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RESUMO

Palavras-chave: rabeprazol sdédico, validagcdo, estabilidade, produtos de
degradacgao.

Neste trabalho, foram desenvolvidos e validados métodos qualitativos e quantitativos
para o controle de qualidade de rabeprazol sddico, um inibidor da bomba de prétons.
O farmaco apresenta eficacia comprovada na cicatrizacdo, alivio de sintomas e
prevencao de recidivas de ulceras pépticas e doenga do refluxo gastroesofagico. A
substancia quimica de referéncia utilizada nas analises foi caracterizada por
espectrofotometria no infravermelho e por espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear. A analise qualitativa foi realizada por cromatografia em camada delgada,
espectrofotometria no ultravioleta (UV), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e eletroforese capilar (EC), possibilitando a identificagdo das amostras. Os
métodos quantitativos validados foram: UV, espectrofotometria ultravioleta derivada
de primeira ordem, CLAE e EC. Todos demonstraram ser especificos, lineares,
precisos, exatos e sensiveis. Além disso, o teste de dissolugado para os comprimidos
revestidos contendo rabeprazol foi desenvolvido e validado, obtendo-se um perfil de
dissolucao satisfatorio. Outro objetivo deste trabalho foi o estudo da estabilidade de
rabeprazol. Os fatores de degradagéo avaliados foram a temperatura (50 e 80 °C), a
hidrolise em meio acido (HCI 0,01-0,1M), a oxidag&o por peroxido de hidrogénio e a
luz (UVC-254 nm e metal haleto). De modo geral, o farmaco demonstrou ser
sensivel a todos os fatores, principalmente quando em solugao, mas de forma mais
intensa frente a acidez e luz. A cinética de fotodegradagdo em metanol frente a
lampada UVC foi determinada, indicando tratar-se de uma reacdo de ordem zero.
Trés produtos da fotodegradacado foram isolados e identificados por ressonancia
magnética nuclear: 1H-benzimidazol, 1,3-diidro-benzimidazol-2-ona e [4-(3-metoxi-
propoxi)-3-metil-piridina-2-iljmetanol. Alguns resultados sugerem que o 1,3-diidro-

benzimidazol-2-ona também é formado na degradagédo em meio acido.







ABSTRACT

Validation of analytical methods and stability study of rabeprazole sodium.

Keywords: rabeprazole sodium, validation, stability, degradation products

In this work, qualitative and quantitative methods were developed and validated for
the quality control of rabeprazole sodium, a proton pump inhibitor. The drug has
proven efficacy in healing, symptoms relief and prevention of relapse of gastric ulcer
and gastro-oesophageal reflux disease. The substance used as reference standard
in the analysis was characterized by infrared spectroscopy and nuclear magnetic
resonance. The qualitative analysis was performed by thin layer chromatography,
UV spectrophotometry, high performance liquid chromatography (HPLC) and
capillary electrophoresis (CE), allowing the identification of samples. The
quantitative methods validated were: UV, first-order derivative spectrophotometry,
HPLC and CE. All of them demonstrated to be specific, linear, precise, accurate and
sensitive. Besides, the dissolution test for rabeprazole coated tablets was developed
and validate, obtaining a satisfactory dissolution profile. Another objective of this
work was the study of rabeprazole stability. The degradation factors evaluated were
the temperature (50 and 80 °C), the acid (HCI 0.01-0.1 M), the oxidation by
hydrogen peroxide and light (UVC-254 and metal halide). In general, the drug
demonstrated to be sensitive to all factors studied, mainly in solution, but in a more
intensive way front to acid and light. The photodegradation kinetics in methanol,
front to UVC light was determined, indicating a zero-order reaction. Three
photodegradation products were isolated and identified by nuclear magnetic
resonance: 1H-benzimidazole, 1,3-diidro-benzimidazole-2-one and [4-(3-methoxy-
propoxy)-3-methyl-pyridin-2-yllmethanol. Some results suggest that the 1,3-diidro-
benzimiazole-2-one is also formed in the acidic degradation.







APRESENTACAO

Com o objetivo de tornar a leitura de facil compreenséao, este trabalho esta
apresentado da seguinte forma:

Introducéao

Objetivos

Revisao Bibliografica

Capitulo | — Validacdo de Métodos Analiticos - Introducdo, Parte

Experimental, Discusséo, Conclusdes e Publicagdes

Capitulo Il — Estudo da Estabilidade - Introdugédo, Parte Experimental,

Discussao e Conclusbes

Referéncias

A Parte Experimental de cada Capitulo apresenta a descricdo da metodologia,

juntamente com os resultados e a discussao de cada experimento.




1. INTRODUCAO







O Controle de Qualidade de Medicamentos € a area das Ciéncias
Farmacéuticas responsavel pela avaliacdo de inUmeras propriedades que conferem
a qualidade das preparagdes farmacéuticas antes de serem distribuidas a
populacdo. Neste sentido, atua no desenvolvimento e validagdo de metodologias
analiticas para farmacos, no estudo da estabilidade de formulag¢des, na analise de
produtos de degradagao e na padronizagédo de procedimentos de produgao.

O desenvolvimento de métodos analiticos qualitativos e quantitativos para o
controle de qualidade dos produtos farmacéuticos deve ser realizado a partir de um
bom planejamento. Os métodos devem permitir uma analise completa do produto,
contemplando aspectos como a identificagdo e a determinagdo do teor de
substancia ativa, a identificacdo e determinacado dos niveis de impurezas e produtos
de degradacéo, e a verificagdo da estabilidade da substancia ativa na formulagéo
(WATSON, 1999).

O estudo da estabilidade de um produto pode ser realizado através de testes
de degradacao acelerada, que simulam condigdes desfavoraveis para manutengéo

da integridade fisica ou quimica da formulagao e do farmaco nela contido.

O presente trabalho contempla o desenvolvimento e a validacado de métodos
analiticos para o controle de qualidade de rabeprazol soédico, bem como o estudo da
estabilidade do farmaco, abrangendo desde testes preliminares, frente a diferentes

fatores, até o isolamento de produtos de degradacéo.

O rabeprazol sédico (Figura 1.1) € um dos farmacos inibidores da bomba de
prétons, aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) em 1999. Apresenta
eficacia comprovada na cicatrizacao, alivio de sintomas e prevencao de recidivas de
ulceras pépticas e doenga do refluxo gastroesofagico, além de integrar terapias de
erradicagao do microrganismo Helicobacter pylori, que coloniza a mucosa gastrica e
esta relacionado com aparecimento de ulceras e céncer gastrico (CARSWELL e
GOA, 2001).




H,C  OCH,CH,CH,OCH,

3

S_CH2 \
@[> || >
O

Na

Figura 1.1 - Estrutura do rabeprazol sédico

A classe de medicamentos antiulcerosos foi a terceira em numero de vendas,
no ano 2005, destacando-se os inibidores da bomba de prétons (IMS GLOBAL,
2006). Este dado reflete a incidéncia deste tipo de desordem na populagéo.

Nos ultimos anos, houve um aumento no numero de trabalhos referentes a
determinacao quantitativa de rabeprazol, principalmente em plasma humano. No
entanto, ndo ha monografia de rabeprazol em codigos oficiais e existe apenas uma
referéncia em relacdo a estudos de sua estabilidade. Desta forma, este trabalho
pretende ser uma contribuicdo para o controle de qualidade deste farmaco,

disponibilizando dados importantes sobre sua estabilidade.




2. OBJETIVOS







2.1 Objetivos gerais

O trabalho tem como objetivos gerais o desenvolvimento e validagéo de
metodologia analitica para a determinacdo de rabeprazol sédico em comprimidos
revestidos, bem como a avaliacdo da estabilidade do farmaco, visando a elucidacao

de produtos de degradagao.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizacao de rabeprazol sédico substancia quimica de referéncia (SQR)
através das técnicas de espectrofotometria no infravermelho e espectroscopia

de ressonancia magnética nuclear;

¢ |dentificacdo de rabeprazol sédico, nas amostras de comprimidos revestidos,
através de cromatografia em camada delgada, espectrofotometria no

ultravioleta, cromatografia liquida de alta eficiéncia e eletroforese capilar;

e Desenvolvimento e validagdo de métodos por espectrofotometria na regiao
ultravioleta e ultravioleta derivada para determinacao de rabeprazol sédico em

comprimidos revestidos;

e Desenvolvimento e validacdo de meétodo por cromatografia liquida de alta

eficiéncia para quantificagdo de rabeprazol sédico na forma farmacéutica;

e Desenvolvimento e validacdo de método por eletroforese capilar para

doseamento de rabeprazol sddico em comprimidos revestidos;

e Desenvolvimento e validagcdo do teste de dissolugdo dos comprimidos

revestidos contendo rabeprazol sédico;

e Estudo preliminar da estabilidade de rabeprazol sodico frente a temperatura,

oxidacéo, acidez e luz;

¢ |solamento de produtos de fotodegradagdo majoritarios de rabeprazol sédico,
utiizando cromatografia em coluna e cromatografia em camada delgada

preparativa;




¢ |dentificagdo dos produtos de fotodegradagéo isolados, por espectroscopia de

ressonancia magnética nuclear.




3. REVISAO BIBLIOGRAFICA







3.1 Doencas relacionadas ao acido gastrico

A acidez gastrica representa um fator critico para a saude gastrintestinal
como um todo, estando envolvida na doenga do refluxo gastroesofagico (DRGE),
nas ulceras pépticas (gastricas ou duodenais), na sindrome de Zollinger-Ellison e no
epitélio de Barret (HORN, 2000).

A Ulcera péptica € uma area de escoriagdo da mucosa gastrintestinal, mais
freqlente nos dois primeiros centimetros do duodeno, na pequena curvatura do
antro do estbmago e menos freqlente na extremidade inferior do eséfago (GUYTON
e HALL, 1997; VASCONCELLOS, 1998). Sua etiologia € multifatorial, refletindo um
desequilibrio entre os fatores agressivos (acido, antiinflamatérios nao-esteroides,
alcool, fumo, estresse) e fatores defensivos (secre¢cdo de bicarbonato, muco,
prostaglandinas) (PARFITT, 1999; WANNMACHER, 2004).

Sabe-se que o microrganismo Gram-negativo Helicobacter pylori tem um
papel importante no desenvolvimento de gastrites e ulceras gastricas e duodenais,
estando presente em cerca de 95% dos pacientes com ulcera duodenal (CARAS e
PEURA, 1999; BARTH e HAHNE, 2002). Seu efeito patogénico é atribuido a varios
mecanismos (VASCONCELLQOS, 1998):

e producgao de citotoxinas e agentes pro-inflamatorios;

e producido de amdnia por desdobramento da uréia pela urease bacteriana
criando um ambiente propicio para o seu desenvolvimento;

e alteragdo do comportamento da secregao decorrente da hipergastrinemia e

hiperpepsinogenemia produzidas pela bactéria.

O tratamento da ulcera péptica visa neutralizar ou inibir a atividade acida,
utilizando farmacos antiacidos, anti-secretores (antagonistas dos receptores H, de
histamina e inibidores da bomba de prétons) e protetores da mucosa, além de exigir
modificagdes no estilo de vida e na alimentacdo (VASCONCELLOS, 1998; PARFITT,
1999).




No caso de pacientes H. pylori-positivos, a erradicacdo do microrganismo é
essencial e diminui consideravelmente a possibilidade de recidivas. Para tanto, o
regime terapéutico mais preconizado € a combinacédo de inibidores da bomba de
protons e antimicrobianos, que pode alcancar até 100% de erradicacéo (STACK et
al., 1998; COELHO et al., 2000; HORN, 2000; ROBINSON, 2004).

A doenga do refluxo gastroesofagico (DRGE) é uma doenga cronica
relacionada ao refluxo do conteudo gastrico para o eséfago, tendo a pirose ou “azia”
como manifestagdo clinica mais frequente (RODRIGUEZ et al., 1999; MORAES-
FILHO et al., 2002).

No seu tratamento, também se destacam os inibidores da bomba de prétons,
que promovem cicatrizagdo das lesdes e alivio dos sintomas (EDWARDS et al.,
2001).

Para as doencgas relacionadas ao acido gastrico, existe uma correlagao entre
o tempo de exposi¢cdo da mucosa ao acido e os sintomas. Quanto mais tempo o
farmaco anti-secretério mantiver o pH intragastrico acima de 3,0 ou 4,0, apés a
administracao, melhor sera o alivio dos sintomas e mais rapida a cicatrizacdo das
lesdes (ROBINSON, 2004).

Nos ultimos onze anos, na Escdécia, houve um aumento no numero de
internagdes hospitalares de pacientes com ulcera gastrica hemorragica, em idade
acima de 74 anos (KANG et al, 2006). Segundo o estudo, o fato se deve,
principalmente, ao uso continuo de &acido acetilsalicilico de baixa dose e de

anticoagulantes orais neste grupo.

3.2 Inibidores da bomba de préotons

Desde o langamento, nos anos 80, os inibidores da bomba de protons tém
demonstrado uma alta poténcia na supressao do acido gastrico e uma superior
eficacia no tratamento das doencas relacionadas a este, quando comparado a
outros tipos de terapia (WALSH, 1999).




Atualmente, no mercado, existem cinco representantes desta classe:
omeprazol, lansoprazol, pantoprazol, rabeprazol e esomeprazol, o isbmero S do
omeprazol (Figura 3.1) (KOROLKOVAS, 2006).
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Figura 3.1 — Estruturas dos inibidores da bomba de prétons. Omeprazol (A),
Lansoprazol (B), Pantoprazol (C) e Rabeprazol (D).

Um novo inibidor, chamado tenatoprazol, esta em fase de desenvolvimento.
Ele se caracteriza por possuir um anel imidazopiridinico no lugar do anel
benzimidazolico (Figura 3.2), o que aumentaria seu tempo de permanéncia no
organismo, sendo importante, principalmente, para o controle da acidez durante a
noite (SHIN et al., 2006).
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Figura 3.2 — Estrutura do novo inibidor da bomba de prétons tenatoprazol.




As formas farmacéuticas disponiveis para esta classe sdo capsulas contendo
pellets gastrorresistentes (omeprazol, lansoprazol, esomeprazol), comprimidos
revestidos (pantoprazol e rabeprazol) e, mais recentemente, formas alternativas tém
sido desenvolvidas para grupos especiais, como lansoprazol p6 para suspensao oral
e solugao injetavel (HORN e HOWDEN, 2005).

Estas estruturas contém um atomo de enxofre assimétrico, no grupamento
sulféxido, originando dois enantibmeros (R e S). Todos sao comercializados na
forma de mistura racémica, com excecao de omeprazol, que apresenta seu isdbmero

S disponivel comercialmente (esomeprazol - Nexium®).

As vantagens sobre os antagonistas de receptores H, de histamina estéo
relacionadas a maior e mais rapida taxa de cicatrizacao de lesdes e a capacidade de
tratar pacientes nos quais a terapia com estes antagonistas ndo foi efetiva
(TOLMAN, 2000).

Além da atividade anti-secretora, os inibidores da bomba de prétons
demonstram uma importante atividade anti-Helicobacter pylori in vitro, tendo um
efeito sinérgico com antibidticos. O mecanismo para o efeito inibidor do crescimento
ainda nao é totalmente claro, mas pode ser devido a inibicdo da enzima urease
bacteriana, um importante fator de protecdo contra o meio acido, ou a ligacéo a
enzima H'/K'-ATPase da bactéria, a qual auxilia na manutengdo do gradiente

transmembrana (RICHARDSON et al., 1998; HORN, 2000).

Os farmacos desta classe sdo considerados muito eficazes e relativamente
equivalentes durante o tratamento. Entretanto, sdo observadas diferengas que
podem representar vantagens ou beneficios em determinadas situagdes clinicas.
Estas diferencas estdo relacionadas ao inicio da acdo, a manutencido do pH
intragastrico elevado e ao metabolismo, o qual pode estar correlacionado com as
interacbes medicamentosas (ROBINSON, 2004).

3.3 Mecanismo de acao

Os inibidores da bomba de prétons sado benzimidazdis substituidos, com

carater de bases fracas, que cruzam a membrana da célula parietal como pro-




farmacos, entrando em seus canaliculos, onde o pH é bastante acido. Neste pH,
ocorre a protonagao do nitrogénio piridinico que resulta na formagao da sulfenamida
tetraciclica, forma ativa do farmaco (Figura 3.3). A forma sulfenamida liga-se, entéo,
a residuos extracitoplasmaticos de cisteina na subunidade alfa da H'/K*-ATPase,
inibindo sua atividade e, assim, a secrecao acida (WILLIAMS e POUNDER, 1999).

De acordo com o mecanismo de acao, os anéis piridina e benzimidazol, bem
como a cadeia —CH»-SO- sdo essenciais para a atividade dos inibidores da bomba
de protons. Os substituintes em ambos os anéis sao importantes para determinar a
velocidade de conversao a forma ativa e diminuir a toxicidade (PEDREGAL e
AVEDANO, 1993, HUBER et al., 1995).
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Figura 3.3 — Mecanismo de ag¢do dos inibidores da bomba de prétons. Fonte:
SHIN et al., 2004.

3.4 Rabeprazol

O rabeprazol é um inibidor répido e potente da enzima H'/K'-ATPase na

célula parietal gastrica, que provoca uma duradoura inibicdo da secregdo acida,




sendo util para o tratamento de doenca do refluxo gastroesofagico, Ulceras e
sindromes hipersecretorias, como Zollinger-Ellison (CARSWELL e GOA, 2001).

O farmaco encontra-se disponivel no Brasil com o nome comercial Pariet®

(Janssen-Cilag), na forma de comprimidos revestidos contendo 10 e 20 mg.

O rabeprazol difere de seus analogos porque se converte mais rapidamente a
forma sulfenamida, resultando em uma rapida inibicdo da enzima. Isto se deve ao
valor de pK, do nitrogénio do seu anel piridinico (pKa = 5), enquanto que o dos
demais apresentam valor em torno de 4 (HORN, 2000; STEDMAN e BARCLAY,
2000).

Um estudo, realizado por JI e colaboradores (2006), comparou a eficacia de
rabeprazol, na dose de 10 mg, com omeprazol, 20 mg, para a cicatrizagao de
Ulceras pépticas. Os resultados demonstraram que os farmacos, nestas doses, eram
equivalentemente eficazes. Na manutengdo do pH intragastrico, rabeprazol
demonstrou ser superior aos demais analogos, mantendo o pH acima de 4,0 por

mais tempo, ja no primeiro dia de tratamento (ROBINSON, 2004).

Em relagcdo a atividade anti-Helicobacter pylori, rabeprazol mostrou ser 10
vezes mais potente que omeprazol e lansoprazol na inibicdo da enzima urease
bacteriana. Este efeito provavelmente € devido a formagao de pontes dissulfeto no
sitio ativo da enzima (TSUCHIYA et al., 1995; BARTH e HAHNE, 2002). Além disso,
rabeprazol e seu metabdlito tioéter possuem marcada atividade inibidora sobre a
motilidade de H. pylori, a qual € importante para colonizagdo da mucosa gastrica
(TSUTSUI et al., 2000).

Devido a sua forte atividade anti-Helicobacter pylori, o rabeprazol tornou-se
uma alternativa para combinagdo com antibacterianos em tratamentos de
erradicagcdo. Além disso, sua rapida conversao a forma ativa faz com que o pH
intragastrico aumente rapidamente, o que protegeria os antibiéticos utilizados em
associagcdo de uma possivel degradacdo (HORN, 2004). Um tratamento de
erradicagao tradicional consiste na utilizagao de rabeprazol associado a claritomicina
e amoxicilina, por 7 dias, atingindo taxas de erradicagédo de 77% (BYTZER e
O’MORAIN, 2005). Entretanto, o desenvolvimento de resisténcia por parte do

microrganismo a claritomicina gerou o estudo com varios antimicrobianos, onde se




destacaram as fluorquinolonas, especialmente, o gatifloxacino (SHARARA et al.,
2006).

Além da atividade anti- Helicobacter pylori, rabeprazol sédico demonstrou ser
efetivo contra algumas linhagens de Plasmodium falciparum, da mesma forma que

lansoprazol, através de mecanismo ainda nao elucidado (RIEL et al., 2002).

3.5 Caracteristicas farmacocinéticas

A molécula de rabeprazol é sensivel a acidos, sendo entdo administrada na
forma de comprimidos com revestimento gastrorresistente. Sua biodisponibilidade é
de 52% e a taxa de ligacéo a proteinas plasmaticas de 96% (CARSWELL e GOA,
2001; USP DI, 2001; HORN e HOWDEN, 2005). A ingestdao concomitante de
alimentos ou de antiacidos nédo afeta a biodisponibilidade de rabeprazol (JANSSEN-
CILAG, 1999).

Este farmaco, assim como os demais inibidores da bomba de prétons, sao
metabolizados pelo sistema do citocromo P450 (CYP2C19). Entretanto, para o
rabeprazol, uma via ndo enzimatica, através da redugado do grupamento sulféxido e
formacdo de um composto tioéter, tem um papel predominante. Sendo assim, o
potencial de interagbes medicamentosas, mediadas pelo citocromo P450, é menor
(ROBINSON, 2004).

A eliminagao é renal e fecal, sendo aproximadamente 90% da dose excretada
através da urina como metabdlitos. O tempo de meia-vida plasmatica é de 1 hora
(JANSSEN-CILAG, 1999; USP DI, 2001).

3.6 Sintese

Uma das rotas sintéticas disponiveis para a obtengdo de rabeprazol esta
representada na Figura 3.4. A mesma baseia-se na condensacéo no anel piridinico
(9), contendo os substituintes, com o 2-mercapto-1H-benzimidazol (10), em
presenca de hidréoxido de sodio, e posterior oxidacdo do enxofre utilizando o

reagente acido m-cloroperoxibenzdico (mMCPBA) (PINGILI et al., 2005).
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Figura 3.4 — Representacdo esquematica da sintese de rabeprazol. Fonte:
PINGILI et al., 2005.

Uma sintese microbiana foi proposta por YOSHIDA e colaboradores (2001),
utilizando o microrganismo Cunninghamella echinulata MK40 para a oxidac&o do
enxofre da molécula. As vantagens desta técnica seriam a ndo utilizacdo de
solventes organicos, prejudiciais ao meio ambiente, e do acido m-
cloroperoxibenzdico, o qual é explosivo. Além disso, neste processo ndo ha a

formagao da forma sulfona, um produto indesejavel, ao contrario da sintese quimica.




Os resultados revelaram que houve exclusivamente a formagao do isbmero S de

rabeprazol. As enzimas envolvidas na reagao nao foram elucidadas.

3.7 Descricao (THE MERCK INDEX, 2001; MOFFAT, 2004)

Rabeprazol sodico apresenta-se como um soélido branco a levemente

amarelo, com faixa de fusao entre 140-141 °C, com decomposigao.

e Nome quimico: 2-{[4-(3-metoxipropoxi)-3-metilpiridina-2-iljmetilsulfinil}-1H-
benzimidazol soédico

e Sigla: E-3810

e Formula molecular: C1gH20N3NaO3S

e Massa molecular: 381,43

e Composicao elementar: C 60,15%; H 5,89%; N 11,69%; O 13,35%; S 8,92%

e Numero no Chemical Abstracts: 117976-90-6

e Solubilidade: muito soluvel em agua e metanol, facilmente soluvel em etanol,

cloroférmio e acetato de etila e insoluvel em éter e hexano.

3.8 Andlise quantitativa

Os trabalhos presentes na literatura, relativos a determinagcao de rabeprazol
sédico em plasma, descrevem, em geral, métodos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, com deteccdo na regido do ultravioleta (NAKAI et al., 1994; TAKAKUWA
et al, 1995; MANO et al., 1996; SINGH et al, 2004; UNO et al., 2005;
RAMAKRISHNA et al, 2005) e detecgao por espectrometria de massas (ZHANG et
al., 2004; HUANG et al., 2005).

Alguns trabalhos demonstram a separag¢ao dos enantibmeros de rabeprazol e
outros benzimidazéis, em plasma e forma farmacéutica, utilizando fluido supercritico
(NOZAL et al., 2004; TORIBIO et al., 2005), extracdo em fase sélida (MIURA et al.,
2006) e coluna quiral (RAO et al., 2006).




TIVESTEN e colaboradores (1999) realizaram um estudo de triagem,
aplicando a eletroforese capilar em meio ndo-aquoso para a determinagao da pureza
de alguns benzimidazadis, entre eles, o rabeprazol sédico. Foram obtidas separagdes

rapidas e eficientes.

EL-GINDY e colaboradores (2003) publicaram um trabalho que relata a
determinacao de rabeprazol sodico, na forma farmacéutica, em presenca de
produtos de degradacao. Os métodos utilizados foram a cromatografia liquida de
alta eficiéncia, a espectrofotometria derivada de raz&o do espectro e a cromatografia
em camada delgada de alta eficiéncia. Os mesmos demonstraram ser equivalentes
ao método cromatografico descrito na literatura para plasma humano (NAKAI et al.,
1994).

A quantificacdo de rabeprazol em comprimidos, através de método
voltamétrico, foi descrita por RADI e colaboradores (2004) e demonstrou ser um

meétodo simples e de baixo custo.

A identificacao e a sintese de potenciais impurezas, provenientes do processo
de preparacao industrial de rabeprazol sdédico, foram realizadas por PINGILI e
colaboradores (2005). Através das técnicas de espectrometria de massas,
espectrofotometria no infravermelho e espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear, as impurezas foram identificadas como o analogo clorado de rabeprazol e o
analogo metoxilado de rabeprazol. REDDY e colaboradores (2007) também
realizaram a identificacdo e caracterizagcdo de seis impurezas da sintese de

rabeprazol através das mesmas técnicas citadas acima.

Nao foram encontrados trabalhos relatando o teste de dissolugdo para os

comprimidos revestidos contendo rabeprazol.

O rabeprazol sédico ndo estd descrito em nenhum cdédigo oficial, até o

presente momento.




3.9 Estudos de estabilidade

O trabalho de EL-GINDY e colaboradores (2003), citado anteriormente, é
unico, até entdo, no que se refere a dados de estabilidade de rabeprazol. Os autores
relatam o estudo de estabilidade do farmaco em meio acido (HCI 0,1 M), em
presencga de agente oxidante (peréxido de hidrogénio 33,3%) e frente a luz (lampada
de tungsténio 40 W). Além disso, foi realizado o estudo da cinética de degradacao
frente a estes fatores e a diferentes temperaturas. Para todos os fatores estudados,
sdo encontrados dois produtos de degradagdo e uma cinética de pseudo-primeira
ordem. Os tempos de exposigdo a cada agente nao foram citados. Cabe salientar
que nao foi realizada a identificacdo dos produtos de degradacédo encontrados pelos

pesquisadores.

Em relagdo a estabilidade dos outros inibidores da bomba de prétons, foram
encontrados trabalhos sobre a degradagdo de omeprazol e lansoprazol em meio
acido (MATHEW et al., 1995; RADI, 2002; QAISI et al., 2006), nos quais é relatada a
grande instabilidade dos farmacos em valores baixos de pH e a formagdo da

sulfenamida como principal produto de degradacgao, além de um dimero.




4. CAPITULO |

VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS







4.1 INTRODUCAO







Para o controle adequado da qualidade de medicamentos, € imprescindivel o
uso de métodos analiticos bastante sensiveis que permitam, desta forma, a
determinacdo de quantidades minimas de substancia ativa e produtos de
degradacgdo. A escolha do método depende de varios fatores, tais como natureza do
farmaco, pureza e quantidade de amostra, bem como a finalidade da analise, seja

qualitativa, quantitativa ou semiquantitativa (AVEDANO, 1993).

A fim de assegurar a credibilidade do método deve-se valida-lo. A validagéao
de um procedimento analitico tem como objetivo demonstrar que este é adequado
para a aplicagdo pretendida (ICH, 2005). E um processo pelo qual se estabelece,
por estudos de laboratério, que as caracteristicas de desempenho do método

satisfazem as exigéncias para a sua aplicagao (USP 29, 2006).

A validagao deve ser considerada como parte de um conceito integrado que
visa garantir a qualidade, seguranca e eficacia dos produtos farmacéuticos (ERMER,
2001).

Os parametros analiticos que devem ser determinados durante a validagao
dos métodos de analise incluem a especificidade, a linearidade, a precisdo, a
exatidao, os limites de detecg¢do e quantificacdo e a robustez (ICH, 2005, USP 29,
2006, BRASIL, 2003). Tanto a International Conference on Harmonization (ICH,
2005), quanto a United States Pharmacopoeia (USP 29, 2006) reconhecem que néo
existe a necessidade da avaliacdo de todos os parametros. E de responsabilidade
do analista identificar os parametros que devem ser avaliados para determinado
método (ERMER, 2001). O tipo de método e seu respectivo uso determinam quais
parametros devem ser investigados (SWARTZ; KRULL, 1998).

A descricdo dos parametros que podem ser avaliados na validacdo de um
método, segundo o ICH (2005), USP 29 (2006) e a Resolugédo n° 899 (BRASIL,

2003), esta relacionada abaixo:

e Linearidade: corresponde a capacidade do método de fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragdo da substancia em exame dentro de
uma determinada variagdo. Recomenda-se que sua determinacao seja
realizada através de um minimo de cinco concentragdes. Os resultados

devem ser analisados por métodos estatisticos apropriados. Além disso,




deve-se apresentar as curvas obtidas, o coeficiente de correlagao linear e o

intercepto da reta;

Precisdo: representa o grau de concordancia entre os resultados das
analises individuais quando o procedimento € aplicado diversas vezes em
uma mesma amostra homogénea, em idénticas condicdes de teste. A
precisdo pode ser medida através da repetibilidade, da precisédo intermediaria
e da reprodutibilidade. A repetibilidade é efetuada através de varias analises,
nas mesmas condi¢des, em um curto intervalo de tempo. A reprodutibilidade
se refere ao uso do procedimento analitico em diferentes laboratérios. A
precisdo intermediaria expressa a variacdo laboratorial, com o mesmo
procedimento realizado em dias diferentes, equipamentos ou analistas

diferentes. A precisdo pode ser expressa como desvio padrao relativo (DPR);

Exatiddo: representa o grau de proximidade entre os resultados individuais
encontrados e um valor aceito como referéncia. Pode ser determinada através
do teste de recuperagdo, em que quantidades conhecidas de substancia
quimica de referéncia sdo adicionadas a amostra, e entdo recuperadas. Neste

caso, € expressa como percentagem de recuperagao.

Especificidade: representa a capacidade de um método de avaliar de forma
inequivoca a substdncia em exame na presenca de componentes que
poderiam interferir com sua determinagéo, tais como excipientes, impurezas e

produtos de degradacao.

Robustez: capacidade do método de ndo ser afetado por pequenas
modificagdes nas condigdes analiticas. Para cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), por exemplo, pode-se avaliar a influéncia de alteragcdes na
temperatura de analise e na propor¢gao de componentes ou fluxo de fase

movel;

Limite de deteccdo: representa a concentragdo mais baixa da substancia em
exame que pode ser detectada na amostra, mas nio necessariamente

quantificada, sob as condi¢cdes experimentais especificadas;




e Limite de quantificacdo: representa a concentragdo mais baixa da
substancia em exame que pode ser determinada com precisdo e exatidao

aceitaveis, sob as condigbes experimentais especificadas;

A validagdo de um método nao significa que ele esteja livre de erros, mas

apenas confirma que ele é adequado para seu propésito (MEHTA, 1997).

Os métodos analiticos séo divididos em quatro categorias, contemplando os
testes quantitativos para determinacdo do farmaco em produto farmacéutico ou
matéria-prima (categoria 1), testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacao
de impurezas e de produtos de degradacdo em produto farmacéutico e matéria-
prima (categoria Il), testes de desempenho (categoria lll) e testes de identificagcao
(categoria IV) (USP 29, 2006; BRASIL, 2003).

O teste de dissolucédo é considerado um teste de desempenho (USP 29,
2006; BRASIL, 2003), sendo importante para sua validagdo a avaliacdo dos
parametros precisdo, exatiddo, especificidade e linearidade, respeitando as
caracteristicas de cada caso. Os resultados obtidos a partir deste auxiliam no
desenvolvimento e avaliagdo de novas formulagdes, possibilitam possivel correlagcéao
in vivo — in vitro e fazem parte da documentagéo para registro de novos produtos
junto as autoridades regulatorias (MARQUES e BROWN, 2002).

Para desenvolver um teste de dissolugao, varios fatores devem ser avaliados,
como a solubilidade, a permeabilidade e as caracteristicas farmacocinéticas do
farmaco, bem como as peculiaridades da formulacdo em estudo. O aparato
(usualmente pas ou cestas), o meio de dissolugdo, o qual deve garantir a
estabilidade do farmaco e sua solubilizagao, e a velocidade de agitacdo devem ser
cuidadosamente determinados. O pH do meio e o volume utilizado também devem
ser observados (FDA, 1997). Além disso, € necessario que o0 método de
quantificacdo a ser aplicado no teste esteja validado. A selegdo criteriosa das
condigdes de ensaio deve ser orientada no sentido de obter o maximo poder
discriminatorio e resultar na capacidade de deteccao de eventuais desvios dos
padroes de qualidade propostos (MARCOLONGO, 2003).




A partir dos dados de solubilidade e permeabilidade dos farmacos, foi
introduzido por AMIDON e colaboradores (1995) o Sistema de Classificagao
Biofarmacéutico, o qual classifica as substancias em quatro categorias: Classe | —
alta solubilidade, alta permeabilidade; Classe |l — baixa solubilidade, alta
permeabilidade; Classe lll — alta solubilidade, baixa permeabilidade e Classe IV —
baixa solubilidade e baixa permeabilidade. Utilizando essa classificagdao, pode-se
determinar as expectativas com relacdo as correlagdes in vitro-in vivo, bem como as

especificagcdes a serem avaliadas no teste de dissolucio.

No presente capitulo serdo apresentados os métodos que foram validados
para a determinagao quantitativa de rabeprazol sédico, em comprimidos revestidos,
sendo eles: a espectrofotometria ultravioleta, a espectrofotometria ultravioleta
derivada, a cromatografia liquida de alta eficiéncia e a eletroforese capilar. Além
disso, sera apresentada a caracterizagdo da substéncia quimica de referéncia, a
identificacdo das amostras e o desenvolvimento e validacdo do teste de dissolugao

dos comprimidos revestidos contendo rabeprazol sodico.




4.2 PARTE EXPERIMENTAL







A substancia quimica de referéncia e os produtos farmacéuticos utilizados no

presente estudo estdo descritos a seguir:

Substancia Quimica de Referéncia (SQR)

A substancia quimica de referéncia utilizada para o desenvolvimento do
trabalho foi o rabeprazol sédico, teor de 99,3%, gentilmente cedido pela Industria

Janssen-Cilag Farmacéutica.

Produtos Farmacéuticos

- Comprimidos revestidos, contendo 10 mg de rabeprazol sddico (equivalente
a 9,42 mg de rabeprazol base), comercializados com o nome Pariet® (Janssen-

Cilag), lote 02HS99H, adquiridos no mercado.

Excipientes:  manitol, 6xido de magnésio, hidroxipropilcelulose,
hidroxipropilcelulose substituida, estearato de magnésio, etilcelulose, ftalato de
hipromelose, monoglicerideo diacetilado, talco, diéxido de titdnio, 6xido de ferro

vermelho e cera de carnauba.

- Comprimidos revestidos, contendo 20 mg de rabeprazol sddico (equivalente
a 18,85 mg de rabeprazol base), comercializados com o nome Pariet® (Janssen-

Cilag), lote 04AS686, adquiridos no mercado.

Excipientes:  manitol, 6xido de magnésio, hidroxipropilcelulose,
hidroxipropilcelulose substituida, estearato de magnésio, etilcelulose, ftalato de
hipromelose, monoglicerideo diacetilado, talco, diéxido de titdnio, 6xido de ferro

amarelo e cera de carnauba.




4.2.1 Caracterizacdo da Substancia Quimica de Referéncia (SQR)

Com o objetivo de caracterizar a substancia utilizada como referéncia neste
trabalho, realizaram-se analises espectroscopicas na regidao do infravermelho e de

RMN de hidrogénio, de carbono e bidimensionais.

4.2.1.1 Espectrofotometria na regido do infravermelho (V)

O espectro de absorcdo na regiao do infravermelho de rabeprazol sodico
SQR foi obtido em espectrofotobmetro FTIR SHIMADZU, modelo 8001, utilizando-se

pastilhas de brometo de potassio (150 mg), contendo 1,5 mg de amostra.

4.2.1.1.1 Resultados e Discussao

O espectro de absorgdo de rabeprazol sodico SQR na regido do

infravermelho esta representado na Figura 4.1.

As atribuicdes das principais frequéncias, caracteristicas a estrutura de
rabeprazol sédico, estdo apresentadas na Tabela 4.1 (SILVERSTEIN e WEBSTER,
2000).

Tabela 4.1 - Principais frequéncias obtidas do espectro de infravermelho de
rabeprazol sédico SQR

Frequéncia (cm™) Atribuicdo
2900 Deformacgao axial C-H de alcano
2840 Deformacao axial O-CH3; de éter
1570 Deformacgao axial C=C de anel
aromatico
1380 Deformacgao axial C-N (anel)
1080 Grupamento S=0

750 Benzeno orto-substituido
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Figura 4.1 - Espectro na regido do infravermelho de rabeprazol sédico SQR.

7

O espectro de infravermelho é unico para cada substancia, sendo pouco
provavel que duas substancias que n&o sejam enantibmeros, apresentem o mesmo

espectro nesta regido. Uma analise das bandas caracteristicas de determinados




grupos permite a identificagdo da estrutura de moléculas (SILVERSTEIN e
WEBSTER, 2000).

Através da analise das bandas caracteristicas e da comparacao do espectro
obtido com o apresentado por MOFFAT (2004), foi possivel realizar a caracterizagéo

da substancia de referéncia.

4.2.1.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de hidrogénio (RMN 'H), de carbono (RMN 'C), e os
espectros de correlagdo COSY (correlation spectroscopy), HSQC (heteronuclear
single quantum correlation) e HMBC (heteronuclear multiple bond correlation), de
rabeprazol sédico foram obtidos em espectrdbmetro Bruker TopSpin de 500 MHz,
utilizando metanol deuterado (Aldrich) como solvente e tetrametilsilano (TMS) como
referéncia interna. As anadlises foram realizadas na Unidad de Microanalisis y
Métodos Fisicos Aplicados a la Quimica Organica — UMYMFOR - Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires (Argentina). Os

programas WIinNMR 1D/2D foram utilizados para processar os espectros.

4.2.1.2.1 Resultados e Discussao

Os espectros de RMN '"H e RMN 'C estao representados nas Figuras 4.2 e

4.3, respectivemente.

As atribuicbes dos hidrogénios e dos carbonos de rabeprazol sédico foram
estabelecidas com base em dados tabelados disponiveis na bibliografia especifica
(SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000 e PRETSCH et al., 2000), bem como no trabalho
de REDDY e colaboradores (2007), onde foram realizados os espectros de 'H e "*C

de rabeprazol em DMSO deuterado.
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Figura 4.2 — Espectro de RMN de hidrogénio de rabeprazol sédico SQR, em metanol deuterado (500 MHz).
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Figura 4.3 — Espectro de RMN de carbono 13 de rabeprazol sédico SQR, metanol deuterado (500 MHz).




No espectro de hidrogénio, € possivel observar que os sinais entre 3,35 e 4,8
ppm referem-se aos hidrogénios alifaticos presentes em torno do anel piridinico,

enquanto que acima de 7,0 ppm estdo os aromaticos.

A mesma observagao pode ser feita para o espectro de carbono 13, onde
entre 57,55 e 68,54 ppm estdo os carbonos unidos ao anel piridinico e acima de

105,97 ppm, os aromaticos e quaternarios.

O espectro COSY de rabeprazol sodico esta representado na Figura 4.4. Os

sinais presentes indicam quais hidrogénios estdo correlacionando entre si (‘H-"H).

O espectro HSQC de rabeprazol sédico esta representado na Figura 4.5. Os
sinais indicam a quais hidrogénios estdo unidos cada carbono ('H-'C). Assim,

também é possivel verificar quais carbonos sdo quaternarios.

O espectro de HMBC de rabeprazol sodico esta representado na Figura 4.6.
Os sinais indicam com qual carbono um determinado hidrogénio esta

correlacionando a longa distancia ('"H -"*C, a 2 ou 3 ligacées).
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Figura 4.4 — Espectro COSY de rabeprazol sédico SQR em metanol deuterado (500
MHz).

Através do espectro COSY, é possivel observar a correlagao existente entre
os hidrogénios do anel piridinico, além da correlagédo entre os hidrogénios da cadeia

alifatica.




LML 1|

EpPPpm ]

40

(pPpmgd o 5.0

Figura 4.5 — Espectro HSQC de rabeprazol sédico SQR, em metanol

deuterado (500MHz)
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Figura 4.6 — Espectro HMBC de rabeprazol sédico SQR, em
deuterado (500 MHz).
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A Tabela 4.2 descreve os dados obtidos a partir dos espectros de rabeprazol

sodico SQR e as atribuicbes realizadas.

Tabela 4.2 - Dados obtidos a partir dos espectros de RMN de "*C, HSQC, 'H, 'H-'H

COSY e HMBC, em metanol-deuterado, de rabeprazol sédico SQR.
13
C (ppm)/ | HSQC 1 COSsYy
atribuicdo* | (ppm) H (ppm) (ppm) HMBC (ppm)
970/C7 | 211 s (3H) ] C68,54/C123.37/C147.67
, m (2H)
28,80/ C10° | 2,05 |, MieH) | 13,55/ He2 i
47-48 4,9 metanol-deuterado (solvente)
5755/C13 | 3.35 s (3H) ] 68,54
5909/C11 | 4.8 s (2H) ] C123,37/C150.15/C159,06
6509/C9 | 42 t(2H) H2.05 | C28.80/C68,54/C164.07
! 2| J=5,95/595 Hz : : : :
68.54/C11 | 3,55 t(2H) H2.05 C28,8/C57.55
! 95 | 52 5.06/6.17 Hz : 8/C57,
, d (1H)
10597/C5 | 69 | ;N0 H8.25 i
_ dd (2H)
M7.01CA7 | 76 | _ S oaeary,| H i
_ dd (2H)
120217056 | 74 |, 998N 1 He i
12337/C3 | - i i ]
14535/ C8:9| - i i ]
147.67/C6 | 825 d (1H) H6.9 C105,97/C164.07
! : J =549 Hz : ! !
15015/C2 | - i i ]
159.06/C2 | - i i ]
164,07 /C4 | - ]

s = singleto; d = dub

leto; dd = duplo dubleto; t = tripleto.




As atribuicdes realizadas possibilitaram caracterizar satisfatoriamente a SQR
e serao importantes para a elucidagao das estruturas de produtos de degradagao, a

serem isolados.

4.2.2 ldentificagcdo da amostra no produto farmacéutico
4.2.2.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A amostra de rabeprazol soédico SQR foi preparada diretamente em metanol
em concentracao final de 1 mg/ml. A amostra de comprimido revestido foi preparada
a partir do p6 proveniente da trituragdo de 1 comprimido em gral e dissolvido em
metanol, a mesma concentragdo. Essa solugcao foi colocada em banho de ultra-som
por 20 minutos e filtrada em papel filiro antes das aplicacées. A fim de avaliar a
especificidade do método, uma amostra de omeprazol SQR (SIGMA) foi preparada

no mesmo solvente na concentragao de 500 pug/ml.

Para a composigcao do sistema eluente empregaram-se os solventes acetato
de etila (MERCK) e metanol (MERCK), ambos de grau analitico, na proporg¢ao 90:10

(v/v), respectivamente.

A migragcdo cromatografica foi realizada em cromatoplacas aluminizadas
(MERCK) de gel-silica 60 F254 com 12 cm de comprimento, 5 cm de largura e 0,25
mm de espessura de camada adsorvente. As solugdes das amostras foram
aplicadas através de tubos capilares, a uma distancia de 1 cm da borda inferior da
placa e migraram até atingir 10 cm do ponto de aplicagdo. Os reveladores utilizados
foram a lampada ultravioleta a 254 nm e vapor de iodo, obtido a partir do iodo grau
analitico (SYNTH).

Foram determinados os fatores de retengao (Rf) de cada amostra e o Rx foi
calculado.




4.2.2.1.1 Resultados e Discusséo

Os valores de Rf obtidos apds a migragdo cromatografica foram 0,48 para a
substancia de referéncia e para a amostra de produto farmacéutico de rabeprazol, e
0,57 para o omeprazol. O valor de Rx calculado foi de 0,84.

O perfil cromatografico das amostras apds revelagdo com luz ultravioleta a
254 nm e exposigao a vapores de iodo pode ser visualizado na Figura 4.7.

(1) (2)

Figura 4.7 - Perfil cromatografico das amostras rabeprazol sédico SQR (P) e produto
farmacéutico (A), e omeprazol (O), apds revelagao com luz ultravioleta a 254 nm (1)
e exposigao a vapores de iodo (2).




A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica de facil execucao
e compreensao, versatil e com baixo custo se comparada as demais técnicas
analiticas empregadas na identificacdo de compostos. Este método permite
identificar o farmaco através da comparagao dos valores de Rf da amostra com o da
substancia de referéncia, obtidos sobre as mesmas condigdes. Além disso, permite

a determinacao de impurezas em matérias-primas e produtos farmacéuticos.

Para o desenvolvimento deste método, buscou-se na literatura trabalhos que
aplicassem esta técnica para o rabeprazol sddico, bem como para outros inibidores
da bomba de prétons. A pesquisa revelou trabalhos de cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia, como o de EL-GINDY e colaboradores (2003), que aplica
a técnica para a quantificagdo do farmaco na presenga de produtos de degradacgao.
O sistema eluente utilizado € composto por acetona, tolueno e metanol na proporgao
9:9:0,6 (v/v). Também verificou-se os trabalhos de PANDYA e colaboradores (1997)
para analise de lansoprazol em estudos de farmacocinética, utilizando a fase movel
cloroférmio, metanol (15:1, v/v), e de DOGRUKOL-AK e colaboradores (1998) para
determinacdo de omeprazol em preparagdes farmacéuticas, utilizando o eluente
cloroférmio, metanol, aménia 25% (97,5:2,5:1). Tendo em vista os elevados valores
de Rf obtidos através destes sistemas (aproximadamente 0,80), novas composi¢des
foram testadas até o desenvolvimento do método proposto, o qual demonstrou ser
adequado para a aplicagédo pretendida. A analise do farmaco de estrutura analoga
omeprazol possibilitou demonstrar a especificidade do método, uma vez que os

valores de Rf sao diferentes para os farmacos analisados.

Os valores de Rf obtidos para as amostras sugerem que rabeprazol sodico

SQR e produto farmacéutico possuem a mesma identidade.

4.2.2.2 Espectrofotometria na regidao do ultravioleta

As solugcdes das amostras de rabeprazol sédico SQR e de comprimidos
revestidos foram preparadas em trés diferentes solventes: agua, pH ajustado a 10,0
com hidréxido de aménio (GRUPO QUIMICA), etanol (MERCK) e metanol (MERCK),

sendo os ultimos de grau analitico, na concentragao de 12,0 ug/ml.




O método foi desenvolvido em espectrofotometro UV/VIS SHIMADZU, modelo
UV 160A, equipado com cubetas de quartzo de 1,0 cm de espessura. As leituras
foram realizadas na faixa de comprimento de onda de 200 a 400 nm e os espectros

sobrepostos.

4.2.2.2.1 Resultados e Discussao

Os espectros de absorgao na regiao do ultravioleta, referentes ao rabeprazol
sédico SQR e comprimidos revestidos, preparados em agua (pH = 10,0), metanol e
etanol, na concentragdo de 12,0 ug/ml estéo representados nas Figuras 4.8, 4.9 e

4.10, respectivamente.
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Figura 4.8 - Espectros sobrepostos de rabeprazol sdédico SQR (A) e rabeprazol
sédico em comprimidos revestidos (B), em agua (pH = 10,0), na concentragao de 12

ug/ml.
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Figura 4.9 - Espectros sobrepostos de rabeprazol sdédico SQR (A) e rabeprazol
sédico em comprimidos revestidos (B), em metanol, na concentragao de 12 ug/ml.
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Figura 4.10 - Espectros sobrepostos de rabeprazol sodico SQR (A) e rabeprazol
sédico em comprimidos revestidos (B), em etanol, na concentragédo de 12 ug/ml.

A espectrofotometria na regido do ultravioleta apresenta uma série de

aplicagdes na analise farmacéutica, destacando-se a identificagdo e quantificacao de




farmacos, a determinacao do pKa, a determinagcdo dos coeficientes de particéo e
solubilidade, e a determinacao da liberacao da substancia ativa de uma formulacao,
como, por exemplo, no teste de dissolugdo (WATSON, 1999).

Os espectros obtidos na analise de rabeprazol sédico SQR e de rabeprazol
sédico em comprimidos revestidos demonstraram perfis similares nos solventes
utilizados, sugerindo a mesma identidade das amostras. Os comprimentos de onda
de maxima absor¢ao foram diferentes para cada solvente. Em agua, a absorgao
maxima ocorreu em 291,0 nm, enquanto em metanol ocorreu em 283,0 nm e em
etanol, em 2854 nm. Provavelmente, esta diferenca € devida a ionizacdo da

molécula em agua, ocorrendo um efeito batocrémico.

Estes resultados indicam que o método é util para a identificacdo de

rabeprazol sédico no produto farmacéutico.

4.2.2.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A amostra de rabeprazol soédico SQR foi preparada em acetonitrila grau
cromatografico (MERCK), a uma concentragéo final de 40 ug/ml, enquanto a
amostra de produto farmacéutico foi levada ao banho de ultra-som com pequena
quantidade de agua ultrapura (pH ajustado a 10,0 com hidréxido de aménio-GRUPO
QUiMICA), por 20 minutos, e completou-se o volume de 25 ml com acetonitrila,
obtendo-se a mesma concentracdo da SQR. As duas amostras foram filtradas em
membrana de nylon com 0,45 um de didametro de poro (MFS), anteriormente a

injecao.

O equipamento utilizado foi o cromatografo a liquido de alta eficiéncia
SHIMADZU, equipado com duas bombas de fluxo LC 10 AD VP, controlador SCL-
10A VP, forno para coluna CTO — 10AC VP, auto injetor SIL-10AD VP e detector de
arranjo de diodos SPD-M10A. O software utilizado foi o Class-VP verséo 6.12. A
coluna cromatografica utilizada foi a Hypersil Keystone BetaBasic C8 (250 x 4,6 mm,
5 um), endcapped (THERMO).




A fase moével foi preparada a partir da mistura de acetonitrila e agua ultrapura
na proporgao 35:65 (v/v), respectivamente, e filtrada através de membrana de nylon.

A desaeracgéo foi realizada através de fluxo constante de gas hélio durante a analise.

As condi¢cbes cromatograficas utilizadas na analise estdo descritas na Tabela
4.3.

Tabela 4.3 — Condigbes cromatograficas utilizadas no desenvolvimento do método
por CLAE.

Caracteristica Descricao

Fase movel Acetonitrila:agua (35:65 v/v)

Coluna Hypersil Keystone BetaBasic C8 (250 x 4,6 mm, 5 um)
Fluxo 1,0 ml/min

Comprimento de onda 282 nm
Volume de injecao 20 ul
Temperatura de analise 30,0 °C

Diluente das amostras  acetonitrila

A identificagdo da amostra comprimido revestido foi realizada através da
comparagao dos tempos de retengcdo da solugdo deste com a preparada com

rabeprazol sédico SQR.

4.2.2.3.1 Resultados e Discusséao

Os cromatogramas sobrepostos obtidos a partir da analise de rabeprazol
sodico SQR e rabeprazol sédico em comprimidos revestidos podem ser visualizados

na Figura 4.11.
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Figura 4.11 — Cromatogramas obtidos através da analise por CLAE das solugdes de
rabeprazol sédico SQR (A) e rabeprazol sédico em comprimidos revestidos (B)
preparados em acetonitrila, ambas a concentracdo de 40 nug/ml. Condicbes
cromatograficas: coluna Hypersil Keystone BetaBasic C8 (250 x 4,6 mm, 5 um); fase
movel acetonitrila: agua (35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; detec¢do UV a 282 nm;
temperatura de analise 30 °C.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia surgiu, essencialmente, como uma
técnica de separagcdo, mas com OsS recursos que apresenta, passou a ocupar um
lugar de destaque como técnica analitica qualitativa e quantitativa (COLLINS et al.,
1997).

O desenvolvimento do método por cromatografia liquida de alta eficiéncia
iniciou-se com a escolha do sistema eluente mais adequado. Para tanto, foram
analisados os trabalhos existentes sobre a determinagdo de rabeprazol s6dico em
fluidos biolégicos (NAKAI et al., 1994; TAKAKUWA et al., 1995; MANO et al., 1996),
que utilizam sistemas de fase reversa, com fase mével composta de tampao fosfato

e acetonitrila ou perclorato de amdnio e acetonitrila, em diferentes proporgdes.

A fim de desenvolver um método cromatografico simples e adequado, foram
testadas fases moveis compostas por agua e acetonitrila, agua e metanol e tampéao

fosfato e acetonitrila, em proporgdes variadas.




A fase moével composta por agua e acetonitrila, na proporcédo 65:35 (v/v)
demonstrou ser adequada, resultando em um tempo de retengcdo de,
aproximadamente, 7,5 minutos para o rabeprazol sédico. Além disso, os demais
parametros cromatograficos foram satisfatorios, como: assimetria (0,98), pratos
tedricos (3495,73) e fator capacidade (4,80).

A comparacao dos tempos de retengao da solucéo de rabeprazol sédico SQR
e de rabeprazol sédico em comprimidos revestidos indica que as amostras possuem

a mesma identidade.

4.2.2.4 Eletroforese Capilar (EC)

A amostra de rabeprazol sédico SQR foi preparada em agua pH 10,0
(ajustado com hidréxido de aménio — GRUPO QUIMICA), a uma concentracgdo final
de 20 pg/ml, enquanto a amostra de produto farmacéutico foi levada ao banho de
ultra-som com pequena quantidade de agua pH 10,0, por 20 minutos, e completou-
se o0 volume de 20 ml com o mesmo solvente, obtendo-se a concentragcéo similar a
da SQR. As duas amostras foram filtradas em membrana de nylon com 0,45 um de

diametro de poro (MFS), anteriormente a injegao.

Para o preparo do eletrélito foram empregados tampao borato de sdédio
decaidratado (MERCK) e agua ultrapura (META IlI-FILTROSUL). Agua ultrapura e
solugéo de hidréxido de sodio 0,1 M foram utilizadas para ativagdo do capilar antes

das analises.

O equipamento de eletroforese capilar utilizado foi o modelo HP*® (Hewlett-
Packard), acoplado com detector de arranjo de diodos, injetor automatico e controle
de temperatura, instalado no Laboratério de Geoquimica Ambiental da Escola de
Engenharia - UFRGS. O software HP Chemstation CE foi utilizado para controle do
equipamento e aquisi¢cao dos dados. O capilar de silica fundida, utilizado para as

analises, possuia 48 cm de comprimento (AGILENT).

As condi¢des analiticas utilizadas no método estdo descritas na Tabela 4 .4.




Tabela 4.4 — Condi¢cbes analiticas utilizadas no desenvolvimento do método por
eletroforese capilar.

Caracteristica Descricao
. Silica fundida, com 48 cm de comprimento total
Capilar
(39,5 cm efetivo), 75 um de didametro interno.
Eletrdlito Tampao tetraborato de sédio 10 mM
Tenséao aplicada 20 kV em rampa

Injecdo hidrodindmica 50 mBar/5 s

Comprimento de onda 291 nm

Pré-condicionamento 1 min NaOH 0,1 M; 2 min H20; 2,5 min eletrdlito
Temperatura 25+1°C

Diluente das amostras  agua pH 10,0

A identificagdo da amostra comprimido revestido foi realizada através da
comparacao dos tempos de migragdo da amostra com aqueles da solugao

rabeprazol sédico SQR.

4.2.2.4.1 Resultado e Discussao

Os eletroferogramas sobrepostos de rabeprazol sédico SQR e rabeprazol

sodico em comprimidos revestidos podem ser visualizados na Figura 4.12.
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Figura 4.12 — Eletroferogramas obtidos através da analise por eletroforese capilar
das solugdes de rabeprazol sdédico SQR (A) e rabeprazol sédico em comprimidos
revestidos (B) preparados em agua pH=10,0, ambas a concentragcdo de 20 ug/ml.
Condicdes eletroforéticas: capilar de silica fundida de 48 cm; tampao tetraborato de
sédio 10 mM como eletrdlito de corrida; tensdo de 20kV em rampa; detecgédo UV a
291 nm; temperatura de analise 25 °C.

A eletroforese capilar € uma interessante alternativa na anélise de produtos
farmacéuticos devido a sua eficiéncia, flexibilidade, precisédo e alta resolugcéo. Além
disso, utiliza volumes de amostra na ordem de nanolitros e baixo consumo de
solventes (SANTORO et al., 2000).

Para o desenvolvimento deste método, foram testadas duas concentragdes
de solugéo tampéao borato de sédio: 10 e 15 mM. Ambas concentracdes forneceram
resultados satisfatérios quanto a simetria do pico, tempo de migragao e estabilidade
da linha de base. Entretanto, selecionou-se a concentracdo 10 mM, pois o uso de
concentragdes elevadas no eletrdlito de corrida pode determinar, ocasionalmente,
aquecimento do capilar enquanto que, concentracbes menores, estabilizam o

sistema eletroforético.




O tempo de migracao obtido para as amostras foi de 3,9 minutos. O numero

de pratos tedricos foi de 115507 e a assimetria foi 1,1.

A comparagao dos tempos de migracéo da solugéo de rabeprazol sédico SQR
(tm = 3,9 min) e de rabeprazol sédico em comprimidos revestidos (tm = 3,9 min)

indica que as amostras possuem a mesma identidade.

4.2.3 Analise Quantitativa

4.2.3.1 Espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV)

As solucdes de rabeprazol sédico SQR e de comprimidos revestidos foram
preparadas utilizando como solvente a agua, com pH ajustado a 10,0 com hidroxido
de aménio (GRUPO QUIMICA). As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro
SHIMADZU, modelo 160A, no comprimento de onda de 291 nm.

A fim de realizar a validagdo do método, foram avaliados os seguintes
parametros analiticos: especificidade, linearidade, preciséo (repetibilidade e precisao

intermediaria), exatidao e limites de detecg¢ao e quantificagéo.

4.2.3.1.1 Avaliacéo da especificidade

Para analise da especificidade, foram preparadas solugdes de rabeprazol

sédico SQR e de placebo, em agua (pH = 10,0), na concentragao de 12 pug/ml.

A mistura placebo era composta pelos excipientes descritos no item 3.1.2, nas
seguintes quantidades: manitol 100,0 mg; Ooxido de magnésio 1550 mg;
hidroxipropilcelulose 56,25 mg; estearato de magnésio 10,0 mg; etilcelulose 11,05
mg; hidroxipropilmetilcelulose 75,30 mg; talco 73,80 mg; cera de carnauba 15,05 mg;
monoglicerideo diacetilado 2,76 mg; diéxido de titdnio 2,76 mg e o6xido de ferro
vermelho 0,03 mg. Estas quantidades, equivalentes a cinco comprimidos, foram
determinadas de acordo com as especificagdes de concentragbes percentuais
médias descritas para cada excipiente (KIBBE, 2000) e com base no peso médio

dos comprimidos (110,4 mg).




Para o preparo da solugcdo placebo, estas quantidades foram pesadas e
transferidas para baldo volumétrico de 250 ml, o qual foi levado ao banho de ultra-
som com agua (pH = 10,0) por 20 minutos. A suspenséo foi, entao, filtrada em papel

filtro e em membrana de nylon de 0,45 um de didametro de poro.

4.2.3.1.2 Curva de Ringbom

A curva de Ringbom tem como objetivo demonstrar a faixa de concentragéo

do farmaco na qual o método pode apresentar linearidade.

Para sua realizacdo, preparou-se uma solucdo de rabeprazol sédico SQR na
concentragdo de 50 ug/ml da qual retiraram-se aliquotas, com auxilio de bureta,

conforme a Tabela 4.5.

Foram efetuadas duas leituras para cada concentragdo a 291 nm.




Tabela 4.5 — Preparo das solugbes para obtencdo da curva de Ringbom de
rabeprazol sodico por espectrofotometria no UV.

Solucéo Rabeprazol sodico Volume final (mi) C(_)ncentra(;éo
SQR 50 pg/ml (ml) final (ug/ml)
1 0,5 25,0 1.0
2 1,0 250 20
3 1,5 25,0 3.0
4 2,0 25,0 4.0
5 2,5 25,0 5.0
6 3,0 25,0 6.0
7 3,5 25,0 7.0
8 4,0 25,0 8,0
9 4,5 25,0 9,0
10 5,0 250 10,0
1 6,0 25,0 12,0
12 7,0 25,0 14,0
13 8,0 250 16,0
14 9,0 250 18,0
15 10,0 25.0 20,0
16 4.4 10,0 22,0
17 4,8 10,0 24.0
18 5,2 10,0 26.0
19 5,6 10,0 28.0
20 6,0 10,0 30,0
21 6,4 10,0 32.0
22 6,8 10,0 34.0
23 7,2 10,0 36,0
24 7,6 10,0 38,0
25 8,0 10,0 40,0
26 8,4 10,0 42,0

A curva foi construida a partir da analise de 26 concentragdes diferentes de
farmaco, em um intervalo de 1,0 a 42,0 ug/ml. Para cada concentragdo, foram

efetuadas duas leituras a 291 nm, utilizando agua (pH = 10,0) como branco.




4.2.3.1.3 Curva padréo

A partir de uma solugcdo de rabeprazol sdédico SQR de concentracao
100 pg/ml, foram retiradas aliquotas de 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0 e 4,5 ml, com
auxilio de bureta, para baldes volumétricos de 25 ml. Os volumes foram
completados com agua pH = 10,0, obtendo-se solu¢gdes com concentragdes de 6,0;
8,0; 10,0; 12,0; 14,0; 16,0 e 18,0 ug/ml. As solug¢des foram preparadas em triplicata

e foram efetuadas trés leituras para cada concentracéo, a 291 nm.

4.2.3.1.3.1 Célculos para a curva padréao

A curva padrdao foi obtida através da construgdo de um grafico de
concentracdo versus absorvancia. A equacgao da reta foi determinada através do
estudo de regressao linear pelo método dos minimos quadrados. A analise de

variancia (ANOVA) foi realizada para a verificagdo da linearidade do método.

4.2.3.1.4 Determinacao de rabeprazol s6dico em comprimidos revestidos

A solugao da amostra produto farmacéutico foi preparada colocando-se cinco
comprimidos revestidos, contendo 10 mg de rabeprazol sédico, em balao
volumétrico de 500 ml e adicionando-se 100 ml de agua (pH = 10,0). O bal&o foi
levado ao banho de ultra-som por 20 minutos, apds, completou-se o volume com o
mesmo solvente. A solugéo foi filtrada em papel filtro e em membrana de nylon de
0,45 um de diametro de poro. A partir desta solugéo, foram transferidas aliquotas de
3,0 ml para seis baldes volumétricos de 25 ml, respectivamente, e completou-se o

volume com o mesmo solvente. A concentragao final das solugdes foi de 12 pg/ml.

Para rabeprazol sédico SQR, a solugéo foi obtida por dissolugédo deste em

agua (pH = 10,0) a fim de obter uma solu¢ao de concentragéo final igual a 12 ug/ml.

As seis solugbes amostra foram analisadas em espectrofotbmetro no

comprimento de onda de 291 nm, utilizando agua (pH = 10,0) como branco.




A determinacao de rabeprazol sédico nos comprimidos foi realizada em trés
dias diferentes, utilizando-se novas solugcdes a cada dia, a fim de se avaliar a

precisado intermediaria do método.

4.2.3.1.4.1 Célculos para a determinacdo de rabeprazol sdédico em

comprimidos revestidos

A determinagcdo da concentracdo de rabeprazol sédico em comprimidos

revestidos foi realizada pela seguinte equacao:

Ca= (Aa® Csor) / Asor

onde:

Csar = Concentragéo da solugéo de rabeprazol sédico SQR (ug/ml)

An = Absorvancia da solugdo de rabeprazol sédico em comprimidos
revestidos

Asaqr = Absorvancia da solugao de rabeprazol soédico SQR

As percentagens de rabeprazol sodico nas amostras de comprimidos

revestidos (Ca%) foram calculadas pela equacéo:

CA% = (CA L] 100) / CT

onde:




Ca = concentragdo da solugdo de rabeprazol sdédico em comprimidos

revestidos (ug/ml)

Ct = concentracao tedrica da solugao de rabeprazol sédico em comprimidos

revestidos (ug/ml).

4.2.3.1.5 Teste de recuperacéo

Para obtengao das solugdes teste, denominadas R4, R, e R3, preparou-se
uma solugéo de rabeprazol sédico SQR, em agua (pH = 10,0), na concentracao de
25,0 ug/ml e uma solugdo de rabeprazol sédico em comprimidos revestidos, na
concentragédo de 100,0 ug/ml. O preparo das solugdes teste esta esquematizado na
Tabela 4.6.

Tabela 4.6 — Preparo das solugdes para o teste de recuperagao utilizando o método
de espectrofotometria ultravioleta a 291 nm.

Volume de solugcdo de  Volume de solucéo de
rabeprazol sédico em rabeprazol sodico Concentracao
comprimidos revestidos  SQR 25,0 ug/ml* (ml) final (ug/ml)
100,0 pg/ml* (ml)

R 3,0 2,0 14,0
R2 3,0 4,0 16,0
R 3,0 6,0 18,0

* Aliquotas adicionadas em baldes volumétricos de 25 ml.

As solugdes R4, Ry e R; foram preparadas em triplicata. Solugbes de
rabeprazol sédico SQR e produto farmacéutico também foram preparadas na
concentracao de 12 ug/ml para realizagéo do ensaio. Para todas as solugdes foram

realizadas trés determinagdes.

4.2.3.1.5.1 Célculo para o teste de recuperacéao

As percentagens de recuperagao de rabeprazol sédico SQR foram calculadas

através da seguinte equagao (AOAC, 1990):




RY% = [(Cg - Ca) / Cp] ® 100

onde:
Cg = concentragao da solugao contendo rabeprazol sédico SQR e rabeprazol

sédico em comprimidos revestidos determinada pelo método (ug/ml)

Ca = concentragdo da solugdo de rabeprazol soédico em comprimidos

revestidos determinada pelo método (ug/ml)

Cp = concentragao da solugéo de rabeprazol sédico SQR adicionada (ug/ml)

4.2.3.1.6 Determinacéo dos limites de deteccédo e quantificacao

O limite de detecgédo (LD) para o rabeprazol sédico foi estabelecido a partir
dos dados de desvio padrao do intercepto (s) e inclinagcdo média ( | ), obtidos a partir

das trés curvas padréo, conforme a equagao abaixo (ICH, 1996a):

LD=(3,3es)/]

O limite de quantificagao (LQ) para o rabeprazol sédico foi estabelecido com
base nos mesmos dados descritos acima, conforme a seguinte equagao (ICH,
1996a):

LQ=(10es)/l




4.2.3.1.7 Resultados

A Figura 4.13 apresenta a comparagao dos espectros de absorgéo da solugéo
de rabeprazol sddico SQR e da solug¢do placebo, em agua (pH = 10,0), entre 200 e
400 nm.
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Figura 4.13 — Sobreposicdo dos espectros de absorcdo obtidos por

espectrofotometria ultravioleta para as solugdes de rabeprazol sédico SQR (A) e de
placebo (B) preparadas em agua (pH = 10,0) na concentragéao de 12,0 ug/ml.

Os valores de absorvancia obtidos, bem como os valores de absorvéncia
(100 - T%), utilizados para a construgéo da curva de Ringbom, estdo descritos na
Tabela 4.7.




Tabela 4.7 — Valores de absorvancia obtidos através do método espectrofotométrico
em 291 nm e, valores calculados de absorvéncia utilizados para a construcdo da
curva de Ringbom de rabeprazol sodico.

Concentracao (ug/ml) * Absorvancia Absorvéncia (100 —T%)
1 1,0 0,047 10,26
2 2,0 0,089 18,53
3 3,0 0,130 25,87
4 4,0 0,174 33,01
5 5,0 0,218 39,40
6 6,0 0,259 44,85
7 7,0 0,301 49,94
8 8,0 0,342 54,45
9 9,0 0,385 58,74
10 10,0 0,428 62,59
11 12,0 0,513 69,31
12 14,0 0,589 74,18
13 16,0 0,681 79,15
14 18,0 0,765 82,80
15 20,0 0846 85,74
16 22,0 0,933 88,32
17 24,0 1,007 90,16
18 26,0 1,112 92,27
19 28,0 1,192 93,56
20 30,0 1,284 94,80
21 32,0 1,338 95,41
22 34,0 1,417 96,17
23 36,0 1,503 96,85
24 38,0 1,580 97,37
25 40,0 1,750 98,22
26 42,0 1,737 98,16

* cada valor é média de duas determinacdes

A representacao grafica da curva de Ringbom para o rabeprazol sddico esta
representada na Figura 4.14. A faixa de concentragcéo de 6,0 ug/ml a 18,0 pug/ml
pode ser considerada a faixa linear para esta curva, sendo utilizada para a

construcao da curva padrao de rabeprazol.
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Figura 4.14 — Representacao grafica da curva de Ringbom obtida a partir da analise
das solugdes de rabeprazol sédico SQR preparadas em agua (pH = 10,0), na faixa
de concentragao de 1,0 a 42,0 ug/ml, por espectrofotometria na regido do ultravioleta
em 291 nm.

Os valores de absorvancia obtidos para cada concentragcdo analisada da

curva padrao estao apresentados na Tabela 4.8.

A Figura 4.15 ilustra a representagao grafica da curva padréo, bem como a

equacao da reta e o coeficiente de correlagéo obtidos através do método.

A Tabela 4.9 apresenta os valores da ANOVA realizada para avaliacdo da

linearidade do método.




Tabela 4.8 — Valores de absorvancia obtidos no desenvolvimento da curva padrao
de rabeprazol sédico por espectrofotometria na regido do ultravioleta no
comprimento de onda de 291 nm.

Concentracao

Absorvancia* Absorvancia média+ e.p.m. DPR
(ug/ml)

0,251
6,0 0,252 0,252 + 0,0003 0,23
0,252

0,336
8,0 0,339 0,338 + 0,001 0,91
0,339

0,421
10,0 0,422 0,421 £ 0,0003 0,14
0,421

0,504
12,0 0,503 0,504 + 0,0009 0,30
0,506

0,586
14,0 0,584 0,586 + 0,001 0,43
0,589

0,689
16,0 0,666 0,682 + 0,0073 1,88
0,668

0,749
18,0 0,752 0,752 + 0,002 0,47
0,756

* cada valor é média de trés determinagoes

e.p.m. — erro padrao da média

DPR — desvio padrao relativo
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Figura 4.15 — Representacgéo grafica da curva padrao de rabeprazol sédico obtida
por espectrofotometria ultravioleta, a 291 nm.

Tabela 4.9 — Analise de variancia das absorvancias determinadas para a obtengao
da curva padrao de rabeprazol sodico através da espectrofotometria no ultravioleta,

a 291 nm.
Fontes de variacao GL Somados Variancia F

guadrados

ENTRE 6 0,594809 0,09913 2080,68*

- regressao linear 1 0,594455 0,594455 12477,27*

- desvio de linearidade 5 0,000354 0,0000708 1,49

RESIDUO 14 0,000667 0,000047643

TOTAL 20 0,595476

* significativo para p< 0,05.

Os resultados obtidos na determinagao de rabeprazol sédico em comprimidos

revestidos através da espectrofotometria no ultravioleta estdo na Tabela 4.10.




Tabela 4.10 — Valores experimentais obtidos na determinagdo de rabeprazol sédico
em comprimidos revestidos por espectrofotometria no ultravioleta, a 291 nm

Amostra Teor (%)* Interdias DPR
1° Dia 2° Dia 3°Dia
1 102,40 101,42 102,27
2 102,40 101,35 102,94
3 102,33 101,29 102,74
4 102,14 101,35 103,14 102,26 0,82
5 102,14 101,42 103,74
6 102,53 101,10 103,94
Média 102,32 101,32 103,13
DPR 0,15 0,12 0,61

* cada valor é média de trés determinacgdes

As percentagens de recuperagao obtidas a partir do teste de recuperagao de

rabeprazol sédico SQR estdo apresentadas na Tabela 4.11.

Tabela 4.11 — Resultados referentes ao teste de recuperagéo por espectrofotometria
ultravioleta, a 291 nm.

Concentracao

Recuperacéo Média
Adicionada (ng/ml) Recuperada (ug/ml)* (%) (%)
R4 2,0 1,99 99,50
R> 4,0 4,01 100,25 99,65
Rs 6,0 5,95 99,17

* cada valor é média de trés determinacoes




Os valores obtidos para a determinagcdo dos limites de deteccdo e de
quantificacdo de rabeprazol sodico, através da espectrofotometria ultravioleta, no

comprimento de onda de 291 nm, foram 0,32 ug/ml e 0,95 ug/ml, respectivamente.

4.2.3.1.8 Discussao

A espectrofotometria na regiao do ultravioleta € uma técnica de facil execugao
e custo reduzido. Pode ser utilizada, com boa precisédo, para a analise quantitativa
de farmacos presentes em formulacbes farmacéuticas, desde que nao sofra
interferéncia dos excipientes (WATSON, 1999).

Para o desenvolvimento deste método, foram tracados os espectros da
solucao de rabeprazol sédico SQR e de solugao placebo, em diferentes solventes, a
fim de selecionar o comprimento de onda mais adequado, bem como verificar a
eventual interferéncia dos excipientes nos comprimentos de onda de maxima

absorgao, os quais seriam utilizados no doseamento.

O solvente selecionado para o preparo das amostras foi a agua, com pH
ajustado para 10,0, pois, além da facilidade de trabalho e alta solubilidade do
farmaco neste solvente, o custo e a geragcdo de residuos sao reduzidos. A
necessidade de ajuste do pH deve-se a instabilidade de rabeprazol sdédico em

condigdes acidas, o que poderia prejudicar a analise.

O preparo das amostras utilizando comprimidos inteiros € ndo o pé obtido por
trituracdo destes, seguiu o procedimento adotado por SOUZA (1995) para o farmaco
pefloxacino. Este fato deve-se a dificuldade de trituragcdo e homogeneizagdao do
revestimento dos comprimidos, o qual, ficando integro, gerou grande variabilidade
nas tomadas de amostra e, consequentemente, falta de precisdo ao método,

conforme os testes preliminares realizados.

O espectro de absorgao de rabeprazol sddico em solugdo aquosa, tragado na
faixa de comprimento de onda de 200 a 400 nm, forneceu um comprimento de onda

de maxima absor¢do em 291 nm, utilizado para o doseamento.

O teste de especificidade demonstrou haver uma pequena absorgao por parte

dos excipientes no comprimento de onda de trabalho, 291 nm. Porém, apds a




filtracdo da solugcdo placebo em membrana de nylon de 0,45 um a interferéncia
desapareceu, sendo possivel executar a determinacdo do farmaco de forma
especifica. Sendo assim, o procedimento de filtragdo em membrana das amostras

de rabeprazol sédico em comprimido revestido foi adotado para a validagao.

Os dados obtidos da curva de Ringbom determinaram a seleg¢éo dos valores
da porcao retilinea para avaliagdo da linearidade. A faixa de concentracéo

selecionada foi de 6,0 ug/ml a 18,0 ug/ml.

A construgdo do grafico de concentragdo versus absorvancia permitiu a
observacao de uma correlagao linear entre esses dois fatores. Através do estudo de
regressao linear, obteve-se a equacgao de reta 'y = 0,042 x + 0,0008, com coeficiente
de correlagao (r) de 0,9997. Para comprovagao da linearidade do método, efetuou-
se a ANOVA, a qual demonstrou haver regressao linear significativa e auséncia de

desvio da linearidade.

A precisdo do método foi avaliada através da determinacdo das amostras de
produto farmacéutico em um mesmo dia e em dias diferentes (precisdo
intermediaria). Os resultados demonstraram que o método apresenta boa precisao,
pois, tanto no mesmo dia quanto em dias diferentes, os DPR s&o baixos. O teor
médio de rabeprazol sddico nos comprimidos revestidos foi de 102,26% nos trés

dias de analise.

A exatiddo do método foi estudada através do teste de recuperacao de
rabeprazol sodico SQR. A recuperacdo meédia foi de 99,65%, considerada

satisfatéria e demonstra que o método proposto € exato.

Os limites de deteccao e quantificacdo de rabeprazol sddico calculados foram
reduzidos (LD= 0,32 ug/ml e LQ = 0,95 pug/ml), indicando que este método € sensivel

para a determinagao deste farmaco.

Considerando os resultados de todos os paradmetros analiticos avaliados,
pode-se afirmar que o método espectrofotométrico na regido do ultravioleta foi

validado para a determinagao de rabeprazol sédico em comprimidos revestidos.




4.2.3.2 Espectrofotometria ultravioleta derivada (GARCIA et al., 2006a)

Para a validacdo deste método, utilizou-se agua pH=10,0 (ajustado com
hidroxido de aménio-GRUPO QUIMICA) como solvente e o espectrofotémetro citado
no item 4.2.2.2.

As leituras foram efetuadas utilizando o método zero-pico para a derivada de
12 ordem, no comprimento de onda de 304 nm, com o assentamento de ordenada
(N)de 5e AL =4,0 nm.

Os seguintes parametros analiticos foram avaliados visando a validacdo do
método de espectrofotometria ultravioleta derivada: especificidade, linearidade,

precisdo, exatidao e limites de deteccao e de quantificacao.

4.2.3.2.1 Avaliacéo da especificidade

Para analise da especificidade, foram preparadas solugbes de rabeprazol

sédico SQR e de placebo, em agua (pH 10,0), na concentragao de 12,0 ug/ml.

A solugao placebo era composta dos mesmos excipientes e quantidades,
descritos no item 4.2.3.1.1, que foram pesados e transferidos para balao volumétrico
de 250 ml. Este foi levado ao banho de ultra-som com agua (pH 10,0) por 20

minutos e a suspensao resultante foi filtrada em filtro de papel.

Foram tragcados os espectros de 12, 22, 32 e 42 ordens, utilizando agua (pH

10,0) como branco.

4.2.3.2.2 Curva padréo

A curva padréao foi obtida a partir de uma solugao de rabeprazol sédico SQR,
de concentragédo 100 pug/ml, da qual foram retiradas aliquotas de 1,5; 2,0; 2,5; 3,0;
3,5, 4,0 e 4,5 ml para balées volumétricos de 25 ml, com auxilio de bureta. Os

volumes foram completados com agua pH 10,0, obtendo-se solugbes com




concentragdes de 6,0; 8,0; 10,0; 12,0; 14,0; 16,0 e 18,0 ug/ml. As solugdes foram

preparadas em triplicata e efetuadas trés determinag¢des para cada concentragéo.

4.2.3.2.2.1 Célculos para a curva padrao

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

(ANOVA) foi realizada para a verificagéo da linearidade do método.

4.2.3.2.3 Determinacao de rabeprazol s6dico em comprimidos revestidos

A solugao da amostra produto farmacéutico foi preparada colocando-se cinco
comprimidos revestidos, contendo 10 mg de rabeprazol sédico, em balédo
volumétrico de 500 ml e adicionando-se 100 ml de agua (pH = 10,0). O baldo foi
levado ao banho de ultra-som por 20 minutos e apds, completou-se o volume com o
mesmo solvente. A amostra foi filtrada em filtro de papel e, a partir dela, foram
transferidas aliquotas de 3,0 ml para seis baldes volumétricos de 25 ml,
respectivamente, completando-se o volume com agua (pH 10,0). A concentragao

final das solugdes foi de 12,0 ug/ml.

Para rabeprazol soédico SQR, a solucédo foi obtida por dissolugao deste em
agua (pH = 10,0) a fim de obter uma solucdo de concentragdo final igual

a 12,0 pg/ml.

A determinacao de rabeprazol sédico nos comprimidos foi realizada em trés
dias diferentes a fim de se avaliar a precisao intermediaria do método. Os calculos

foram realizados utilizando-se as equacdes descritas no item 4.2.3.1.4.1.




4.2.3.2.4 Teste de recuperagéo

Para obtencdo das solugbes teste, denominadas R, R, e Rj;, foram
preparadas solugdes de rabeprazol sédico SQR na concentragao de 25 ug/ml e de

rabeprazol sddico produto farmacéutico na concentragao de 100 pg/mil.

O preparo das solugdes teste foi realizado em triplicata, utilizando agua (pH

10,0) como solvente, segundo o esquema representado na Tabela 4.12.

Tabela 4.12 — Preparo das solugdes para o teste de recuperagédo utilizando o
método de espectrofotometria ultravioleta derivada de 12 ordem.

Volume de solucdo de  Volume de solucao de

rabeprazol s6dico em rabeprazol sodico Concentracao
comprimidos revestidos SQR 25 pg/ml* (ml) final (ng/ml)
100 ug/ml* (ml)
R 3,0 2,0 14,0
R2 3,0 4,0 16,0
Rs 3,0 6,0 18,0

* Aliquotas adicionadas em baldes volumétricos de 25 ml.

Para execucdo do ensaio, foram preparadas solugdes de rabeprazol sédico
SQR e produto farmacéutico na concentragao final de 12,0 ug/ml, em agua (pH
10,0), conforme descrito no item 4.2.3.2.3. Os calculos foram realizados de acordo

com as equagoes descritas no item 4.2.3.1.5.1.
4.2.3.2.5 Determinagéo dos limites de deteccéo e quantificacao

Os limites de deteccao e quantificacdo para o método de espectrofotometria
ultravioleta derivada de 12 ordem foram determinados com base nos dados de
desvio padrdo do intercepto (s) e inclinacdo média ( | ), obtidos a partir das trés
curvas padrao. Foram utilizadas as mesmas equagdes descritas no item 4.2.3.1.6
(ICH, 1996a).

4.2.3.2.6 Resultados

A Figura 4.16 apresenta a sobreposicdo dos espectros da solugao de

rabeprazol sodico SQR e da solugdo placebo, obtidos por espectrofotometria




ultravioleta derivada de 12 ordem, com assentamento de ordenadas (N) 5 e faixa de

comprimento de onda de 200 a 400 nm.
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Figura 4.16 - Espectros sobrepostos de rabeprazol sédico SQR (A) e de solugao
placebo (B) obtidos por espectrofotometria ultravioleta derivada de 12 ordem, N = 5.

O comprimento de onda selecionado para efetuar as leituras foi 304 nm.

As demais ordens da espectrofotometria ultravioleta derivada nao resultaram

em um perfil espectral adequado para a determinagao de rabeprazol sédico.

Os valores de absorvancia obtidos para cada concentracdo analisada da

curva padrao estdo na Tabela 4.13.




Tabela 4.13 — Valores de absorvancia obtidos no desenvolvimento da curva padrao
por espectrofotometria na regido do ultravioleta derivada de 12 ordem.

Concentracao

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

0,063
6,0 0,063 0,063 + 0,00 0,00
0,063

0,084
8,0 0,085 0,085 + 0,0003 0,68
0,085

0,108
10,0 0,105 0,106 + 0,001 1,63
0,105

0,126
12,0 0,126 0,126 = 0,00 0,00
0,126

0,147
14,0 0,146 0,146 £ 0,0003 0,39
0,146

0,166
16,0 0,168 0,167 + 0,0006 0,60
0,167

0,188
18,0 0,186 0,187 + 0,0007 0,62
0,186

* cada valor é média de trés determinacdes

e.p.m. = erro padréo da média

DPR = desvio padréo relativo

A representagao grafica da curva padrao, bem como a equagao da reta e o

coeficiente de correlagéo obtidos através do método estéo indicados na Figura 4.17.

A Tabela 4.14 apresenta os valores encontrados na ANOVA para avaliagéao

da linearidade.
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Figura 4.17 — Representacgao grafica da curva padrao de rabeprazol sddico obtida
por espectrofotometria ultravioleta derivada de 12 ordem, N = 5.

Tabela 4.14 — Analise de varidncia das absorvancias determinadas para a curva
padrao de rabeprazol sédico através da espectrofotometria ultravioleta derivada de

12 ordem.
Fontes de variagéo GL Soma dos Variancia F

quadrados

ENTRE 6 0,0355543 0,005925717  3500,13*

- regressao linear 1 0,03553436 0,03553436  20988,99*

- desvio de linearidade 5 0,00000864 0,000001728 1,02

RESIDUO 14 0,0000237 0,000001693

TOTAL 20 0,0355667

* significativo para p< 0,05.

Os valores experimentais obtidos na determinacdo de rabeprazol sédico em

comprimidos revestidos através do método proposto estdo na Tabela 4.15.




Tabela 4.15 — Valores experimentais obtidos na determinacdo de rabeprazol sédico
em comprimidos revestidos por espectrofotometria ultravioleta derivada de 12 ordem.

Amostra Teor (%)* Interdias DPR
Dia 1 Dia 2 Dia 3
1 100,25 98,02 99,74
2 101,01 98,02 100,00
3 100,75 98,51 100,00
4 100,50 98,76 100,00 99,53 1,00
5 99,50 98,27 100,00
6 100,25 98,02 100,00
Média 100,38 98,27 99,96
DPR 0,52 0,32 0,11

* cada valor é média de trés determinacdes

As percentagens de recuperacdo obtidas a partir do teste de recuperagéo de

rabeprazol sddico SQR estdo apresentadas na Tabela 4.16.

Tabela 4.16 — Resultados experimentais referentes ao teste de recuperacdo de
rabeprazol sddico por espectrofotometria ultravioleta derivada de 12 ordem.

Concentracao

Recuperacéo Média
Adicionada (pg/ml) Recuperada (ug/ml)* (%) (%)
R 2,0 1,97 98,71
R 4,0 3,95 98,75 99,15
Rs 6,0 6,00 100,00

* cada valor é média de trés determinacgdes




Os valores calculados para os limites de deteccao e de quantificagao, através

do método proposto, foram 0,055 ug/ml e 0,168 ug/ml, respectivamente.

4.2.3.2.7 Discussao

A espectrofotometria derivada vem tendo grande aplicagdo na analise de
farmacos desde a década de 70. Nos ultimos anos, esta aplicagdo pode ser
comprovada pela observagao, na literatura, de um numero crescente de trabalhos
que utilizam este método (KARPINSKA, 2004; OJEDA e ROJAS, 2004).

A aplicagao desta técnica proporciona um perfil caracteristico do espectro,
onde mudancas sutis de inclinacdo e curvatura se tornam mais evidentes, facilitando
a caracterizacao de um composto e eliminando a deformagao da curva causada pela
presenca de substancias estranhas. Desta maneira, pode-se individualizar melhor os
constituintes de misturas complexas e eliminar a interferéncia de excipientes e de
produtos de degradagao (HACKMANN et al., 1991).

A pesquisa Dbibliografica revelou alguns trabalhos aplicando a
espectrofotometria derivada para quantificacdo de farmacos inibidores da bomba de
prétons, como omeprazol, lansoprazol e pantoprazol, os quais foram estudados a fim
de selecionar as melhores condicdes de analise (CASTRO et al., 1999; OZALTIN,
1999; KARLJIKOVIC-RAJIC et al., 2003).

Os espectros de solugdes de rabeprazol sédico SQR e de placebo foram
tracados nas diferentes ordens de derivada (12 a 4?) e assentamentos de ordenadas
(1 a 9), buscando as condi¢cbes de auséncia de interferentes e valor maximo de

absorcao, sem perdas na definigao do espectro.

ApOs esta avaliagéo, foram fixados os seguintes parametros: derivada de 12
ordem, assentamento de ordenadas (N) de 5, comprimento de onda de 304 nm e
AL = 4,0. O valor de delta lambda (AL) representa o incremento constante utilizado
para tragar a curva derivada de um espectro de absorgdo (HACKMANN et al., 1991)

e foi estabelecido automaticamente pelo equipamento.




A anadlise da especificidade demonstrou ndo haver necessidade de filtracdo
da solugcdo de rabeprazol sédico em comprimidos revestidos com membrana de
nylon, como ocorreu na espectrofotometria ultravioleta em 291 nm, pois os
excipientes nao absorvem no comprimento de onda selecionado para a
determinacao (304 nm). Uma das vantagens desta técnica € a possibilidade de
realizar as analises sem pré-tratamentos especiais para a amostra, tornando-a mais
rapida (TALSKY, 1994).

Diferentes métodos de leitura podem ser empregados para a determinagéo,
incluindo zero-pico, pico-pico e tangente (HACKMANN et al., 1991; TALSKY, 1994).
Neste trabalho, foi empregado o método de leitura zero-pico, pois este € o método

disponibilizado pelo equipamento.

Para avaliacao da linearidade do método, foi construida uma curva padrédo na
faixa de concentragédo de 6,0 a 18,0 ug/ml. Foram desenvolvidas trés curvas no
mesmo dia. Observou-se uma correlagéo linear entre a concentragéo de rabeprazol
sédico SQR e as absorvancias obtidas. O estudo de regresséo linear pelo método
dos minimos quadrados forneceu a equagao de retay = 0,0103 x + 0,0022, com um
coeficiente de correlacdo de 0,9997. Os resultados de ANOVA demonstraram haver

regressao linear significativa e auséncia de desvio de linearidade.

A precisdao do método foi avaliada através da determinacdo das amostras de
produto farmacéutico em um mesmo dia e em dias diferentes (precisdo
intermediaria). Os resultados revelam valores de desvio padréo relativo reduzidos,
indicando que o método apresenta boa precisdo. O teor médio de rabeprazol sddico
nos comprimidos revestidos foi de 99,53% (DPR = 1,00) nos trés dias de analise.
Karpinska (2004) comenta que esta técnica pode apresentar baixa reprodutibilidade,
devido a fatores instrumentais, porém, este problema n&o foi observado durante o

estudo.

A exatiddo do método foi estudada através do teste de recuperagao de
rabeprazol sddico SQR. O valor de recuperagédo média de 99,15% (DPR = 0,74) é

satisfatorio e demonstra que o método proposto é exato.




A sensibilidade do método foi demonstrada pelos baixos valores calculados
para os limites de deteccdo e de quantificacdo de rabeprazol sodico (LD = 0,055
ug/ml e LQ = 0,168 pg/ml).

A partir da avaliagdo dos resultados obtidos para os parametros analiticos
estudados, considera-se o método de espectrofotometria ultravioleta derivada de 12

ordem validado para a determinagao de rabeprazol sédico.

4.2.3.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (GARCIA et al., 2004)

O procedimento para a analise cromatografica foi descrito no item 4.2.2.3 e as

condigdes analiticas empregadas estdo na Tabela 4.3.

A validagao do método por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi efetuada
através da avaliacdo dos seguintes parametros analiticos: especificidade,
linearidade, precisédo (repetibilidade e precisao intermediaria), exatidado, limites de

deteccédo e de quantificagao e robustez.

4.2.3.3.1 Teste de especificidade

Para o teste de especificidade, foram preparadas solu¢cdes de rabeprazol
sédico SQR e comprimidos revestidos, na concentragdo de 40,0 ug/ml, conforme
descrito a seguir no item 4.2.3.3.3. Da mesma forma, preparou-se uma solugéo
placebo contendo os excipientes presentes na formulacédo nas mesmas quantidades

descritas no item 4.2.3.1.1, em uma concentragao teérica de 40,0 pug/ml.

As solugdes de produto farmacéutico e de placebo foram filtradas em papel
filtro e todas as solugbes foram filtradas em membrana de nylon de 0,45 um de

diametro de poro.




Os cromatogramas obtidos a partir das solugcbes foram comparados,

verificando a possivel interferéncia dos excipientes na determinagéao.
4.2.3.3.2 Curva Padrao

Para construgcado da curva padrao, preparou-se, em acetonitrila, uma solugéo
de rabeprazol sédico SQR na concentracado de 125 pug/ml. A partir desta solugao,
aliquotas de 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 12,0 e 14,0 ml foram transferidas para baldes
volumétricos de 25 ml, através de bureta. Os volumes foram completados com
acetonitrila, obtendo-se solugbes com concentracdes de 10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0;
60,0 e 70,0 ug/ml. Para cada concentragdo de analise, foram preparadas solugdes

em triplicata, sendo efetuadas trés determinagdes por solucéo.

4.2.3.3.2.1 Célculos para a curva padréo

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

realizada para verificagao da linearidade do método.

4.2.3.3.3 Determinacédo de rabeprazol s6dico em comprimidos revestidos

A solucdo da amostra produto farmacéutico foi preparada colocando-se cinco
comprimidos revestidos, contendo 10 mg de rabeprazol sédico cada, em balédo
volumétrico de 200 ml e adicionando-se 20,0 ml de agua (pH = 10,0). O balao foi
levado ao banho de ultra-som, por 20 minutos e apds, completou-se o volume com
acetonitrila. A solugao foi filtrada em filtro de papel e, a partir dela, foram transferidas
aliquotas de 4,0 ml para seis baldes volumétricos de 25 ml, respectivamente,
completando-se o volume com acetonitrila. A solugdes foram filtradas em membrana

de nylon de 0,45 ym e a concentragao final foi de 40,0 ug/ml.

Para rabeprazol sédico SQR, a solugado foi obtida por dissolugdo deste em

acetonitrila, a fim de obter uma solugao de concentragéo final igual a 40,0 pug/ml.




A determinacao de rabeprazol sédico nos comprimidos foi realizada em trés
dias diferentes a fim de se avaliar a precisao intermediaria do método. Os calculos

foram realizados utilizando-se as equacdes descritas no item 4.2.3.1.4.1.

4.2.3.3.4 Teste de recuperagéo

Para realizagdo do teste de recuperacdo, foram preparadas solugdes de
rabeprazol sédico SQR e de produto farmacéutico, como descrito no item 4.2.3.3.3,

nas concentragdes de 100,0 e 250,0 ug/ml, respectivamente.

A partir destas solucdes, foram obtidas as solugdes teste, Ry, R, e R3, € as
solugdes de rabeprazol sédico SQR, denominada P, e de comprimidos revestidos,
denominada A, utilizadas no ensaio. A forma de preparo esta esquematizada na

Tabela 4.17. As aliquotas foram transferidas com auxilio de bureta.

Tabela 4.17 — Preparo das solucbes para o teste de recuperagao utilizando o
método de CLAE

Volume da solucéo de Volume da solucéo de

rabeprazol sédico em rabeprazol sédico Concentragao
comprimidos revestidos SQR 100 pg/ml* (ml) final (pg/ml)
250,0 pg/ml* (ml)
A 4,0 - 40,0
R1 4,0 2,5 50,0
R2 4,0 5,0 60,0
R3 4,0 75 70,0
P - 10,0 40,0

* aliquotas adicionadas em baldes volumétricos de 25 ml

As solugdes teste foram preparadas em triplicata. Para todas as solugdes
foram feitas trés determinacdes. Os calculos das quantidades recuperadas foram

feitos de acordo com as equagdes do item 4.2.3.1.5.1.




4.2.3.3.5 Determinagéo dos limites de deteccéo e quantificacao

Os limites de detecgdo e quantificagdo para o método por cromatografia
liquida de alta eficiéncia foram determinados com base nos dados de desvio padrao
do intercepto (s) e inclinagcdo média ( | ), obtidos a partir das trés curvas padréo.

Foram utilizadas as mesmas equacgdes descritas no item 4.2.3.1.6 (ICH, 1996a).

4.2.3.3.6 Avaliacao da robustez

A robustez do método foi avaliada através da observagdo do perfil
cromatografico apos alteragdes na fase moével, como propor¢gédo dos componentes e
pH.

O preparo das solugdes de rabeprazol sédico SQR e comprimidos revestidos

foi realizado como descrito no item 4.2.3.3.3.

A fase movel foi preparada como descrito no item 4.2.2.3, porém na avaliagéao
da influéncia de seu pH foi realizada a mudanca de pH 6,0 para 6,8, utilizando
hidroxido de amdnio. Para avaliagdo da propor¢édo dos componentes, realizou-se a
mistura de acetonitrila e agua nas proporgdes 33:67 (v/v) e 37:63 (v/v), mantendo o
pH 6,0.

4.2.3.3.7 Resultados

Os valores das areas absolutas referentes as concentracdes analisadas na

curva padrao estado descritos na Tabela 4.18.




Tabela 4.18 — Valores experimentais obtidos no desenvolvimento da curva padrao
de rabeprazol sédico por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Concentracao

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

350301,00
10,0 350376,00 347790,6 + 2548,00 1,27

342694,67

695566,33
20,0 694645,67 697795,4 + 2702,54 0,67
703174,33

1053935,67
30,0 1068942,30 1067842,0 £ 7730,78 1,25
1080648,00

1462041,33
40,0 1481510,67 1465897,0 £ 8133,22 0,96
1454139,33

1848147,33
50,0 1827166,67 1838908,0 £ 6184,42 0,58
1841409,67

2226275,33
60,0 2268443,67 2233965,0 + 18099,45 1,40
2207176,33

2632195,67
70,0 2624664,33 2619062,0 + 9616,65 0,64
2600327,00

* cada valor é média de trés determinacdes

e.p.m. = erro padrao da média
DPR = desvio padrao relativo

A Figura 4.18 mostra a representacéo grafica da curva padrédo obtida atraves

do método, bem como a equacao da reta e o coeficiente de correlacao (r ).




Os valores encontrados na ANOVA para avaliacdo da linearidade do método

estao indicados na Tabela 4.19.
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Figura 4.18 — Representacao grafica da curva padrao de rabeprazol sédico obtida
por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Tabela 4.19 — ANOVA das areas absolutas determinadas para a obtencao da curva
padrao de rabeprazol sddico através de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Fontes de variacao GL Soma dos Variancia F
quadrados
ENTRE 6 1,181 x 10" 1,9683 x 10" 75,50*
- regresséo linear 1 1,1806 x 10" 1,1806 x 10" 452,83*

- desvio de linearidade 5 3400171417,28 680034283,46 0,026
RESIDUO 14 3,65 x 10" 26071428571,4

TOTAL 20 1,2175 x 10"

* significativo para p< 0,05.

Os valores experimentais obtidos na determinacdo de rabeprazol sédico em
comprimidos revestidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia, em trés dias,

estao apresentados na Tabela 4.20.




Tabela 4.20 — Valores experimentais obtidos na determinagdo de rabeprazol sédico
em comprimidos revestidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia em trés dias.

Amostra Teor (%)* Interdias DPR
1° Dia 2° Dia 3° Dia
1 103,53 103,19 103,90
2 104,94 103,67 103,00
3 104,45 103,83 107,61
4 103,54 103,53 105,34 104,06 1,03
5 103,29 104,10 104,08
6 103,23 103,85 103,16
Meédia 103,83 103,69 104,68
DPR 0,67 0,30 1,54

* cada valor é média de trés determinacgdes

As percentagens de recuperacao obtidas a partir do teste de recuperagéo de

rabeprazol sédico SQR estdo apresentadas na Tabela 4.21.

Tabela 4.21 — Resultados experimentais referentes ao teste de recuperacdo de
rabeprazol sddico por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Concentragao Recuperacéo Média
Adicionada (pg/ml) Recuperada (ug/ml)* (%) (%)
R 10,0 10,19 101,90
R 20,0 20,26 101,30 101,61
Rs 30,0 30,49 101,63

* cada valor é média de trés determinagoes




Os cromatogramas obtidos na analise das solugdes de rabeprazol sdédico

SQR e de solugéo placebo podem ser visualizados na Figura 4.19.
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Figura 4.19 — Cromatogramas obtidos através da analise por cromatografia liquida
de alta eficiéncia das solugdes de rabeprazol sédico SQR (A) e de solugéo placebo
(B), na concentracdo de 40 ug/ml. Condigdes cromatograficas: coluna Hypersil
Keystone BetaBasic C8 (250 x 4,6 mm, 5 um); fase movel acetonitrila: agua (35:65,
v/v); fluxo 1,0 ml/min; deteccdo UV a 282 nm; temperatura de analise 30 °C.

Os valores obtidos para a determinagcdo dos limites de deteccdo e de
quantificacdo para o rabeprazol sédico, através do método proposto, foram 0,80

ug/ml e 2,43 ng/ml, respectivamente.

Os valores encontrados para os paréametros cromatograficos numero de
pratos tedricos (N), assimetria e fator capacidade (k’), bem como os tempos de
retengcdo obtidos para o rabeprazol sodico através de pequenas alteragbes nas

condigdes cromatograficas estabelecidas, estdo na Tabela 4.22.




Tabela 4.22 — Avaliacdo da robustez do método por cromatografia liquida de alta
eficiéncia através da observagao dos parametros cromatograficos numero de pratos
tedricos (N), assimetria e fator capacidade, alterando pH da fase mével, proporgao
dos componentes da fase moével e equipamento.

Alteracao Tempo de. N Assimetria Kk’
retencao (min)
Fase mével pH = 6,8 7,52 3425 0,89 5,80
Fase movel
acetonitrila:agua 8.91 3600 0.94 7,03
(83:67 v/iv) pH =6,0
Fase mével
acetonitrila:agua 6.46 3350 0.90 4,75

(837:63 v/iv) pH =6,0

A Figura 4.20 demonstra os cromatogramas obtidos na avaliagéo da robustez

do método cromatografico.
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Figura 4.20 - Cromatogramas de solugdo de rabeprazol sédico em comprimidos
revestidos obtidos na avaliagdo da robustez. (A) Fase mével acetonitrila-agua 37:63
(v/v) pH 6,0, (B) fase modvel acetonitrila-agua (35:65) pH 6,8; (C) fase movel
acetonitrila-agua 33:67 (v/v) pH 6,0.




4.2.3.3.8 Discussao

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € o método mais comumente
utilizado na analise farmacéutica. A combinacdo desta técnica com diferentes
detectores fornece um método preciso e exato para andlise quantitativa dos
produtos farmacéuticos (WATSON, 1999).

Como citado anteriormente, diferentes composigcbes de fase movel foram
testadas durante o desenvolvimento do método até que fosse escolhida a mistura de
acetonitrila e agua, na proporgdo 35:65 (v/v). Da mesma forma, foram testados
diferentes solventes para a amostra, uma vez que foi constatada a degradacao do
rabeprazol sédico em agua apés, aproximadamente, 5 horas. Considerando que
alguns dias de analise, como a realizagdo da curva padrdo, podem durar mais de 8
horas desde o preparo das solugdes até a injecéo de todas as amostras, buscou-se
um solvente que mantivesse o farmaco estavel durante toda a analise. Neste
sentido, foram testadas misturas contendo agua com dibutilamina (pH = 7,0) e
acetonitrila pura. Os resultados obtidos demonstraram que a acetonitila era
adequada, pois a solucao resultante possuia pH aproximadamente 11,0, mantendo o

farmaco estavel por, pelo menos, 15 horas.

Tendo em vista a necessidade de utilizagdo dos comprimidos de rabeprazol
sédico inteiros no preparo das amostras, como ja mencionado, foi padronizada a
utiizacdo de pequena quantidade de agua com pH ajustado para 10,0
(aproximadamente 10% do volume), a fim de promover a desintegracdo dos

comprimidos, que possuem revestimento gastrorresistente.

O tempo de retencdo observado para o rabeprazol sodico foi de

aproximadamente 7,5 minutos, adequado para analise de rotina.

A linearidade do método foi avaliada através da construcdo de uma curva
padrao, na faixa de concentragdo de 10,0 a 70,0 ug/ml. Foram desenvolvidas trés
curvas no mesmo dia, sendo evidenciada uma correlagao linear entre as areas
médias obtidas e a concentragao de rabeprazol sédico SQR. O estudo de regressao
linear pelo método dos minimos quadrados forneceu uma equagédo de reta y =

38061 x — 55137, com um coeficiente de correlagao (r) de 0,9998. Os resultados da




ANOVA demonstraram haver regressao linear significativa e auséncia de desvio da

linearidade, o que confirma a linearidade do método.

A precisdo do método foi avaliada através da determinacdo das amostras de
produto farmacéutico em um mesmo dia e em dias diferentes (precisdo
intermediaria). Os resultados obtidos indicaram um teor médio de 104,06% (DPR =
1,03) nos trés dias de analise. O baixo valor de desvio padr&o relativo observado

nas analises caracteriza o método como preciso.

O teste de recuperacéao foi realizado para avaliagcdo da exatiddo do método
proposto. A percentagem de recuperacdo média foi de 101,61%, demonstrando que

0 método é exato para a analise de rabeprazol sédico.

A avaliagdo da especificidade demonstrou n&o haver interferéncia dos
excipientes presentes na formulagdo na determinacdo de rabeprazol sédico, visto
que nao foi observado nenhum pico com tempo de retengdo semelhante ao do
farmaco. Desta forma, pode-se afirmar que o método é especifico para analise de

rabeprazol sodico.

Os valores encontrados para os limites de detec¢do (LD = 0,80 pg/ml) e de
quantificacdo (LQ = 2,43 pg/ml) de rabeprazol sédico demonstram que o método

apresenta boa sensibilidade, uma vez que esses valores sao baixos.

A avaliagdo da robustez do método cromatografico, realizada através de
pequenas modificagdes nas condi¢des cromatograficas, indicou que o método
proposto € robusto, pois ndo houve alteragdes significativas no perfil dos
cromatogramas, com exceg¢ao dos tempos de retengao, que variaram de 6,46 a 8,91
minutos. Os demais parametros cromatograficos mostraram-se satisfatorios e

proximos aos originais.

Com base na avaliagdo dos resultados obtidos, € possivel afirmar que o
método por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi validado de maneira

satisfatéria para determinacao de rabeprazol sédico.




4.2.3.4 Eletroforese Capilar (EC) (GARCIA et al., 2005)

Os procedimentos necessarios para a analise estdo descritos no item 4.2.2.4.

As condigdes eletroforéticas empregadas estdo na Tabela 4.4.

Os parametros analiticos avaliados para a validagdo do método por
eletroforese capilar foram: especificidade, linearidade, precisdo (repetibilidade e

precisao intermediaria), exatidao, e limites de detecgéo e de quantificacao.

4.2.3.4.1 Teste de especificidade

Para o teste de especificidade, foram preparadas solugdes de rabeprazol
sédico SQR e comprimidos revestidos, na concentragdo de 20,0 pg/ml, conforme
descrito a seguir no item 4.2.3.4.3. Da mesma forma, preparou-se uma solugao
placebo contendo os excipientes presentes na formulacdo nas mesmas quantidades

descritas no item 4.2.3.1.1, em uma concentragao tedrica de 20,0 pg/ml.

As solugdes de produto farmacéutico e de placebo foram filtradas em papel
filtro e todas as solugbes foram filtradas em membrana de nylon de 0,45 um de

diametro de poro.

Os eletroferogramas obtidos a partir das solugbes foram comparados,

verificando a possivel interferéncia dos excipientes na analise.

4.2.3.4.2 Curva Padréo

A obtengdo da curva padrdo foi realizada partindo-se de solugdo de
rabeprazol soédico SQR na concentragdo de 100,0 ug/ml preparada em agua pH
10,0. Aliquotas de 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; e 8,0 ml foram transferidas para baldes
volumétricos de 20 ml e os volumes completos com 0 mesmo solvente, obtendo-se
solugbes com concentragbes de 5,0; 10,0; 20,0; 30,0 e 40,0 ug/ml. Para cada
concentracdo de analise, foram preparadas solugdes em ftriplicata, sendo efetuadas

trés determinagdes por solugéao.




4.2.3.4.2.1 Célculos para a curva padréo

A curva padrao foi tracada através da construcdo de um grafico de
concentracido versus area absoluta. A equacao da reta foi determinada através do
estudo de regressao linear pelo método dos minimos quadrados e a ANOVA foi

realizada para verificagao da linearidade do método.

4.2.3.4.3 Determinacéo de rabeprazol sédico em comprimidos revestidos

A solucédo da amostra produto farmacéutico foi preparada colocando-se cinco
comprimidos revestidos, contendo 10 mg de rabeprazol sédico cada, em baléao
volumétrico de 250 ml e adicionando-se 30,0 ml de agua (pH = 10,0). O balao foi
levado ao banho de ultra-som por 20 minutos e apds, completou-se o volume com o
mesmo solvente. A solucdo foi filtrada em papel filtro e, a partir dela, foram
transferidas aliquotas de 2,0 ml para seis baldes volumétricos de 20 ml,
respectivamente, completando-se o volume com agua pH 10,0. A concentracgéo final

das solugdes foi de 20,0 ug/ml.

A solugao de rabeprazol sédico SQR foi obtida por dissolugado deste em agua

pH 10,0, obtendo-se uma solug&o de concentracao final igual a 20,0 ug/ml.

A determinacdo de rabeprazol soédico nos comprimidos foi realizada em trés

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

A determinagdo da concentracdo e dos teores de farmaco presente nos
comprimidos foi realizada conforme as equacdes descritas anteriormente no item
4.2.3.1.41.

4.2.3.4.4 Teste de recuperacao

Para realizagcdo do teste de recuperagao, foram preparadas solugdes de
rabeprazol sédico SQR e de produto farmacéutico, como descrito no item 4.2.3.4.3,

nas concentragdes de 100,0 ug/ml, respectivamente.




A partir destas solugdes, foram obtidas as solugdes teste, Ry, R, e R3, e as
solucdes de rabeprazol sdédico SQR, denominada P e de comprimidos revestidos,
denominada A, utilizadas no ensaio. A forma de preparo esta esquematizada na

Tabela 4.23. As aliquotas foram transferidas com auxilio de bureta.

Tabela 4.23 — Preparo das solugdes para o teste de recuperagcao de rabeprazol
sédico utilizando o método de eletroforese capilar

Volume da solugédo de Volume da solucéao de

rabeprazol s6dico em rabeprazol sédico Concentragao
comprimidos revestidos SQOR 100 pg/ml* (ml) final (ug/ml)
100,0 pg/ml* (ml)
A 2,0 - 10,0
R1 2,0 2,0 20,0
R2 2,0 4,0 30,0
R3 2,0 6,0 40,0
P - 2,0 10,0

* aliquotas adicionadas em baldes volumétricos de 20 ml

As solugdes teste foram preparadas em triplicata. Para todas as solucdes

foram feitas trés determinacoes.

As percentagens de recuperagao de rabeprazol sédico SQR foram calculadas

através da equacéo descrita anteriormente no item 4.2.3.1.5.1 (AOAC, 1990).

4.2.3.4.5 Determinacao dos limites de deteccédo e quantificacao

Os limites de detecgao e quantificagdo para o método de eletroforese capilar
foram determinados com base nos dados de desvio padrdo do intercepto (s) e
inclinacdo média ( | ), obtidos a partir das trés curvas padrdo. Foram utilizadas as

mesmas equagdes descritas no item 4.2.3.1.6 (ICH, 1996a).




4.2.3.4.6 Resultados

Os valores das areas absolutas referentes as concentragdes analisadas na

curva padrao estao descritos na Tabela 4.24.

A Figura 4.21 ilustra a representagao grafica da curva padrao obtida através

do método, bem como a equagao da reta e o coeficiente de correlagao (r ).

Os valores encontrados na ANOVA para avaliagdo da linearidade do método

estao indicados na Tabela 4.25.

Tabela 4.24 — Valores experimentais obtidos no desenvolvimento da curva padrao
de rabeprazol sodico por eletroforese capilar.

Concentracao

Areas absolutas* Area média £ e.p.m. DPR
(ug/mi)

6,28
50 6,27 6,35+ 0,078 2,0
6,51

11,88
10,0 11,44 11,68 + 0,130 1,92
11,74

22,59
20,0 23,01 22,98 + 0,220 1,65
23,35

32,55
30,0 33,15 33,04 £ 0,257 1,34
33,42

45,34
40,0 45,65 44,99 + 0,506 0,48
44,00

* cada valor é média de trés determinacdes
e.p.m. = erro padrao da média

DPR = desvio padréo relativo
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Figura 4.21 — Representacao grafica da curva padrao de rabeprazol sédico obtida
por eletroforese capilar.

Tabela 4.25 — ANOVA das areas absolutas determinadas para a obtencao da curva
padrao de rabeprazol sodico através de eletroforese capilar.

Fontes de variacao GL Soma dos Variancia F
quadrados
ENTRE 4 2959,38 739,84 3134,91*
- regressao linear 1 2957,54 2957,54 12531,94*
- desvio de linearidade 3 1,839 0,613 2,59
RESIDUO 10 2,362 0,236
TOTAL 14 2961,75

* significativo para p< 0,05.

Os valores experimentais obtidos na determinacao de rabeprazol sédico em
comprimidos revestidos por eletroforese capilar, em trés dias, estdo apresentados na
Tabela 4.26.




Tabela 4.26 — Valores experimentais obtidos na determinagdo de rabeprazol sédico
em comprimidos revestidos por eletroforese capilar.

Teor (%)*

Amostra Interdias DPR
1° Dia 2° Dia 3° Dia
1 99,30 102,13 100,90
2 101,20 101,38 98,79
3 103,17 100,36 101,37
4 102,02 98,27 100,86 101,06 1,69
5 99,10 99,29 104,52
6 103,68 101,56 101,20
Média 101,41 100,49 101,27
DPR 1,89 1,47 1,82

* cada valor é média de trés determinagoes

As percentagens de recuperagao obtidas a partir do teste de recuperagao de
rabeprazol sédico SQR estdo apresentadas na Tabela 4.27.

Tabela 4.27 — Resultados experimentais referentes ao teste de recuperagao por
eletroforese capilar

Concentragao Recuperacgéo Média
Adicionada (ug/ml) Recuperada (ug/ml)* (%) (%)
R 10,0 10,59 105,86
R 20,0 20,80 104,01 103,12
Rs 30,0 29,83 99,46

* cada valor é média de trés determinacoes

Os eletroferogramas obtidos na analise das solugdes de rabeprazol sédico

SQR e de solugao placebo estéo representados na Figura 4.22.
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Figura 4.22 — Eletroferogramas obtidos através da analise por eletroforese capilar
das solugbes de rabeprazol sédico SQR (A) e de solugdo placebo (B), na
concentragdo de 20 ug/ml. Condigdes eletroforéticas: capilar de silica fundida de
48 cm; tampéao tetraborato de sédio 10 mM como eletrdlito de corrida; tensdo de
20kV em rampa; detecgdo UV a 291 nm; temperatura de analise 25 °C.

Os valores obtidos para os limites de detecgdo e de quantificagdo para o
rabeprazol sédico, através do método proposto, foram 1,29 ug/ml e 3,91 ug/ml,

respectivamente.

4.2.3.4.7 Discussao

Durante o desenvolvimento do método, dois parametros principais foram
avaliados: concentracdo do eletrdlito e diluente para a amostra. A importancia da
avaliacdo da concentragdo do eletrdlito ja foi discutida anteriormente no item
4.2.2.4.1, sobre a andlise qualitativa. O diluente da amostra também deve ser
selecionado com cuidado, pois influencia diretamente na estabilidade do composto.
Foram testados agua (pH ajustado para 10,0 com hidroxido de amdnio), tampao
borato de sédio 10 mM e 15 mM. As ultimas nao foram satisfatérias, uma vez que

resultaram em linha de base irregular e pico assimétrico. O trabalho de ORNSKOV




e colaboradores (2003) descreve algumas estratégias para a determinagéo de
compostos instaveis, como rabeprazol, por eletroforese capilar. Segundo os autores,
compostos labeis devem ser dissolvidos em um meio estabilizante a fim de
minimizar sua degradacao no vial durante a analise. Sendo assim, foi necessario o
ajuste de pH da agua para 10,0, pois o rabeprazol é instavel em meio acido ou

neutro, o que poderia prejudicar a analise.

A etapa de pré-condicionamento do capilar, realizada no inicio de todas as
corridas eletroforéticas, € necessaria a fim de estabilizar o capilar e evitar a adsorgéo
da amostra em seu interior. Além disso, torna o tempo de migragdo mais reprodutivel
(ALTRIA, 1996).

A linearidade do método foi avaliada através da construcdo de uma curva
padrdo, na faixa de concentragéo de 5,0 a 40,0 ug/ml. Foram desenvolvidas trés
curvas no mesmo dia, sendo evidenciada uma correlagao linear entre as areas
médias obtidas e a concentragao de rabeprazol sédico SQR. O estudo de regressao
linear pelo método dos minimos quadrados forneceu uma equacéao de reta y = 1,096
x + 0,786, com um coeficiente de correlagao (r) de 0,9993. Os resultados da ANOVA
demonstraram haver regressdo linear significativa e auséncia de desvio da

linearidade, o que confirma a linearidade do método.

A precisdao do método foi avaliada através da determinacdo das amostras de
produto farmacéutico em um mesmo dia e em dias diferentes (precisdo
intermediaria). Os resultados obtidos indicaram um teor médio de 101,06% (DPR =
1,69), em trés dias de analise. Os valores de desvio padrao relativo observados nas

analises estao abaixo de 2,0, o que caracteriza 0 método como preciso.

O teste de recuperacédo, realizado para avaliacdo da exatiddo do método
proposto, apresentou recuperacdo média de 101,61%, demonstrando que o método

€ exato para a analise de rabeprazol sédico.

A avaliagdo da especificidade demonstrou n&o haver interferéncia dos
excipientes presentes na formulagdo na determinacdo de rabeprazol sédico, visto
que nao foi observado nenhum pico com tempo de migragao igual ao do rabeprazol
sédico. Desta forma, pode-se afirmar que o método é especifico para analise do

farmaco.




Os baixos valores encontrados para os limites de deteccao (1,29 ug/ml) e de
quantificacédo (3,91 pg/ml) de rabeprazol sodico demonstram que o método

apresenta boa sensibilidade.

Considerando os resultados obtidos na anélise dos parametros de validagao,

0 método proposto foi satisfatoriamente validado.

4.2.4 Teste de dissolugcdo dos comprimidos revestidos (GARCIA et al,
2006b)

A avaliagdo das quantidades de rabeprazol sodico dissolvidas no meio de
dissolucdo foi realizada através da técnica por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), utilizando as condi¢des descritas no item 4.2.3.3. A Unica
alteracdo realizada foi no diluente das amostras que, para esta finalidade, foi

acetonitrila-tampao borato pH 9,0 (50:50 v/v).

As amostras de produto farmacéutico utilizadas no desenvolvimento e na
validac&o do teste de dissolugdo foram os comprimidos revestidos contendo 20 mg

de farmaco.

O teste foi realizado em aparelho dissolutor Sotax modelo AT7 contendo 6

cubas.

As condigdes empregadas no teste de dissolugédo estdo descritas na Tabela
4.28.




Tabela 4.28 — Condigbes empregadas no teste de dissolugdo de comprimidos de
rabeprazol sodico.

Caracteristica Descricao
Aparato pa
Velocidade de agitagao 75 rpm

Meio de dissolugcao

- etapa acida HCI 0,1 M — 2 horas

- etapa basica tampao borato pH 9,0 — 1 hora
Volume de meio 900 ml (para as duas etapas)
Modo de desaeracao banho de ultra-som — 15 minutos
Tempos de coleta 5, 10, 15, 30, 45 e 60 minutos
Temperatura 37+0,5°C

As solugdes tampao testadas para o desenvolvimento foram preparadas de
acordo com a USP 28 (2005).

Os parametros avaliados para a validacdo do teste de dissolucdo foram:

estabilidade, especificidade, linearidade, precisao e exatidao.

4.2.4.1 Determinagéo das condig¢des sink

As condi¢des sink para rabeprazol sodico foram determinadas em tampéao
fosfato de potassio pH 6,8, tampéao fosfato de potassio pH 7,5 e tampéao borato pH
9,0, utilizando quantidades de farmaco equivalentes a 3 vezes a dose presente na

forma farmacéutica em 900 ml de meio de dissolugao.
4.2.4.2 Avaliagéo da estabilidade nos meios

A estabilidade de rabeprazol sddico nos meios de dissolugcdo foi avaliada

preparando-se solugdes a partir dos comprimidos em 3 meios de dissolugao: tampao




fosfato de potassio pH 6,8, tampéao fosfato de potassio pH 7,5 e tampao borato pH
9,0 (1 comprimido para cada meio). Essas solu¢gdes foram mantidas em temperatura

ambiente (25 £ 1 °C) e monitoradas por 2 horas através de CLAE.

As solugdes preparadas em tampéao borato pH 9,0 e diluidas em acetonitrila

para analise por CLAE, foram monitoradas por 11 horas.

4.2.4.3 Avaliagéo da especificidade

Para avaliacdo da especificidade do teste, uma mistura placebo contendo os
excipientes presentes na formulagdo em suas concentragdes usuais, foi preparada e
quantidades equivalentes a um comprimido foram transferidas para cubas contendo
900 ml de meio de dissolugdo. A agitagdo do meio foi promovida por 2 horas a 150
rpm, utilizando o aparato pa e temperatura de 37 + 0,5 °C. Aliquotas desta solugao

foram filtradas e analisadas por CLAE e espectrofotometria UV.

4.2.4.4 Curva Padrao

Para construcdo da curva padréo, preparou-se uma solugcdo de rabeprazol
sédico SQR na concentracédo de 100 pg/ml utilizando a mistura de acetonitrila-
tampao borato pH 9,0 (50:50 v/v) como diluente. A partir desta solugao, aliquotas
foram transferidas para balbes volumétricos de 25 ml, obtendo-se solu¢gdes com
concentragdes de 1,0; 2,0; 4,0; 5,0; 10,0 e 20,0 ug/ml ao completar o volume com o
diluente. Para cada concentragcdo de analise, foram preparadas solugdes em

triplicata, sendo efetuadas trés determinag¢des por solugao.

4.2.4.4.1 Célculos para a curva padréo

A curva padrdo foi obtida através da construgdo de um grafico de
concentracido versus area absoluta. A equacao da reta foi determinada através do
estudo de regressao linear pelo método dos minimos quadrados e a ANOVA foi

realizada para verificagao da linearidade do método.




4.2.45 Precisao

A repetibilidade foi avaliada pela analise dos valores de desvio padrao relativo
(DPR) dos dados obtidos da curva padrdo. A precisdo intermediaria foi analisada
através dos resultados obtidos na dissolugcdo em dias diferentes, com analistas

diferentes, utilizando um lote com uniformidade de conteudo avaliada.

4.2.4.6 Exatidao

Conforme a guia do ICH (1996a), a exatidao foi inferida a partir dos dados de

linearidade, especificidade e preciséao.

4.2.4.7 Quantidade dissolvida na etapa &cida

A fim de determinar a quantidade de rabeprazol sédico dissolvida nesta
etapa, os comprimidos foram removidos apdés duas horas e seu doseamento foi

realizado através de CLAE.

4.2.4.8 Determinacao do perfil de dissolucao

Apoés duas horas em meio acido, os comprimidos foram transferidos para o
meio basico, nas condi¢des descritas na Tabela 4.33. Conforme os tempos de
coleta, aliquotas de 10 ml eram retiradas e volumes iguais de meio de dissolugéo
eram repostos a fim de manter o mesmo volume total. As amostras foram filtradas
usando membranas de nylon com 0,45 um, diluidas em acetonitrila a concentragao

de 11,0 pg/ml e analisadas por CLAE.

4.2.4.9 Resultados

A avaliagado das condi¢cdes sink para rabeprazol sédico demonstrou que o

farmaco era soluvel em tampéao fosfato pH 6,8, em tampéo fosfato pH 7,5 e em




tampao borato pH 9,0. Entretanto, a solucdo em pH 6,8 tornou-se amarela em
poucos minutos, enquanto que em pH 7,5 tornou-se esverdeada dentro de uma

hora, indicando a baixa estabilidade do farmaco nestes meios.

A Figura 4.23 apresenta o grafico de decaimento de rabeprazol sédico nas
duas primeiras horas de avaliagdo de sua estabilidade nos meios de dissolugao.
Observa-se que em pH 6,8, o farmaco degrada em torno de 30% na primeira hora,
enquanto que em pH 7,5 a degradacao € de 13,4% no mesmo periodo. Em pH 9,0, o

farmaco demonstrou ser mais estavel.

1400000 —e— Tampéo fosfato pH 6,8

1200000 —a— Tamp3o fosfato pH 7,5

1000000 —a— Tampéo borato pH 9,0
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Figura 4.23 - Perfil de decaimento de rabeprazol sédico nas duas primeiras
horas de avaliagdo de sua estabilidade nos meios de dissolugao: (¢) Tampao
fosfato pH 6,8; (M) Tampéao fosfato pH 7,5; (o) Tampao borato pH 9,0.

A avaliacédo da estabilidade das solugdes coletadas do teste de dissolucéo e
diluidas em acetonitrila para doseamento, por 11 horas, esta representada na Figura
4.24.
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Figura 4.24 - Perfil de decaimento de rabeprazol sdédico na mistura
tampéo borato pH 9,0 e acetonitrila (50:50 v/v) por CLAE.

O cromatograma e o espectro UV referentes a avaliagdo da especificidade

estao representados nas Figuras 4.25 e 4.26, respectivamente.
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Figura 4.25 - Cromatograma da amostra placebo, em tampao borato pH = 9,0.
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Figura 4.26 — Espectro UV da solugao placebo, em tampao borato pH = 9,0.

Os valores das areas absolutas referentes as concentracdes analisadas na

curva padrao para o teste de dissolucéo estao descritos na Tabela 4.29.




Tabela 4.29 — Valores experimentais obtidos no desenvolvimento da curva padrao
por CLAE para o teste de dissolugdo de comprimidos de rabeprazol sddico.

Concentracao

Areas absolutas* Area média £ e.p.m. DPR
(ug/mi)

40095,67
1,0 39295,00 40221,39 £ 574,59 2,47
41273,50

79893,33
2,0 79810,67 80406,67 + 555,18 1,19
81516,00

163618,00
4,0 163931,67 163654,89 + 150,29 0,15
163415,00

203197,67
5,0 204834,33 205290,11 + 1358,89 1,14
207838,33

408648,00
10,0 415960,33 413409 + 2382,54 0,99
415618,67

828286,00
20,0 833369,33 831815,33 + 1768,85 0,37
833790,67

* cada valor é média de trés determinagoes
e.p.m. = erro padrao da média

DPR = desvio padréo relativo

A Figura 4.27 ilustra a representagao grafica da curva padrao obtida através

do método, bem como a equacao da reta e o coeficiente de correlagao (r ).

Os valores encontrados na ANOVA para avaliagdo da linearidade estao

indicados na Tabela 4.30.
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Figura 4.27 - Representacgao grafica da curva padrao por CLAE para o teste de
dissolucdo comprimidos de rabeprazol sédico.

Tabela 4.30 — ANOVA das areas absolutas determinadas para a obtencao da curva
padrao do teste de dissolugcao por CLAE para comprimidos de rabeprazol sédico.

Fontes de variacao GL Somados Variancia F
quadrados
ENTRE 5 1,3147 x 10" 2,6294 x 10" 46486,42*
- regresséo linear 1 1,3147 x 10" 1,3147 x 10'2  232430,49*
- desvio de linearidade 4 9201936,65 2300484,16 0,406
RESIDUO 12 67877369,03 5656447,42
TOTAL 17 1,3148 x 10"

* significativo para p< 0,05.

A avaliagdo da repetibilidade do método demonstrou que os valores de DPR

para os dados da curva padrao estao entre 0,15 e 2,47, considerados baixos (Tabela

4.29). Da mesma forma, os valores de DPR para percentagens de dissolugdo, em

dias diferentes, com analistas diferentes, estavam abaixo de 5% para valores acima
de 85% de dissolugéo (DPR = 0,96; 0,35 e 0,18 para os tempos 30, 45 e 60 minutos,

respectivamente).




O teor residual médio de rabeprazol encontrado nos comprimidos da etapa

acida foi de 98,05%, com DPR = 1,18. O resultado indica que o revestimento oferece

boa protecéo a integridade da formulagdo em meio acido.

As quantidades de rabeprazol, dissolvidas em cada tempo de coleta, e os

valores de DPR estao listados na Tabela 4.31.

Tabela 4.31 - Quantidade de rabeprazol sodico dissolvida no teste de dissolugdo (n
= 12), usando tampé&o borato pH 9,0 como meio e velocidade de 75 rpm (pas).

Tempo (minutos) % farmaco dissolvida DPR
0 0 0
5 0 0
10 2,14 68,10
15 15,01 25,98
30 98,65 3,27
45 101,26 1,00
60 99,21 0,66
O perfil de dissolugao obtido esta representado na Figura 4.28.
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.Figura 4.28 - Perfil de dissolugdo de comprimidos revestidos de rabeprazol sddico
(n = 12) usando tampao borato pH 9,0 como meio e velocidade de 75 rpm (pas).




4.2.4.10 Discussao

O teste de dissolugao € apontado como uma importante ferramenta para a
caracterizagdo de um produto na area farmacéutica. O mesmo fornece informacgoes
uteis tanto na pesquisa e desenvolvimento como na produgdo e controle de
qualidade de formas farmacéuticas (MARQUES e BROWN, 2002). Além de
demonstrar a equivaléncia lote-a-lote, o teste € uma exigéncia para o registro de
novos produtos e um parametro essencial a ser avaliado em um protocolo de
controle de qualidade (ANSEL et al., 1999; FURLANETTO et al.,, 2003; FROST,
2004).

Apesar de ndo ter sido encontrada a classificacdo de rabeprazol no Sistema
de Classificagao Biofarmacéutico, pode-se inferir que o farmaco seja Classe lll, visto
que apresenta uma alta solubilidade e biodisponibilidade de 52%. Neste caso, a
analise poderia ter sido realizada em apenas um ponto (FDA, 1997). Entretanto,
como nao havia dados sobre o teste de dissolugdo para os comprimidos contendo
rabeprazol, optou-se por realizar o perfil de dissolugdo, a fim de conhecer as

informacdes geradas a partir do teste desenvolvido.

Para o desenvolvimento do teste de dissolugcéo, € necessario considerar a
solubilidade do farmaco no meio de dissolucdo, bem como sua estabilidade no
mesmo. Considerando que os meios de dissolugdo usuais para comprimidos de
liberagdo modificada sao tampao fosfato pH 6,8 e tampao fosfato pH 7,5, estes
meios foram testados, juntamente com um de pH mais alto, tampao borato pH 9,0.
Apesar de rabeprazol ter demonstrado ser soluvel nos trés meios, aqueles com pH
6,8 e 7,5 parecem nao manter a estabilidade do farmaco, enquanto que em pH 9,0,
a degradacao € minima. Mesmo tratando-se de um valor de pH nao-fisiolégico, esta
condigao foi necessaria a fim de ndo haver a degradagdo do farmaco durante o
teste. De acordo com MARQUES e BROWN (2002), a faixa aceitavel para a
estabilidade da solugao € de 98 a 102%.

O trabalho de FARINHA e colaboradores (2000) descreve o estudo da
dissolucdo para o farmaco omeprazol, no qual também foi necessario trabalhar com

pH elevado (8,0), a fim de manter a estabilidade da substancia durante o teste.




O teste de estabilidade das solug¢des coletadas do meio pH 9,0 e diluidas em
acetonitrila demonstrou que o farmaco é estavel por, pelo menos, 11 horas (Figura
4.24).

A andlise da especificidade demonstrou que o método por CLAE néo sofre a
interferéncia dos excipientes da formulagdo, uma vez que nao ha outros picos no
cromatograma, além daquele referente ao tampao. A ferramenta peak purity também
demonstrou que o pico de rabeprazol esta 100% puro. Por outro lado, o método de
espectrofotometria no ultravioleta nao foi especifico para esta determinacéo, pois os
excipientes absorvem no comprimento de onda de anadlise (282 nm), mesmo apos
filtracdo em membrana de 0,45 uym. Este fato pode ser atribuido a dissolugdo dos
excipientes no meio por agao da temperatura e da agitagdo. A aplicagado da técnica
de espectrofotometria UV derivada seria uma alternativa adequada para contornar

este problema.

A velocidade de agitacao foi selecionada de acordo com faixa recomendada
para pas (50-75 rpm) (USP, 2004; FDA, 1997). Considerando que os resultados
obtidos nos testes preliminares com 75 rpm foram satisfatorios, ndo foram testadas
outras velocidades. Os filtros também foram avaliados e a membrana de 0,45 ym foi

escolhida.

A avaliagado da linearidade do método foi realizada através da construgéo de
uma curva padrdo, na faixa de concentragdo de 1,0 a 20,0 pg/ml. Foram
desenvolvidas trés curvas no mesmo dia, sendo evidenciada uma correlagéo linear
entre as areas médias obtidas e a concentragdo de rabeprazol sédico SQR. O
estudo de regressao linear pelo método dos minimos quadrados forneceu uma
equacgao de reta y = 41702,6 x — 2789,07, com coeficiente de correlagdo (r) de
0,9999. Os resultados da ANOVA demonstraram haver regresséo linear significativa

e auséncia de desvio da linearidade, o que confirma a linearidade do método.

Através da analise dos baixos valores de DPR, obtidos para os dados da
curva padrao, e para as percentagens de dissolugao obtidas em dias diferentes, foi

possivel observar a repetibilidade e a precisdo intermediaria do método.

Tendo em vista os resultados satisfatorios para os parametros linearidade,

especificidade e precisdo, a exatidado pbdde ser inferida e considerada adequada.




Outra possibilidade descrita nas guias (ICH, 2005) é a realizagdo do teste de

recuperagao nas cubas.

Para o teste de dissolucdo de comprimidos com revestimento
gastrorresistente, € importante realizar uma etapa inicial acida, a fim de verificar a
influéncia do pH acido sobre a integridade da formulagdo. No caso de rabeprazol, a
quantidade da substancia que eventualmente fosse liberada seria rapidamente
degradada. Assim, foi necessario remover e analisar os comprimidos provenientes
da etapa acida, antes de executar o teste completo. Considerando que o teor médio
encontrado no teste de uniformidade de conteudo foi de 105,5% (DPR = 1,92), a
perda na etapa acida foi de aproximadamente 7,5% (menor que 10%, conforme F.
Bras. IV ed). Os resultados encontrados indicaram que o revestimento oferece boa

protecdo a substancia ativa.

O perfil de dissolugao obtido para os comprimidos contendo rabeprazol sédico
foi satisfatorio. Apds 30 minutos, mais de 95% do farmaco estava dissolvido no
meio. A analise de um ou mais pontos entre os tempos 15 e 30 minutos seria
interessante, a fim de conhecer melhor o comportamento da formulagédo e ser mais
adequado para a comparagao entre perfis. Como especificagdo do teste, pode ser
sugerida a analise de um ponto, por exemplo, 30 minutos, onde mais de 85% do

farmaco devera estar dissolvido.

Nao foi possivel realizar a comparacéo de perfis entre formulagdes, pois, até
o0 momento, existe apenas uma especialidade farmacéutica contendo rabeprazol

disponivel no mercado brasileiro.




4.3 DISCUSSAO DO CAPITULO |







A validacdo de metodologia analitica para o rabeprazol so6dico em
comprimidos revestidos foi um dos objetivos gerais do presente trabalho, tendo em
vista que, no inicio do desenvolvimento do projeto, ndo existiam trabalhos sobre a
determinagdo quantitativa do farmaco na forma farmacéutica e ndo ha, ainda,

monografia oficial dessa substancia ativa.

A selecdo dos métodos utilizados baseou-se em questdes como tempo de
analise, exatidao, custo, disponibilidade e capacidade de aplicagdo em estudos de
estabilidade. Além disso, buscaram-se métodos que fossem usualmente descritos

em codigos oficiais.

Os métodos qualitativos utilizados possibilitaram a identificagdo de rabeprazol
sédico nas amostras, sendo a cromatografia em camada delgada o mais simples e

rapido.

A espectrofotometria na regido do ultravioleta € uma técnica bastante utilizada
devido a sua simples execugao e ao baixo custo de reagentes (WATSON, 1999).
Neste trabalho, foi aplicada para a identificagdo das amostras e quantificacdo do
farmaco, produzindo resultados satisfatérios. Entretanto, a técnica oferece
problemas de especificidade, como foi comprovado durante o desenvolvimento do
método e no teste de dissolugdo dos comprimidos revestidos, o que limita sua
aplicacdo em algumas condigbes sem a realizagdo de um pré-tratamento das

amostras.

Uma alternativa para contornar esse problema foi a utilizagdo da
espectrofotometria ultravioleta derivada, a qual também é de facil execugao, mas
necessita equipamento adequado. A observacao de que a filtragcdo das amostras em
membrana de 0,45 ym permitia a utilizagdo do método por ultravioleta para o
doseamento de rabeprazol na formulagao, possibilitou, entdo, a validagao dos dois

métodos espectrofotométricos.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia constitui-se um método bastante
aplicado em razao de sua capacidade de separacado e versatilidade. Entretanto,
necessita de equipamento e reagentes de maior custo. O método validado neste
trabalho mostrou-se adequado para a identificacdo e quantificacdo de rabeprazol
sodico, inclusive no teste de dissolugdo (GARCIA et al., 2004; GARCIA et al., 2006).




O método de eletroforese capilar tem apresentado grande aplicabilidade na
area farmacéutica, observando-se um crescente numero de trabalhos na literatura.
Trata-se de uma técnica rapida e com baixa utilizacdo de solventes, mas cujo
equipamento ndo esta acessivel a todos os laboratérios de controle de qualidade.
Nas condi¢oes utilizadas neste trabalho, o método foi adequado para a identificagao

e quantificacdo do farmaco na forma farmacéutica.

Nao existem especificagdes oficiais para o teor de rabeprazol sédico nos
comprimidos revestidos. Os limites preconizados pelas farmacopéias para a
determinacao do teor de farmacos em formas farmacéuticas encontram-se na faixa
de 90,0 a 110,0 % (F. Bras. IV, 1988; USP 29, 2006). Através dos métodos
estudados, os teores encontrados para as amostras encontram-se entre 99 e 104%

do valor declarado, dentro dos limites usuais.

O desenvolvimento do teste de dissolugdo é uma etapa muito importante,
considerando que o mesmo € uma ferramenta de avaliacdo de produtos
farmacéuticos. Os dados de especificidade e estabilidade sdo necessarios a fim de
considerar qual serda o método de doseamento do farmaco, no meio de dissolugao.
As condi¢cbes estabelecidas foram adequadas e o perfil obtido considerado
satisfatorio. Entretanto, a analise de mais pontos seria importante, a fim de tornar
mais favoravel a comparacdo entre perfis. O teste desenvolvido supre uma
necessidade, visto que ndo havia método de dissolu¢cao descrito na literatura para os

comprimidos contendo rabeprazol.

Cabe salientar que para a validagcdo dos métodos propostos neste trabalho,
houve a necessidade de utilizagdo da substancia quimica de referéncia, a qual foi
caracterizada por espectrofotometria no infravermelho e espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de 'H, 3C e de correlagdo, dados estes importantes

para futuros estudos de estabilidade.




4.4 CONCLUSOES DO CAPITULO |







A analise por espectrofotometria no infravermelho e por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, de carbono, juntamente com

espectros de correlagéo, permitiram a caracterizagao do rabeprazol sédico;

Os métodos por cromatografia em camada delgada, espectrofotometria no
ultravioleta, cromatografia liquida de alta eficiéncia e eletroforese capilar sao
adequados para a identificacdo de rabeprazol sédico em comprimidos

revestidos;

Os métodos por espectrofotometria na regido do ultravioleta e ultravioleta
derivada de 12 ordem foram validados adequadamente para a determinagao
quantitativa do farmaco, apresentando especificidade, linearidade, preciséo e

exatidao;

O método de quantificagdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi

validado e mostrou-se linear, preciso, exato, sensivel, especifico e robusto;

O método por eletroforese capilar foi validado para o doseamento de
rabeprazol sddico na forma farmacéutica, demonstrando ser linear, preciso,

exato, especifico e sensivel;

O teste de dissolucdo dos comprimidos revestidos contendo rabeprazol
sédico foi desenvolvido e validado e o perfil de dissolugdo obtido foi

considerado satisfatorio.
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New Liquid Chromatographic Method for Determination of
Rabeprazole Sodium in Coated Tablets
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Rabeprazole sodium is a proton pump inhibitor
that covalently binds and inactivates the gastric
parietal cell proton pump (H'/K* ATPase). Little has
been published about the quantitative
determination of this drug. The aim of this research
was to develop a new liquid chromatographic
method for quantitative determination of
rabeprazole in coated tablets. The system
consisted of a Hypersil Keystone Betabasic C8
column (250 x 4.6 mm, 5 um particle size), an
isocratic acetonitrile—water (35 + 65) mobile phase
at a flow rate of 1.0 mL/min, and a diode array
detector set at 282 nm. The following validation
parameters were evaluated: linearity, precision,
accuracy, specificity, detection and quantitation
limits, and robustness. The method showed good
linearity in the concentration range of 10-70 ug/mL.
The quantitation limit was 2.43 ug/mL, and the
detection limit was 0.80 ug/mL. The intra- and
interday precision data showed that the method
has good reproducibility (relative standard
deviation = 1.03). Accuracy and robustness were
also evaluated, and the results were satisfactory.
The mean recovery was 101.61%. The analysis of a
placebo mixture demonstrated the method is aiso
specific.

methylpyridin-2-yljmethylsulfinyl}- | H-benzimidazoe
is a proton pump inhibitor that covalently binds and
inactivates the gastric parietal cell proton pump (H/K™
ATPase). It has proven efficacy in healing, symptom relief,
and prevention of relapse of gastric ulcer, duodenal ulcer, and
gastro-oesophageal reflux disease (1). In addition, it has a
great activity against Helicobacter pylori. an organism
strongly associated with peptic ulcer disease, through
different mechanisms not well understood (2, 3). The
structural formula is given in Figure 1.
This drug is not present in any pharmacopoeia, and few
publications address its determination. Of these references,

Rjtbeprazole (#)-sodium 2-[[4-(3-methoxypropoxy)-3-

Received November 12, 2003. Accepted by IM February 19, 2004,
Corresponding author's e-mail: cassiavgarcia@yahoo.com.br.

3 describe liquid chromatography (LC) methods for analysis
of rar and dog plasma (4-61. i only one describes
spectrophotometric  and  chromatographic methods  for
determination of rabeprazole in the presence of 1s
degradation products (7). A screening method using
nonaqueous capillary electrophoresis for purity analysis of the
pyridinyl- methyl-sulfinyl-benzimidazoles, including
rabeprazole, was also published ().

Considering the relative instabiliny of this drug under acid
conditions and the few publications concerning quantitative
methods for pharmaceutical dosage forms, it is important to
study, develop, and validate new methods to be used for
quality control and to increase safety for the patients that use
this therapy. The present paper reports the development and
validation of a new LC method for determination of
rabeprazole sodium in coated tablets.

o

Experimental
Chemicals

(a) Rabeprazole sodium.—Reference standard was
supplied by Janssen-Cilag (Sao Paulo. Brazil).

(b) Pariet®™ coated tablets, comaining 10 mg rabeprazole
sodivm —QObtained commercially.

(¢) Pharmaceutical form excipienis—Reported by the
manufacturer, were mannitol, hyvdroxypropyl cellulose,
magnesium oxide, low-substituted hydroxypropyl cellulose,
magnesium  stearate,  ethylcellulose,  hydroxypropyl
methylccllulose phthalate, diacetylated monoglycerides, talc,
titanium dioxide, carnauba wax, and ferric oxide (red) as a
coloring agent. All were obtained from different local
distributors.

(d) Acetonitrile—Used for preparation of the mobile
phase and as a diluent; LC grade (Merck, Darmstadt,
Germany).

(e) Water—Purified using a Millipore® systern.

(f) Filter—All solutions were filiered using a 0.45 um
nylon filter (MFS, Sao Paulo, Brazil).

Instrumentation and Analytical Conditions

(a) Liquid chromatograph.—Shimadzu (Kyoto, Japan);
consisted of a series LC 10 AD VP pump, SCL-10A VP
system controller, autosampler, CTO-10AC VP column oven.
and SPD-M10A diode array detector (set at 282 nm).




GARCIA ET AL JOURNAL OF AQAC INTERNATIONAL VOL. 87, No. 4, 2004 8§43

HC ~ OCH,CH,CH,OCH,

—CHZ \—
SOs Y

Na

O==w

Figure 1. Structural formula of rabeprazole sodium.

(b)Y LC cofumn.—Thermo Hyperstl Keystone (Winstord.
UK) Betabasic C8 (250 » 4.6 mum, 3 um particle siz¢),
endcapped.

(¢) Software—Data acquisition was performed on
Class-VP software, Version 6.12 (Shimadzu).

(d) Mobhile phase.—Preparcd daily by mixing acctoniwile
and water in a volume ratio of (35 + 65), filtered by using a
0.45 pm niylon fitter, and degassed by helium gas flow. Mobile
phase flow rate, 1.0 mL/min; column oven femperature. 30° £
1°C; and injection volume, 20 pb.

Validation Protocol

The proposed method was validated according to
International Conference on Harmonization (ICH; 9), AOAC
INTERNATIONAL (10}, and U.S. Pharmacopoeia (USP; 11)
guidelines.

(a) Linearity—The standard curve was prepared by
taking aliquots of a 125 ug/mL solution of rabeprazole sodium
reference standard and diluting with acetonitrile to obtain final
concentrations of 10.0, 20.0. 30.0, 40.0, 50.0, 60.0. and
70.0 pg/ml. Each solution was prepared in triplicate. The
linearity was evaluated by linear regression analysis that was
calculated by the least-square regression method.

Hpros,

Figure 2. Chromatogram of rabeprazole sodium

(40 ug/mL) in acetonitrile. {A) Reference substance,

(B) commercial sample. Chromatographic conditions:
column, Hypersi! Keystone Betabasic C8 (250 x 4.6 mm;
5 um); mobile phase, acetonitrile—water (35 + 65); flow
rate, 1.0 mL/min; injection volume, 20.0 uL; detection,
282 nm; and temperature, 30° + 1°C.

Table 1. Suitability test parameters of the liquid
chromatographic method for determination of
rabeprazole

Parameter Mean
Retention time 7.52
Theoretical plates 3.49 x 10°
Capacity factor 4.80
Asymmelry 0.98

by Procision.— Five tablets were transterred to a 200 i
yvolumetric flask containing 20 ml water at pH 10.2 (adjusted
with ammoniun hvdroxide) and ultrasonicated for 20 min.
Then acetonitrile was added into the flask o obtain a
concentration of 250 pg/mL. This solution was passed
through a paper filier and diluted to reach a final concentration
of 40 ug/mi. Six solutions of 40 ug/mL were prepared cach
dav. The procedure was repeated over 3 days n order o
evaluate the interday precision by calculation of the relative
standard deviation (RSD).

(¢) Acauracy—To evaluate the accuracy of the proposed
method. a recovery test was performed. This test consisted of
analvzing test solutions prepared as sample solutions [section
{b)]. but also containing known amounts of rabeprazole
sodium reference standard. To each 25 mL volumetric flask
comaining 4 mL 250 ug/mL sample solution, an aliquot of 2.5,
5.0, or 7.5 mL 100 pgiml rabeprazole sodium reference
standard solution was added to give final concentrations of
50.0. 60.0, and 70.0 ug/mL, respectively. Each solution was
prepared 3 times.

1y Quantitazion and detection limits —Limit of detection
(LODY and limit of quantitation (LOQ) were calculated from
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Figure 3. Profile of rabeprazole in different solvents
used for its determination by liquid chromatography.
Water (+), water + dibutylamine (1), and acetonitrile (A).
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Table 2. Analysis of variance of the data obtained from the standard curve of rabeprazole

Source of variation Degree of freedom Sum of squares Mean squares F
Between 6 1.181x 10" 1.968 x 102 75.50°
Regression 1 1.1806 x 10% 1.1806 x 10'° 452.83%
Deviation 5 3.40 x 10° 6.80 x 10° 0.026
Within 14 3.65x 10" 2.607 x 10'°

Total 20 1217 x 10"

# Significant at P < 0.05.

Table 3. Results of intra- and interday precision analysis of rabeprazole sodium 40 ug/mL

Amount relative to target concentration, %?

Sample 1st day 2nd day 3rd day Interday RSD
1 103.53 103.19 103.90
2 104.94 103.67 103.00
3 104.45 103.83 107.61
4 103.54 103.53 105.34 104.06 1.03
5 103.29 104.10 104.08
6 103.23 103.85 103.16
Mean 103.83 103.69 104.68
RSD 0.67 0.30 1.54

? Mean of 3 determinations.

Table 4. Values obtained in the recovery test for rabeprazole sodium

Amount of reference substance added, ug Amount of reference substance found, ug Recovery, % Mean
10.00 10.19 101.90
20.00 20.26 101.30 101.61

30.00 30.49 101.63
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Figure 4. Chromatogram of (A) rabeprazole sodium
reference substance at 40 ug/mL in acetonitrile and
(B) placebo mixture in acetonitrile. Chromatographic
conditions as in Figure 2.

the standard deviation (SD) of response and slope of the curve
(S) using the equations:

LOD = 3.3 (SD/S) and LOQ = 10 (SD/S)

() Specificity.—Specificity was evaluated by analysis of
a mixture containing all of the excipients of the
pharmaceutical formulation. An amount of mixture equivalent
to 5 tablets was weighed and transferred to a 200 mL
volumetric flask with 20 mL water (pH 10.2). The preparation
of the test solution was the same described in section (b).

(f) Robustness.—In order to evaluate the robustness of the
method, small changes in the chromatographic conditions
were made, such as pH (7.3 to 8.6) and percentage of
acetonitrile (35 to 37 and 33%). Equipment changes were also
made (Shimadzu LC-10 A, C-R6A integrator, SPD 10 A
UV-Vis detector, and manual injection).

Results and Discussion

During the development of this method, different
compositions of mobile phase were tested. They included
water—methanol, as used in a previous publication (7),
acetonitrile—phosphate buffer, and acetonitrile—water, all of
them in different volume proportions. Acetonitrile-water (35
+ 65) proved to be best because it resuited in a good retention
time (ca 7.5 min) and a satisfactory peak profile. Figure 2

shows typical chromatograms of rabeprazole sodium
reference standard solution (A) and sample solution (B) at
40 ug/mL. Different chromatographic parameters, i.e.,
theoretical plates, capacity factor, and asymmetry, were
evaluated, and the results were satisfactory (Table 1).

Different sample diluents were also evaluated. Since the
drug is soluble in water, it was thought to be the diluent of
choice. However, it was observed that the drug suffered rapid
degradation in water, probably because of the low pH, which
causes difficulty in achieving accurate results. Also tested as
diluents was water that was pH adjusted to 7.5 with
dibutylamine or acetonitrile. The former decreased the
degradation rate, but the drug stability did not last enough to
complete the analysis. On the other hand. the latter kept the
drug stable during the period of analysis. The representation
of the drug profile in the different solvents tested is shown in
Figure 3. After this study, it was established that the use of a
small amount of water (pH 10.0) in order to disintegrate the
tablets, followed by the dilution with acetonitrile, should be
the sample preparation procedure.

Under the experimental conditions described, a standard
plot of rabeprazole sodium was constructed, and it was found
to be linear over a concentration range of 10-70 pg/mL
(correlation coefficient 0.9998). The representative linear
equation was

y=238061x—55137

where x is the concentration in ug/mL and y is the peak area in
mV/s. The data were validated by analysis of variance
(ANOVA), which demonstrated significant linear regression
and no significant linearity deviation (P < 0.05; Table 2).

The LOD and LOQ values were 0.80 and 2.43 pg/mL,
respectively. These low values indicated the good sensitivity
of the LC method.

The precision of the method was evaluated by intra- and
interday analysis of 6 sample solutions. The results obtained
are in Table 3. The RSD values were all less than 2.0%, which
demonstrated good precision. The mean content found in
tablets was 104.06%.

For evaluation of accuracy, the recovery test was
performed, as described in Validation Protocol, (c). The
excellent recoveries of standard addition amounts (Table 4)
suggest that the method is accurate.

The proposed method was shown to be specific for the
intended purpose. The specificity test demonstrated there was

Table 5. Results of the robustness test of the chromatographic method for rabeprazole determination

Modification
Mobile phase acetonitrile-water Mobile phase acetonitrile-water
Parameter pH (33 +67) (37 +63) Equipment?
Retention time, min 6.5 8.9 6.4 7.6
Asymmetry 0.92 0.94 0.90 0.96

@ Shimadzu LC-10 A, C-R6A integrator, SPD 10 A UV-Vis detector, and manual injection.
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no interference with the drug peak (no other peak at the
retention time of rabeprazole; Figure 4). Also, the peak purity
index of the rabeprazole peak in the sample chromatogram
was 100%.

The robustness of the method was demonstrated by the
chromatograms obtained with the small variations in
chromatographic conditions cited in Validation Protocol, ).
With these modifications, the retention time of rabeprazole
sodium showed small changes, but the symmetry of the peak
was conserved, indicating there was no negative effect on the
analysis (Table 5).

Conclusions

The new LC method proposed for determination of
rabeprazole sodium in coated tablets was demonstrated to be
simple, linear, accurate, precise, specific, and sensitive. It can
be recommended for this purpose in routine quality control
because there is, as yet, no official method.
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Rabeprazole sodium is an antisecretcry agent that
inhibits the enzyme H'/K* ATPase present in the
stomach parietal cells. There are few data about its
quantitative determinations in laboratorial routines.
Capillary electrophoresis is a method being used
increasingly for analysis of pharmaceutical
compounds, the main advantages of which are the
simplicity of instrumentation, low consumption of
sample and reagents, and fast analysis. The aim of
this study was to develop and validate a capillary
electrophoresis method for determination of
rabeprazole sodium in coated tablets. The
conditions used were a bare fused silica capillary
with 48.0 cm length (39.5 cm effective) and 75 um
id; a 10mM, pH 9.0, sodium tetraborate run buffer;
a diode array detector set at 291 nm;
hydrodynamic injection (50 mbar/5 s); and a
voltage of 20 kV. HP Chemstation CE rev. A.06.03
software was used for system control, data
acquisition, and analysis. The method was
demonstrated to be linear in the concentration
range of 5.0-40.0 ug/mL (r = 0.9993), precise
(interday relative standard deviation = 0.49),
accurate (mean recovery = 103.1%), and specific.
The limits of detection and quantitation were 1.29
and 3.91 ng/mL, respectively.

methylpyridin-2-yl]methylsulfinyl]-1H-benzimidazole
Figure 1), is a potent inhibitor of the proton pump
(H'/K" ATPase), which is an enzyme present in the parietal
cells of stomach (1). This drug has demonstrated efficacy in
healing and symptom relief of gastric and duodenal ulcers, as
well as a high eradication rate of the microorganism

Kbeprazoic, (#)-sodium 2-[[4-(3-methoxypropoxy)-3-

Received November 5, 2004, Accepted by JM November 29, 2004,
Corresponding author's e-mail: cassiavgarcia@yahoo.com.br.

Helicobacter pylori when associated with antimicrobial
therapy (2).

Literature concerning the quantitative determination of
rabeprazole is relatively limited. Liquid chromatography (LC)
was applied to rat and dog plasma (3-5), human plasma (6).
and pharmaceutical dosage forms (7, 8). A voltamumetric
method was published for analysis of the drug in tablets (9),
and a nonaqueous capillary electrophoresis was used in the
purity  investigation  of  pyridinyl-methyl-sulfinyl-
benzimidazoles, including rabeprazole (10).

Capillary electrophoresis (CE) is a technique with distinct
applicability toward the separation of compounds of different
chemical character, size, and structural features (I1). In
pharmaceutical analvsis. this separation technique is well
established and shows many advantages, such as simple
instrumentation, good efficacy, precision, and rapid
analysis (12). When compared to LC methods, CE has low
cost because the volumes of samples needed and the
consumption of solvents are low. In addition, there is no need
to purchase large amounts of organic solvents and to dispose
of them.

The aim of this work was to develop and validate a CE
method for the quantitative determination of rabeprazole
sodium in coated tablets. The validation protocol followed the
guidelines of the International Conference on Harmonization
(ICH; 13), AOAC INTERNATIONAL (14), and United
States Pharmacopoeia (USP; 15).

Experimental
Chemicals

(a) Rabeprazole sodium reference substance—Supplied
by Janssen-Cilag (Sao Paulo, Brazil). _

(b) Pariet® coated tablets—Tablets containing 10 mg
rabeprazole sodium were obtained commercially.

(¢) Excipients—The pharmaceutical form excipients in
the tablet reported bv the manufacturer were mannitol.
hydroxypropy! cellulose. magnesium oxide. low-substituted
hydroxypropyl cellulose. magnesium stearate, ethylcellulose.
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Figure 1. Structure of rabeprazole sodium.

hydroxypropyl —methylcellulose phthalate, diacetylated
monoglycerides, tale, titanium dioxide, carmauba wax, and
ferric oxide (red) as a coloring agent. All of them were of
pharmaceutical grade and obtained from Galena (Sdo Paulo,
Brazil), except hydroxypropyl cellulose, which was supplied
by Denver (Cotia, Brazil) and diacetylated monoglycerides,
supplied by Danisco (Cotia, Brazil).

(d) Sodium tetraborate decahydrate—Analytical grade
(Merck, Darmstadt, Germany); used as running clectrolyte.

(€) Sodium hydroxide.—Analytical grade (Merck); used
for capillary activation.

(f) Water—Purified with a Millipore (Billerica, MA)
systein; used to prepare all solutions.

(g) Ammonium hydroxide—Analytical grade (Grupo
Quimica, Rio de Janeiro, Brazil); used for pH adjustment of
water in sample preparation,

(h) Filters—All solutions were filtered using a 0.45 pm
nylon filter (MFS, Sio Paulo, Brazil).

Preparation of Sofutions and Samples

(a) Sodium tetraborate buffer—An adequate amount of
sodium tetraborate decahydrate was weighed, dissolved in
water with heating in a water bath, and diluted to 100 mL with
water in order to have a 100mM solution. The pH was
adjusted to 9.0, when necessary, with 0.1M NaOH. From this
solution, an aliquot of 10 mL was transferred to a 100 mL
volumetric flask, diluted to volume with water, and filtered,

(b) Rabeprazole sodium standard stock solution.—10.0 mg
of the reference substance was weighed and ‘transferred to a 100
mL volumetric flask. It was diluted to volume with water (pH
10.0) to obtain a final concentration of 100 pg/mL.

(¢} Sample stock solution—Prepared by adding 5 tablets to
a 250 mL volumetric flask containing 30 mL water (pH 10.0)
and ultrasonicating it for 20 min. The solution was brought to
volume and filtered. The final concentration was 200 pg/mL.

Apparatus and Conditions

The CE instrument model HP*® was purchased from
Hewlett-Packard (Waldbronn, Germany) and consisted of a
diode array detector, automatic injector, and temperature
control system. The apparatus was connected to a personal
computer equipped with a HP Chemstation CE software (rev.
A.06.03 Hewlett-Packard) used for instrument control, data
aquisition, and data analysis. Sample injection was performed
in a hydrodynamic mode during 5 s with a pressure of
50 mbar. The voltage during the analysis was 20 kV in ramp

(current: 30 pA) and the temperature was thermostatted at
25°C. The diode array detector was set at 291 nm,

The pH levels of buffer solution and water used for sample
preparation were determined by a Digimed potentiometer,
Model DM-20 (Sao Paulo, Brazil).

All separations were performed using a fused-silica
capillary (Agilent, Waldbronn, Germany) of total length
48 cm (39.5 em to the detector) and 75 um id. The running
buffer was a 10mM sodium tetraborate at pH 9.0. At the
beginning and end of the day, the capillary was flushed with
0.1M NaOH and water for 5 min each. Before each injection,
the capillary was preconditioned by flushing for 1 min with
0.1M NaOH, for 2 min with water, and for 2.5 min with the
electrolyte. The polyimide film was removed both from
detector window and the capillary ends to avoid undesired
effects on injection reproducibility.

Validation Protocol

(a) Linearity.—Appropriate aliquots of the standard stock
solution of rabeprazole sodium reference substance, prepared
as cited above, were transferred separately into 20 ml
volumetric flasks and diluted to volume with water (pH 10.0).
Concentrations ranged from 5.0 to 40.0 pg/mL. Each solution
was prepared in triplicate and injected 3 times. The linearity
was evaluated by linear regression analysis that was
calculated by the least-squares method.

(b) Repeatability.—Sample solutions were prepared by
taking aliquotsfrom the sample stock solution, prepared as
cited above. Aliquots of 2 mL were transferred to six 20 mL
volumetric flasks, diluted to volume with water (pH 10.0), and
filtered. This procedure was repeated on 3 days. The
repeatability was evaluated through the relative standard
deviation (RSD) obtained for 6 solutions in the same day and
new solutions prepared on 3 different days.

(¢) Accuracy.—The accuracy of the proposed method was
evaluated through the recovery test. Samples solutions,
prepared as cited in Section (b), were spiked by adding
aliquots of 2.0, 4.0, and 6.0 mL rabeprazole sodium reference
substance solution (100 pg/mL). The final concentrations
were 20.0, 30.0 and 40.0 ug/mL, respectively.

(d) Specificity—The interference of the excipients
present in the pharmaceutical dosage form was evaluated
from a placebo solution. The quantities of each excipient were
weighed according to their usual concentration stated in the

Table 1. Suitability test parameters of the capillary
electrophoresis method for determination of rabeprazole
in pharmaceutical dosage form

Parameter Mean
Migration time, min 39
Asymmetry 11
Theoretical plates 115 507
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Figure 2.

Electropheragram of rabeprazole sodium commercial sample (20 pg/mL) in water, pH 10.0. Buffer

consisted of sodium tetraborate 10mM (pH 9.0), voitage of 20 kV, and UV detection at 291 nm.

literature, in order to obtain a pool. From this pool, an amount
of excipients was weighed and diluted to 20 pg/ml..

(e) Limits of detection and quantitation—The limits of
detection (LOD) and quantitation (LOQ) were calculated
from the standard deviation (SD) of response and the slope of
the curve (S) in accordance with the equations: LOD = 3.3
(SD/S) and LOQ = 10 (SD/S) (12).

Results and Discussion

Two main variables were tested during the development of
the method: electrolyte concentration and sample solvent. The
concentrations  studied were 10.0 and 15.0mM sodium
tetraborate, pH 9.0. The results obtained with both
concentrations were satisfactory respecting peak asymmetry,

P_eak 1:at 3.921 min

;: L] = L L I Ed ¥ * 1 J L} EJ L4 1 l
200 250 300 350
Figure 3. lllustration of the rabeprazole peak UV

spectrum from 190 to 360 nm by capillary
electrophoresis method using diode-array detector.

baseline stability, and current generated; however, the lower
concentration resulted 1n a better migration time and also
decreased the possibilinv of capillary heating,

The other parameter evaluated was the sample solvent.
Water and solutions of 10.0 and 15.0mM sodium tetraborate
were studied. The electrolyte solutions were not satisfactory,
because they resulted in an irregular baseline (high noise), a
very asymmetric peak. and an inconstant migration time for
rabeprazole sodium. On the other hand, water proved to be a
good solvent and gave satisfactory results. Omskov et al. (16)
discussed some strategies for determination of labile
compounds. such as rabeprazole. by CE. It was cited that the
labile compound should be dissolved in a stabilizing medium
to minimize analyte degradation in the sample container
during the CE separation sequence. As is known, rabeprazole

Table 2. Results of intraday and interday repeatability
evaluations of the capillary electrophoresis method for
rabeprazole sodium?®

Amount, %

Sample 1%day 2Wday 3%day Interday RSD
1 89.30 102.13 100.90
2 101.20 101.38 98.79
3 103.17 100.36 101.37
4 102.02 a98.27 100.86 101.06 1.68
5 99.10 99.29 104,52
6 103.68 101.56 101.20

Mean 101.41 100.49 101.27

RSD 1.89 1.47 1.82

* Each value is mean of 3 determinations.
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Table 3. Results of recovery tests of rabeprazole
sodium in pharmaceutical dosage form by capillary
electrophoresis

Amount added,  Amount found, Mean recovery,
ng/mL pgfmb Recovery, % %

10.0 10.59 105.86

200 20.80 104.01 103.12
300 29.83 99.46

and the other pyridinyl-methyl-sulfinyl-benzimidazoles are
very unstable under acid and neutral conditions. Thus, in the
proposed method, it was dissolved in water with pH adjusted
to a high value (pH 10.0) to minimize any analyte degradation
in the vials during the analysis.

Hydrodynamic injection was preferred also because of the
necessity to keep the drug stable during the analysis. This kind
of injection is advantageous because the sample is injected as
a plug, and the analyte is maintained in a stabilizing matrix
until the effective separation starts (16).

The capillary preconditioning step was necessary in order to
stabilize it and avoid the adsorption of the analyte on its walls.
This also resulted in a stable and repeatable migration time (17).

Under the experimental conditions proposed, asymmetry,
theoretical plates, and migration time were demonstrated to be
satisfactory. These results can be seen in Table 1. A typical
clectropherogram of rabeprazole is shown in Figure 2. The
rabeprazole peak could be identified using the diode-array
detector; the rabeprazole ultraviolet (UV) spectrum obtained
from 190 to 360 nm is represented in Figure 3.

The standard curve, constructed in the concentration range
of 5.0 t0 40.0 pg/mL, had the regression equation y = 1.096 x +
0.786, where y is the peak area in mAU and x is the
rabeprazole concentration in pg/mL. The correlation
cocfficient (r) obtained was 0.9993. These results were
validated by means of analysis of variance (ANOVA), which

mAL
20
15
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5
v] T e —- o .
1] 05 1 15 2 25 3 i5 4
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Figure 4. Electropherogram of placebo solution in
water, pH 10.0. Buffer consisted of sodium tetraborate
10mM (pH 9.0), voltage of 20 kV, and UV detection at
291 nm.

gave evidence of significant linear regresssion and no
significant linearity deviation (P < 0.03).

The LOD and LOQ values calculated were 1.29 and
3.91 pg/mL, respectively. These values are very low and
indicate the high sensitivity of the CE method described.

Table 2 shows the results of the intraday and interday
repeatability evaluations. The values of RSD are low (below
2.00), which can be considered very satisfactory and demonstrate
the precision of the method. The mean content found in
rabeprazole tablets was 101.06% of the declared amount.

The recovery test, applied for accuracy evaluation,
produced good results (Table 3). The analysis of a placebo
solution demonstrated there was no interference from the
tablet excipients, because no other peak was found in the
electropherogram with the same migration time as
rabeprazole (Figure 4).

Considering all of the advantages of the CE method and the
range of options in qualitative and quantitative
determinations, this work is wvery important for
pharmaceutical analysis.

Conclusions

The capillary electrophoresis method proposed for
determination of rabeprazole sodium in ceated tablets was
successfully validated and demonstrated to be adequate and
useful for the quality control of this pharmaceutical product.
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Determination of Rabeprazole Sodium in
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Abstract: The aim of this work is to develop and validate the derivative spectrophoto-
metric method for determination of the proton pump inhibitor rabeprazole sodium in
pharmaceutical formulations. The technique was applied using water (pH 10.0) as
diluent. The first-order derivative spectra were obtained at N = 5, AA = 4.0 nm, and
determinations were made at 304nm. The method showed high specificity in the
presence of formulation excipients and good linearity in the concentration range of
6.0 to 18.0 pug/mLfl. The intra- and interday precision data demonstrated the
method has good reproducibility [Relative Standard Deviation ((RSD)= 1.0
interdays)]. Accuracy was also evaluated and results were satisfactory (mean
recovery of 99.15%). The detection and quantitation limits were 0.055 and
0.17 pg/mL ", respectively. The method was demonstrated to be adequate for
routine analysis in quality control.

Keywords: Rabeprazole sodium, first-order derivative method, method validation,
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1. INTRODUCTION

Rabeprazole (4 )-sodium 2-{[4-(3-methoxypropoxy)-3-methylpyridine-2-
yl]methylsulfinyl}-1 H-benzimidazele is a proton pump inhibitor that cova-
lently binds and inactivates the gastric parietal cell proton pump (HY/K*
ATPase). It has proven efficacy in healing, symptom relief, and prevention
of relapse of gastric wlcer, duodenal ulcer, and gastroesophageal reflux
disease (Carswell and Goa 2001). Ancther great activity rabeprazole has is
against Helicobacter pylori, an organism strongly associated with peptic
ulcer disease. There are several different mechanisms suppoesed for this, but
they are not well understood (Barth and Hanne 2002; Horn 2000). Since it
is an acid labile dmg, it is commercialized in enteric coated tablets
(Janssen-Glag 1999). The structural formula of rabeprazole sedium is given
in Fig. 1.

The literature survey reveals a crescent number of publications related to
rabeprazole sedinm determination. For rat and dog plasma analysis, three
liquid chromatographic methods were applied (Takakuwa et al. 1995; Mano
et al. 1996; Nakal et al. 1994), as well as there were works for human
plasma, using tandem mass spectrometry (Zhang 2004), sclid-phase extraction
(Ramakrishna et al. 2003), and celumn switching (Singh et al. 2004). For
tablet analysis, there were two chromatographic methods (El-Gindy et al
2003; Garcia et al. 2004) and a voltametric one (Radi et al. 2004). Also,
capillary electrophoresis was applied for tablets in aqueous media (Garcia
et al. 2005} and for bulk substance in nonaquecus media (Tivesten et al.
1999}, It is important to state that rabeprazole sodium was not listed in any
pharmacopeeia until this moment.

Although the work of El-Gindy et al. (2003) comprises a derivative
ratio spectra method also, it is very useful for stability indication, the
method proposed in this work is intended to be applied for routine
analysis, since it 1s simple and fast and dees not need sophisticated tools.
The derivative technique in UV spectrophotometry tends to emphasize
subtle spectral features by presenting them in a new and visually mere
accessible way, allowing the resclution of multicompenent analysis, and
reducing the effect of spectral background interferences (Qjeda and Rojas
2004). It was employed with success for omeprazole and pantoprazole,
other proton pump inhibiters, in the presence of corresponding impurities

H.G  OCH,CH,CH,OCH,
@:>n N
G
Na

Figure I. Chemical structure of rabeprazole sodium.
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(Karljikevic-Rajic et al. 2003), and in stability studies of omeprazole
(Castro et al. 1999).

The aim of this study was to develop and validate a first-order spectro-
photometric method for rabeprazole sodium determination in the presence
of formulatien excipients. The validation procedures followed the (ICH)
Internatienal Conference on Harmonization (1996) guidelines evaluating the
parameters specificity, linearity, precision, detection, and quantitation limits
and accuracy.

2. EXPERIMENTAL
2.1 Chemicals

Rabeprazole sodium reference standard was supplied by Janssen-Cilag
(Sio Paulo, SP, Brazil). The coated tablets (Pariet™), containing 10mg of
rabeprazole sodium, were obtained commercially. The excipients of the
pharmacentical formulation were mammitol, hydroxypropyl cellulose,
magnesium oxide, low-substituted hydroxypropyl cellulose, magnesium
stearate, ethyleellulose, hydroxypropyl methylcellulose phthalate,
diacetylated meonoglycerides, tale, titanium dioxide, carnauba wax, and
ferric oxide (red) as a coloring agent. All of them were obtained from
different local distributors. Water was purified using the Millipore® system
and its pH was adjusted to 10.0 with amnmonium hydroxide analytical grade
(Grupo Quimica, Rio de Janeiro, Brazil).

2.2 Apparatus and Conditions

A Shimadzu UV-160A double-beam spectrophotometer with 1 cm quartz cells
and data processing capacity was used. The first-order derivative spectra were
obtained over the 200-400nm range and N = 5, AA = 4.0nm. The determi-
nations were made at 304 nm ('Dgy).

The Digimed potenciometer, model DM-20 (S&o Paulo, Brazil) was used
to determine the water pH before the preparation of all solutions.

2.3 Validation protocol
Specificity
The specificity of the method was evaluated through the anatysis of a placebo

solution, which was prepared with the excipients of the pharmaceutical
formulation in their usual concentration.
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Linearity

Aliquots of a 100 wg/mL ™" sclution of rabeprazole sodium reference standard
were transferred to 25 mL volumetric flasks to obtain the final concentrations
of 6.0, 8.0, 10.0, 12.0, 14.0, 16.0, and 18.0 pug/rnL_lA Each solution was
prepared in triplicate. The linearity was evaluated by linear regression
analysis, which was calculated by the least square regression method.

Precision

Five tablets were transfemred to a S00mL volumetric flask containing 50 mlL
of water with a pH of 10.0 and shaken for 20 minutes in an ultrasenic bath.
The volume was completed with the same solvent. The selution was filtered
and diluted to 12 wg/mL~'. New solutions were prepared in 3 days for
mterday precision evaluation.

Accuracy

The accuracy of the methed was evaluated through the recovery test. From a
rabeprazole sodium standard solution of 25 pgmL™ L aliquots of 2.0, 4.0, and
6.0mL were taken and transferred to 25 mL. volumetnic flasks containing
3.0mL of the sample sclution at 100 pt,g/mL_l (prepared as cited in the
Precision secticn). The volume was completed with water that had a pH of
10.0, obtaining the final concentrations of 14.0. 16.0, and 18.0 pug/rnL_l,
respectively. Each solution was done in triplicate.

3. RESULTS AND DISCUSSION

In the beginning of the development of this method, different sclvents were
tested, such as water, methanel, and ethanol. Water was considered the best
since it had a great capability to disintegrate the tablets and the absorbance
of the aguecus sclutions of rabeprazole was high. Besides, it does not offer
toxicological risks and does not demand residue storage. The adjustment in
pH was necessary because rabeprazole sodium is unstable under acid
conditions.

In order to choose the optimal conditions for the derivative method,
different orders were tested, as well as different N (experimental peints as
smoothing function). The first-order demonstrated to be adequate and N =5
the conditien that allowed high amplitide and goed spectra profile. Values
of N higher than 5 produced neisy spectra and distorted the spectral resolution.
The derivative wavelength difference (AA) originated from this combination
was 4.0nm, according to the equipment used.

The UV spectra of rabeprazole sodium and placebo solution are rep-
resented in Fig. 2. It is possible to observe the well-defined peak at 291 nm
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Figure 2. UV spectra of rabeprazole sodium reference standard (a) and placebo
(b), both in water (pH 10.0), concentration of 12 wg/mL ™"

and the interference of the placebo solution at this wavelength. It means that
the zero order UV spectrophotometric method cannot be used to analyze the
pharmaceutical dosage form without another tool. On the other hand, the
first-order spectrum (Fig. 3) did not suffer any interference at the determi-
nation wavelength (304nm), as expected. Compared with conventional
spectrophotometric determinations, derivative spectrophotometry has proved
to be of great value in eliminating the interference from excipients and
co-formulated drugs (Ojeda and Rojas 2004).

The results from linearity (regression equation, correlation coefficient) are
demonstrated in Table 1. The data was validated by means of analysis of

+0.400
I 304 nm
0.100
k898,
a
b
R
-9.104 .\\\—\\/; . MM
200.0 S0.8(NM/DIV.) 400.0

Figure 3. First-order derivative spectra of rabeprazole sodium reference standard
(a) and placebo (b) in water (pH 10.0) at concentration of 12 p.g/mL_'. N=35,
AN =4.0nm.
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Table I. Results of standard curve of first-order derivative
spectrophotometric method for rabeprazole sodium determination

Feature

1
Daq

Regression equation
Correlation coefficient (r}
Linear range (pgml )

¥ = 0.0103x + 0.0022
0.9997
60 180

variance (ANOVA), which demonstrated significative linear regression and
nonsignificant linearity deviation (P << 0.05). From this data [standard
deviation (SD} of respense and slope curve (S)], it was possible to calculate
the detection and guantitation limits (ICH 1996). The results found were
LOD = 0.055 pg/mL~" and LOQ = 0.17 wg/mL~". These low values
mndicated the good sensitivity of the method proposed.

The determinations of commercial samples showed good reproducibility,
with RSD = 1.0 for lD304, in 3 days. The results obtained each day are
presented in Table 2. All values for relative standard deviation are below
2.0. The mean amount of rabeprazole found was 99.5%.

The evaluation of accuracy of the method, made through the recovery
test, showed it 1s accurate, with mean recovery of 99.15% for Ds (Table 3).

Considering that chromatographic methods are more expensive, time
consuming, and need more steps, the proposed spectrophotometric method
is adequate for routine analysis and much cheaper. It is a safe alternative
for quality control of rabeprazole sodium in coated tablets. Ancther
important application could be in dissolution studies, which need rapid and
accurate results.

It is important to conduct the development of this kind of method with
precaution and respect the issues present in international guidelines in order
to avoid errors. In this work, problems concerning reproductibility were not
found, but the analyst has to give attention to this matter. According to
Karpinska (2004), the main disadvantage of the derivative method is the
low reproducibility.

Table 2. Determinations of commercial samples of rabeprazole sodium by first-order
derivative spectrophotometric method precision test

Amount {%)
RSD
First Second Third
Method day® day® day® Mean Interdays
1
Dagy 10404 98.3 99.9
RSD (.52 .32 11 9.3 10

“Mean of six determinations.
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Table 3. Recovery test for rabeprazole sodium by first-order derivative spectrophoto-
metric method

Concentration {pgmlL ')

Mean
Method Added Found % of recovery” (%)
2.0 1.97 9871
"Dags 40 3.95 98.75 99.15
6.0} 6.0 100.0

“Each value is mean of three determinations.

4. CONCLUSIONS

The first-order derivative spectrophotometric method was successfully
validated and demonstrated to be simple, linear, accurate, precise, specific,
and sensitive, which indicates its adequacy for routine pharmaceutical
analvsis.
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Abstract

The aim of this work is to develop and validate a dissclution test for rabeprazele sodium coated tablets using a reverse-phase liquid chromateo-
graphic method. After test sink conditions, disselution medium and stability of the dg, the best conditions were: paddle at 75 rotations per minute
(rpm) stirring speed, HC1 0.1M and borate buffer pH 9.0 as dissolition medium for acidic and basic steps, respectively, volume of 900 ml for
both. The guantitation method was also adapted and validated. Less than 10% of the label amount was released in the acid step, while more than
95% was achieved over 30 min in the basic one. The dissolution profile for tablets was considered satisfactory. The dissolution test developed was
adequate for its purpose and could be applied for quality control of rabeprazole tablets, since there is no official moncgraph.

© 2006 Elsevier B.V. Allrights reserved.
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1. Introduction

Diszolution test has emerged in the pharmaceutical field as
a very important tool to characterize drug product performance
[1]. It provides measurements of the binavailability of a dug
as well as can demonstrate bioequivalence from batch-to-batch.
Besides, digsolution iz a requirement for regulatory approval for
product marketing and is a vital component of the overall quality
control program [2,3].

Rabeprazole (+)-sodium 2-[[4-(3-methoxypropoxy )-3-me-
thylpyridine-2-ylJmethylsulfiny1]-1 H-benzimidazole (Fig. 1) is
a proton pump inhibitor that covalently binds and inactivates the
gastric parietal cell proton pump (H*/K* ATPase}. It has proven
efficacy in healing, symptom relief and prevention of relapse
of gastric ulcer, duodenal ulcer and gastro-cesophageal reflux
disease [4]. Since it is an acid labile drug, it is commercialize as
enteric coated tablets [3].

Although there is a crescent number of works describing
the determination of rabeprazole in biological fluids [6-11] and

* Corrzgponding awthor at Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Faculdade de Farmbcia, Av. Ipiranga, 2752 Lab. 402, Porto Alegre/RS, CEP
90610-000, Brazil. Tel. +55 51 3316 5214; fax: +55 51 3316 5378,
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0731-7085/F - see front matter © 2006 Elsevier BV, All rights reserved,
doi:10.1016 jpba.2006.01.050

pharmaceutical formulation [12-15] by several methods, this
drug iz not listed in any pharmacopoeia and there iz no dizssolu-
tion test for tablets reported in literature.

The aim of the present work is to develop and validate a dis-
solution test for rabeprazole sodium coated tablets using a high
petformance liquid chromatographic method (HPLC) adapted
from the previously published method for drug determination in
tablets [13].

2. Experimental
2.1, Chemicals

Rabeprazole sodium reference standard, 99.3% purity, was
supplied by Janssen-Cilag (Sdo Paulo, SB, Brazil) and was
used as received. The coated tablets (Pariet®), containing
20mg of rabeprazole sodium, were obtained commercially.
The excipients of the pharmaceutical formulation were manni-
tol, hydroxypropyl cellulose, magnesium oxide, low-substituted
hydroxypropyl celluloge, magnesium stearate, ethyleellulose,
hydroxypropyl methylcellulose phthalate, diacetylated mono-
glycerides, tale, titanium dioxide, carnauba wax, and ferric oxide
(yellow) as a coloring agent. All of them were obtained from
different local distributors. Water was purified using Millipore®
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Fig. 1. Chemical structure of rabeprazole sodium,

system. All the other reagents were of analytical grade (Merck,
Darmstadt, Germany). Buffer solutions were prepared according
to UUSP 28 [16].

2.2, Instrumentation

The dissolution test was performed in a Sotax AT'7 multi-
bath (n=06) dissolution test system (Basel, Switzerland), in
accordance with the United States Pharmacopeia (ITSP) general
methods [16].

A liquid chromatograph {Shimadzu, Kyoto, Japan) equipped
with a model LC-10ADvp binary pump, S1L-10ADvp autosam-
pler, CTO-10ACvp column oven, SPD-M10Avp PDA detector,
SCL-10Avp system controller and CLASS-VP software was
used to quantify the samples.

The Digimed potenciometer, model DM-20 (Sio Paulo,
Brazil) was used (o determine the pH of all solutions.

The ultrasonic bath used for deaeration was the model USC
2850 (Unique, Sdo Paulo, Brazil) and the 0.45 pm nylon mem-
branes were Millex (Millipore, Sao Paulo, Brazil).

2.3. Chromatographic conditions

The HPLC method was adapted from a previcusly published
one [13] validated for rabeprazole sodium coated tablets analy-
sis. The chromatographic conditions are listed in Table 1.

Standard preparation for content uniformity. An amount of
powder equivalent to 10 mg of rabeprazole sodinm was weighed
and transferred to a 50 ml volumetric flask with 5 ml of water pH
10 {adjusted with ammonium hydroxide). The volume was com-
pleted with acetonitrile. Analiquot of 4 ml of this standard solu-
tion was transferred to 20 ml volumetric flask and diluted with
acetonitrile obtaining the final concentration of 40.0 wgml !,
The solution was filtered in a 0,45 um nylon membrane filter
before the analysis. For the dissolution test, the solution was
diluted to 11 pgml ! using the mixture of acetonitrile-borate
buffer pH 9.0 (50:50, v/v) as solvent.

Table 1

Chromatographic conditions for

sodinm ination in tablets

[13]
Equipment Shamadzu SPD-M10A diode array detector
Column Keystone Betabagic C8 (250 mum = 4.0 mum, 5 pumn)

Mobile phase Acetonitrile—water (35:63, viv)

Flow rate 1.0 ml min~*

Wavelength 282 nm
Injection volume 200pl
Temperature 30+1°C

Sample preparation for conten! uniformiry. One tablel was
transferred to each 100 ml volumetric flask containing 10 ml of
water pH 10 {adjusted with ammonium hydroxide). They were
kept in the ultrasonic bath for 25 min, shaken for 15 min and the
volume was completed with acetonitrile. Aliquots of 4 ml of the
solutions were transferred to 20 ml volumetric lasks and diluted
with the mixture of acetonitrile obtaining the final concentration
of 40.0 g ml !, The solutions were filtered in a 0.45 jm nylon
membrane filter before the analysis. This procedure is according
to the previous published method for tablets [13].

Sample preparation for acidic step. One tablet was trans-
ferred to each 100 ml volumetric flask containing 10 ml of water
pH 10 (adjusted with ammonium hydrexide). They were kept in
the ultrasonic bath for 25 min, shaken for 15 min and the volume
was completed with acetonitrile. Aliquots of 1 ml of the solutions
were transferred to 20 ml volumetric flasks and diluted with the
mixture of acetonitrile-borate buffer (50:50, v/v) obtaining the
final concentration of 10.0 g ml !, The sclutions were filtered
in a 045 pum nylon membrane filter before the analysis.

2.4. Determination of sink condifions

Rabeprazole sodium sink conditions were determined in dif-
ferent solvents, such as: phosphate buffer pH 6.8, phosphate
buffer pH 7.5 and borate buffer pH 9.0 (using an amount of
drug equivalent a three times of the dose in the pharmaceutical
formulation in 900 ml of medium).

2.5 Validation

In order to demonstrate the method was adequate for dis-
solution test purposes, it was validated through the analysis of
stability, specificity, linearity, precision and accuracy parameters
[17,18].

Stability. The rabeprazole stability were evaluated for at least
10h in phosphate buffer pH 6.8, phosphate buffer pH 7.5 and
borate buffer pH 9.0. The solutions were kept at 37 “C during the
period of the test, verifying the chromatograms obtained by the
HPLC methed (peak area and degradation products formation).

Specificity. It was evaluated by preparing a placebo sample
of commercial formulation of tablets in their usual concentra-
tion. This sample was transferred to a vessel with 900ml of
the dissolution medium and stirred for 2h at 150rpm using
paddle (USP apparatus 2) and temperature of 37°C. Aliquots
of this solution were filtered and analyzed by HPLC and UV
methods.

Linearity. Aliquots of a 100 pg ml ! solution of rabeprazole
sodium reference standard, prepared in a mixture of acetonitrile-
borate buffer (50:50, v/v), were transferred to 25 ml volumetric
flasks to obtain the final concentrations of 1.0, 2.0, 4.0, 5.0, 10.0
and 20.0 g ml~. Each solution was prepared in triplicate. The
linearity was evaluated by linear regression analysis, which was
calculated by the least square regression method.

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 (according to LISP
28) and compared with the results of the dissolution tests. The
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repeatability was evaluated through the R.S.D. from the data of
calibration curve.

Robustness. 1t was evaluated through deliberate changes
in the chromatographic conditions, such as pH (7.3-8.6) and
percentage of acetonitrile in the mobile phase (35-37% and
35-33%). The equipment change was also done (Shimadzu LC-
10 A, C-R6A registrator, SPD 10 A UV-Vis detector and manual
injection) in order to evaluate the system suitability.

Accuracy. It was inferred from precision, linearity and speci-
ficity data, aceording to ICH Q2B 1996 [19].

2.6. Dissolution test conditions

After preliminary studies, the dissolution test was conducted
in two steps [20], both using paddle, at stirring speed of 75rpm
and temperature of 37 £ 0.5°C.

2.6.1. Acidic step

The dissolution medium was 900 ml of 0.1 M hydrochloric
acid, deaerated inultrasonic bath for 15 min. After 2 h, thetablets
were removed and the amount of rabeprazole determined by
HPLC method (prepared as cited in Section 2.3).

2.6.2. Basic siep

After 2h in the acidic medium, the new set of tablets were
transferred to the borate buffer pH 9.0 dissolution medium
(900 ml), deaerated in ultrasonic bath for 15 min. Aliquots of
10 ml were withdrawn of each vessel at 5, 10, 15, 30, 45 and
60min and equal volume of fresh medium was replaced to
maintain a constant total volume. Samples were filtered using
0.45 pm nylon membrane (first 3 ml discarded), diluted with
acetonitrile at 11 pgml™! and assayed by HPLC method. The
dissolution profile was obtained.

3. Results and discussion

Drug solubility and solution stability are important properties
to be considered when selecting the dissolution medium [21]. In
this study, the first approach was compare ptl 6.8 and 7.5 media,
as commonly used for delayed-release solid dosage forms, and
also a high pH medium (borate buffer pH 9.0), considering the
higher stability of rabeprazole sodium under alkaline conditions.

The evaluation of sink conditions for rabeprazole sodium bulk
demonstrated the drug is soluble in phosphate buffer pll 6.8,
phosphate buffer pH 7.5 and borate buffer pH 9.0. However, the
phosphate buffer pH 6.8 solution became yellow in few minutes,
while the phosphate buffer pH 7.5 became green in almost 1h,
indicating poor stability of rabeprazole sodium in those media.

In order to evaluate the rabeprazole sodium stability in each
medium, chromatograms were obtained. The representation of
drug profile in phosphate buffer pH 6.8, phosphate buffer pH 7.5
and borate buffer pH 9.0, for 2h at 37°C, is shown in Fig. 2.
It is possible to observe rabeprazole sodium rapid degradation
at pH 6.8 and 7.5, even during the first hour (30% and 13.4%,
respectively). Onthe other hand, it was more stable at pH 9.0 and
degraded only 1.3% in the first hour, time set for the dissolution
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Fig. 2. Rabeprazele sodium profile in different media by HPLC: (#) phosphate
buffer pH 6.5; (M) phosphate buffer pH 7.5; (&) borate buffer pH 9.0,

test. According to literature [18], the acceptable range for solu-
tion stability is 98-102%. The stability of the pH 9.0 solutions
prepared for analysis (diluted in acetonitrile) was also evalu-
ated for 11h (considering the analysis time for routine quality
control and dissolution profiles determination). The solutions
remained stable for the period tested (Fig. 3). So, it was possi-
ble to guarantee the integrity of the drug during all the analysis
time and observe that acetonitrile had an important whole in
avoid drug degradation. Typical chromatograms of rabeprazole
sodium reference standard and commercial sample are repre-
sented in Fig. 4.

The dissolution guidelines cite pH medium, in general,
should not exceed 8.0 [22], and, although pH 9.0 is above physi-
ologic conditions, in this case it was proved the drug required pI
9.0to keep stable during the dissolution test. The same situation
was reported by Farinha et al. [23], working with omeprazole in
dissolution studies. The results obtained by Farinha et al, sug-
gested that dissolution procedure for delayed-release solid oral
dosage forms recommended by the general monograph of USP
was not adequate for oral formulations containing omeprazole,
which required pH 8.0 medium.

The specificity analysis revealed the HPLC method did not
suffer interference by the formulation excipients, since there was
not another peak in the refention time of rabeprazole sodium
{about 7.5 min), only the buffer peak (Fig. 5). The chromato-
graphic peak purity tool, applied for rabeprazole sodium peak,

demonstrated that it was 100% pure. The same analysis was
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Fig. 3. Rabeprazole sodium profile in borate buffer pH 9.0 and acetonitrile
(50:50, viv) by HPLC.
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Fig. 4. Chromatograms of rabeprazole sodium (A) reference standard:
(B} commercial sample (both at 40 pg ml™). Chromatographic conditions:
Hypersil Keystone Betabasic C8 (250 mum » 4.6 rum; 5 po); mobile  phase
acetonitrile-water (35:65, v/v); flow rate 1.0 m] min ";i.njectinn volume 20,0
detection UV 282 nm and temperature of 30 £ 1°C.

done using the UV method. The result obtained suggested the
UV method could not be used for rabeprazole sodium coated
tablets determination in dissolution tests, once the formulation
excipients had significative absorbance at 282 nm.

The linearity was tested in the concentration range of
1.0-20.0 pgml ™!, The method demonstrated to be linear, with
a correlation coefficient of 0.9999. The slope obtained was
41702.6 and the intercept was —2789.07. The data were vali-
dated by means of analysis of variance (ANOVA), which showed
significative linear regression and no-significative linearity devi-
ation (P <0.05) [20].

The stirring speed selection was done based on the range
recommended (50-75 rpm) for apparatus 2 [21,22] and the usual
value for tablets. Since the results obtained using 75 rpm in the
preliminary studies were satisfactory, no other speed was tested.
The filters were also evaluated and the 0.45 pum membrane was
selected. It demonstrated not adsorb the drug during the process.

Once the rabeprazole sodium tablets are enteric coated, it is
usual to carry out an initial acid step to evaluate the influence
of acid pH on the integrity of the formulation. The amount of
rabeprazole sodium eventually dissolved in the acidic medium

120 4

100 4 -

-

% Dissolved

40 4

204

0 S T T T 1
1] 10 20 30 40 50 60 70

Time (minutes)

Fig. 6. Dissolution profile of rabeprazole sodium coated tablets (n= 12) using
borate buffer pH 9.0 medium and 75 rpm stimming speed.

would become rapidly degraded. Thus, it was necessary to
remove and analyze the tablets from the acidic step by HPLC
method. The same procedure is applied for omeprazole pellets
in USP 28 [16]. The mean percentage of rabeprazole sodium
remaining in the tablets was 98.05% (R.5.13.= 1.18), indicating
the resistance of the coating.

The drug release profile obtained in the dissolution test, at the
conditions mentioned in Section 2.6, was considered satisfactory
(Fig. 6). After 30 min, more than 95% of drug was dissolved in
the medium. The values for percentage of rabeprazole sodium
dissolved per time and the R.S.D. values are in Table 2. The
results for R.S.1D. were higher for times 10 and 15 min, since
the concentration of rabeprazole sodium dissolved was small.
Once there is only one rabeprazole sodium brand in the Brazilian
market, it was not done the comparison of dissolution profiles
between products.

The precision of the dissolution tests was evaluated through
the comparison of the results of uniformity of content and the
percentage drug release. The mean value found to uniformity of
content to rabeprazole sodium tablets was 105.35%, with R.S.D.
of 1.92. Considering that the remaining drug in acidic step was
98.05%, the loss of rabeprazole sodium was about 7.5% (less
than 10%, as usually recommended). The amount reached in
basic step was 101.26% (R.5.D>. = 1.0). Adding the acidic and
the basic steps mean amounts, the result is 108.7%. The small
difference between the uniformity of content and percentage of

80 drug release can be explained by the variation of the method
applied for each step and for content uniformity. The repeata-
60 bility evaluation demonstrated small R.5.D. for the results from
each concentration in the calibration curve, The R.S.D. obtained
> 40
‘E Table 2
Percentage of rabeprazole sodium dissolved in the dissolution test (= 12), using
20 borate buffer pH 9.0 medium and 75 rpm stirming speed
_’_’_jk_ Time (min) Drug dissolved (%) RSD,
o
i 0 0
o 1 2 3 4 &5 6 7 8 @ 10 11 12 138 7 0
Minutes 10 2.14
15 15.01
Fig. 5. Chromatogram of placebo sample in borate buffer pH 9.0, Chromato- 30 4865
graphic conditions: Hypersil Keystone Betabasic C8 (250 mm >« 4.6 mm; 5 pum); 15 101.26
mobile phase acetonitrile-water (35:65, v/v); flow rate 1.0 ml min~ ! injection &0 9991

volume 200 pl; detection UV 282 nm and temperature of 30 4 1°C.
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Table 3
Reasults of the robustnass and systam suitability avaluation of the chromatographic mathod for rabaprazola sodium
Chromatographic paramaters Modification
pH Mobile phase Mobile phase Equipment®
acatonitrile iwater (33:67, vi) acetonitrile water (37:63, vA)
Retention tite (min) 3] 39 64 T6
Asymmetry 092 094 0.90 0.96

4 Shimadzu LC-10 A, C-EéA ragistrator, SPD 10 & UV-_Vis detactor and manual injaction.

were between 2.35 and 0.41. These results can demonstrate the.
good precision of the method for dissolution test.

The robustness of the method was demonstrated through the
analysis of the chromatograms obtained under small variations
in the chromatagraphic conditions. During these modifications,
the retention time of rabeprazole sodium suffer small modifica-
tions, mainly with percentage of acetonitrile variation, but the
symmetry of the peak was conserved, indicating there was no
damage for the analysis (Table 3). The increase in the pH value
of the mobile phase resulted in a smaller retention time. The
theoretical plates kept around 3.49 x 107

4. Condusions

The dissolution test developed and validated for rabeprazole
sodium coated tablets was considered satisfactory. It was care-
fully studied in order to guarantee the drug stability during all
analysis time. The conditions that allowed the dissolution profile
determination were borate buffer pH 9.0 medium, paddle (USP
apparatug 2) and 73mpm stirring speed. The method demon-
strated to be adequate for quality control of rabeprazole sodium
dosage form, since there is no official monograph.
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5. CAPITULO Il

ESTUDO DA ESTABILIDADE







5.1 INTRODUCAO







Diversas razbes podem ser apontadas para a realizacdo de um estudo de
estabilidade de medicamentos. Entre elas, estdo a questdo da administragdo de
produtos estaveis e seguros ao paciente, a exigéncia legal de que os medicamentos
cumpram com suas condi¢cdes de identidade, poténcia e pureza até o momento de
seu uso, e 0s aspectos econdmicos, relacionados a imagem do produto e a

expectativa de eficacia do paciente frente ao mesmo (NUDELMAN, 1975).

A estabilidade de um produto farmacéutico pode ser definida como a
capacidade de uma formulagdo, em uma determinada embalagem, de manter suas
caracteristicas fisicas, quimicas, microbioldgicas, terapéuticas e toxicolégicas. Em
geral, a perda da estabilidade de um produto afeta sua eficacia, seguranca e
aceitabilidade pelo paciente. A perda da poténcia é considerada o efeito mais
importante, sendo 90% do valor rotulado o minimo aceitavel (KOMMANABOYINA e
RHODES, 1999; VADAS, 2000).

Os fatores que podem afetar a estabilidade de um produto incluem a
estabilidade da(s) substancia(s) ativa(s), o potencial de interagdo entre farmacos e
excipientes, processo de produgdo, forma farmacéutica, embalagem, condi¢des
ambientais durante o armazenamento e o transporte, tempo entre produgdo e uso
pelo paciente, além de fatores externos, tais como temperatura, radiagdes, umidade,
pressdo, solventes, gases atmosféricos, pH e contaminagcdo microbiana
(NUDELMAN, 1975; KOMMANABOYINA e RHODES, 1999; BRASIL, 2005).

Os estudos de estabilidade podem ser divididos em duas etapas: testes
acelerados e testes confirmatérios (NUDELMAN, 1975; BRASIL, 2005). Os estudos
acelerados s&o projetados para acelerar a degradagdo quimica ou mudangas fisicas
de um produto farmacéutico em condicdes forcadas de armazenamento. Este tipo de
estudo permite determinar quais os principais fatores que afetam a estabilidade do
produto e qual a magnitude, além de elucidar produtos e rotas de degradagao e
fornecer dados importantes para o desenvolvimento de métodos analiticos a serem
utilizados nos testes confirmatérios. Para avaliagdo da concentracdo do farmaco
e/ou produtos de degradacgédo formados, diferentes técnicas analiticas podem ser

empregadas (fisico-quimicas e microbiolégicas) (NUDELMAN, 1975).




Os estudos confirmatorios de longa duracao sao realizados a fim de verificar
as caracteristicas fisicas, quimicas, bioldégicas e microbiolégicas do produto durante
e, opcionalmente, depois do prazo de validade esperado (BRASIL, 2005).

Em relagdo as reacgbes fotoquimicas, pode-se afirmar que sdo processos
complexos, bastante comuns em farmacos, uma vez que a maioria destes apresenta
maximos de absorg¢do na regido de comprimento de onda das fontes normalmente
usadas, como ultravioleta (NUDELMAN, 1975). Diferentes tipos de reagdes podem
ser desencadeadas por acdo da luz, como redugdes, hidrolises, oxidagoes,
isomerizagdes, alteragbes de anel, polimerizagdes e remocg¢ao de substituintes
(TONNESEN, 2001).

Os estudos de fotoestabilidade de substancias podem ser realizados em duas
etapas: testes de degradacéao forgada, com o objetivo de avaliar a fotosensibilidade
do material e seus produtos de degradagao, empregando a substancia isoladamente
ou em solucao/suspensdo, € submetendo-a a condi¢gdes variadas de exposi¢ao;
testes confirmatorios, que propiciarao informacgdes necessarias sobre a manipulagao
e embalagem do produto (ICH, 1996b; TONNESEN, 1996).

As fontes de radiacdo preconizadas para os estudos de fotoestabilidade
podem ser: 1) fonte com emissédo padrao similar ao D65 (luz do dia externa)/ID65
(luz do dia indireta), que pode ser obtida com lampadas fluorescentes combinadas
com lampadas com emissao UV ou visivel, xenénio ou metal-haletos, com filtros que
permitam emissao ao redor de 320 nm; 2) lampada branca fluorescente fria e fonte
de luz UV fluorescente, que possua uma distribuicdo espectral de 320 a 400 nm, e

emissdo maxima de energia entre 350 e 370 nm (ICH, 1996Db).

No presente capitulo serdo apresentados os testes preliminares de
estabilidade de rabeprazol sédico frente aos fatores temperatura, acidez, oxidagao e
luz. Além disso, serao descritos o estudo da cinética de fotodegradagcao do farmaco
e o0s meétodos de isolamento e identificacdo de trés produtos de degradacgéo

formados frente a luz.




5.2 PARTE EXPERIMENTAL







5.2.1 Avaliagéo preliminar da estabilidade de rabeprazol

Amostras de comprimidos revestidos de rabeprazol sédico ou solugdes
obtidas a partir dos mesmos foram submetidas a diferentes fatores de degradacéao,
em condi¢des drasticas, a fim de observar quais fatores eram mais relevantes para
sua degradagdo. As amostras foram avaliadas por CLAE apds cada periodo de
exposicao, em relacdo a possivel formagdo de produtos de degradagdo. Cabe
salientar que, em alguns testes por cromatografia liquida, foi utilizada uma coluna
semipreparativa (Hypurity C18, 250 x 10 mm, 5um - THERMO) acoplada a um
cromatégrafo a liquido Hewlett-Packard, série 1100, com detector UV e fase mével
composta por acetonitrila-agua (35:65, v/v), a fim de obter um perfil mais claro e
otimizar processos de isolamento posteriores. O tempo de retengcdo de rabeprazol

nesta coluna e, nas condic¢des utilizadas, variava entre 29 e 32 minutos.

As condi¢gbes cromatograficas por CLAE, empregadas para avaliagdo da

degradacao, estao descritas na Tabela 4.3 (Capitulo ).

5.2.1.1 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica preliminar foi desenvolvida em estufa (BIOMATIC)

contendo termdmetro para verificagcdo da temperatura interna.

As amostras de rabeprazol sédico em comprimidos revestidos (10 mg) foram
colocadas sobre vidro de reldgio no interior da estufa e mantidas em temperatura
constante de 50 °C. Os tempos de exposi¢cao das amostras foram zero, 1, 2, 3, 4, 5,
7, 15 e 20 dias. Outra amostra de comprimidos revestidos foi colocada em estufa
(BIOMATIC), a temperatura de 80 °C por 4 dias.

Cada amostra era composta por trés comprimidos revestidos de rabeprazol

sodico.

O preparo das amostras foi realizado transferindo-se os trés comprimidos
revestidos para baldo volumétrico de 200 ml e levando ao banho de ultra-som por 20
minutos com 20 ml de agua (pH = 10,0). Apds, completou-se o volume com

acetonitrila e filtrou-se em papel filtro. A partir desta solugédo transferiu-se uma




aliquota de 5,0 ml para baldao volumétrico de 25 ml a fim de obter a concentracao de
40,0 ug/ml. Simultaneamente, foi preparada uma solugao de rabeprazol sddico SQR,

em acetonitrila, na mesma concentragao da amostra.

5.2.1.1.1 Resultados

A percentagem residual de rabeprazol sédico presente nas amostras de
comprimidos revestidos, armazenadas a temperatura de 50 °C manteve-se
aproximadamente constante (104%) até o 20° dia, o que indica que praticamente

nao houve degradacédo das amostras nas condi¢des estabelecidas.

Através dos cromatogramas, foi verificada a auséncia de produtos de

degradacao em quantidade.

O cromatograma ampliado, referente ao 20° dia de armazenamento a 50 °C,

esta representado na Figura 5.1.
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Figura 5.1 — Cromatograma ampliado obtido a partir de rabeprazol sodico em
comprimidos revestidos armazenados a 50 °C, durante 20 dias. Condi¢des
cromatograficas: coluna Hypersil Keystone BetaBasic C8 (250 x 4,6 mm, 5 um); fase
movel acetonitrila: agua (35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; deteccdo UV a 282 nm;
temperatura de analise 30 °C.




O teor residual de rabeprazol sodico encontrado nos comprimidos
armazenados em estufa, durante quatro dias, a temperatura de 80 °C, foi de 74,38%.
A Figura 5.2 apresenta o cromatograma referente a esta amostra, onde é possivel

observar o inicio da formagao de produtos de degradacgao.
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Figura 5.2 - Cromatograma ampliado obtido a partir de rabeprazol sédico em
comprimidos revestidos armazenada a 80 °C, durante 4 dias. Condi¢des
cromatograficas: coluna Hypersil Keystone BetaBasic C8 (250 x 4,6 mm, 5 um); fase
movel acetonitrila: agua (35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; deteccao UV a 282 nm;
temperatura de analise 30 °C.

5.2.1.1.2 Discusséao

A temperatura de 50 °C foi escolhida para o estudo, pois presumia-se que
esta poderia acelerar a degradagcdo do farmaco, o qual ja havia demonstrado ser
bastante instdvel mesmo a temperatura ambiente e, principalmente, em solucéo

aquosa. Os tempos de exposi¢ao foram selecionados aleatoriamente.

O produto farmacéutico ndo apresentou alteracdo das caracteristicas

organolépticas, como coloragao e odor, durante a realizagao do estudo.

Os resultados da determinacgao do teor residual de rabeprazol sédico indicam
que ndo houve degradacao significativa, mantendo-se em torno de 104% apéds 20

dias de exposicao.




A analise do cromatograma referente ao 20° dia demonstra o inicio da
formagdo de produtos de degradacdo. Provavelmente, a esta temperatura, as
reacdes de degradacgdo sdo lentas, sendo necessario maior tempo de exposigao

para observagao de tais produtos.

Em virtude dos resultados obtidos, realizou-se um teste colocando-se uma
amostra de comprimidos revestidos de rabeprazol sédico a temperatura de 80 °C,
por um periodo de 4 dias. Sob estas condigbes, houve um decaimento mais
acentuado do teor de farmaco, chegando a 74,38%. O cromatograma referente a
esta amostra sugere a presenca de alguns produtos de degradagdo em baixa

concentracgao.

A avaliagdo dos resultados indica que o rabeprazol sodico € sensivel a
temperatura, de maneira mais significativa quando esta é elevada ou quando o
periodo de exposi¢cao € maior. Este fato foi verificado no trabalho de EL-GINDY e
colaboradores (2003), que demonstrou que o tempo de meia-vida do farmaco, em

tampéao Britton-Robinson pH 7,0, € menor quanto maior a temperatura.

5.2.1.2 Estabilidade em meio acido

Para avaliagdo da estabilidade preliminar do farmaco em meio acido, uma
amostra de comprimido (20 mg) foi transferida para baldo volumétrico de 100 ml,
contendo 10 ml de agua pH 10,0, e levada ao banho de ultra-som por 25 minutos.
Apoés este periodo, o volume do baldo foi completado com HCI 0,1 M e a solugéo
mantida em temperatura ambiente. Aliquotas desta solugdo foram retiradas em
intervalos de 15 e 60 minutos, sendo neutralizadas com NaOH 0,1 M até pH proximo
de 7,0 e diluidas a concentragdo de 40,0 ug/ml com acetonitrila. As solugdes foram

filtradas em membrana de nylon de 0,45 um antes da analise cromatografica.

Amostras de comprimidos triturados foram diluidas a 800 pg/ml, em &acido
cloridrico 0,1 M, 0,05 M e 0,01M, mantidas a temperatura ambiente por 1 hora e

analisadas por cromatografia liquida, utilizando coluna semipreparativa.




5.2.1.2.1 Resultados

A solugcdo aquosa de rabeprazol, na presenca do acido 0,1 M, adquiriu a
coloracdo amarelo intenso. Através dos cromatogramas (Figuras 5.3 e 5.4), foi
possivel observar que o farmaco estava totalmente degradado apds 15 minutos e
que ap6s 60 minutos havia a formagao de outro produto com tempo de retencéo
proximo a 4 minutos.. O cromatograma desta solugdo, obtido em coluna

semipreparativa esta representado na Figura 5.5.
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Figura 5.3 — Cromatograma de rabeprazol em acido cloridrico 0,1 M por 15
minutos (40,0 pg/ml). Condigbes cromatograficas: coluna Hypersil Keystone
BetaBasic C8 (250 x 4,6 mm, 5 um); fase movel acetonitrila: agua (35:65, v/v);
fluxo 1,0 ml/min; detecgdo UV a 282 nm; temperatura de analise 30 °C.
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Figura 5.4 — Cromatograma de rabeprazol em acido cloridrico 0,1 M por 60 minutos
(40,0 pg/ml). Condigbes cromatograficas: coluna Hypersil Keystone BetaBasic C8
(250 x 4,6 mm, 5 um); fase movel acetonitrila: agua (35:65, v/v); fluxo 1,0 mi/min;
deteccao UV a 282 nm; temperatura de analise 30 °C.
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Figura 5.5 — Cromatograma de rabeprazol em meio acido cloridrico 0,1 M, apds 1
hora de contato (800,0 ug/ml). Condicbes cromatograficas: coluna semipreparativa
Hypurity C18 (250 x 10 mm, 5 um); fase médvel acetonitrila: agua (35:65, v/v); fluxo
1,0 ml/min; detecgdo UV a 282 nm; temperatura de analise 30 °C.




Os cromatogramas referentes a degradagao em acido cloridrico 0,05 e 0,01 M

estdo representados nas Figuras 5.6 e 5.7, respectivamente.
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Figura 5.6 — Cromatograma de rabeprazol em meio acido cloridrico 0,05 M, apos
1 hora de contato (800,0 pg/ml). Condigdes cromatograficas: coluna semipreparativa
Hypurity C18 (250 x 10 mm, 5 um); fase mével acetonitrila: agua (35:65, v/v); fluxo
1,0 ml/min; detecgdo UV a 282 nm; temperatura de analise 30 °C.
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Figura 5.7 — Cromatograma de rabeprazol em meio acido cloridrico 0,01 M, apos 1
hora de contato (800,0 ug/ml). Condigbes cromatograficas: coluna Hypurity
semipreparativa C18 (250 x 10 mm, 5 um); fase movel acetonitrila: agua (35:65, v/v);
fluxo 1,0 ml/min; detec¢cdo UV a 282 nm; temperatura de analise 30 °C.

5.2.1.2.2 Discusséao

A instabilidade de rabeprazol, bem como dos demais inibidores da bomba de
prétons, em meio acido € descrita na literatura (HORN e HOWDEN, 2005; QAISI et
al., 2006). Porém, os dados a respeito de numero de produtos formados, além da

forma sulfenamida, ndo sao exatos.

E possivel verificar através dos cromatogramas obtidos em coluna analitica
que, provavelmente, alguns produtos de degradacédo estejam sobrepostos, sendo

separados mais adequadamente em coluna semipreparativa.

Varios testes preliminares foram realizados a fim de otimizar condigdes de
isolamento para os produtos de degradagdo formados em meio acido. Entretanto,
observou-se que a degradagdo nao ocorria de forma reprodutivel, ou seja, os
produtos formados ndo eram sempre os mesmos e as quantidades formadas

variavam em diferentes dias. Os resultados publicados por EL-GINDY e




colaboradores (2003) mostram que em meio acido sao formados apenas dois
produtos de degradacéo, ao contrario dos dados obtidos neste estudo. Isto reforga o
fato de que as reagdes que o rabeprazol sofre em meio acido sdo mais complexas, o

que dificulta a etapa de isolamento de produtos de degradacgéo.

Os resultados obtidos para a degradacdo em acido cloridrico, em
concentragbes menores, indicaram que rabeprazol se degrada mais lentamente

quanto mais diluido for o acido, mas os produtos formados sdo 0s mesmos.

5.2.1.3 Estabilidade oxidativa

A solucéo foi preparada transferindo-se um comprimido de rabeprazol (20 mg)
para baldo volumétrico de 25 ml, contendo agua (pH = 10,0), e levando-o ao banho
de ultra-som por 25 minutos. A solucédo foi filtrada e aliquotas de 2 ml foram
transferidas para balées volumétricos de 10 ml. Ao primeiro baldao foram adicionados
8 ml de peroxido de hidrogénio 3%. A amostra foi analisada por CLAE logo apés 1

hora a temperatura ambiente e apds 30 minutos de aquecimento em banho-maria.

Ao segundo baldo, foram adicionados 5 ml de peréxido de hidrogénio 30% e a
mistura foi mantida a temperatura ambiente por 1 hora. Apés o periodo, completou-

se o volume com acetonitrila e analisou-se por CLAE.

5.2.1.3.1 Resultados

Os cromatogramas referentes as amostras degradadas com peréxido de
hidrogénio 3%, a temperatura ambiente e com aquecimento, e peroxido de
hidrogénio 30% estao representados nas Figuras 5.8, 5.9 e 5.10, respectivamente. O
pico com tempo de retencéo proximo a 3 minutos refere-se ao estabilizante presente

no reagente.
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Figura 5.8 — Cromatograma ampliado de rabeprazol em perdxido de hidrogénio 3%,
sem aquecimento, apés 1 hora (160,0 ug/ml). Condi¢gdes cromatograficas: coluna
Hypersil Keystone BetaBasic C8 (250 x 4,6 mm, 5 um); fase mével acetonitrila: agua
(35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; detecgcao UV a 282 nm; temperatura de analise 30 °C.
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Figura 5.9 — Cromatograma ampliado de rabeprazol em peroxido de hidrogénio
3%, aquecido por 30 minutos (160,0 pug/ml). Condigdes cromatograficas: coluna
Hypersil Keystone BetaBasic C8 (250 x 4,6 mm, 5 um); fase mével acetonitrila: agua
(35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; detecgcao UV a 282 nm; temperatura de analise 30 °C.
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Figura 5.10 — Cromatograma ampliado de rabeprazol em perdoxido de hidrogénio
30%, sem aquecimento, apds 1 hora (160,0 pg/ml). Condi¢gbes cromatograficas:
coluna Hypersil Keystone BetaBasic C8 (250 x 4,6 mm, 5 um); fase moével
acetonitrila: agua (35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; detecgao UV a 282 nm; temperatura
de analise 30 °C.

5.2.1.3.2 Discusséao

Os resultados do teste preliminar de estabilidade oxidativa demonstraram que
rabeprazol degrada-se em torno de 50% em contato com perdxido de hidrogénio
3%, a temperatura ambiente por 1 hora, enquanto que sob aquecimento por 30
minutos e em peroxido 30%, é totalmente degradado no mesmo periodo. E possivel
verificar que a temperatura provoca o aumento da velocidade das reagdes quimicas

que ocorrem neste sistema.

Aproximadamente quatro produtos de degradacdo sdo formados nas trés
condigdes estudadas. EL-GINDY e colaboradores (2003) encontraram apenas 2
produtos de degradagao apds manter uma solugéo aquosa de rabeprazol, contendo
peréxido de hidrogénio 33,3%, por 24 horas a temperatura ambiente. Esta diferenga

pode ser atribuida as diferentes condi¢oes de analise aplicadas.

Um dos provaveis grupamentos da molécula a sofrer oxidacédo € o sulfoxido,

passando assim, a forma sulfona.




5.2.1.4 Estabilidade frente a luz
5.2.1.4.1 Ld&mpada UVC-254 nm

Este estudo preliminar de fotoestabilidade de rabeprazol foi desenvolvido em
camara espelhada contendo lampada UVC -254 nm, 15W (45 cm de comprimento -

PHILIPS), com temperatura nao superior a 25 °C.

As amostras eram compostas por comprimidos intactos, comprimidos
triturados e solugbes aquosas e metandlicas do farmaco, sendo as ultimas
armazenadas em cubetas descartaveis de 10 mm (BRAND) fechadas com auxilio de

Parafilm® .
Os tempos de analise foram os seguintes:
e solugdes aquosa e metandlica (800,0 ug/ml): 1 hora
e comprimidos intactos: 22, 35, 50 dias
e comprimidos triturados: 3, 10, 35 e 50 dias

A anadlise cromatografica foi realizada em coluna semipreparativa Ciys,
possuindo, entdo, um carater qualitativo e n&o quantitativo. As amostras de
comprimidos intactos e triturados, expostas a luz UVC 254 nm, foram dissolvidas em

acetonitrila e filtradas em membrana de nylon de 0,45 um antes da analise.

5.2.1.4.1.1 Resultados

Os cromatogramas referentes as amostras em solugédo aquosa (800,0 pg/ml),
e metandlica (800,0 ug/ml), obtidas a partir de comprimidos de rabeprazol, expostas

a radiagao UVC, estao representados nas Figuras 5.11 e 5.12, respectivamente.
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Figura 5.11 — Cromatograma de solugdo aquosa de rabeprazol sodico (800 ug/ml),
exposta a luz UVC 254 nm (15W) por 1 hora. Condigdes cromatograficas: coluna

Hypurity semipreparativa C18 (250 x 10 mm, 5 um); fase mdvel acetonitrila: agua
(35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; detecgcdo UV a 282 nm; temperatura de analise 30 °C.
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Figura 5.12 — Cromatograma de solugcdo metandlica de rabeprazol sdédico (800
Mg/ml), exposta a luz UVC 254 nm (15W) por 1 hora. Condi¢gées cromatograficas:
coluna Hypurity semipreparativa C18 (250 x 10 mm, 5 um); fase mével acetonitrila:
agua (35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; deteccao UV a 282 nm; temperatura de analise
30 °C.




ApOs a exposigao a radiagao, as solugdes tornam-se amareladas.

A analise dos comprimidos triturados demonstrou que a fotodegradagéo do
farmaco na forma sélida é mais lenta, sendo possivel observar produtos de
degradacgao somente apds 10 dias de exposigao (Figura 5.13). Para os comprimidos
intactos, ndo foi observada degradacao significativa apés 50 dias de exposig¢ao a
lampada UVC (Figura 5.14).
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Figura 5.13 — Cromatograma ampliado de comprimido triturado de rabeprazol em
acetonitrila (800 ug/ml), exposto a lampada UVC — 254 nm por 10 dias. Condi¢des
cromatograficas: coluna Hypurity semipreparativa C18 (250 x 10 mm, 5 um); fase
movel acetonitrila: agua (35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; detec¢do UV a 282 nm;
temperatura de analise 30 °C.
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Figura 5.14 — Cromatograma de comprimido intacto de rabeprazol em acetonitrila
(800 ug/ml), exposto a lampada UVC - 254 nm por 50 dias. Condicbes
cromatograficas: coluna Hypurity semipreparativa C18 (250 x 10 mm, 5 um); fase
movel acetonitrila: agua (35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; deteccdo UV a 282 nm;

temperatura de analise 30 °C.

5.2.1.4.1.2 Discussao

A andlise dos cromatogramas obtidos a partir das solugdes aquosa e
metandlica de rabeprazol demonstra a labilidade do farmaco a radiagéo sob estas
condigdes. Varios produtos de degradagao sao formados em pequena quantidade e
somente um €& majoritario, com tempo de retengdo em torno de 19 minutos,

denominado DP19, o qual é formado em maior quantidade que em meio acido.

De acordo com TONNESEN (2001), formas farmacéuticas como comprimidos
devem ser trituradas a fim de gerar uma camada fina, com maior area de exposicao.
A degradacao do farmaco frente a luz, na forma de comprimido triturado, gerou os
mesmos produtos de degradagdo formados nas solugdes, porém de forma mais
lenta. Provavelmente, os excipientes da formulagdo exergcam algum tipo de protegao
que impede a passagem da radiagdo. Este fato fica comprovado quando os
comprimidos intactos s&o analisados. Mesmo apdés 50 dias de exposig¢ao a lampada

nao ha observagdo de produtos de degradagdo no cromatograma. Neste tipo de




formulacdo, as reacbes acontecem na superficie, ndo afetando o interior da
preparagao (TONNESEN, 2001). A exposigao por um periodo mais prolongado seria
necessaria, a fim de se obter dados mais conclusivos. Cabe salientar que o material
de acondicionamento, no qual os comprimidos sdo comercializados, € um blister
aluminizado que impede a passagem da luz, o que sugere a preocupagao do

laboratorio produtor em proteger a formulagao.

5.2.1.4.2 Lampada metal haleto (HPA 400 W)

Esta fonte de radiagdo € uma das indicadas pelo ICH (1996b), e apresenta
grande semelhanca a luz solar, com emissao uniforme entre 350-550 nm (MOORE,
1996).

As amostras expostas a lampada foram solugdes metandlicas e aquosas
(800 pg/ml) de rabeprazol sédico, armazenadas em cubetas de quartzo de 10 mm,

fechadas.

Tendo em vista o aquecimento da cadmara, gerado pela lampada, um sistema

de refrigeracéo foi utilizado, mantendo a temperatura em torno de 50 °C.

O tempo de exposic¢ao foi de 10 minutos, para a solugédo metandlica, e de 45

minutos para a solugéo aquosa.

5.2.1.4.2.1 Resultados

Os cromatogramas referentes as amostras em solugdo metandlica e aquosa
(800 pg/ml), expostas a lampada metal haleto, estdo representados nas Figuras 5.15

e 5.16, respectivamente.
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Figura 5.15 — Cromatograma de solugdo metandlica de rabeprazol sddico, exposta a
lampada metal-haleto (400 W) por 10 minutos. Condigbes cromatograficas: coluna
Hypurity semipreparativa C18 (250 x 10 mm, 5 um); fase mdével acetonitrila: agua
(35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; detecgcao UV a 282 nm; temperatura de analise 30 °C.
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Figura 5.16 — Cromatograma de solugdo aquosa de rabeprazol sodico (800 ug/ml),
exposta a lédmpada metal-haleto (400 W) por 45 minutos. Condigdes
cromatograficas: coluna Hypurity semipreparativa C18 (250 x 10 mm, 5 um); fase
movel acetonitrila: agua (35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; detec¢ao UV a 282 nm;
temperatura de analise 30 °C.




5.2.1.4.2.2 Discussao

A lampada metal-haleto € uma fonte luminosa bastante indicada para
utilizacdo em estudos de estabilidade, tendo em vista a semelhanga da radiagao
gerada com a radiagao solar. Entretanto, apresenta como desvantagens o alto custo,
o curto periodo de utilizacdo e o aquecimento das amostras provocado pela

radiagcéo, o qual pode influenciar os resultados (MOORE, 1996).

Os resultados obtidos indicaram que rabeprazol se degrada de forma muito
intensa quando exposto a esta radiacdo em solugdo. Em apenas 10 minutos,
observaram-se produtos de degradacéo na solugdo metandlica. A exposigdo por um
periodo maior ndo foi possivel, pois havia a evaporagdo do metanol. A dgua nao
sofreu este processo, 0 que possibilitou a exposicdo da solugdo aquosa por mais

tempo.

A elevada temperatura (aproximadamente 50 °C), gerada pela fonte no
interior da cdmara, pode ter contribuido para a rapida degradacao do farmaco frente
a radiacdo. Apesar dos estudos preliminares de estabilidade térmica terem
demonstrado que os comprimidos de rabeprazol permanecem estaveis por
aproximadamente 20 dias a 50 °C, nao foram realizados estudos sobre a

estabilidade do farmaco em solugao nestas condigdes.

A exposi¢cao dos comprimidos intactos e triturados a essa fonte de radiagéo
seria importante, pois forneceria informagdes a respeito da estabilidade da

formulagao frente a radiagao solar, uma vez que esta fonte simula tal condi¢ao.

E importante destacar que os produtos majoritarios formados para as
solugdes expostas a lampada metal-haleto e a lampada UVC- 254 nm sio os

mesmaos, principalmente o DP19.

ApOs os testes preliminares de estabilidade, onde foram avaliados a
temperatura, o meio acido, a presenga de agente oxidante e a luz, optou-se por
continuar o estudo trabalhando com a luz, tendo em vista a rapida degradagao e a
formacgao de um produto majoritario, passivel de isolamento. A lampada UVC - 254
nm foi selecionada, pois apresenta um menor custo e ndo provoca o aquecimento

das amostras. Além disso, seu tempo de vida util € maior.




5.2.2 Cinética de degradacéao fotoquimica de rabeprazol

Visando obter dados sobre a velocidade de degradagdo fotoquimica de

rabeprazol, estudos acelerados de estabilidade foram realizados.
5.2.2.1 Condi¢bes de estudo

A amostra foi preparada a partir da trituragdo de dois comprimidos (20 mg
cada), os quais foram dissolvidos em metanol, em baldo volumétrico de 50 ml. A
solugdo resultante foi filtrada em membrana de nylon de 0,45 pm e aliquotas de 2 ml
foram transferidas para cubetas descartaveis (Brand, 10 mm de caminho 6tico)
fechadas com auxilio de Parafilm®. As cubetas foram dispostas no interior da
camara, a uma distancia de 10 cm da lampada UVC- 254 nm (15 W — Philips). A
temperatura no interior da camara manteve-se inferior a 25 °C. Os periodos de

exposicdo foram: 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos (n = 3).

Como controle, uma cubeta contendo 2 ml de solugdo metandlica de

rabeprazol foi envolvida em papel aluminio e exposta a lampada por 50 minutos.

O acompanhamento da degradacdo do farmaco foi realizado por CLAE,
conforme as condi¢des descritas na Tabela 4.3 (Capitulo |). Apés cada periodo de
exposicao, transferia-se 1 ml de cada cubeta para balées volumétricos de 20 ml e
completava-se o volume com acetonitrila, obtendo-se a concentragao final de 40

Mg/ml. As analises foram feitas em triplicata.

Através dos resultados de concentragcdo de rabeprazol, obtidos em cada
tempo de exposi¢cdo, construiu-se graficos de concentracdo x tempo, log de
concentragao x tempo e 1/concentragao x tempo, a partir dos quais pode-se estimar

a ordem de reacgao para o farmaco, nas condicbes empregadas.

5.2.2.2 Resultados

A Tabela 5.1 apresenta os resultados das concentracdes de rabeprazol nas
solugdes metandlicas expostas a lampada UVC- 254 nm (15 W), em fungdo do

tempo, por CLAE.




Tabela 5.1 — Valores de concentracdo de rabeprazol em solugdes metandlicas
expostas a ldampada UVC- 254 nm (15 W) por CLAE.

Tempo (minutos) Concentracao (ug/ml)* DPR
0 40,00 1,70
5 32,15 1,35
10 25,39 1,01
15 19,40 3,86
20 14,42 2,70
25 10,02 4,00
30 4,68 0,90

* cada valor é média de trés determinagdes
DPR = desvio padréo relativo

A partir dos dados experimentais de concentragdo, determinou-se a ordem de

reagao seguida pela amostra, utilizando-se como base a correlagdo existente entre

as duas variaveis (concentragdo e tempo) (Tabela 5.2).

Tabela 5.2 - Valores dos coeficientes de correlacdo, considerando diferentes ordens
de reacdo, obtidos a partir de solugdes metandlicas de rabeprazol expostas a
lampada UVC- 254 nm (15 W).

Reacédo de ordem zero

Reacédo de primeira

Reacédo de segunda

Tempo ~
Concentracdo de ordem ordem
(min) rabeprazol (ug/ml) log da concentracéo 1/Concentracéo
0 40,00 1,6021 0,0250
5 32,15 1,5072 0,0311
10 25,39 1,4047 0,0394
15 19,40 1,2878 0,0515
20 14,42 1,1591 0,0693
25 10,02 1,0007 0,0998
30 4,68 0,6708 0,2134
r* 0,9950 0,9731 0,8578

* coeficiente de correlacao




A partir da avaliagdo dos coeficientes de correlacdo obtidos para cada
combinacgao de valores, é possivel verificar qual descreve uma reta, o que indicara a
ordem de reagdo (NUDELMAN, 1975; LACHMAN et al., 2001).

Nas condi¢gdes estudadas, observou-se que a cinética de reagao que melhor
descreve a redugao da concentracdo de rabeprazol em fungdo do tempo € a ordem
zero. A Figura 5.17 representa o perfil de concentragédo de rabeprazol em fungao do

tempo e a equacao da reta correspondente.

y=-1,1513x+ 38,136
35 A r=0,9950

Conc (pg/ml)

0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo (min)

Figura 5.17 — Representacao grafica da fotodegradagao de rabeprazol em solugao
metandlica, em fung&o do tempo, expostas a lampada UVC- 254 nm (15 W).

Apos a determinacdo da ordem de reacgao, pode-se calcular os valores das
velocidades de degradacéao (K) para cada tempo (t), a partir da equagéao K= (C,-C)/t,
onde C, corresponde a concentragao inicial de rabeprazol e C a concentragao de
rabeprazol no tempo “t”. O valor de K médio foi, entdo, obtido a partir da média
aritmética dos valores de K para cada tempo. Os resultados obtidos encontram-se
na Tabela 5.3.

A analise da amostra mantida em cubeta descartavel, envolvida por papel

aluminio, demonstrou que n&o houve degradagao do farmaco.




Tabela 5.3 — Valores de velocidade de degradacédo (K) de rabeprazol, obtidos
segundo cinética de ordem zero, em solu¢gao metandlica.

(rl-ﬁ]rz'?(;)s) Conc. ?Sgr/?nbl)eprazol Valores de K (min ™) K médio

0 40,00 -

5 32,15 1,572

10 25,39 1,461

15 19,40 1,373 1,343
20 14,42 1,278

25 10,02 1,199

30 4,68 1,177

5.2.2.3 Discussao

O método por CLAE, validado para determinagcao de rabeprazol na forma
farmacéutica, demonstrou ser adequado para estudos de estabilidade, pois ndo ha

interferéncia dos picos referentes aos produtos de degradagao na analise.

Testes preliminares de estabilidade haviam demonstrado que a luz € um fator
importante para a degradacdo de rabeprazol, mas ndo havia dados sobre a
velocidade das reagdes. Assim, foi realizado o estudo da cinética de fotodegradacgéo
do farmaco, em condicbdes de estresse, a fim de auxiliar os estudos de isolamento

posteriores.

Os resultados apontaram uma degradagao superior a 88% em 30 minutos de
exposi¢cao, o que nao foi observado na analise da amostra protegida da luz, que
manteve sua concentracdo inalterada. Este fato comprova que a reducdo da
concentragcao de rabeprazol, observada durante o estudo, foi decorrente apenas da

exposicao a radiagao UVC.

A analise dos coeficientes de correlagcdo obtidos para cada reta tracada,

indicou que o processo de fotodegradagéo de rabeprazol pode ser descrito por uma




cinética de ordem zero, nas condi¢des utilizadas no estudo. Assim, de acordo com o
conceito de reagdo de ordem zero, a degradacdo de rabeprazol sob efeito de

radiacao UVC-254 nm, independe de sua concentracdo na solugido metandlica.

O trabalho de EL-GINDY e colaboradores (2003) descreve um estudo de
cinética de reacao para rabeprazol em solugdo aquosa quando exposto a lampada
de tungsténio (40 W), em presenca de peroxido de hidrogénio 33,3% e em tampéo
Britton-Robinson pH 7,0, sob temperaturas entre 30 e 60 °C. Para todas as
condigdes, foi constatado que a degradagdo de rabeprazol ocorre segundo uma
cinética de pseudo-primeira ordem. Os tempos de exposicdo a cada fator de
degradacao nao sao citados. As diferengas observadas podem ser atribuidas as

diferentes condi¢cdes de estudo.

5.2.3 Isolamento de produtos de degradacéo

Esta etapa do trabalho foi desenvolvida no Departamento de Quimica
Orgénica - Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos
Aires (Argentina), durante o estagio de doutorado, sob orientagdo da Professora

Doutora Norma Sbarbati Nudelman.

Considerando que o farmaco se degrada rapidamente, quando em solugao,
frente a luz UVC- 254 nm e que os produtos formados sdo semelhantes aqueles
gerados pela exposigdao dos comprimidos triturados, as mesmas condi¢des de
degradagdo, e pela exposicdo a lampada metal haleto, optou-se por isolar os
produtos oriundos da fotodegradacao de rabeprazol. Além disso, ndo foi possivel
obter um perfil de degradacao reprodutivel para o meio acido, enquanto que um

produto majoritario era formado na luz.

Sendo assim, iniciou-se o estudo acelerado de estabilidade fotoquimica, onde
foram testados diferentes métodos de separagao: cromatografia em camada delgada

preparativa e cromatografia em coluna.

As amostras de rabeprazol em solugdo metandlica eram submetidas a
lampada UVC-254 nm (15 W), em cubetas de plastico descartaveis, fechadas, por 1

hora, a uma distancia de 10 cm da lampada.




5.2.3.1 Cromatografia em camada delgada preparativa

Foram utilizadas placas de gel de silica 60 Fy54 (MERCK), preparadas no
laboratério, com espessura de 0,75 mm e, como sistema eluente, cloroférmio-
metanol (85:15, v/v). As solugcbes metandlicas, submetidas a radiacdo na
concentragédo de 800 pug/ml, foram concentradas em evaporador rotatorio e aplicadas
nas placas. Estas foram transferidas para cubas, previamente saturadas com
sistema eluente, e o cromatograma foi desenvolvido. As manchas foram visualizadas
com luz ultravioleta (254 nm), marcadas e raspadas. O material impregnado na silica
foi extraido com trés porcdes de 10 ml de metanol e filtrado a vacuo, através de filtro

de vidro sinterizado.

5.2.3.2 Cromatografia em coluna

Para o desenvolvimento desta técnica, foi utilizada uma coluna de vidro de
aproximadamente 22 cm de comprimento e 2 cm de didmetro, empacotada com gel
de silica (0,063-0,200 mm - MERCK) disperso em diclorometano.

A amostra, solugbes metandlicas de rabeprazol (1,6 mg/ml), submetidas a
radiacao por 1 hora, foram misturadas com uma pequena quantidade de silica para
coluna e secas em evaporador rotatorio. O pé resultante foi transferido para o topo
da coluna e coberto com uma porg¢éo de algoddo (GALAGOVSKY, 2002).

Para eluicéo, utilizou-se diclorometano-metanol, em diferentes proporgées, no

volume de 30 ml. Para cada proporgéao, foram coletadas trés fracées de 10 ml.

O conteudo de cada fragao foi concentrado em evaporador rotatério e
analisado por CCD, utilizando como fase moével diclorometano — metanol (90:10,
v/v). As fragbes contendo produtos de degradagao eram analisadas por CLAE, em
coluna semipreparativa Cqg, para verificacdo do tempo de retencdo dos produtos e

da pureza.




As fragdes de interesse que estivessem impuras eram purificadas por CCD
preparativa em placas de gel de silica, utilizando como eluente diclorometano-
metanol (90:10, v/v).

Além das técnicas de isolamento, foi realizada a analise de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio e carbono 13, em espectrbmetro de 200 MHz
(Bruker), do residuo obtido por secagem, em evaporador rotatorio, da solugao
metanodlica de rabeprazol (800 pg/ml) exposta a radiagdo UVC por 1 hora. O
solvente utilizado para a dissolugao do residuo foi cloroférmio deuterado. A partir

deste experimento, obteve-se o produto denominado DPcloroférmico.

Uma representacdo esquematica do isolamento dos produtos de

fotodegradacao de rabeprazol pode ser observada na Figura 5.18.

Solugdo metandlica de rabeprazol Solugdo metandlica de rabeprazol
(800 pg/ml) exposta a lampada (1,6 mg/ml) exposta a lampada
UVC- 254 nm por 1 hora UVC- 254 nm por 1 hora

rsecagem em rotavapor
CCD prep Ldissolugéo em
CHCI3-CH30H (85:15) cloroformio deuterado cc

LRMN H e **C (200 MHz)

DP16 DPcloroférmico Fragdes CH,Cl,-CH3OH
(95:5 € 90:10)

DP19

Figura 5.18 — Representagdo esquematica do isolamento dos produtos de
fotodegradacao de rabeprazol sédico. CCD prep: cromatografia em camada delgada
preparativa; CC: cromatografia em coluna.

5.2.3.3 Resultados

Através da técnica de CCD preparativa, verificou-se a presenca de varias
manchas bastante unidas, e uma, de Rf menor, isolada. A analise por CLAE, com
coluna semipreparativa, do extrato proveniente desta mancha demonstrou tratar-se
de um produto impuro com tempo de retencdo de 16 minutos, denominado DP16

(Figura 5.19). O pico em 13 minutos se refere ao metanol (solvente).
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Figura 5.19 — Cromatograma do produto de degradacgéao isolado por CCD preparativa
a partir de solugao metandlica de rabeprazol, exposta a ldmpada UVC- 254 nm por 1
hora. Condigdes cromatograficas: coluna Hypurity semipreparativa C18 (250 x 10

mm, 5 um); fase movel acetonitrila: agua (35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; detecgédo UV
a 282 nm; temperatura de analise 30 °C.

Ap0s realizagao de diversas placas, foi possivel obter 20 mg do produto DP16
puro. O mesmo apresentou-se como po6 branco e foi mantido em dessecador até ser

enviado para analise por RMN, para elucidagéo da estrutura.

A cromatografia em coluna possibilitou separar diversos produtos de
degradagao, sendo que logo nas primeiras fragées (proporgdes 95:5 e 90:10) foi
possivel obter o produto majoritario, denominado DP19, juntamente com outros dois
produtos (Figura 5.20).
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Figura 5.20 — Cromatograma da fracdo 3 da coluna, eluida com diclorometano-
metanol, propor¢do 90:10, v/v. Condi¢gdes cromatograficas: coluna Hypurity
semipreparativa C18 (250 x 10 mm, 5 um); fase mével acetonitrila: agua (35:65, v/v);
fluxo 1,0 ml/min; detec¢cdo UV a 282 nm; temperatura de analise 30 °C.

A purificagcdo em CCD preparativa foi realizada e o rendimento do produto
DP19 foi de 8 mg (Figura 5.21).

ApOs a realizagdo de outras trés colunas, foram obtidos 20 mg do produto
DP19, que foram mantidos em dessecador até a analise por RMN, para elucidacao

da estrutura.
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Figura 5.21 — Cromatograma do produto de degradacado DP19, apds purificagdo em
CCD preparativa. Condigbes cromatograficas: coluna Hypurity semipreparativa C18
(250 x 10 mm, 5 um); fase moével acetonitrila: agua (35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min;
detecgao UV a 282 nm; temperatura de analise 30 °C.

Os espectros de RMN de hidrogénio e de carbono, referentes ao residuo da
solucao de rabeprazol, exposta a radiagao, dissolvido em cloroférmio deuterado,
apresentou muito ruido e alguns sinais significativos, indicativos de uma estrutura
condizente a de um produto de degradacgao (DPcloroférmico). Estes espectros seréo
apresentados e discutidos no item referente a identificacdo dos produtos de

degradacgéo.

5.2.3.4 Discussao

A etapa de isolamento pode ser considerada a mais complexa dentro de um
estudo de estabilidade, pois diversos fatores devem ser avaliados para se obter a

melhor técnica e condicdo de separagao.

Diferentes métodos foram testados a fim de isolar os produtos da
fotodegradacdo de rabeprazol. As primeiras tentativas objetivaram separar os
produtos por cromatografia em camada delgada preparativa e, para tanto, foram

testados diversos sistemas eluentes. O sistema utilizando cloroférmio-metanol




(85:15, v/v) mostrou ser o mais adequado para o isolamento de um produto
minoritario (DP16). As demais manchas ficaram muito proximas, impedindo a

separagao sem contaminacao.

A partir de entdo, empregou-se a cromatografia em coluna, a qual
possibilitaria o isolamento de maior quantidade de produto. Foram testados como
sistemas eluentes cloroformio-metanol e diclorometano-metanol. O primeiro
demonstrou ndo ser reprodutivel, provavelmente pela formacgao de artefatos durante
o experimento. Por outro lado, o segundo sistema foi de grande éxito no isolamento

do produto maijoritario (DP19), o qual era eluido nas primeiras fragdes coletadas.

O isolamento do produto de degradagcdo com tempo de retengcao de 22
minutos (Figura 5.20), bastante concentrado nas fragées contendo DP19, n&o foi
possivel devido a sua contaminagdo com um produto fluorescente, que ndo permitiu

purificacdo nas condigdes testadas.

O objetivo da realizacdo do espectro de ressonancia magnética nuclear do
residuo proveniente da solucdo metandlica, exposta a radiacao, foi, inicialmente, a
identificacdo do produto de degradagdo majoritario, uma vez que estando em grande
quantidade, seus sinais se sobressairiam em um espectrbmetro de menor
sensibilidade. Entretanto, foi possivel observar que a utilizagdo de cloroférmio como
solvente possibilitou a dissolucdo de um outro produto, diferente do considerado

majoritario (DP19), conforme descrito no item a seguir.

5.2.4 Identificagdo dos produtos de degradacao

Os espectros de RMN de hidrogénio, de carbono, e o0s espectros de
correlacédo COSY, HSQC e HMBC, dos produtos de degradacédo DP16 e DP19
foram obtidos em espectrébmetro Bruker TopSpin de 500 MHz, utilizando metanol
deuterado (Aldrich) como solvente e tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna.
Os espectros do produto DPcloroféormico foram realizados em espectrémetro Bruker
de 200 MHz, utilizando cloroférmio deuterado (Aldrich) como solvente. As analises

foram realizadas na UMYMFOR (Argentina), descrito anteriormente no item 4.2.1.2.

Para o produto DP16 foram utilizados 20 mg na realizagdo do espectro e para
DP19, 10 mg.




5.2.4.1 Resultados e Discussao

5.2.4.1.1 DP16

Os espectros de RMN de 'H e ™C do produto de degradacdo DP16 estdo

representados nas Figuras 5.22 e 5.23, respectivamente.
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Figura 5.22 — Espectro de RMN de hidrogénio do produto de degradacdo DP16, em

metanol deuterado (500MHz) (a), ampliagdo da regido aromatica (b).
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Figura 5.23 — Espectro de RMN 3C do produto de degradagdo DP16 em metanol
deuterado (500MHz).

A andlise dos espectros obtidos para DP16 possibilitou verificar que houve
grande alteracdo quando comparados com os espectros de rabeprazol. E possivel
observar a eliminagédo dos sinais referentes a regido alifatica e a mudanga na regiédo
aromatica, com auséncia dos sinais referentes ao anel piridinico. Os sinais
pequenos, observados principalmente no espectro de hidrogénio, pertencem a

impurezas.

Os espectros bidimensionais COSY, HSQC e HMBC, que indicam as
correlacdes existentes entre os hidrogénios e entre hidrogénios e carbonos estédo

representados nas Figuras 5.24, 5.25 e 5.26, respectivamente.
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Figura 5.24 — Espectro COSY do produto de degradacdo DP16, em metanol
deuterado (500 MHz).
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Figura 5.25 — Espectro HSQC do produto de degradagdo DP16, em metanol
deuterado (500 MHz) (a), ampliacéo da regiao aromatica (b).
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Figura 5.26 — Espectro HMBC do produto de degradagdo DP16 em metanol
deuterado (500 MHz).

A Tabela 5.4 descreve os dados obtidos a partir dos espectros do produto de

degradacao DP16 e as atribuigdes realizadas.

Tabela 5.4 — Dados obtidos a partir dos espectros de RMN de *C, HSQC, 'H, COSY
e HMBC, em metanol deuterado, do produto de degradacédo DP16.

13
C (ppm)/ HSQC "H (ppm) COSY | ymBC (ppm)
atribuicéo (ppm) (Ppm)
47-48 4,9 metanol deuterado (solvente)
107,92 / C4;7 7,55 m (2H) H7,17 C126,28
J=2,97/2,75/3,20 Hz
121,00 / C5;6 717 m (2H) H7,55 C126,28
J=2,98/2,97/3,21 Hz
126,28 / C8;9 - - - -
140,11/ C2 8,08 s (1H) - -

m = multipleto; s = singleto




Apos a analise do conjunto de espectros obtidos para o DP16, verificou-se
que ha a ruptura da molécula de rabeprazol na regido do grupamento sulfoxido,
originando o anel benzimidazodlico. A estrutura proposta esta representada na Figura
5.27.

Figura 5.27 — Estrutura proposta para o produto de degradagao isolado DP16:

benzimidazol (1H-benzimidazol).

A observagdo dos espectros de hidrogénio e carbono do benzimidazol
(DMSO-d), disponivel em uma base de dados, (SDBS, 2006) auxiliou na atribuicao

da estrutura.

5.2.4.1.2 DP19

Os espectros de RMN de 'H e ™C do produto de degradacdo DP19 estdo

representados nas Figuras 5.28 e 5.29, respectivamente.




G N
ERGRNnEERT L
Ensmnnzsses BROKER
S 28R o
T Ty O\ £y G £ e B e o [:g'\‘_..
a |
ko
g gj
rq g
80 ) 0 a3 anf is 30 ) g0 a3 ad 23 20 13 i () g
)
b BRUKER

Figura 5.28 — Espectro de RMN de hidrogénio do produto de degradagédo DP19 em
metanol deuterado (500 MHz) (a), ampliagdo da regido aromatica (b).
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Figura 5.29 — Espectro de ">C do produto de degradagdo DP19 em metanol (500
MHz).

Da mesma forma que para DP16, observa-se a grande modificacdo dos
espectros de DP19 quando comparados com os obtidos para rabeprazol. Ha o
desaparecimento dos sinais na regido alifatica e a mudanga nos sinais da regiao
aromatica, indicando auséncia do anel piridinico. Também sao observados sinais

relativos a impurezas.

Os espectros bidimensionais COSY, HSQC e HMBC estéo representados nas

Figuras 5.30, 5.31 e 5.32, respectivamente.
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Figura 5.30 — Espectro COSY do produto de degradacdo DP19 em metanol (500
MHZz).
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Figura 5.31 — Espectro HSQC do produto de degradagdo DP19 em metanol (500
MHz).
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Figura 5.32 — Espectro HMBC do produto de degradagdo DP19 em metanol (500
MHz).

A Tabela 5.5 descreve os dados obtidos a partir dos espectros do produto de
degradacéo isolado DP19 e as atribuicbes realizadas. E possivel observar que o
carbono com deslocamento quimico de 167,78 ppm n&o correlaciona com nenhum
hidrogénio no espectro HSQC, indicando tratar-se de um carbono quaternario,

diferente do observado para DP16.




Tabela 5.5 — Dados obtidos a partir dos espectros de RMN de *C, HSQC, 'H, COSY
e HMBC, em metanol deuterado, do produto de degradagédo DP19.

13
C bpm)/ | HSQC *H (ppm) COSY | HMBC (ppm)
atribuicéo (ppm) (ppm)
47-48 4,9 metanol deuterado (solvente)
109,51 / C4;7 7,24 m (2H) H7,19 C122,56
J=3,84/2,88/3,12/3,12 Hz
m (2H)

122,56 / C5;6 7,19 H7,24 | C109,51/C132,43

J=3,12/3,12/2,87/3,84 Hz
132,43/ C8;9 - - - -

167,78 / C2 - - - -

m = multipleto

Apods a analise do conjunto de espectros obtidos para o DP19, verificou-se
que para a formagao deste produto de degradacdo ha a ruptura da molécula de
rabeprazol na regido do grupamento sulféxido, seguida da oxidagdo do carbono 2,

originando a benzimidazolona. A estrutura proposta esta representada na Figura

5.33.
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Figura 5.33 — Estrutura proposta para o produto de degradagao isolado DP19: 1,3-
diidro-benzimidazol-2-ona.

5.2.4.1.3 DPcloroférmico

Os espectros de RMN de "H e "*C do produto de degradacdo DPcloroférmico

estdo representados nas Figuras 5.34 e 5.35, respectivamente.
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Figura 5.34 - Espectro RMN de hidrogénio do produto de degradagao
DPcloroférmico, em cloroférmio deuterado (200 MHz).
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Figura 5.35 — Espectro de RMN de "*C do produto de degradagdo DPcloroférmico,
em cloroférmio deuterado (200 MHz).

Os espectros bidimensionais ndo foram obtidos. Os valores de deslocamentos
quimicos (3) e multiplicidade, observados no espectro de RMN de hidrogénio, bem
como os sinais verificados no espectro de °C e as atribuicdes, estdo listados na

Tabela 5.6.




Tabela 5.6 — Dados obtidos a partir dos espectros de RMN de 'H e "*C do produto
de degradagao DPcloroférmico, em cloroféormio deuterado e espectrémetro Bruker
de 200 MHz.

RMN - *H RMN - *3C
Deslocamento Multiplicidade e Deslocamento Atribuicao
quimico (ppm) n° hidrogénios guimico (ppm) (Figura 5.36)

2,0 s (3H) 9,5 Ccr
2,15 m (2H) 29,0 C10’
3,3 s (3H) 58,0 C13
3,6 t (2H) 66,0 C11
4,2 t (2H) 68,5 co
4,7 s (2H) 63,0 C1
6,75 d (1H) 106,0 (015}
7,26 solvente 77,0 solvente
8,3 d (1H) 146,0 ce’

s = singleto; d= dubleto; t = tripleto; m = multipleto

Os carbonos quaternarios C2’, C3 e C4’ nao foram atribuidos, pois seus

sinais sao pequenos, misturando-se a regiao do ruido.

A observacao dos espectros indica que a modificacdo na estrutura ocorreu na
regido aromatica, quando comparados com os espectros de rabeprazol, uma vez
que os sinais na regi&o alifatica foram preservados. E possivel verificar que os sinais
correspondentes ao anel piridinico (6,75 e 8,3 ppm) permaneceram, enquanto que
os do anel benzimidazolico ndo estdo mais presentes. Apesar da quantidade de

sinais referentes a impurezas, foi possivel fazer a elucidagao da estrutura.

Os dados demonstram que o produto DPcloroférmico origina-se da mesma
maneira que os demais produtos isolados: a partir da ruptura da molécula de
rabeprazol na regido do grupamento sulféxido. Porém, neste caso, trata-se da outra

porcao da molécula.

A estrutura proposta para o produto de degradagao DPcloroférmico encontra-

se na Figura 5.36.




g o 13

H3 {7 O _CHZ CHECHZ —0O CH3

Figura 5.36 — Estrutura proposta para o produto de degradagéo DPcloroférmico: [4-
(3-metoxi-propoxi)-3-metil-piridina-2-iljmetanol.

Com a finalidade de confirmar as estruturas, uma amostra de benzimidazol
comercial (Fluka) foi dissolvida em metanol e analisada, juntamente com os produtos
de degradacgao isolados DP16 e DP19, através de CCD e CLAE. Além disso, uma
aliquota da solugao de benzimidazol foi exposta a radiacdo UVC por 90 minutos,
enquanto outra foi tratada com perdxido de hidrogénio 30% e aquecida durante 30
minutos, visando observar se havia a formacdo de DP19 a partir da oxidagao de
DP16.

A CCD foi desenvolvida utilizando cloroférmio-metanol (85:15, v/v) como
eluente e a solugdo de benzimidazol na concentracdo de 2,0 mg/ml. O perfil

cromatografico obtido esta representado na Figura 5.37.

Figura 5.37 — Perfil cromatografico das amostras benzimidazol (benz), DP16 e DP19,
apos revelagcao com luz ultravioleta.




Observa-se que as manchas referentes ao benzimidazol a ao DP16
apresentam um perfil de migragdo semelhante, enquanto DP19 migra mais. Estes

dados sugerem que DP16 apresenta a mesma identidade do benzimidazol.

A analise por CLAE revelou valores de tempo de retencdo proximos,
conforme visualizado na Figura 5.38.
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Figura 5.38 — Cromatogramas de benzimidazol (a) e DP16 (b), em metanol.
Condi¢bes cromatograficas: coluna semipreparativa Hypurity C18 (250 x 10 mm, 5

um); fase mével acetonitrila: agua (35:65, v/v); fluxo 1,0 ml/min; deteccdo UV a 282
nm; temperatura de analise 30 °C.

Estes resultados indicam que as amostras apresentam a mesma identidade.




O cromatograma da solugao de benzimidazol, exposta a radiagcdo UVC por 90
minutos, demonstrou o aparecimento de outro pico, com tempo de retencdo de 18,3
minutos (Figura 5.39). Apesar do tempo de retengdo ter sofrido uma pequena
alteracao, pode-se sugerir que ha a formagao do produto DP19 a partir da exposigéao
da solugdo de benzimidazol a radiacdo UVC. A mudanga no tempo de retencéo

pode ser atribuida a mudanga de equipamento.
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Figura 5.39 — Cromatograma de benzimidazol (800 ug/ml) exposto a radiagdo UVC
por 90 minutos, em metanol. Condigbes cromatograficas: coluna semipreparativa
Hypurity C18 (250 x 10 mm, 5 um); fase mével acetonitrila: agua (35:65, v/v); fluxo
1,0 ml/min; detecgdo UV a 282 nm; temperatura de analise 30 °C.

O cromatograma da solugédo de benzimidazol em contato com o perdxido de
hidrogénio 30%, apds 30 minutos de aquecimento (Figura 5.40) indicou que nao ha
a formacgao de DP19, uma vez que nao ha o aparecimento de outro pico além dos
referentes ao benzimidazol (tr = 16 min) e ao estabilizante presente no peroxido de

hidrogénio (tr = 12,5 min).
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Figura 5.40 — Cromatograma de benzimidazol em peroxido de hidrogénio 30%, apos
30 minutos de aquecimento. Condi¢gdes cromatograficas: coluna semipreparativa
Hypurity C18 (250 x 10 mm, 5 um); fase médvel acetonitrila: agua (35:65, v/v); fluxo
1,0 ml/min; detecgdo UV a 282 nm; temperatura de analise 30 °C.

Provavelmente, seja necessaria uma energia maior, como a fornecida pela

luz, para que ocorra a oxidagdo da molécula, nas condigdes avaliadas.

Os produtos de degradagao isolados e identificados neste trabalho foram
descritos por DELLAGRECA e colaboradores (2006) como produtos formados pelos
farmacos omeprazol e lansoprazol quando dispersos em agua e expostos a radiagéao
solar simulada por 43 e 72 horas, respectivamente, entre outros. Conforme os
autores, o produto benzimidazolona também era formado em solugédo pH 4,0
protegida da luz, o que reforgca a idéia de que seja 0 mesmo produto formado em
meio acido, observado neste trabalho. Além disso, os autores relatam que a
exposicao do benzimidazol e da benzimidazolona a radiagdo n&do ocasionou a
formagao de outros produtos, ao contrario do observado neste trabalho, quando a
exposi¢cao do benzimidazol a luz UVC gerou um outro produto, cuja identidade foi
sugerida como sendo a benzimidazolona. A diferenga de resultados pode ser

atribuida as diferentes condicdes de estudo.




5.3 DISCUSSAO DO CAPITULO Il







O estudo da estabilidade de rabeprazol sédico foi um dos objetivos deste
trabalho, tendo em vista a pequena quantidade de informagdes a respeito deste
assunto disponiveis na literatura. Inicialmente, foram realizados os testes
preliminares a fim de conhecer quais fatores eram importantes para a degradagao
do farmaco. Em seguida, realizou-se o estudo da cinética de degradacao na luz e
foram avaliados diferentes métodos para o isolamento de produtos da
fotodegradacdo formados. Para a elucidagdo das estruturas dos produtos, foi

empregada a técnica de ressonancia magnética nuclear.

Dados da literatura afirmavam que o rabeprazol era instavel em meio acido
(JANSSEN-CILAG, 1999; SHIN et al.,, 2004; HORN e HOWDEN, 2005). Seu
mecanismo de ac&o aponta para este fato. Entretanto, as informagdes a respeito dos
produtos de degradacdo formados ndo sdo precisas. A proposta inicial deste
trabalho foi estudar os produtos de degradacgéao formados em meio acido. Porém, o
isolamento destes produtos tornou-se uma tarefa complexa em virtude da variagao
no numero e quantidade de produtos gerados em dias diferentes, impedindo que se

obtivesse quantidade suficiente para a elucidacao.

Os testes referentes a degradagao por agao da temperatura foram planejados
em virtude de observagdes que sugeriram uma grande instabilidade de rabeprazol,
na forma de SQR, mesmo a temperatura ambiente, o que torna necessario sua
manutengdo sob refrigeragdo. De fato, os processos de degradacdo sao reacodes
quimicas que consomem energia e que podem acelerar-se por aumento da
temperatura (NUDELMAN, 1975). A analise dos testes preliminares indicou que o
farmaco é relativamente estavel quando contido nos comprimidos. Provavelmente,

os excipientes oferecem protecao a substancia ativa.

A degradacao de rabeprazol por acdo de agente oxidante, perdéxido de
hidrogénio, originou produtos de degradacdo nas duas concentragbes do agente
testadas (3 e 30%), principalmente sob aquecimento. Como citado anteriormente, o
calor pode acelerar reagdes que sio lentas a temperatura ambiente. Estes dados

demonstraram que o farmaco é suscetivel a sofrer oxidagao.

Duas fontes de radiacdo foram testadas durante os estudos preliminares:

lampada UVC- 254 nm e lampada metal haleto. Observou-se que a molécula de




rabeprazol, em solugcdo, degrada-se facilmente quando exposta as duas fontes,
originando os mesmos produtos de degradacdo. As amostras de comprimidos
triturados também apresentaram degradacao apds 10 dias de exposi¢céo, formando
0s mesmos produtos, enquanto que os comprimidos intactos mantiveram-se estaveis
por 50 dias. O estudo da cinética de fotodegradacao indicou que a concentragao da
solucao metandlica de rabeprazol decai, aproximadamente, 90% em 30 minutos de
exposicao a lampada UVC. Ha a formagéo de um produto majoritario, com tempo de
retencdo de 19 minutos em coluna semipreparativa, que demonstrou ser

reprodutivel.

A comparacao dos cromatogramas obtidos a partir da amostra de rabeprazol
em meio acido (HCI 0,1 M) e da amostra exposta a radiagao UVC revela que ha a
possibilidade dos produtos com tempo de retengdo de 19 minutos serem iguais.
Devido as variacbes observadas na degradagdo em meio acido, esta mesma

inferéncia nao pode ser feita para o produto DP16.

O unico trabalho sobre a estabilidade de rabeprazol presente na literatura
(EL-GINDY et al., 2003), serviu como base para as discussdes dentro do estudo de
cada fator. Foi possivel observar diferengas significativas entre os resultados obtidos
e os descritos pelo autor. Algumas destas podem ser atribuidas as diferentes

condigdes de analise empregadas.

Para o inicio do procedimento de isolamento dos produtos de fotodegradagéo,
diferentes técnicas cromatograficas foram testadas visando obter produtos puros e
em quantidade adequada para a elucidacdo. A cromatografia em camada delgada
preparativa e a cromatografia em coluna, nas condigbes empregadas, mostraram-se

mais satisfatorias, possibilitando alcangar tais objetivos.

A técnica de ressonancia magnética nuclear foi aplicada para a elucidagéo
dos compostos isolados e também para a identificagdo de um produto contido no
meio de degradacdo, sem prévio isolamento. Esta técnica é muito importante e util
para o estudo de aspectos estruturais de moléculas organicas (SILVERSTEIN e
WEBTER, 2000). Os espectros bidimensionais também sao muito uteis, pois
fornecem informacbdes sobre correlagcbes que auxiliam no entendimento das

estruturas, tornando possivel realizar as atribuigoes.




Os espectros obtidos foram interpretados, possibilitando a identificacdo de

trés produtos da fotodegradacao de rabeprazol.

O produto isolado a partir da cromatografia em camada delgada preparativa,
denominado DP16, foi identificado como o anel benzimidazdlico. A confirmacdo da
estrutura foi possivel através da utilizagdo de uma amostra comercial da substéancia,
a qual foi analisada por CCD e CLAE, apresentando os mesmos valores de Rf e
tempo de retencdo do produto isolado. Além disso, foram observados os espectros
disponiveis em uma base de dados (SDBS, 2006).

A cromatografia em coluna possibilitou isolar o produto denominado DP19,
cuja identidade foi dada como a benzimidazolona, gerada, provavelmente, pela

oxidagao do benzimidazol durante exposig¢ao a radiagao.

O terceiro produto elucidado, denominado DPcloroférmico, foi atribuido como
0 [4-(3-metoxi-propoxi)-3-metil-piridina-2-iljmetanol, por¢do complementar da
estrutura de rabeprazol. A identificacao foi realizada através dos espectros de RMN
de 200 MHz do residuo seco do meio de degradagéo. Apesar de tratar-se de uma
mistura, foi possivel realizar a comparacdo com os espectros de rabeprazol, sendo

observados sinais semelhantes em determinadas regides.

DELLAGRECA e colaboradores (2006) descreveram em seu estudo sobre a
degradagdo de omeprazol e lansoprazol em solugbes aquosas, frente a radiagéo
solar simulada, o benzimidazol, a benzimidazolona e um derivado piridinico
semelhante a DPcloroférmico, produtos de degradacgao isolados e elucidados neste
trabalho. A semelhanga dos produtos observados, em diferentes condi¢cbes de
estudo, pode ser atribuida as estruturas analogas apresentadas pelos inibidores da
bomba de prétons, o que propicia, de forma geral, o0 mesmo comportamento
reacional. Os dados demonstrados pelos autores também permitiram inferir que o
produto majoritario formado na luz (benzimidazolona) possui a mesma identidade de
um dos produtos formado no meio acido (tir = 19 minutos), conforme discutido

anteriormente.







5.4 CONCLUSOES







O estudo preliminar da estabilidade térmica de rabeprazol mostra que os
comprimidos sao estaveis por 20 dias a temperatura de 50 °C, mas sensiveis

a temperatura de 80 °C.

O estudo preliminar de estabilidade de rabeprazol em meio acido cloridrico
demonstrou que o farmaco é muito sensivel a este fator, degradando-se

completamente em 1 hora de contato com acido cloridrico 0,1 M;

O estudo preliminar de estabilidade oxidativa de rabeprazol indica que o
farmaco sofre degradacdo em contato com peroxido de hidrogénio,

principalmente em presenga de aquecimento;

O estudo preliminar de estabilidade frente as lampadas UVC- 254nm e Metal
haleto indica que o rabeprazol é bastante sensivel a radiagdo, quando em

solugdo metandlica e aquosa, e menos sensivel na forma de po;

Os resultados obtidos na avaliagdo da cinética de fotodegradagédo indicam
tratar-se de uma reacdo de ordem zero; a velocidade de degradacao de

rabeprazol em solugdo metandlica foi de 1,343 minutos™;

O produto de degradacao, isolado por cromatografia em camada delgada
preparativa, foi identificado por espectroscopia de ressonadncia magnética
nuclear e comparagdo com a substancia comercial como benzimidazol (1H-

benzimidazol);

O produto de degradacao isolado por cromatografia em coluna foi identificado
por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear como a
benzimidazolona (1,3-diidro-benzimidazol-2-ona). Testes complementares
sugerem que este é formado pela oxidacdo do benzimidazol através da
radiacdo UVC;

A analise por ressonancia magnética nuclear de 200 MHz do residuo seco da
solugdo metandlica de rabeprazol, exposta a luz UVC, permitiu a identificagao

do produto de degradacao [4-(3-metoxi-propoxi)-3-metil-piridina-2-iljmetanol.
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