de degradagdao. Considerando estudos de
fotoestabilidade, os testes de estresse devem ser realizados através de exposi¢cao a
luz por um periodo de tempo no qual ocorra degradagao significativa do farmaco
(mais de 20%) (TONNESEN, 1996). As condi¢des de exposicdo a serem utilizadas
dependem de fatores como a fotossensibilidade do farmaco e da intensidade da
fonte de luz, e a substancia pode ser avaliada na forma sélida, em solugdo ou em

suspensao simples.

Embora, durante a realizagdo dos testes acelerados, possam ser obtidos
produtos de degradacao que nao o serao nos estudos confirmatorios, os resultados
obtidos através dos primeiros fornecem informagdes potencialmente uteis no
desenvolvimento e validacdo dos procedimentos analiticos a serem utilizados nos
ultimos (MATTHEWS, 1999).

Os estudos confirmatdrios objetivam identificar com que extensao as trocas
ocorrem e fornecem informagdes necessarias sobre a formulacdo, manipulacdo e
embalagem dos produtos (MATTHEWS, 1999).

Nesse trabalho, foram realizados estudos de fotoestabilidade acelerada da
fexofenadina, com objetivo de estabelecer as condicbes adequadas de degradacéao

e avaliacao dos produtos formados, para seu posterior isolamento e identificagao.
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5.2.3.1 Condig¢des de estudo

O estudo da estabilidade acelerada de fexofenadina foi realizado
empregando-se cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia em camada

delgada como técnicas de separagao dos produtos de fotodegradacgao.

Foram testadas solugcbes metandlicas de fexofenadina, com e sem adi¢ao de
hidroxido de sdédio 0,1 M. Cada amostra foi preparada triturando-se um comprimido
revestido (120 mg) e transferindo seu conteudo para baldo volumétrico de 25 ml.
As amostras livres de base tiveram seu volume completo diretamente com metanol
(4,8 mg/ml), apresentando pH=6. Outras foram adicionadas de 5,0 ml de NaOH 0,1
M (20%) e o restante do volume completo com metanol (4,8 mg/ml), apresentando

pH=11. As solu¢des foram filtradas em papel filtro e em membrana de 0,45 pm.

Aliquotas de 2 ml foram transferidas para cubetas Plastibrand®, as quais,
apos fechadas com tampa plastica e Parafilm®, foram expostas as lampadas Metal
Haleto HPA 400 W Philips® e lampada fluorescente UVC 254 nm 15 W Philips®. Seis
cubetas de cada amostra (com e sem adigdo de NaOH) foram expostas a cada fonte
de luz por periodos de tempo que variaram desde 30 minutos até 6 horas. Apds
cada tempo, as amostras foram avaliadas por CLAE e CCD para verificar a formagao

de produtos de degradacao.

5.2.3.2 Métodos

5.2.3.2.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Utilizou-se cromatografo a liquido Hewlett-Packard (Agilent Technologies)
1100 equipado com bomba quaternaria HP-G1311A e detector UV HP 61315A. A
aquisicao e o tratamento dos dados foram realizados por software Hewlett-Packard
HP-G2170AA Chem Station (Avondale, PA, USA). A fase estacionaria utilizada
durante o estudo consistiu em coluna semipreparativa Thermo Electron Corporation
(250 x 10 mm x 5 ym) (Winsford, UK). A fase movel foi composta por mistura de
agua:acetonitrila (50:50 v/v) pH 3,0 (ajustado com HCI 0,1 N). O fluxo foi de 1 ml/min

e a detecgdo em UV a 220 nm. O volume de injegéo foi de 20 pl.

161



5.2 Parte Experimental

Apds cada tempo de exposigdo, as amostras foram diluidas a 384 ug/ml,
transferindo-se o conteudo da cubeta para baldo volumétrico de 25 ml, o qual foi
completado com fase movel. As amostras foram injetadas e avaliadas quanto a

formagao de produtos de degradacéo.

5.2.3.2.2 Cromatografia em camada delgada

Para a avaliacdo por cromatografia em camada delgada, foram utilizadas
cromatofolhas de aluminio de Silica gel 60 Fs4 (Merck, Germany). O sistema eluente
utilizado foi cloroférmio:metanol:hidroxido de aménio (85:15:0,1). As solugdes
metandlicas de fexofenadina, submetidas a irradiacao foram aplicadas nas placas
apo6s cada tempo de exposicdo. Foi aplicada solugdo de fexofenadina SQR
(4,8 mg/ml) em todas as placas para comparagao dos Rf obtidos. Transferiram-se as
placas para cubas previamente saturadas com o sistema eluente e permitiu-se o
desenvolvimento do cromatograma até atingir 10 cm acima do ponto de aplicagao.

As manchas foram visualizadas com auxilio de luz ultravioleta (254 nm).

5.2.3.3 Resultados

5.2.3.3.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

As Figuras 5.4 e 5.5 apresentam os cromatogramas obtidos a partir de
solugao metandlica de fexofenadina (384 ug/ml) sem e com adigéo de hidroxido de
sodio, respectivamente. Nessas Figuras encontram-se apresentados os resultados
dos cromatogramas das amostras ndo degradadas e aquelas degradadas, a partir

da exposicdo a ambas as lampadas.
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FIGURA 5.4 - Cromatogramas referentes as solugdes metandlicas de fexofenadina,
nao degradada (1) e submetidas a ldampada Metal Haleto HPA 400 W (2) e a luz UV
254 nm (3), por 6 horas. Condigdes cromatograficas: cromatégrafo a liquido Hewlett-
Packard (Agilent Technologies); coluna semipreparativa Thermo Electron
Corporation (250 x 10 mm x 5um) (Winsford, UK); fase médvel acetonitrila: agua
(50:50, v/v) pH 3,0; fluxo 1,0 ml/min; detecgdo UV 220 nm; temperatura de analise

25 °C.
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FIGURA 5.5 - Cromatogramas referentes as solugdes metandlicas de fexofenadina,
adicionadas de NaOH 0,1 M, ndo degradada (1) e submetidas a lampada Metal
Haleto HPA 400 W (2) e a luz UV 254 nm (3), por 6 horas. Condicbes
cromatograficas: cromatografo a liquido Hewlett-Packard (Agilent Technologies);
coluna semipreparativa Thermo Electron Corporation (250 x 10 mm x 5um)
(Winsford, UK); fase mével acetonitrila: agua (50:50, v/v) pH 3,0; fluxo 1,0 ml/min;
deteccdo UV 220 nm; temperatura de analise 25 °C.
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5.2.3.3.2 Cromatografia em camada delgada

Através da CCD, verificou-se, em todas as amostras, a presenca de trés
manchas principais: a primeira atribuida a fexofenadina (Rf 0,34), e as duas
subsequentes, cujos Rf apresentaram valores de 0,48 e 0,83, respectivamente, a
produtos de fotodegradagdo de menor polaridade. A representagdo do

cromatograma obtido encontra-se na Figura 5.6.

(A) (B)

SQR 1 2 SQR 1 2

FIGURA 5.6 - (A) representagcdo esquematica da cromatografia em camada delgada
de solugdes metandlicas de fexofenadina (4,8 mg/ml), submetidas a lampada Metal
Haleto HPA 400 W (1) e a luz UV 254 nm (2), por 6 horas. (B) representagao
esquematica da cromatografia em camada delgada de solugdes metandlicas de
fexofenadina (4,8 mg/ml), contendo NaOH 0,1 M submetidas a lampada Metal
Haleto HPA 400 W (1) e a luz UV 254 nm (2), por 6 horas.

5.2.3.4 Discussao

O estudo acelerado da fotoestabilidade do anti-histaminico fexofenadina em
solugdo metandlica com (pH=11,0) e sem a presencga de hidroxido de sodio (pH=6,0)

foi realizado utilizando-se duas fontes de irradiacao.

A lampada Metal Haleto HPA apresenta distribuicdo espectral bastante
uniforme na faixa de 350 a 550 nm. Considerando que seu perfil de distribuicdo
espectral assemelha-se muito ao observado para a luz solar, estas lampadas tém
sido cada vez mais utilizadas em laboratérios para estudos de fotoestabilidade
(MOORE, 1996). A lampada germicida fluorescente UV 254 nm apresenta como

vantagens o baixo custo e a facilidade de aquisicdo (MOORE, 1996).
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Através da analise dos cromatogramas, foi possivel verificar a formacao de
diversos produtos minoritarios, bem como de dois produtos de degradacgéo
majoritarios, com tempos de retengdo em torno de 21 e 37 minutos, denominados
PD-21 e PD-37. O tempo de retencao da fexofenadina (em torno de 19 minutos) ndo

foi alterado pela presencga da base.

Foram testadas solug¢des adicionadas de percentual de solugao de hidréoxido
de sodio 0,1 M. Esse estudo objetivou verificar se a presenga da base favoreceria ou
nao a formacdo de produtos de fotodegradacéo, baseando-se no fato de o par de

elétrons do nitrogénio do anel piperidinico encontrar-se livre neste pH (pH = 11,0).

A partir dos cromatogramas, verificou-se que ocorre formagao dos mesmos
produtos de degradacado. Entretanto, foi possivel observar, por ambas as técnicas de
analise utilizadas, que a presenca da base favorece a formacdo do produto com

tempo de retencdo em 21 minutos, nas condicdes estudadas.

A técnica de cromatografia em camada delgada utilizada demonstrou ser util
na determinagcdo dos produtos de fotodegradagédo, sendo capaz de separar os
principais produtos formados de forma satisfatoria. A partir das manchas observadas
nas solugcbes degradadas, foi possivel atribui-las a fexofenadina (Rf 0,34) e aos
produtos de degradagao PD-21 (Rf 0,48) e PD-37 (Rf 0,83), nesta ordem de Rf.

O estudo da estabilidade acelerada mostrou-se util na determinagcdo dos
principais produtos decorrentes da fotodegradagdo, bem como possibilitou
determinar os métodos para avaliagdo dos produtos formados, em presenca da

fexofenadina.

A partir dos resultados obtidos, optou-se por utilizar solugdo metandlica
adicionada de base para o preparo das amostras a serem degradadas, visando o
isolamento dos produtos majoritarios, tendo em vista a formagao favorecida do PD-

21 nessa condigao.
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5.2.4 Isolamento dos produtos de degradacgéo

5.2.4.1 Condic¢des de estudo

Com o objetivo de isolar os principais produtos de fotodegradagcédo da
fexofenadina, os produtos com tempo de retengdo em torno de 21 (PD-21) e 37
minutos (PD-37), foram preparadas amostras triturando-se dois comprimidos
revestidos (120 mg) e transferindo seu conteudo para baldo volumétrico de 25 ml. A
este baldo adicionaram-se 5,0 ml de NaOH 0,1 M (20%) e o restante do volume foi
completo com metanol (9,6 mg/ml). As solu¢des foram filtradas em papel filtro e em

membrana de 0,45 ym.

Aliquotas de 2 ml foram transferidas para cubetas Plastibrand®, as quais,
apos fechadas com tampa plastica e Parafilm® foram expostas a lampada
fluorescente UVC 254 nm 15 W Philips®. Lotes de seis cubetas foram expostos a
irradiagcao por um periodo de 18 horas. Apds, o conteudo das cubetas foi transferido
para baldo ambar, ao qual adicionou-se 1,0 g de silica gel 60 (0,063-0,200 mm)
(Merck, Darmstadt, Germany). A mistura foi seca a pressao reduzida em evaporador

rotatorio.

Os produtos de fotodegradagao foram separados a partir dessa mistura, por
cromatografia em coluna e posteriormente purificados por cromatografia em camada

delgada preparativa.

Com objetivo de avaliar se os produtos resultantes da fotodegradagdo em
solucado sdo os mesmos decorrentes da irradiacao na forma sodlida, foram também
submetidos a luz UVC 254 nm, comprimidos revestidos e p6 de comprimidos
triturados. Apos cada tempo de exposi¢ao, o comprimido ou pé foi retirado e uma
solugdo metandlica (4,8 mg/ml) foi preparada. A partir dessa solugdo, preparou-se
solugédo a 800 ug/ml em fase movel para avaliagao por CLAE. O p6 foi avaliado em
4,7, 20, 30 e 50 dias de exposi¢cao. O comprimido foi avaliado nos tempos de 7, 20,

30 e 50 dias de exposigao.
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5.2.4.2 Métodos

5.2.4.2.1 Cromatografia em coluna preparativa

Os principais produtos de degradacédo da fexofenadina obtidos a partir da
irradiacdo de solugdo metandlica foram isolados através de cromatografia em
coluna. A escolha dessa técnica foi baseada na possibilidade de adquirir quantidade
maior de produtos, e na mudanca de polaridade sequencial da mistura de solventes
para eluicdo (GALAGOVSKY, 2002).

Utilizou-se como fase estacionaria silica gel 60 (0,063-0,200 mm — Merck).
Para cada coluna realizada, foram utilizadas 9,0 g da silica. Foi realizado o
empacotamento da coluna, empregando-se cloroférmio (Merck). Aplicou-se na

coluna a mistura previamente degradada e seca (descrita no item 5.2.4.1).

Foram utilizadas diferentes propor¢des de cloroféormio:metanol como eluentes.
As proporcdes variaram de 100:0 a 75:25. Foram preparados 30 ml de cada eluente,

sendo que foram coletadas 3 fragdes de 10 ml cada por proporgao realizada.

As fragbes separadas pela coluna foram protegidas da luz e avaliadas por
CLAE, conforme descrito para o estudo da estabilidade acelerada. Cada fracéo
coletada foi avaliada por CCD, empregando-se 0 mesmo sistema eluente que a

separou.

Finalizada a coluna, todas as fragdes coletadas foram aplicadas em placa de
CCD (GALAGOVSKI, 2002), utilizando-se como eluente cloroférmio:metanol 85:15
v/v. Essa analise permitiu visualizar de maneira global os produtos eluidos através
da coluna cromatografica. As fragdes que apresentaram os mesmos produtos foram

reunidas.

5.2.4.2.2 Cromatografia em camada delgada preparativa

Foram utilizadas placas (20 x 20 cm) de silica gel 60 GF 254 (Merck),
preparadas no laboratério, com espessura de 0,75 mm, e como sistema eluente,
cloroférmio:metanol (80:20), ou diclorometano:metanol (90:10), quando o objetivo foi

purificar o PD-21 ou PD-37, respectivamente. As fragdes reunidas da coluna
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cromatografica foram evaporadas e aplicadas nas placas. Transferiram-se as placas
para cubas previamente saturadas com 100 ml do respectivo sistema eluente e
permitiu-se o desenvolvimento da cromatografia. As manchas foram visualizadas
com auxilio de luz UVC (254 nm) e marcadas. Essas foram raspadas, extraidas da

silica com metanol (Merck) e filtradas a vacuo, através de vidro sinterizado.

A partir da solugéo resultante (para cada substancia isolada) foi realizada a
verificagdo da pureza dos produtos, empregando-se CLAE (descrita item 5.2.3.2.1) e

CCD, utilizando cloroférmio:metanol (85:15) como eluente.

5.2.4.3 Resultados

A Figura 5.7 apresenta as fragbes separadas da coluna, com os principais

produtos obtidos da fotodegradacéo da fexofenadina.

m m m m ap iﬁﬂ m Al

- /)
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PD-37 PD-21

FIGURA 5.7 - Representagdo esquematica da cromatografia em coluna, realizada
para isolamento dos principais produtos da fotodegradacédo da fexofenadina — PD -
21 e PD - 37, utilizando silica gel como fase estacionaria e cloroférmio:metanol como
fase movel.
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A Figura 5.8 apresenta um esquema do resultado obtido da cromatografia em

camada delgada, realizada para todas fra¢gdes separadas da coluna cromatografica.
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FIGURA 5.8 - Representacdo esquematica da cromatografia em camada delgada,
realizada para isolamento dos principais produtos da fotodegradagdo da
fexofenadina utilizando como eluente cloroférmio:metanol (85:15).

Os cromatogramas obtidos apés purificagdo dos produtos de fotodegradacao
por cromatografia em camada delgada preparativa, PD - 21 e PD - 37 encontram-se

na Figura 5.9.
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FIGURA 5.9 - Cromatogramas referentes aos produtos isolados e purificados: PD-21
(1) e PD-37 (2). Condi¢des cromatograficas: cromatégrafo a liquido Hewlett-Packard
(Agilent Technologies); coluna semipreparativa Thermo Electron Corporation (250 x
10 mm x 5um); fase mével acetonitrila: agua (50:50, v/v) pH 3,0; fluxo 1,0 ml/min;
deteccdo UV 220 nm; temperatura 25 °C.

A partir da verificagdo da pureza dos produtos PD-21 e PD-37, calcularam-se
as quantidades totais obtidas do isolamento, resultando em 20 mg e 15 mg,

respectivamente.

A Figura 5.10 apresenta os cromatogramas obtidos para o p6 de comprimidos

e para comprimidos, apos 50 dias de exposicéo a luz UVC 254 nm.
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FIGURA 5.10 - Cromatogramas referentes a exposi¢ao do pé de comprimidos (1) e
de comprimidos (2) a luz UVC 254 nm por 50 dias. Condigdes cromatograficas:
cromatégrafo a liquido Hewlett-Packard (Agilent Technologies); coluna
semipreparativa Thermo Electron Corporation (250 x 10 mm x Sum) (Winsford, UK);
fase movel acetonitrila: agua (50:50, v/v) pH 3,0; fluxo 1,0 ml/min; detecgao UV 220
nm; temperatura de analise 25 °C.

5.2.4.4 Discussao

O isolamento de dois produtos majoritarios decorrentes da fotodegradagéao do
anti-histaminico fexofenadina em solucgéao foi realizado por cromatografia em coluna

com posterior purificagado por cromatografia em camada delgada preparativa.

As condigdes utilizadas para realizagdo da coluna cromatografica foram
estabelecidas apods testes preliminares, os quais incluiram diferentes proporcoes de
diclorometano:metanol e cloroférmio: metanol como eluentes. A utilizacdo de
diclorometano dificultou a visualizacdo dos produtos separados por CCD, pois as
manchas ndo apresentavam-se bem delimitadas. Por essa razao, optou-se por

cloroférmio na constituicao do sistema eluente.

A escolha do sistema eluente adequado para purificacdo dos produtos por
CCD preparativa foi realizada a partir de testes com diferentes solventes, variando-

se as propor¢oes entre eles. O uso de diclorometano: metanol (90:10, v/v) mostrou
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5.2 Parte Experimental

ser adequado para o PD-37, sendo que a mesma placa foi cromatografada duas
vezes para otimizar a separacdo. No caso do PD-21, o sistema cloroformio:metanol

(80:20, v/v) proporcionou separagao satisfatéria.

A purificacado dos produtos isolados foi verificada por CLAE e CCD. Através
dos cromatogramas obtidos (Figura 5.9), foi possivel observar que ambos os
produtos encontravam-se puros, ndo havendo outros picos referentes a impurezas.
A analise por CCD demonstrou, igualmente, que os produtos isolados encontravam-
se puros, nao apresentando manchas adicionais. Os rendimentos obtidos da etapa
de isolamento dos produtos de fotodegradagao da fexofenadina foram de 20 mg do
PD-21 e 15 mg do PD-37, quantidades que possibilitam a identificacdo por RMN e

espectrometria de massas.

A fotdlise de pé de comprimidos e de comprimidos integros foi realizada com
objetivo de verificar se os produtos de degradagao isolados a partir de solugao eram
também formados na forma sdlida. A partir da analise ampliada dos cromatogramas
obtidos para amostras de p6 e comprimidos degradados por 50 dias na luz UVC
254 nm, foi possivel verificar a presenga do PD-21 e PD-37. No caso de
comprimidos, o percentual de degradacdo da fexofenadina foi pequeno, havendo

apenas inicio de formagao dos produtos de degradacao.

5.2.5 Identificacdo dos produtos de degradacéao

A identificagdo dos produtos majoritarios (PD-21 e PD-37) de fotodegradagéao
da fexofenadina, isolados através de cromatografia em coluna e purificados por
cromatografia em camada delgada preparativa, foi realizada por ressonancia
magnética nuclear (RMN) de proton, carbono, bidimensionais (Correlation
Spectroscopy - COSY, Heteronuclear Single Quantum Correlation - HSQC e
Heteronuclear Multiple Bond Correlation - HMBC) e espectrometria de massas (MS).
As mesmas técnicas foram utilizadas para fexofenadina SQR, com objetivo de
comparar os espectros dos produtos de degradagédo com os da molécula de partida,

facilitando a identificacao.
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5.2 Parte Experimental

Os espectros de RMN e massas da fexofenadina SQR e dos produtos de
degradagdo foram realizados na Unidad de Microanalisis y Meétodos Fisicos
Aplicados a la Quimica Organica (UMYMFOR) de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales de la Universidad de Buenos Aires/Argentina, durante o estagio de

doutorado.

5.2.5.1 Métodos

5.2.5.1.1 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN foram realizados em espectrdmetro de 500 MHz,
Bruker AM-500 (Karlsruhe, Germany). Realizaram-se espectros de RMN- "H, RMN-
3C, e os bidimensionais: COSY - correlagdo 'H - "H; HSQC - correlacégo 'H - '*C;

HMBC - correlagdo 'H - '3C a distancia.

Uma solugdo foi preparada pesando-se 20 mg de fexofenadina SQR e
transferindo-se para tubo contendo 0,5 ml de metanol deuterado (Aldrich,
Milwaukee, WI). A solugao foi transferida, com auxilio de seringa estéril, para tubo

de RMN limpo e seco. O tubo foi levado para analise.

Foram preparadas solugdes dos produtos de fotodegradagdo isolados,
empregando-se 20 mg de PD-21 e 15 mg de PD-37 em 0,5 ml de metanol deuterado
(metanol-d3 - Aldrich, Milwaukee, WI). As solug¢des foram transferidas, com auxilio
de seringa estéril, para tubos de RMN limpos e secos, os quais foram levados para

analise.

5.2.5.1.2 Espectrometria de massas

Foram analisadas as amostras de fexofenadina SQR e dos produtos de
degradacao isolados. Os espectros de massas foram realizados em espectrémetro
de massas VG Trio-2 (Manchester, UK) ZAB-SEQ4F (Manchester, UK). Metanol
(MERK) foi utilizado como solvente para fexofenadina SQR.
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Uma solugao de fexofenadina foi preparada pesando-se 0,5 mg de SQR e
dissolvendo em 0,5 ml de metanol. Essa solucéo foi analisada através do método de

insercao direta utilizando ionizac&o por impacto de elétrons a 70eV.

Para os produtos de degradagado (PD-21 e PD-37) utilizaram-se as mesmas
solugdes em metanol deuterado (metanol-d3 - Aldrich, Milwaukee, WI) previamente
submetidas a RMN. O método de ionizagdo das amostras foi impacto de elétrons a
70 eV.

5.2.5.2 Resultados

5.2.5.2.1 Analise da fexofenadina SQR

Com objetivo de facilitar a atribuicdo dos sinais obtidos nos espectros,

numerou-se a estrutura da fexofenadina, conforme Figura 5.11.

30
31 29
4
32 z B ; CH3
20 17 14 13 12 1 8 5 2‘ 3
HO—C N—CHz—CHz—CHz—Cl:H C—CHs
» 2 2618 19 OH 9 10 ll:zo
I
3 » OH
24

FIGURA 5.11 — Estrutura quimica numerada da fexofenadina.

As Figuras 5.12 e 5.13 apresentam os espectros para fexofenadina SQR de
RMN-"H e RMN-C, respectivamente, onde encontram-se atribuidos os sinais,

através de numeros, conforme Figura 5.11.
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FIGURA 5.12 - Espectro de RMN- "H de fexofenadina obtido em espectrémetro BRUKER (500 MHz) utilizando metanol deuterado

como solvente.
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Os deslocamentos quimicos (8), multiplicidades, constantes de acoplamento
(J) e o numero de hidrogénios dos sinais observados no espectro estao
apresentados na Tabela 5.3. A Tabela 5.4 apresenta as atribuicdes realizadas para

os sinais observados no espectro de carbono.

TABELA 5.3 — Valores de deslocamentos quimicos (ppm), multiplicidade, constante
de acoplamento (J), numero de hidrogénios e a atribuicdo dos hidrogénios para
espectro de RMN-"H da fexofenadina SQR, obtido em espectrometro BRUKER (500
MHz), utilizando metanol deuterado como solvente.

Deslocamentos Multiplicidade* e Numero de Atribuicao (Figura
quimicos (8) ppm constante de hidrogénios 5.11)
acoplamento (J)
1,51 S 6 3,4
1,73 m 8 12,13, 16, 18
2,83 t 1 17
2,95 m 2 15
3,03 t 2 14
3,47 m 2 19
4,65 t 1 11
7,15 t (7,32 Hz e 7,33 Hz) 2 24 e 30
7,27 t (7,79 Hz e 7,55 Hz) 4 23, 25, 29, 31
7,28 - 7,36 Sistema AA'BB’ (8,40 4 6,10,7,9
Hz)
7,50 d (7,80 Hz) 4 22, 26, 28, 32

* s = singleto, d = dubleto, m = multipleto
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FIGURA 5.13 - Espectro de RMN- *C de fexofenadina obtido em espectrdometro BRUKER (500 MHz) utilizando metanol deuterado
como solvente.
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TABELA 5.4 — Valores de deslocamentos quimicos (ppm) e atribuigdo dos carbonos
para espectro de RMN-"3C da fexofenadina SQR, obtido em espectrémetro BRUKER
(500 MHz), utilizando metanol deuterado como solvente.

Carbono Deslocamentos quimicos (8) ppm
C13 21,75
C16e C18 25,71
C3eC4 27,09
C12 36,84
C17 42,74
C2 47,23
C150u C19 53,96
C19 ou C15 54,06
C14 58,27
C11 73,81
C20 79,76
C22, C26, C28, C32 126,92
C23, C25, C29, C31 129,18
C7eC9 127,03
C6e C10 126,85
C24 e C30 127,64
C8 144,13
C21e C27 145,65
C5 147,11
C1 180,42

Os espectros bidimensionais COSY, HSQC e HMBC encontram-se
demonstrados nas Figuras 5.14, 5.15 e 5.16. As correlacdes observadas nesses

espectros estdo descritas na Tabela 5.5.
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FIGURA 5.14 — Espectro de COSY de fexofenadina SQR obtido em espectrdmetro
BRUKER (500 MHz) utilizando metanol deuterado como solvente.
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FIGURA 5.15 — Espectro de HSQC de fexofenadina SQR obtido em espectrometro
BRUKER (500 MHz) utilizando metanol deuterado como solvente.
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FIGURA 5.16 — Espectro de HMBC de fexofenadina SQR obtido em espectrdmetro
BRUKER (500 MHz) utilizando metanol deuterado como solvente.
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TABELA 5.5 — Correlagdes observadas nos espectros de COSY, HSQC e HMBC da
fexofenadina SQR, obtido em espectrémetro BRUKER (500 MHz), utilizando metanol

deuterado como solvente.

Cole H - HSQC 'H-2C HMBC *H-2C
H (3) ppm (8) ppm
(8) ppm

1,73-2,83 1,51 — 27,09 1,51 — 27,09
1,73-2,95 1,73 -21,75 1,51 — 47,23
1,73-3,03 1,73 — 25,71 1,51 — 147,11
1,73 - 3,47 1,73 — 36,84 1,51 — 180,42
1,73 - 4,65 2,83 —42,74 4,65 — 36,84
715-7,27 2,95 — 53,96 4,65 — 127,03
7,27 -7,50 3,03 — 58,27 4,65 - 144,13
3,47 — 54,06 7,15 — 126,92
4,65 — 73,81 7,27 — 126,92
7,15 - 127,64 7,27 — 145,65

7,27 — 129,18 7,28-7,36 — 47,23

7,38-7,36 — 126,85 7,28-7,36 — 73,81

127,03 7,28-7,36 — 126,85

7,50 — 126,92 7,28-7,36 — 144,13

7,28-7,36 — 147,11
7,50 - 79,76
7,50 — 127,64
7,50 — 129,17
7,50 — 145,65

A Figura 5.17 apresenta o espectro de massas obtido para fexofenadina SQR.

Foram identificados no espectro o ion molecular (501), o pico base (280) e outros

fragmentos importantes, caracteristicos da estrutura do farmaco (Figura 5.18).
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FIGURA 5.17 - Espectro de massas de fexofenadina SQR.
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FIGURA 5.18 — Fragmentos obtidos por espectrometria de massas de fexofenadina
SQR.
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5.2.5.2.2 Andlise do produto de degradac¢do denominado PD-21

O espectro de RMN- 'H do produto de degradagdo denominado PD-21
encontra-se apresentado na Figura 5.19. Os deslocamentos quimicos (9),
multiplicidade, constante de acoplamento (J) e o numero de hidrogénios dos sinais

observados no espectro estdo apresentados na Tabela 5.6.
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FIGURA 5.19 — Espectro de RMN- "H de PD-21 obtido em espectrémetro BRUKER (500 MHz) utilizando metanol deuterado como

solvente.
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TABELA 5.6 — Valores de deslocamentos quimicos (ppm), multiplicidade, constante
de acoplamento (J), numero de hidrogénios e a atribuicdo dos hidrogénios para
espectro de RMN-'H do produto de degradagdo denominado PD-21, obtido em
espectrometro BRUKER (500 MHz), utilizando metanol deuterado como solvente.

Deslocamentos Multiplicidade* e Numero de Atribuicao (Figura
quimicos (8) ppm constante de hidrogénios 5.25)
acoplamento (J)
1,44 s 6 3,4
1,56 m 8 12,13, 16, 18
2,14 m 1 17
2,23 t 2 14
2,76 m 2 15
3,62 m 2 19
4,51 t 1 11
7,17 e7,33 Sistema AA'BB’ (8,15 2e2 6,10e7,9
Hz)
7,28 m 2 28, 32
7,38 m 2 29, 31
7,40-7,44 Sistema AA'BB’ (7,44 4 21,22,24 e 25
Hz)
7,53 m 1 30

* s = singleto, d = dubleto, m = multipleto

A Figura 5.20 e a Tabela 5.7 apresentam o espectro de RMN- BC e as

atribuicdes realizadas para os sinais observados, respectivamente.
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FIGURA 5.20 — Espectro de RMN- "*C de PD-21 obtido em espectrometro BRUKER (500 MHz) utilizando metanol deuterado como

solvente.
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TABELA 5.7 — Valores de deslocamentos quimicos (ppm) e atribuigdo dos carbonos
para espectro de RMN-"C do produto de degradagédo denominado PD-21, obtido em
espectrometro BRUKER (500 MHz), utilizando metanol deuterado como solvente.

Carbono Deslocamentos quimicos (8) ppm
C13 23,05
C16e C18 28,00
C3eC4 28,32
C12 32,97
C17 37,90
C2 47,92
C150u C19 53,20
C19ou C15 53,33
C14 58,89
C11 74,34
C6e C10 126,46
C7eC9 126,93
C29 e C31 128,60
C21eC25 129,03
C28 e C32 129,84
C22 e C24 129,94
C30 131,80
C23 141,05
Cc27 141,25
C20 141,84
C8 143,26
C5 148,47
C1 184,93
C26 196,03

Os espectros bidimensionais COSY, HSQC e HMBC encontram-se
demonstrados nas Figuras 5.21, 5.22 e 5.23. As correlagcdes observadas nesses

espectros estio descritas na Tabela 5.8.
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FIGURA 5.21 — Espectro de COSY do PD-21, obtido em espectrémetro BRUKER
(500 MHz) utilizando metanol deuterado como solvente.
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FIGURA 5.22 — Espectro de HSQC do PD-21, obtido em espectrémetro BRUKER
(500 MHz) utilizando metanol deuterado como solvente.

191



5.2 Parte Experimental

. @
_ 0 %
o
— @
= ., @
J— ]
3
— ®
a0
H1z0
e ®
= b 4
160
—* >
R u® 200

0 6.0 4.0 n o.

FIGURA 5.23 — Espectro de HMBC do PD-21, obtido em espectrémetro BRUKER
(500 MHz) utilizando metanol deuterado como solvente.
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TABELA 5.8 — Correlagdes observadas nos espectros de COSY, HSQC e HMBC do
produto de degradagao denominado PD-21, obtido em espectrometro BRUKER (500
MHz), utilizando metanol deuterado como solvente.

COSlY H- HSQC 'H-3C HMBC *H-*C
H (8) ppm (8) ppm
(6) ppm
1,56 - 2,14 1,44 — 28,32 1,44 — 28,32
1,56 - 2,23 1,56 — 23,05 1,44 — 47,92
1,56 — 2,76 1,56 — 28,00 1,44 — 148,47
1,56 — 4,51 1,56 — 32,97 1,44 — 184,93
2,14 — 37,90 2,14 — 141,84
2,23 — 58,89 2,23 - 23,05
2,76 — 53,33 ou 53,20 2,23 - 53,20 ou 53,33
3,62 — 53,20 ou 53,33 2,76 — 58,89
4,51 -74,34 4,51 — 32,97
7,17 — 126,46 4,51 — 126,93
7,28 — 129,84 4,51 — 143,26
7,33 - 126,93 7,17 — 47,92
7,38 —128,60 7,17 — 126,93
7,40-7,44-129,03 e 7,17 — 148,47
129,94 7,28 — 141,25
7,53 — 131,80 7,33-74,34
7,33 — 126,46
7,33 — 143,26
7,28 - 196,03

7,40-7,44 - 196,03
7,40-7,44 - 141,84 e
141,05
7,53 — 129,84

A Figura 5.24 apresenta o espectro de massas obtido para o PD-21. Foram
identificados no espectro o ion molecular (499), o pico base (278) e outros

fragmentos importantes.
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FIGURA 5.24 - Espectro de massas do PD-21.

A partir dos resultados obtidos dos espectros de RMN e massas, foi proposta
a estrutura quimica para o produto de degradagcdo denominado PD-21 (Figura 5.25),

cuja numeracéao seguiu aquela realizada para fexofenadina (Figura 5.11).

4
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FIGURA 5.25 — Estrutura quimica proposta para o PD-21, derivado benzofenona da
fexofenadina.

A Figura 5.26 apresenta alguns fragmentos propostos a partir do espectro de

massas para o PD-21.
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FIGURA 5.26 — Fragmentos obtidos a partir de espectrometria de massas do PD-21.

5.2.5.2.3 Analise do produto de degradacdo denominado PD-37

O espectro de RMN- 'H do produto de degradagdao denominado PD-37
encontra-se apresentado na Figura 5.27. Os deslocamentos quimicos (9),
multiplicidade, constante de acoplamento (J) e o niumero de hidrogénios dos sinais

observados no espectro estdo apresentados na Tabela 5.9.
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FIGURA 5.27 — Espectro de RMN- 'H do PD-37 obtido em espectrometro BRUKER (500 MHz) utilizando metanol deuterado
como solvente.
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TABELA 5.9 — Valores de deslocamentos quimicos (ppm), multiplicidade, constante
de acoplamento (J), numero de hidrogénios e a atribuicdo dos hidrogénios para
espectro de RMN-'H do produto de degradagdo denominado PD-37, obtido em
espectrometro BRUKER (500 MHz), utilizando metanol deuterado como solvente.

Deslocamentos Multiplicidade* e Numero de Atribuicao (Figura
quimicos (8) ppm constante de hidrogénios 5.24)
acoplamento (J)
1,20 d 6 3,4
1,45 m 8 12,13, 16, 18
2,05 m 2 15
2,35 t 2 14
2,50 t 1 17
2,85 m 1 2
2,90 m 2 19
4,55 t 1 11
7,10 t (7,26 Hz e 7,56) 2 24 e 30
7,12 -7,21 Sistema AA'BB’ (7,88 4 6,10,7,9
Hz)
7,23 t (7,56 Hz e 7,57 Hz) 4 23, 25, 29, 31
7,46 d (7,57 Hz) 4 22, 26, 28, 32

* s = singleto, d = dubleto, dd = duplo dubleto, m = multipleto

A Figura 5.28 e a Tabela 5.10 apresentam o espectro de RMN- BC e as

atribui¢cdes realizadas para os sinais observados, respectivamente.
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FIGURA 5.28 — Espectro de RMN- "*C do PD-37 obtido em espectrometro BRUKER (500 MHz) utilizando metanol deuterado como
solvente.
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TABELA 5.10 — Valores de deslocamentos quimicos (ppm) e atribuicdo dos
carbonos para espectro de RMN-"3C do produto de degradagao denominado PD-37,
obtido em espectrdbmetro BRUKER (500 MHz), utilizando metanol deuterado como
solvente.

Carbono Deslocamentos quimicos (8) ppm
C13 23,70
C16 e C18 24,00
C3e(C4 24 47
C2 35,06
C12 38,70
C17 45,17
C150u C19 54,86
C19 ou C15 55,11
C14 59,68
C11 74,73
C20 80,28
C22,C26, C28, C32 127,15
C23, C25, C29, C31 128,89
C7eC9 127,20
C6 e C10 127,01
C24 e C30 127,22
C8 143,73
C21e C27 147,89
C5 149,01

Os espectros bidimensionais COSY, HSQC e HMBC encontram-se
demonstrados nas Figuras 5.29, 5.30 e 5.31. As correlagcdes observadas nesses

espectros estdo descritas na Tabela 5.11.
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FIGURA 5.29 — Espectro de COSY do PD-37 obtido em espectrometro BRUKER
(500 MHz) utilizando metanol deuterado como solvente.
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FIGURA 5.30 — Espectro de HSQC do PD-37, obtido em espectrémetro BRUKER
(500 MHz) utilizando metanol deuterado como solvente.
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FIGURA 5.31 — Espectro de HMBC do PD-37, obtido em espectrdbmetro BRUKER
(500 MHz) utilizando metanol deuterado como solvente.
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TABELA 5.11 — Correlagbes observadas nos espectros de COSY, HSQC e HMBC
do produto de degradacdo denominado PD-37, obtido em espectrémetro BRUKER
(500 MHz), utilizando metanol deuterado como solvente.

Cole H- HSQC 'H-2C HMBC ‘H-*C
H (3) ppm (8) ppm
(6) ppm
1,20 — 2,85 1,20 — 24,47 1,20 — 24,47
1,45-2,05 1,45 -23,70 1,20— 35,06
145-235 L 0 b _rars
1’32 ] z’gg 2,05 — 54,86 ou 55,11 2,35 -23,70
’ ’ 2,35 -59,68 2,50 — 24,00
1,45 - 4,55 2,50 — 45,17 4,55 — 38,70
7,10 -7,23 2,85 — 35,06 4,55 -127,20
723-7,46 2,90 — 54,86 ou 55,11 4,55 — 143,73
4,55 74,73 7,10 — 128,89
7,10 — 127,22 7,12-7,21 — 35,06
712-721-127,01e 7,12-7,21 - 74,73
127,20 7,12-7,21 — 143,73
7,23 — 128,89 7,12-7,21 — 149,01
7,46 — 127,15 7,23 - 127,22
7,23 — 147,89
7,46 — 80,28
7,46 — 127,15
7,46 — 128,89
7,46 — 145,65

A Figura 5.32 apresenta o espectro de massas obtido para o PD-37. Foram
identificados no espectro o ion molecular (457), o pico base (280) e outros

fragmentos importantes.
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A partir dos resultados obtidos dos espectros de RMN e massas, foi proposta
a estrutura quimica para o produto de degradagcéo denominado PD-37 (Figura 5.33),

seguindo o padrao de numeragao utilizado para a molécula da fexofenadina (Figura

5.11).

FIGURA 5.32 - Espectro de massas do PD-37.

30

23

24

FIGURA 5.33 — Estrutura quimica proposta para o PD-37, derivado isopropilico da

fexofenadina.

A Figura 5.34 apresenta alguns fragmentos propostos a partir do espectro de

massas para o PD-37.
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FIGURA 5.34 — Fragmentos obtidos a partir de espectrometria de massas do
PD-37.

5.2.5.3 Discussao

Nao foi encontrado na literatura consultada espectro de ressonancia
magnética nuclear da fexofenadina. Desta forma, foram atribuidos os sinais obtidos
nos espectros com base nos deslocamentos quimicos encontrados na literatura
pertinente para os grupos presentes na estrutura da molécula (BREITMAIER, 1993;
PRETSCH et al., 2000; PAVIA et al., 2001). Os hidrogénios do acido e dos alcoois

nao aparecem pelo fato de o espectro ter sido realizado em metanol deuterado.

Os hidrogénios das metilas aparecem como singleto unico em 6 1,51. O
hidrogénio ligado ao carbono do alcool secundario aparece como tripleto em & 4,65.
Os hidrogénios aromaticos do anel para-substituido aparecem em & 7,28-7,36,
apresentando quatro linhas, caracteristica de sistema AA'BB’ de anéis com este
padrdo de substituicdo (PAVIA et al., 2001). Os hidrogénios aromaticos dos anéis

monosubstituidos apresentam simetria e aparecem em & 7,15, 7,27 e 7,50. Os
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hidrogénios dos metilenos do anel piperidinico mais proximos ao N encontram-se em
8 2,95 e 3,47, enquanto que os quatro outros estao no multipleto a 6 1,73. O metanol

deuterado apresenta dois sinais: 6 3,31 e 4,84 ppm.

As atribuicbes dos carbonos da fexofenadina foram realizadas com base nos
deslocamentos quimicos encontrados na literatura (BREITMAIER, 1993; PRETSCH
et al., 2000, PAVIA et al., 2001).

Na regido de absorgao dos carbonos aromaticos aparecem os sinais 6 126,85
— 147,11 correspondentes aos carbonos dos anéis aromaticos. Entre eles,
encontram-se cinco CH aromaticos e trés C quaternarios. Observa-se também
simetria entre os carbonos dos anéis monosubstituidos. Em & 73,81 e 79,76
aparecem o0s sinais referentes aos carbonos dos alcoois secundario e terciario,
respectivamente. Os carbonos pertencentes aos grupos metilenos ligados ao N
estdo em 5 53,96 e 54,06. Em & 27,09 estdo os carbonos dos grupos metilas. O
carbono da carboxila encontra-se em & 180,42. Os sete sinais em 6 49 ppm sao

devidos ao metanol deuterado.

Os métodos por RMN- "H e RMN- *C demonstraram ser Uteis na identificagéo

do farmaco em estudo.

A avaliacdo dos espectros bidimensionais aponta correlagcbes importantes
(Tabela 5.5), as quais foram imprescindiveis para a atribuicdo de todos os sinais. O
espectro de HSQC fornece as correlagbes entre carbonos e hidrogénios ligados
entre si, enquanto que através do espectro de HMBC verificam-se correlacdes entre
carbonos e hidrogénios distantes duas a trés ligagbes quimicas. O espectro de
COSY apresenta correlagdes entre hidrogénios vizinhos. A analise conjunta desses
espectros possibilita confirmar as atribuigcbes para carbonos e hidrogénios e se torna

de importancia especial para a elucidacao estrutural.

Foi encontrada na literatura (MOFFAT, 2004) referéncia aos principais ions
obtidos através da analise da fexofenadina por espectrometria de massas. Os ions
m/z 77, 85, 105, 147, 183, 280 e 501 foram citados.
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As atribuicdes dos sinais obtidos através da espectrometria de massas da
fexofenadina foram realizadas com base na estrutura molecular. Foram obtidos os

mesmos ions referenciados na literatura.

O método por espectrometria de massas demonstrou ser util na identificagao
do farmaco em estudo, sendo possivel identificar a massa molecular, o pico base e
outros ions, fornecendo informagdes importantes sobre a identidade da molécula.
Foram representados alguns fragmentos importantes (Figura 5.18), (BARKER, 1999;
PRETSCH et al., 2000, PAVIA et al., 2001) os quais foram comparados com aqueles

obtidos para os produtos de degradacéo.

A identificacdo do produto de fotodegradacdo da fexofenadina denominado
PD-21 foi realizada apos extensa analise de todos os espectros realizados,

comparando-os com aqueles obtidos para a fexofenadina.

Observou-se, primeiramente, 24 carbonos no espectro de RMN-">C (Figura
5.20), contra 20 do espectro da fexofenadina (Figura 5.13). Apds, percebeu-se o
surgimento de um carbono em & 196,03 ppm, caracteristico de cetona aliciclica.
Além disso, verificou-se que o produto ndo apresenta o carbono quaternario do
alcool terciario em torno de 6 79 ppm. Entretanto, o carbono do alcool secundario em
o 74,43 ppm permanece, 0 que sugere que a cetona ndo se encontra nesta posigao.
Outras modificagdes observadas no espectro de carbono foram sete CH (5 126,46 —
131,80) e cinco carbonos quaternarios aromaticos (6 141,05 — 148,47), comparando-
se com cinco CH e trés quaternarios para fexofenadina. Desta forma, constatou-se
nao haver mais simetria entre os anés aromaticos. Além disso, observou-se que 0s
demais carbonos apresentados no espectro de carbono da fexofenadina
mantiveram-se presentes para o PD-21, apresentando pequenas alteracbes nos

deslocamentos quimicos.

No espectro de RMN-"H (Figura 5.19), observa-se o sinal em & 4,51, atribuido
ao hidrogénio ligado ao carbono & 74,43 do alcool secundario. Este fato comprova
que o alcool secundario encontra-se preservado no PD-21 e que a cetona ocupa
outra posicdo. Além disso, observa-se modificagdo significativa na zona dos
aromaticos, a qual apresenta dois sistemas AA’BB’ contra um da fexofenadina, o

que sugere o surgimento de outro anel para-substituido. Verifica-se, também, a
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presenca de um sinal multipleto em & 7,53, que integra para um hidrogénio, além de
outros dois multipletos em & 7,28 e 6 7,38 que integram cada um para dois
hidrogénios. Os espectros de hidrogénio da fexofenadina e do PD-21 sao
semelhantes no que se refere aos hidrogénios alifaticos, apresentando 22 no total,
integrando para o mesmo numero de hidrogénios cada sinal, sendo que

apresentaram pequenas modificacdes apenas nos deslocamentos quimicos.

A partir da analise dos espectros bidimensionais foi possivel elucidar a
estrutura do produto em questdo. Os espectros de COSY, HSQC e HMBC
confirmaram a preservagao da molécula até o anel piperidina, ou seja, desde o
carbono C1 até o carbono C17 (Figura 5.11). O espectro HMBC mostrou correlagdes
entre o carbono da cetona em & 196,03 ppm e os hidrogénios aromaticos a ¢ 7,28
ppm, e o sistema AA'BB’ a 6 7,40-7,44 ppm. A partir dessas correlacdes, verifica-se
que a cetona encontra-se entre dois anéis aromaticos, sendo um deles para-
substituido. Segundo a literatura (PRETSCH et al., 2000), o deslocamento quimico
do carbono da cetona ligada a dois anéis aromaticos (benzofenona) € de 6 195,2.

Este valor é bastante proximo ao observado no espectro.

O espectro de massas do PD-21 (Figura 5.24) apresenta pico do ion
molecular em m/z 499, e pico base em m/z 278, diferindo dos observados para
fexofenadina em duas unidades de massa, apenas. Esses resultados corroboram

com a estrutura sugerida, que difere da fexofenadina em duas unidades de massa.

Considerando que a luz é capaz de catalisar ruptura de ligacdes, rearranjos e
oxidagbes (NUDELMAN, 1975; MOORE, 1996), aliado aos resultados obtidos dos
espectros, propds-se que a molécula da fexofenadina sofre um rearranjo nos anéis
aromaticos monosubstituidos e uma oxidagao de alcool a cetona, dando origem ao
produto de degradacdo PD-21, um derivado benzofenona (Figura 5.25), nome
quimico a,a,-dimetil-4-[1-hidroxi-4-[4-(benzofenona)-1-piperidinil]butil]-acido benzeno
acético.

A partir da andlise do espectro de massas, foram propostos alguns

fragmentos da estrutura do PD-21 (Figura 5.26) (BARKER, 1999; PRETSCH et al.,
2000; PAVIA et al., 2001).

Foram encontrados na literatura alguns trabalhos que reportam reagdes de

rearranjo através da luz. O anti-histaminico de primeira geragédo difenildramina
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fotodegrada formando varios produtos, ocorrendo reacbes de rearranjo
intramolecular (GREENHILL, 1996).

Outros trabalhos reportam reagdes fotoquimicas de rearranjo em
benzoquinonas (HAGEMAN e VERHOEVEN, 1997) e antraquinonas (BRINSON et
al., 2005).

A estrutura do produto de fotodegradagao da fexofenadina, denominado PD-
37 foi elucidada a partir da analise dos espectros de RMN mono e bidimensionais e
espectrometria de massas, comparando-se 0os mesmos com aqueles obtidos para a

fexofenadina.

A analise do espectro de RMN-"C (Figura 5.28) demontrou a presenca de 19
carbonos, em relagdo aos 20 presentes da fexofenadina (Figura 5.13). Verificou-se
n&do haver o carbono C1 (Figura 5.11) em torno de 5 180 ppm, atribuido ao carbono
da carboxila na molécula de partida. Nao foram observadas alteracbes no numero
de carbonos aromaticos. O carbono quaternario em & 47,23, ligado ao grupo acido
na fexofenadina ndo encontra-se presente no espectro do PD-37. Porém, verifica-se

a presencga de um carbono em & 35,06 ppm, que nao constava para a fexofenadina.

O espectro de RMN-"H (Figura 5.27) apresenta diferengas importantes na
zona alifatica, enquanto que nao se observam alteragdes signigicativas na zona dos
hidrogénios aromaticos. E possivel observar um dubleto intenso & 1,20 ppm, cujo
valor de integracao é de seis hidrogénios. Este sinal sugere que os grupos metila,
singleto na fexofenadina (em & 1,51 ppm), possuem um hidrogénio vizinho no PD-37.
Além disso, observa-se também a presenga de um multipleto em & 2,85 ppm que

integra para um hidrogénio, sinal que ndo havia na molécula de partida.

O espectro bidimensional HSQC mostrou correlagédo entre o carbono em &
35,06 ppm e o hidrogénio em 5 2,85 ppm. O espectro COSY demonstrou correlagao
entre os hidrogénios do dubleto em & 1,20 ppm e o hidrogénio do multipleto em &
2,85 ppm. Através do espectro de HMBC observou-se correlagao a distancia entre

os hidrogénios em & 1,20 ppm e o carbono a & 35,06 ppm.

A analise do espectro de massas do PD-37 demonstrou pico do ion molecular

a m/z 457 e pico base em m/z 280, o qual equivale ao pico da fexofenadina. Além
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disso, demais fragmentos como m/z 183, 105, 85 e 77 sao os mesmos daqueles

observados para fexofenadina.

O conjunto de dados fornecidos pelos espectros de RMN mono e
bidimensionais aliado a espectrometria de massas, possibilitou elucidar a estrutura
do produto de fotodegradacgao da fexofenadina denominado PD-37, como o derivado
isopropilico (Figura 5.33), obtido da descarboxilagdo da fexofenadina, nome quimico
4-[4-(hidroxidifenil-metil)-1-piperidinil]-1-(4-difenilisopropil)butanol.

A partir da analise do espectro de massas, foram propostos alguns

fragmentos da estrutura do PD-37 (Figura 5.34) (BARKER, 1999; PRETSCH et al.,
2000; PAVIA et al., 2001) os quais equivalem aos da fexofenadina.

Reacdes de descarboxilagdo devido a fotodegradacdo s&o descritas na
literatura. Alguns farmacos antiinflamatoérios, como flurbiprofeno e naproxeno que,
assim como a fexofenadina, apresentam grupo acido ligado a carbono a-aromatico,

perdem esse grupamento em presencga da luz (GREENHILL, 1996).
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5.3 DISCUSSAO GERAL

O estudo da fotoestabilidade da fexofenadina constituiu-se parte do objetivo
geral deste trabalho. Foram realizados estudos preliminares da estabilidade, estudo
da cinética de fotodegradagdo em solugbes metandlica e aquosa, estudo acelerado
de fotoestabilidade, isolamento e identificagcdo dos produtos majoritarios de
fotodegradacdo, além da fotdlise de comprimidos e p6 de comprimidos de
fexofenadina. Empregaram-se técnicas espectroscopicas para realizagdo dos

espectros de massas e ressonancia magnética nuclear dos produtos isolados.

O estudo preliminar da estabilidade objetiva identificar fatores degradantes
para a substancia em questdo. Fornece, portanto, as primeiras informacdes
necessarias sobre a estabilidade, as quais serdo posteriormente uteis para

realizagdo de um estudo acelerado (ICH, 1996b).

O estudo preliminar da estabilidade da fexofenadina foi realizado avaliando-se
reagcdo com acido, base, agente oxidante (perdxido de hidrogénio), temperatura e
luz. Os resultados mostraram que a fexofenadina € estavel a hidrélise acida e
alcalina, bem como néo apresenta degradacgao significativa pelo calor. Entretanto, foi
evidenciada a instabilidade da molécula a reagao com perdxido de hidrogénio e em

presenca de luz.

Através da analise da estrutura quimica da fexofenadina, observou-se que a
mesma apresenta caracteristicas que fornecem evidéncias de possiveis alteracdes
frente a oxidagao e a luz. A presencga de grupo alcool secundario seria sugestivo de
oxidagdao, com formacédo de cetona, em presenca de agente oxidante ou da luz.
Além disso, as ligagdes duplas conjugadas presentes, permitem sugerir que a luz
poderia ser um fator capaz de causar degradagcdo quimica desta substancia
(NUDELMAN, 1975; GREENHILL, 1996).

O unico trabalho encontrado na literatura (RADHAKRISHNA e REDDY, 2002)
cujos objetivos envolveram expor a fexofenadina a oxidagao, induzida pelo oxidante
H2O2, e a luz ultravioleta (254 nm) por 18 horas, apresenta resultados que nao
condizem com os obtidos nesse trabalho. Através de seus resultados, os autores

afirmaram que ndo houve degradacdo da fexofenadina submetida a reacdo com
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H>O, por 3 horas, bem como que a substancia ndo sofreu degradacdo quando

exposta a luz.

O estudo da cinética de fotodegradacéo realizado a partir de comprimidos em
metanol e agua, através da exposigao de solugdes a luz UVC (254 nm) por
diferentes tempos, demonstrou a sensibilidade do farmaco, apresentando
degradacéao significativa nas condigbes estudadas. A partir dos resultados obtidos,
as reagoes de degradacdo para ambos os solventes testados seguiram cinética de
segunda ordem, o que demonstra que a velocidade da reagdo de fotodegradagéao é

dependente da concentragao da substancia.

O estudo acelerado da fotoestabilidade da fexofenadina foi realizado através
da exposicdo de solugdes metandlicas adicionadas (pH = 11) e ndo adicionadas
(pH = 6) de 20% de hidroxido de sodio 0,1 M. As solugdes foram expostas a duas

diferentes fontes de luz: luz fluorescente UV 254 nm e lampada metal haleto HPA.

A luz fluorescente UV 254 nm vem sendo cada vez mais utilizada por
laboratérios para estudos de estabilidade. Apresenta baixo custo, € de facil
aquisicao e proporciona irradiacdo de numero elevado de amostras ao mesmo
tempo (MOORE, 1996). Além disso, com a crescente destruicdo da camada de
ozbnio, responsavel pela absorcdo de grande parte da radiacdo UVC (200 -
800 nm), um aumento significativo da chegada na terra de radiagdo com
comprimento de onda nessa faixa vem ocorrendo. Desta forma, a ocorréncia de
reagcdes fotoquimicas indesejaveis torna-se mais provavel, e o estudo da

estabilidade utilizando essa radiacado, cada vez mais importante.

A lampada metal haleto HPA (300 a 800 nm) apresenta como principal
vantagem sua distribuicdo espectral bastante semelhante a da luz solar,
caracteristica importante para utilizacdo em estudos de estabilidade, recomendada
pelo ICH (1996b). Entretanto, possui custo elevado, vida util menor e possibilidade
de irradiar menor numero de amostras a0 mesmo tempo quando comparada a
lampadas fluorescentes (MOORE, 1996).

Os resultados obtidos demonstraram que ocorre degradagao sob acéo de

ambas as fontes testadas, havendo formacdo dos mesmos produtos de
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fotodegradacao. Desta forma, estabeleceu-se a luz germicida UV 254 nm como fator

de degradagao para o isolamento dos produtos de fotodegradagao.

A adicdo de base nas amostras favoreceu a formacdo do produto de
degradacgao PD-21. Este fato pode estar relacionado a liberagdo do par de elétrons
do nitrogénio do anel piperidina neste pH (pH=11,0). Optou-se, entdo, por adicionar
o hidréxido nas amostras para o isolamento dos produtos de degradacéo, a fim de
obter quantidade maior do PD-21.

O método por cromatografia liquida de alta eficiéncia, desenvolvido para o
estudo da estabilidade acelerada mostrou ser adequado para determinacdo dos
produtos de fotodegradacao, permitindo separacdo dos mesmos com adequada
resolucdo. A fase movel, livre de tampao, facilitou o posterior isolamento dos
produtos. A partir dos cromatogramas, foi possivel observar que os produtos de
degradagdo com tempos de retengao em torno de 21 e 37 minutos, denominados
PD-21 e PD-37, respectivamente, constituem-se nos produtos de fotodegradagao
majoritarios. Além disso, a técnica por cromatografia em camada delgada
desenvolvida demonstrou bons resultados, permitindo identificagdo adequada dos
principais produtos de degradacgéao, atribuindo-se as manchas subsequientes aquela

da fexofenadina, as identidades dos produtos PD-21 e PD-37.

O isolamento dos produtos de fotodegradagdo maijoritarios, PD-21 e PD-37,
foi realizado através de cromatografia em coluna, seguida de cromatografia em
camada delgada preparativa. Foram expostas a luz UVC 254 nm solugdes
metandlicas de fexofenadina (9,6 mg/ml) contendo 20% de NaOH 0,1 M, por periodo
de 18 horas. As solugdes resultantes foram reunidas e incorporadas a silica gel para
coluna cromatografica por meio de evaporagdo do solvente a pressao reduzida. A
mistura foi aplicada em coluna cromatografica e os principais produtos de
fotodegradacdo foram separados, empregando-se diferentes proporgcbes de
cloroférmio:metanol como eluente. Apds a avaliagao individual das fragdes coletadas
por CLAE e CCD analitica, seguido de avaliagdo geral, através de CCD analitica
contendo todas as fragdes, foram reunidas aquelas que continham os principais
produtos de interesse, e que nao estivessem demasiado contaminadas com outros
produtos (GALAGOVSKY, 2002).
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As fragbes reunidas da coluna, contendo os produtos PD-21 e PD-37,
respectivamente, foram aplicadas em placas de cromatografia em camada delgada
preparativa, as quais foram preparadas no laboratério em espessura de 0,75 mm. A
separagao do PD-21 foi realizada utilizando mistura de cloroférmio:metanol (80:20,
vlv), enquanto que o PD-37 foi separado empregando mistura de
diclorometano:metanol (90:10, v/v). As manchas correspondentes aos produtos
foram raspadas e extrairam-se as substancias de interesse com metanol. Os
produtos foram filtrados a vacuo com vidro sinterizado, e a pureza foi avaliada por
CLAE e CCD analitica empregando-se, para a CCD, cloroférmio:metanol (85:15, v/v)

para ambos os produtos.

Os resultados obtidos da verificacdo da pureza demonstraram que os
produtos de fotodegradagdo isolados encontravam-se puros. Quantidades
suficientes dos produtos PD-21 e PD-37, 20 mg e 15 mg, respectivamente, foram
obtidas. Com objetivo de elucidar suas estruturas, técnicas de espectrometria de

massas e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear foram realizadas.

A ressonéncia magnética nuclear € uma das mais poderosas técnicas de
elucidagao estrutural. Fornece informacgdes fundamentais para propor a estrutura de
moléculas desconhecidas. A espectrometria de massas auxilia a identificacdo das
substancias, pois proporciona conhecer a massa da molécula, bem como de
fragmentos importantes devidos a quebras da mesma (PRETSCH et al.,, 2000;
PAVIA et al., 2001).

Foram realizados espectros de RMN de préton, carbono e os bidimensionais
COSY, HSQC e HMBC, além de espectrometria de massas para fexofenadina SQR

e seus produtos de fotodegradagao majoritarios.

A analise dos espectros obtidos para fexofenadina possibilitou atribuir todos
os hidrogénios e carbonos da molécula aos sinais obtidos nos espectros. Os
bidimensionais foram muito importantes na confirmagao das atribuigcdes realizadas.
A analise do espectro de massas forneceu informacdes a respeito da massa
molecular e fragmentos da molécula, de acordo com ions caracteristicos descritos
na literatura (MOFFAT, 2004).
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5.3 Discusséo Geral

Os dados obtidos para fexofenadina foram utilizados para comparagdo com
os resultados dos produtos de degradacgdo, a fim de facilitar a elucidagdo das

estruturas.

O produto PD-21 foi identificado como um derivado benzofenona da
fexofenadina, obtido a partir de rearranjo de anéis aromaticos e oxidagao de alcool a
cetona. Evidéncias importantes que levaram a elucidagdo da estrutura foram a
presenca do carbono da cetona, desaparecimento de carbono quaternario do alcool
terciario, espectro de carbono nao mais apresentando simetria entre carbonos
aromaticos, espectro de proton apresentando dois anéis para-substituidos e um anel
monosubstituido e correlacbes fornecidas pelos espectros bidimensionais,
mostrando que a cetona deveria estar entre dois anéis aromaticos, sendo um para-
substituido. Além disso, o espectro de massas facilitou a identificagdo, fornecendo
pico do ion molecular e pico base com duas unidades de massa a menos que a

molécula de partida.

O produto PD-37 foi mais facilmente elucidado, tendo em vista que difere da
fexofenadina apenas pela perda da carboxila. A analise do espectro de carbono,
contando com 19 sinais, o aparecimento de um dubleto importante no espectro de
hidrogénio integrando para seis protons, na regiao dos grupos metila, e o multipleto
integrando para um hidrogénio foram importantes na identificacdo. As correlagdes
observadas nos espectros bidimensionais e os ions fornecidos pelo espectro de
massas possibilitaram confirmar a estrutura do produto como derivado isopropilico

da fexofenadina, obtido através de sua descarboxilagao.
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5.4 CONCLUSOES

e O estudo preliminar da estabilidade da fexofenadina, a partir de capsulas e
comprimidos revestidos, sugere que esse farmaco é estavel a hidrélise acida,

hidrodlise alcalina e ao calor, nas condi¢des estudadas;

e O estudo preliminar da estabilidade da fexofenadina demonstra a
sensibilidade frente a luz UVC 254 nm e a oxidagao em presencga de perodxido

de hidrogénio;

e O estudo da cinética de fotodegradagcao da fexofenadina em solugao a partir
de comprimidos revestidos demonstrou extensa degradacdo do farmaco em

ambos os solventes testados;

e As reacbes de fotodegradagdao da fexofenadina em solugdes metandlica e
aquosa apresentam cinética de segunda ordem de reagao, nas condi¢des de

estudo;

¢ Os resultados obtidos na estabilidade acelerada da fexofenadina
demonstraram que ocorre formagédo dos mesmos produtos de fotodegradagao

frente a luz UVC 254 nm e a lampada metal haleto HPA,;

e Os produtos maijoritarios de fotodegradagédo, denominados PD-21 e PD-37,
foram isolados por cromatografia em coluna e cromatografia em camada
delgada preparativa e considerados puros a partir de avaliagédo por CLAE e
CCD analitica;

¢ A analise de comprimidos e p6 de comprimidos triturados expostos a luz UVC
254 nm por até 50 dias demonstrou que os produtos de degradagao formados

sdo 0os mesmos obtidos para a degradagcdo em solugdo metandlica;

¢ A identificacdo dos produtos majoritarios da fotodegradacao da fexofenadina
demonstrou que o produto denominado PD-21 corresponde ao derivado
benzofenona, obtido de rearranjo e oxidacao da fexofenadina, enquanto que o
produto denominado PD-37 corresponde ao derivado isopropilico, obtido da

descarboxilacao da fexofenadina.

221






5.5 PUBLICACOES







5.5 Publicagbes

5.5 PUBLICACOES

Photodegradation Kinetics of Fexofenadine

Hydrochloride Using a LC Method

CHROMATOGRAPHIA
2006, 64, 725-729

A. R. Breier™, M. Steppe, E. E. S. Schapoval

Programa de Pés-Graduac@o em Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de Farmécia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Ipiranga,

2752. Lab. 402, Porio Alegre-RS CEP, 90610-000, Brozil; E-Mail: anarita_breier@hotmail.com

Received: 22 April 2006 / Revised: 9 August 2006 / Accepted: 5 October 2006
Online publication: 15 November 2006

Abstract

The kinefics of photodegradation of the antihistamine fexofenadine hydrochloride using a
stability-indicating high performance liquid chromatography (HPLC) method is demonstrated.
The degradation was carried out in methanol and in water solufions, prepared from coated
tablets, in quartz cells under UV light at 254 nm. The kinetics parameters of order of reacfion
and the rate constants of the degradation were determined for both solvents. The degradation
process of fexofenadine hydrochloride in solutions can be described by second-order kinefics
under the experimental conditions used in this study. The obtained results show that the HPLC
method is safisfactory in the defermination of the kinetics of degradation of fexofenadine
hydrochloride in the presence of its photolytic degradation products.

Keywords

Column liquid chromatography
Photodegradation

Kinetic of degration
Fexofenadine hydrochloride

Introduction

Fexofenadine, o,2-Dimethyl-4-[1-hydro-
xy-4-[4-(hydroxydiphenyl-methyl)- 1-pipe-
ridinyl] butyl]-benzene acetic acid [1]
(Fig. 1) is a highly selective peripheral
histamine H,-receptor antagonist which
is successfully used in the therapy of
allergic diseases as allergic rhinitis and
chronic urticaria. Fexofenadine is the
active derivative of the antihistamine
terfenadine, with no anti-cholinergic or
alpha l-adrenergic receptor-blocking ef-
fects and without the severe cardiac side
effects of terfenadine [2].
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DOI: 10.1365/s10337-006-0096-3
0009-5893/06/12

The literature presents the determi-
nation of fexofenadine in biological fluids
by high performance liquid chromatog-
raphy (HPLC) [3-6] and in pharmaceu-
tical formulations by spectrophotometric
methods [7], HPLC [8-10], and capillary
electrophoresis [11]. However, there is no
kinetics or stability study describe in lit-
erature for fexofenadine.

Preliminary stability investigations
realized by our research group revealed
that fexofenadine hydrochloride undergo
degradation upon exposure to light and
its photolability was established by forced
degradation testing (stress testing). The

International Conference on Harmoni-
zation (ICH) guideline presents the stan-
dard conditions for photostability testing
and requires that stress testing be carried
out to elucidate the inherent stability
characteristics of the active substance in a
pharmaceutical preparation. Following
the recommendations of this guide, the
light testing should be an integral part of
stress testing. Besides, a stability-indicat-
ing method is necessary to quantify the
drug in the presence of its degradation
products (DP), and the method should be
capable of resolving and detecting phot-
olytic degradants that appear during the
study [12-13].

The purpose of this work was the
determination of the kinetics of photode-
gradation of fexofenadine hydrochloride
in methanol and in water solutions, using
a stability-indicating HPLC method.

Experimental
Materials

Fexofenadine hydrochloride substance
reference (99.60%) was obtained from
Aventis Pharma (Sio Paulo, Brazil). Al-
legra® coated tablets for oral admini-
startion, containing fexofenadine
hydrochloride (120 mg/tablet), and pre-
gelatinized starch, lactose, croscarmellose
sodium, and microcrystaline cellulose as
excipients (Aventis Pharma (Sdo Paulo,
Brazil), were commercially available.
Analytical reagents grade chemical

Chromatographia 2006, 64, December (No. 11/12) 725
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Table 1. Chromatographic parameters obtained in the kinetics determination of fexofenadine
hydrochloride and its degradation products {DP) in methanol and water solutions by the stability-
indicating high performance liquid chromatography (HPLC) method

Solvent Peak Theoretical Asymmetry Retention Resolution
plates time
MDP-1 3644.08 1.37 319
Methanol MDP-2 3534.12 1.50 4.11 3.79
Fexofenadine 4705.37 1.41 4.70 2.14
MDP-3 2256.21 1.52 5.49 3.97
MDP-4 2027.35 0.93 6.36 1.49
Water WDP-1 1430.37 1.08 2.74
WDEP-2 3031.28 1.64 3.20 1.76
Fexofenadine 4963.91 1.49 5.00 7.00
WDP-3 1468.36 1.59 7.20 2,72
WDP-4 5676.90 1.23 14.02 6.06

Table 2. Results of the residual concentration of fexofenadine hydrochloride in methanol and in
water solutions after photodegradation, using the HPLC method

Solvent Time Sample Measured RSD
(min) concentration concentration™
(ng mL™") (hgm™)
Methanol 0 200 200.52 (100.26%) 0.56
15 145.52 (72.57%) 2.48
30 132,31 (65.99%) 0.99
60 106.56 (33.15%) 0.18
120 66.22 (33.03%) 0.47
180 56.94 (28.40%) 1.40
240 45.51 {22.70%) 0.74
Walter 0 200 200,05 (100.02%) 0.29
15 161.35 (80.67%) 2.26
30 14413 (72.07%) 2.23
60 12381 (61.91%) 311
120 96.18 (48.09%) 349
180 T1.86 (35.93%) 235
240 S8.85(29.43%) 1.46

“Each value is the mean of three analysis

(Merck. Darmstadt,
used.

A Milli-Q® (Millipore, Sdo Paulo,
Brazil) water purification system was used
to obtain the purified water for photode-
gradation study and HPLC analysis.

Germany) were

Apparatus and Experimental
Conditions

HPLC Method

The stability-indicating HPLC method
was developed and validated using a

726

Shimadzu liquid chromatograph equip-
ped with a model LC-10 ADvp binary
pump, SIL-10 ADvp autosampler and
model SPD-MI10 Avp UV detector.
Detection was made at 220 nm. SCL-
10 Avp system controller and CLASS-VP
chromatography software were used. A
CTO-10 Acvp oven was used to keep the
temperature at 30 °C. The stationary
phase was a 250 x 4 mm LiChrospher®™
100 RP-i8 octadecyl silane column
(5 um particle size) (Merck, Darmstadt,
Germany). The mobile phase was pre-
pared by mixing 50 mM ammonium
acetate buffer and acetonitrile (50:50,

Chromatographia 2006, 64, December (No. 11/12)

v/v)—pH 3.2 (adjusted with hydrochloric
acid 0.1 N). Then, the mobile phase was
filtered using a 0.45 mm membrane filter
(Milipore, Milford. MA. USA) and
degassed by helium flow. The flow rate

was 1.0 mL min~",

Photodegradation

The light source used was an UV fluo-
rescent lamp model Ecolume®, 30 W,
emitting radiation at 254 nm, fixed to a
chamber in a horizontal position. The
chamber was internally coated with
mirrors, in order to distribute the light
uniformly. The effect of light was stud-
ied exposing the methanol and water
sample solutions in 1 cm quartz cells.
The temperature was controlled into the
chamber.

Degradation Study

The kinetics of photodegradation of
fexofenadine hydrochloride was evalu-
ated in methanol and in water. A stock
solution (2 mg mL ') in each solvent
tested was prepared from the coated
tablets. The stress degradation study was
performed exposing the solutions con-
tained in quartz cells in the chamber.
The samples were positioned horizon-
tally, to provide maximum area of
exposure to the light source. Considering
the UV absorption of fexofendine, the
irradiation was carried out at 254 nm at
different time intervals (0, 15. 30, 60.
120, 180, and 240 min). In order to
evaluate the contribution of thermally
induced change to the total change,
protected samples, wrapped in alumin-
ium foil, were used as dark controls. For
methanol and water, three samples were
analyzed for each time interval. After the
time, the samples were diluted with the
mobile phase to give final concentration
of 200 pg mL™". The samples were as-
sayed by HPLC, using standard solu-
tions, prepared in water and in
methanol, respectively, which were di-
luted with mobile phase at the concen-
tration of 200 ugmL™' to the
quantitation of the drug. All solutions
were injected in triplicate. Placebo solu-
tions were prepared at the same way. for
both solvents, in order to verify the
influence of the excipients in the degra-
dation process. The excipients were ob-
tained from Galena (Sio Paulo, Brazil).
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Fig. 2. Chromatograms showing the intact peak of fexofenadine hydro-
chloride in methanol solution in the time 0 (a) and its degradation after 4 h
of exposure to light (b), where DP-1, DP-2, and DP-3 represents the

degradation products (DP) peaks, respectively

Kinetics Calculations

The degradation rate kineticss of fexo-
fenadine hydrochloride were determinsd
by plotting concentration of the drug
remaining versus time (zero-order pro-
cess). log of concentration of the drug
versus time (first-order process), and re-
ciprocal of concentration of the drug
versus time (second-order process). The
regression coefficients (r) were obtained.
and the best fit observed indicates the
reaction order. The kinetics parameters
like apparent order degradation rate
constant (), and tgg (time where 90% of
original concentration of the drug is left)
were obtained.

The kinetics model can be represented
as:

C = Cy—kt tope, = 0.1 Cofk
(zero-order reaction)
In C=1In Cy - kt tope, = 0.106/k

(first-order reaction)

1/C = 1/Cy + ki toge, = 1/9% Cy
(second-order reac-
tion)

Full Short Communication
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Fig. 3. Chromatograms showing the intact peak of fexofenadine
hydrochloride in water solution in the time 0 (a) and its degradation
after 4 b of exposure to light (b). where DP-1. DP-2. and DP-3

represents the DP peaks, respectively

where Cy is the concentration of the
reactants under consideration at
time zero, C is the concentration
after reaction time ¢ and k is the
reaction rate constant.

Results and Discussion

The HPLC method was previously
developed and validated [9-10] for the
quantitation of fexofenadine hydrochlo-
ride in pharmaceutical dosage forms. In
this study, a HPLC method was applied
in the determination of the kinetics of
photodegradation of the fexofenadine
hydrochloride, and could effectively
separate the drug from its DP, as shown
in  Table l. The chromatographic
parameters of resolution, theoretical
plates, and asymmetry were evaluated
for fexofenadine hydrochloride and for
the main DP observed for both solvents.
Thus, through the obtained results,
the HPLC method can be satisfacto-

Chromatographia 2006, 64, December (No. 11/12)

rilyv emploved as a stability-indicating
method.

The purpose of photostability testing
is to provide evidence on how the quality
of a drug varies with the time under the
influence of the light. The stress testing is
the first part of the stability evaluation
and can help identify the likely DP,
establish the degradation pathways and
the intrinsic stability of the molecule and
validate the stability indicating power of
the analytical procedure used.

In this work. the kinetics of photode-
gradation of fexofenadine hydrochloride
was carried out through the employment
of stress conditions. The exposure to light
was found to be an important adverse
stability factor. The HPLC method was
used to the determination of the drug in
the degradated samples. The photode-
gradation profile of fexofenadine hydro-
chloride was evaluated at different time
intervals. The effect of light on the
residual concentration of fexofenadine
hydrochloride in degradated samples is
shown in Table 2. It was observed that
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Fig. 4. Plots of concentration (a)—zero-order reaction. log of concentration (b)—first-order
reaction, and reciprocal of concentration (¢}—second-order reaction of fexofenadine hydrochloride

remaining versus time

Table 3. Degradation rate constant (k), and
1y for fexofenadine hydrochloride in methanol
and in water solutions after photodegradation,
determined by the HPLC method

Solvent k (min™") lgg (min)
Methanol 849 % 107° 6.52
Water 5.67 % 1077 9.79

over 70% of the parent compound de-
graded after a 4-h exposure to light,
regardless of the solvent. The solutions
developed a yellow color, which increased
along the exposure time. Typical chro-
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matograms, showing the observed chan-
ges during the degradation in methanol
and water solutions. in comparison to the
initial sample, are demonstrate in Figs. 2
and 3, respectively. Four majority DP at
3.19.4.11, 5.49 and 6.36 min solution and
four majority DP in 2.74, 3.20, 7.20 and
14.02 min for degradation in methanol
solution and three majority DP in 2.74.
3.20, and 7.20 min for degradation in
water solutions. The chromatograms of
the placebo solutions do not present any
peak, neither in the retention time of
fexofenadine nor in the DP. So. there is
no influence of the excipients in the

Chromatographia 2006, 64. December (No. 11/12)

determination of the kinetics of photo-
degradation of this drug. The tempera-
ture, which was controlled into the
chamber, was always below 30 °C.

The kinetics of photodegradation was
calculated for both solvents. through the
fall in drug concentration with the time.
The concentration of remaining fexofen-
adine hydrochloride was calculated at
each time interval for the three replicates,
in comparison with the mean concentra-
tion of the standard solution of the drug
in each solvent. The plots of concentra-
tion. log of concentration, and reciprocal
of concentration of drug remaining ver-
sus time, are shown in Fig. 4. Through
the evaluation of the correlation coeffi-
cients, it can be demonstrate that the
degradation process of fexofenadine
hydrochloride in methanol and in water
solutions can be described by second-or-
der kinetics under the experimental con-
ditions used in this study. From the
slopes of the straight lines it was possible
to calculate the second-order degradation
rate constant k, and the ty, for each sol-
vent tested (Table 3).

Conclusions

The kinetics of photodegradation of the
antihistamine fexofenadine hydrochloride
in methanol and in water solutions was
determined. The  stability-indicating
HPLC method was satisfactorily em-
ployed in the quantitation of the drug in
the presence of its DP. The photodegra-
dation of fexofenadine hyvdrochloride
follow second-order reaction Kinetics.
The kinetics parameters of degradation
rate constant, and fo, were calculated.
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PARECER

O presente trabalho apresenta mérito cientifico, evidenciado pelas
excelentes publicagbes que ja produziu e pelo seu potencial de gerar novas
publicagdes.

Esta escrito de forma que facilita sua leitura, considerando a grande
quantidade de resultados que produziu.

A doutoranda discute detalhadamente os resultados e utiliza
referéncias atuais e adequadas, demonstrando conhecimento do tema.

As referéncias s&o atuais e os objetivos propostos foram plenamente
atendidos.

Assim sendo, somos de parecer favoravel pela aprovacado do
presente trabalho e concessao do grau académico de doutor Ana Rita Breier.
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