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Resumo

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento e a validacdo de métodos analiticos
para determinagcdo de cloridrato de tizanidina (TZ) matéria-prima e forma
farmacéutica. Na fase de identificacdo, a matéria-prima (substancia quimica de
referéncia) foi analisada e caracterizada utilizando-se medidas fisicas (ponto de
fusdo e solubilidade), espectrometria no infravermelho e por técnicas
cromatogréficas (cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia em camada
delgada). Apos foi desenvolvido e validado método analitico para o doseamento de
cloridrato de tizanidina matéria-prima utilizando a titulacdo por volumetria em meio
ndo-aquoso, que pode ser realizada em estabelecimentos de pequeno porte. No
estagio posterior, para quantificacdo da forma farmacéutica utilizou-se desenhos
experimentais (fatorial fracionado e desenhos de composto central). O método CLAE
com detector Charged Aerosol Detection (CAD) foi validado e um produto de
degradacéo foi obtido na condi¢do de degradacgédo de estresse oxidativo (H202 13%).
Foi também quantificado o cloreto presente na molécula. Tanto a volumetria em
meio ndo-aquoso com determinacdo do ponto final por indicador, quanto o método
cromatogréafico foram comparados com métodos descritos em compéndios oficiais e
ndo demonstraram diferenca significativa quando aplicados ao doseamento da
matéria-prima e forma farmacéutica, respectivamente.

Palavras-chave: cloridrato de tizanidina, detector CAD, quimiometria, controle de
gualidade, volumetria em meio ndo-aquoso
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Abstract

ABSTRACT

The aim of this work was the development and validation of analytical methods for
determination of tizanidine hydrochloride (TZ) raw material and dosage form. In the
identification phase, the raw material drug (chemical reference) was analyzed and
characterized using physical measures (melting point and solubility), infrared
spectrophotometry and chromatographic techniques (high performance liquid
chromatography and thin layer chromatography). An analytical method for assay of
tizanidine hydrochloride raw material was developed and validated by using
volumetric titration in a non-aqueous liquid, which can be performed in small
establishments. In a later stage, for the measurement of the dosage form an
experimental design was used (fractional factorial and centered composite design.
The HPLC method with charged aerosol detection (CAD) was validated and a
degradation product was obtained under the oxidative stress condition (H2O, 13%).
Chloride present in the molecule also was quantified. Both, the non-aqueous titration
method with coloured indicator and the chromatographic one were compared to the
methods described in official compendia and do not present significant difference
when applied to the determination of the raw material and dosage form, respectively

Keywords: tizanidine hydrochloride, CAD detector, chemometrics, quality control,
volumetric non-aqueous
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Introducéo

O espasmo é uma contragdo involuntaria do musculo doloroso que pode
causar o movimento involuntario, interferir com a fung&o e causar distorcdo. E um
sintoma que pode ocorrer em qualquer tipo de masculo e de outras doengas como
esclerose mdultipla e danos na medula espinhal e o tratamento deve ser
prioritariamente destinado a causa subjacente. Normalmente relaxantes musculares
do tipo benzodiazepinicos sdo usados para tratar os espasmos musculares, que
ocorrem em resposta a trauma local ou musculo-esquelético e doencas articulares.
Splinting € um espasmo muscular reflexo que produz rigidez muscular e age como
um mecanismo de protecdo para impedir o movimento e mais danos da parte
afetada (SWEETMAN, 2007).

O cloridrato de tizanidina é um relaxante muscular esquelético de agéo
central. E um agonista a,-adrenérgico estruturalmente relacionado com a clonidina e

atua principalmente em nivel supra-espinhal (SWEETMAN, 2007).

E indicado no tratamento agudo e intermitente de aumento do tdénus muscular
com espasticidade associada a esclerose multipla e lesdo medular (SMITH et al.,
1994). E especialmente Util no alivio de espasmos musculares e clonus (LATASTE
et al., 1994). Também é usado no tratamento sintomatico de espasmos musculares
dolorosos (SWEETMAN, 2007).

No mercado esta disponivel com o nhome comercial de Sirdalud® na forma de

comprimidos com dose de 2mg.

Estudos comparando a eficicia da tizanidina com a de outros agentes
normalmente utilizados, tais como diazepam e baclofeno, demonstraram que
tizanidina € tdo eficaz como os outros agentes na reducdo da espasticidade
(MILANOV e GEORGIEV, 1994). Além disso, estudos clinicos tém demonstrado que
a tizanidina reduz o tonus muscular, sem causar fragueza muscular excessiva
(LATASTE et al., 1994) e quando administrado isoladamente tem mostrado que é

seguro e eficaz para tratamento do controle da espasticidade (QI et al., 2002).

Com relacdo & metodologia analitica envolvendo o cloridrato de tizanidina, na
Farmacopéia Americana (USP 34, 2011) existe método que utiliza a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector UV para separacdo de compostos

relacionados a tizanidina e na Farmacopéia Japonesa (JP 15, 2009) existem dois
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métodos para doseamento do cloridrato de tizanidina: um por titulacdo
potenciométrica utilizando acido perclérico 0,1 M como titulante e outro por CLAE

também com detector UV para determinacdo de compostos relacionados.

Vérios trabalhos foram publicados com desenvolvimento e validacdo de
método por CLAE para quantificar cloridrato de tizanidina e também métodos para
quantificacdo simultdnea com outros farmacos como aceclofeno, valecoxib e
paracetamol (QI et al., 2002; PURANIK et al. 2006, RAMMA et al., 2006; KUMAR et
al., 2010; VAIDYA et al., 2010).

A partir disso, definiu-se como objetivo geral:

o Desenvolver e validar metodologia de controle de qualidade utilizando
diferentes métodos quali e quantitativos para determinacdo de cloridrato de

tizanidina matéria-prima e formas farmacéuticas.
Como objetivos especificos tém-se:

o Avaliar a substancia quimica de referéncia (SQR) de cloridrato de
tizanidina e forma farmacéutica, quando cabivel, por meio de: descri¢do, testes de
solubilidade, pH em solugcdo aquosa, faixa de fuséo, reagdes de identificagdo de
grupo quimico, cromatografia em camada delgada, espectrofotometria na regido do

infravermelho (1V) e ponto de fuséo;

o Desenvolver e validar método de analise para quantificagdo do farmaco
por volumetria em meio ndo-aquoso com uso de quimica limpa e realizavel em

farmécias magistrais;

o Desenvolver e validar método de andlise para quantificar cloridrato de
tizanidina comprimidos e capsulas através de cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE) utilizando um detector universal;

o Proceder a comparacgéo estatistica entre os métodos de doseamento
propostos;

o Realizar estudos preliminares quanto a estabilidade do cloridrato de
tizanidina.
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A parte experimental do trabalho sera dividida em trés capitulos, que
abordardo, respectivamente: caracterizacdo e identificagdo da SQR (capitulo 1),
desenvolvimento e validagdo do método analitico por titulagdo volumétrica em meio
ndo-aquoso (capitulo 2), desenvolvimento e validacdo do método analitico por
CLAE/CAD (capitulo 3). O capitulo 3 serd apresentado na forma de artigo a ser

submetido a periddico cientifico.
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1 Aspectos Terapéutico

Muitas doengas do cérebro e da medula espinhal produzem aumento do
tonus muscular, que pode ser doloroso e incapacitante. S&o exemplos a
espasticidade resultante de traumatismo ou de doengas vascular cerebral e paralisia

produzida por lesbes da medula espinhal (RANG et al., 2007).

Quando o sistema motor responsavel pela manutengdo do tdnus muscular
esquelético é afetado por trauma ou doenca do cérebro ou da medula espinhal, pode
resultar em hiperexcitabilidade dos motoneurdnios a do arco reflexo. Pacientes com
les6es na coluna ou esclerose multipla também podem sentir dor, espasmos flexores
ou extensores, hiper-reflexia autondmica, contraturas restritivas, paresia, falta de
destreza e fadiga. Espasticidade varia em intensidade de doente para doente
(WAGSTAFF e BRYSON, 1997).

Para o tratamento destes espasmos existem certos agentes de agdo central
que tém por efeito reduzir o tdbnus basal do musculo, sem afetar seriamente a sua
capacidade de contrair-se transitoriamente sob controle voluntério. Dentre estes
pode-se citar a mefenesina, baclofeno, benzodiazepinicos e a clonidina (RANG et
al., 2007).

z

O cloridrato de tizanidina é um agonista central ap-adrenérgico que foi
desenvolvido para alivio da espasticidade em pacientes com danos na medula

espinhal (QIl et al., 2002), sendo considerado um agente miotonolitico.

Seu mecanismo de acgdo desenvolve-se sobre as vias neuronais
polissingpticas que participam da ativagdo dos motoneurdnios e unidades motoras
(tanto do sistema a como d) com diminui¢do do tdbnus muscular patologicamente
elevado. O efeito miotonolitico poderia ser atribuido a seu efeito agonista sobre os
receptores a-noradrenérgicos, dado que mostra alta afinidade pelos pontos de unido
da clonidina no cértex de ratos. No nivel espinhal, o farmaco causa inibicdo da
liberagdo induzida por K* do neurotransmissor putativo aspartato, a partir dos
interneurdnios excitativos. A tizanidina pode atuar também sobre centros
supraespinhais através de mecanismos locais a, (agonista central) (LATASTE et al.,
1994; WAGSTAFF e BRYSON, 1997).
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Estudos neurofisiolégicos realizados em animais e em seres humanos
sugerem que a tizanidina refor¢a a inibigcdo tanto pré-sinaptica quanto na medula
espinhal. Além disso, inibe a transmissdo nociceptiva no corno dorsal (KATZUNG,
2003).

As indicacbes da tizanidina variam entre patologias espasmodicas e
dolorosas do musculo esquelético, esclerose multipla e afec¢bes neurolégicas que
ocorrem com espasmos musculares, espasmos musculares dolorosos pos-
cirurgicos, doencas da medula espinhal devidas a processos degenerativos,
traumaticos, infecciosos ou tumorais (SWEETMAN, 2007; KOROLKOVAS,
2008/2009).

2 Caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e formulacéo

A estrutura basica de cloridrato de tizanidina (Figura 1) é denominada
guimicamente como 5-cloro-N-(4,5-diidro-1H-2-imidazolil)-2,1,3-benzotiadiazol-4-
amina. O Quadro 1 apresenta algumas das propriedades fisico-quimicas
(WAGSTAFF e BRYSON, 1997; ABBRUZZESE, 2002; USP 34, 2011).

O farmaco é comercializado pelo laboratério Novartis na forma de comprimido
contendo 2 mg de cloridrato de tizanidina (30 comprimidos) sob o nome de
Sirdalud®. Existe a versdo genérica, comercializada pelo laboratério Ranbaxy

(cloridrato de tizanidina 2 mg, 30 comprimidos).

Cl N

N
\7/ NH . HCI
\/—NH

Figura 1. Estrutura do cloridrato de tizanidina
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Quadro 1. Dados referentes ao registro e propriedades fisico-quimicas da molécula
de cloridrato de tizanidina (USP 34, 2011; JP 15, 2009).

Cloridrato de tizanidina
Ponto de fuséo (°C) Aproximadamente 290,0
Solubilidade Soltvel em 4gua e metanol, praticamente insoltvel

em acetona, cloroférmio e acetato de etila

Formula molecular CoHsCINsS HCI
Massa molecular 290, 17
DCB 8705
CAS 64461-82-1

Na formulagdo do Sirdalud® além do farmaco, encontram-se os seguintes
excipientes: lactose, acido estearico, celulose microcristalina e silica coloidal anidra
(NOVARTIS, 2007).

3 Farmacocinética
3.1 Absorgéo e biodisponibilidade

A tizanidina é absorvida de forma rapida e quase completa apds sua
administragdo oral, atingindo picos de concentracdo entre 1 e 2 horas apos a
administragdo da dose. A biodisponibilidade absoluta média é cerca de 34% por
causa do extenso metabolismo de primeira passagem (SWEETMAN, 2007,
NOVARTIS, 2007).

3.2Posologia e modo de administragao

No tratamento da espasticidade, a dose devera ser ajustada as necessidades
individuais. Aconselha-se iniciar com doses baixas: 2 a 6 mg por dia, divididos a
cada 8 horas. Esta posologia pode ser aumentada de forma progressiva em 2 a 4
mg cada semana, até atingir a dose 6tima, que oscila entre 12 e 24 mg diarios
divididas em 3 a 4 doses. Em terapias prolongadas a dose ideal é de 4 mg, 3 vezes
ao dia. A dose méxima diaria total ndo deve ultrapassar os 36 mg. No espasmo
muscular doloroso musculo-esquelético, a dose recomendada € de 2 a 4 mg, 3
vezes ao dia, com dependéncia da gravidade da sintomatologia. Se for necessario,
pode-se agregar uma dose noturna, ao deitar, de 2 a 4 mg (SWEETMAN, 2007,
NOVARTIS, 2007).
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4 Métodos analiticos de quantificacéo

Com relacdo & metodologia analitica envolvendo o cloridrato de tizanidina, na
Farmacopéia Americana (USP, 2011) existe um método que utiliza a cromatografia
liquida de alta eficiéncia para separagdo de compostos relacionados a tizanidina A,
B e C, presentes na matéria-prima e produto acabado. Este método utiliza coluna
Cis, fase movel constituida de tampdo pentasulfonato de sédio (pH 3,0) e

acetonitrila, com detec¢cdo em 230 nm.

Na Farmacopéia Japonesa (JP 15, 2009) existe um método para doseamento
do cloridrato de tizanidina matéria-prima (por titulacdo potenciométrica utilizando
acido perclérico 0,1 M como titulante) e outro para determinacdo de impureza (por
CLAE utilizando uma coluna C,g, fase mével uma mistura de acetonitrila, agua e

acido formico, com detecgdo em 230nm e 318nm).

QI e colaboradores (2002) desenvolveram e validaram método por CLAE
utilizando como fase mdvel a mistura de metanol e acetonitrila (50:57:18 — v:v);
vazao de 1,0 mL/min e comprimento de onda de 227 nm para determinar tizanidina

na matéria-prima, comprimido e capsulas.

PURANIK e colaboradores (2006) desenvolveram e validaram método por
CLAE utilizando como fase mdvel acetonitrila e tampé&o fosfato 0,02 M (pH ajustado
para 3,5 com &cido fosférico) na propor¢do 60:40 (v:v), filtrada, com vazédo de 1,5
mL/min e comprimento de onda de 240 nm para determinacdo de tizanidina em

comprimido.

RAMAA e colaboradores (2006) desenvolveram e validaram método por
CLAE em fase reversa, simples, reprodutivel e eficiente, para determinacéo
simultanea de tizanidina e valecoxib em forma farmacéutica. Foi utilizada como fase
movel mistura composta de tampéo acetato 0,1 M, metanol e acetonitrila (50:30:20 -

v:v:v); a quantificagéo foi feita com detecgédo UV em 230 nm.

KUMAR e colaboradores (2010) validaram um método para determinagéo de
tizanidina em comprimido utilizando CLAE em fase reversa, utilizando como fase

movel tampdo fosfato 20 mM (pH ajustado para 4,0): acetonitrila: metanol na

12



Revisdo do Tema

propor¢do de (30:40:30 - v:viv) vazdo de 1,0 mL/min. e comprimento de onda de
230 nm.

VAIDYA e colaboradores (2010) desenvolveram método por CLAE para
determinagdo simultdnea de aceclofenaco, paracetamol e tizanidina em forma
farmacéutica. Foi utilizada como fase mével mistura de tampéo fosfato pH 7,0 e

acetonitrila (40:60 — v:v) e comprimento de onda de detecgdo em 230 nm.
5 Charged Aerosol Detector (CAD)

Um grande problema dentro da indlstria farmacéutica, e muito importante
dentro da técnica de cromatografia liquida, é o desejo de usar um detector que
fornega uma resposta uniforme para todos os compostos, independente das suas
propriedades fisico-quimicas. Na industria farmacéutica, as analises preliminares
sdo normalmente realizadas utilizando deteccdo fotométrica (UV/Vis), e apo6s a
caracterizagdo por espectrofotometria de massas e espectrofotometria por
ressonancia magnética nuclear. Porém, algumas moléculas, como intermediarios
sintéticos e matérias-primas, ndo contém croméforos UV/Vis ou absorvem muito
pouco nesta regido e assim exigem um detector mais universal. As caracteristicas
ideais desse detector € que todos os tipos de analitos possam ser detectados
sensivelmente com fator de resposta uniforme em um Unico instrumento, e o
detector deve ser capaz de ser usado com uma grande variedade de fases moveis e
atingir separacfes eficientes. Também é ideal que o detector seja de baixo custo
sendo que fatores de resposta uniformes eliminam a necessidade da calibragdo
individual ao determinar muitos novos compostos sintetizados ou desconhecidos

(LIU et al., 2008)

Um novo detector vem sendo comercializado desde 2004: o charged aerosol
detector (CAD). O CAD (Figura 7) tem um método de deteccdo baseado em
particulas carregadas, fornecendo um novo mecanismo compostos com cromoéforos
fracos ou nenhum. O CAD é um detector supostamente universal para todos os
analitos nao-volateis com magnitude de resposta independente das propriedades
quimicas do analito (GORECKI et al., 2006).

Nesse tipo de detector, o eluente da coluna do CLAE é nebulizado com

nitrogénio e depois as goticulas sdo secas, produzindo particulas de analito. Uma
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corrente secundaria de nitrogénio transfere particulas positivas para os analitos ao
longo de um fio de alta tens&o e fornece resposta quando as particulas entram em
contato com um eletrdmetro altamente sensivel. A carga é transferida para um
coletor, onde é medida, gerando um sinal em proporcdo direta a quantidade de
analito presente. Este processo acomoda uma grande variedade de classes de
compostos diferentes, desde que sejam menos volateis do que a fase movel
(GAMACHE et al., 2005,).

O CAD apresenta alta sensibilidade e baixo limite de deteccéo para ampla
variedade de analitos, independentes de sua estrutura quimica. Ele pode detectar
compostos presentes em quantidades muito baixas (nanogramas). A resposta do
detector ndo depende das propriedades oticas dos analitos, nem da capacidade dos
analitos serem ionizados na fase gasosa e é capaz de detectar analitos ndo-volateis
independentemente de conterem ou ndo um cromoéforo. Porém, como qualquer
detector de aerossois, CAD tem resposta reduzida se o analito é volatil, ou se a
formacédo de particulas é incompleta. No entanto, o CAD é capaz de detectar todos
os analitos ndo-volateis, e mais analitos semi-volateis com resposta reduzida, e tem
sido usado em combinacdo com uma variedade de modos diferentes de separacgéo
(isocratico e gradiente de fase reversa, cromatografia idnica, interagdo hidrofilica,
cromatografia com fluido supercritico, cromatografia de exclusédo) em formatos de
coluna normal e de diametro estreito, para uma ampla variedade de analitos
diferentes (GAMACHE et al., 2005; BRUNELLI et al., 2007 ). As aplicagdes do CAD
encontradas na literatura sdo bastante diversas e incluem a analise de polimeros
sintéticos (KOU et al., 2009), ions inorganicos (HUANG et al., 2009), lipidios
(SCHONHERR et al., 2009), andlise de produtos farmacéuticos, (BRUNELLI et al.,
2007; VERVOORT et al., 2008) e sua pureza (REILLY et al., 2008).
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Figura 2: Detector CAD (CORONACAD, 2007)
6 Estratégias de experimentacéao

Experimentos s&o utilizados para avaliar sistemas em que ocorrem
processos. Pode-se considerar um sistema como um modelo onde estéo envolvidos
combinacdo de maquinas, métodos, pessoas e outros. Neste, ocorre uma entrada
de algo material ou de dados que sofrerd um processo resultando em saida de uma
ou mais respostas a partir do que ocorreu no processo. Sobre o processo atuam
fatores controlaveis e ndo-controlaveis (ainda que possam ser monitorados) como
representado na Figura 3. As variaveis controldveis sdo representadas por X,
podendo ser variadas pelo experimentalista conforme o desejado, as variaveis nao-
controlaveis por z e a saida por y. Na entrada e na saida também existem variaveis
controlaveis e néo-controlaveis, como erros de variacbes ndo mensuraveis no
material de entrada e erros de medida nos dados de saida (MONTGOMERY, 2000;
BRERETON, 2003).
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Figura 3. Esquema geral de um sistema e as varidveis envolvidas em um
processo.

Os objetivos do experimento podem ser de determinagdo de quais variaveis
sdo mais influentes sobre a resposta y, onde o conjunto de variaveis x est4d mais
proximo do valor nominal desejado ou a sua variabilidade € pequena, ou ainda em
que niveis as variaveis x sofrem menos influéncia das variaveis ndo-controlaveis.
Geralmente o objetivo do experimentalista é determinar a influéncia das variaveis
(denominadas também de fatores) sobre as saidas (respostas) do sistema,
utilizando-se para isso de uma estratégia de experimentacdo (MONTGOMERY,
2000).

Existem vérios tipos de estratégia de experimentacdo, sendo a forma mais
simples a intuitiva, ou seja, baseando-se na experiéncia prévia do analista sobre o
sistema em estudo; definem-se certas condi¢cdes e realiza-se o experimento (best-
guess approach). O problema desta estratégia € que os fatores envolvidos no
processo sdo definidos e modificados aleatoriamente, ndo se tendo garantia de que
a condigdo eleita é realmente a melhor. Outra estratégia utilizada rotineiramente é a
variacdo dos fatores um de cada vez (one-factor-at-a-time approach). Este método
consiste em selecionar um ponto inicial de niveis para os fatores e entdo variar
sucessivamente cada fator mantendo-se os demais fatores no nivel inicial. A
desvantagem nesse caso é desconsiderar as interacdes entre os fatores que quando
existirem e forem significativas, acarretam perda relevante de informac¢des sobre o
objeto de estudo (MONTGOMERY, 2000; BRERETON, 2003).

O terceiro tipo de estratégia sdo os desenhos fatoriais. Nessa os fatores sédo
variados juntos ao invés de separadamente. Com isso pode-se observar se ha
sinergismo ou ndo entre os fatores, além de possibilidades de exploracdo estatistica

que as outras estratégias ndo permitem (MONTGOMERY, 2000).
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7 Desenhos fatoriais
7.1 Caracteristicas gerais

Quando o estudo envolve dois ou mais fatores, os desenhos fatoriais sédo 0s
mais eficientes tipos de experimentos. O fator pode ser de natureza quantitativa,
quando seus niveis podem ser expressos em termos de valores, ou qualitativa,
quando os niveis sdo expressos em termos de categorias ou classes. Como
vantagens podem-se citar: maior eficiéncia no uso de recursos experimentais
disponiveis, uma vez que permitem tirar conclusdes mais amplas a respeito dos
fatores estudados simultaneamente; informacdes sobre interacdo de fatores e uma
maior precisdo para estimativa de efeitos principais de fatores. As desvantagens
consistem na maior dificuldade na selecdo de unidades experimentais homogéneas
(devido ao grande nuamero de tratamentos); dificuldade na escolha do delineamento
experimental e na execugdo dos experimentos (se houver um grande numero de
fatores); dificuldades na escolha do certos tratamentos (combinacdes de niveis dos
fatores), pois podem agregar pouca informagdo aos objetivos do estudo
(MONTGOMERY, 2000; BRERETON, 2003)

Os desenhos experimentais podem ser divididos em trés grandes areas
dependendo dos objetivos do experimentalista (MONTGOMERY, 2000; BRERETON,
2003):

a) Estudo exploratério (screening): envolve um grande numero de fatores,
geralmente em dois niveis, com o objetivo de selecionar quais fatores sdo influentes

sobre as respostas do processo;

b) Otimizagéo: desenhos que envolvem poucos fatores (geralmente trés)
com objetivo de gerar modelos matematicos e assim encontrar condi¢cdes Otimas

para o processo;

C) Qualidade global do processo: desenhos avaliando a perturbagéo da
qualidade e/ou respostas do processo por fatores controlaveis e nao-controlaveis

propostos pela metodologia de Taguchi, Plackett-Burman e Youden-Steine.
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7.2 NotagdOes

Um desenho fatorial pode ser representado por L* onde L se refere ao niimero
de niveis de cada fator e k 0 numero de fatores. O numero de experimentos, para
um fatorial completo, é dado pelo resultado da potenciacdo de L*. Logo, para um
arranjo 27 ter-se-a4 4 experimentos. Tomando o mesmo fatorial 2° com dois fatores
denominados A e B, obteriamos um dominio de experimentos conforme a Tabela 1.
Para a representacdo dos niveis pode-se ter a notacdo real do nivel (valor ou
categoria) ou a representagcdo codificada (DEMING e MORGAN, 1987,
MONTGOMERY, 2000; BRERETON, 2003)

Para a forma codificada os niveis superiores séo representados por um sinal
positivo (+), sinal positivo acompanhado do nimero um (+1) ou simplesmente o
ndamero um (1). Para os niveis inferiores a representagéo € oposta: sinal negativo (-)
ou sinal negativo acompanhando o nimero um (-1). O nivel que representa o valor
central, médio da magnitude ou a situacdo de auséncia do fator é codificado por O..
Na Tabela 1 os niveis de cada fator estdo representados na forma codificada
(DEMING e MORGAN, 1987; MONTGOMERY, 2000; BRERETON, 2003).

Tabela 1. Dominio de um fatorial 22.

Fator A Fator B
Experimento 1 ) )
Experimento 2 () (+)
Experimento 3 (+) )
Experimento 4 () ()

7.3 Interpretagao dos resultados

O efeito do fator é definido como a mudanca na resposta produzida por uma
mudanca no nivel do fator, denominado efeito principal. Os efeitos podem ser
segregados em trés tipos: efeito simples, para aquele que ocorre a partir de um fator
dentro do nivel do outro; efeito principal que é a média dos efeitos simples e o efeito
de interacdo representando a magnitude de efeito adicional que n&o é produzido por
nenhum dos fatores isoladamente. No exemplo representado na Tabela 2, a
resposta tem sua magnitude aumentada em 4 unidades quando o fator A esti
atuando no processo em seu nivel superior, jA 0 B produz um aumento de 7

unidades quando aplicado em seu nivel superior. No entanto, quando se analisam
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os efeitos dos fatores atuando em seus maiores niveis tem-se um incremento de 16
unidades ao invés de 11 (soma dos efeitos simples de A e B), indicando um efeito
sinérgico dos fatores que resulta em uma interacdo positiva. A interacdo pode
ocorrer também de modo negativo, com efeito antagbnico dos fatores, ou
simplesmente néo existir (MONTGOMERY, 2000; MASON et al., 2003).

O efeito de interagdo também pode ser observado graficamente como
exemplificado na Figura 4. Quando as linhas se cruzam, pode-se considerar
indicativo de haver interagdo, quando as linhas se mantém paralelas, s6 ocorrem
efeitos principais. A interpretagéo dos graficos de interagédo deve ser cuidadosa, haja
vista que é uma interpretacao visual e que no caso de arranjos 2 ndo se pode fazer
inferéncias além dos niveis delimitados no desenho (MONTGOMERY, 2000;
MASON et al., 2003).

Tabela 2. Diferentes tipos de efeito a partir de um fatorial 2.

Fator B
Fator A ) (+) Efeito Simples de B
) 8 15 8-15=7
+) 12 24 24-12=12
Efeito simples de A 8-12=4 24-15=9

Efeito principal de A (4+9)/2=6,5
Efeito principal de B (7+12)/2=9,5

Interacdo A x B = 1/2 [(24-15)-(12-8)]=2,5

Z
L

Resposta
T T 1
o
4

\\
|

Resposta
T

Fator A * it Fator A

Figura 4. Representacéo gréfica dos efeitos para um fatorial 2* quando se tem
apenas os efeitos principais (A) e a interagdo (antagonismo) entre os niveis
superiores (B).

7.4 Andlise de variancia e modelos de regresséao

Seja um experimento fatorial com dois fatores, A e B, em que a é um dos
niveis do fator A (i=1, 2, 3, ..., @), e b; € um dos b niveis do fatorB (j=1, 2, 3,..., b)
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com r repeticdes, sendo k o nUmero de ordem da repeticao (k =1, 2, 3, ..., r). Uma
observacdo experimental qualquer é entdo representada por Yix (por exemplo, Y113
seria a resposta da terceira repeticdo obtida com o nivel 1 do fator A e nivel 1 do
fator B). Os totais para os niveis de A séo Y, , para os niveis de B s@o Y e para as
combinagdes dos niveis A e B séo Yj. Representa-se por Y..., o total geral. Havera
abr unidades experimentais ou parcelas. Pode-se entdo representar o arranjo
conforme a Tabela 3 (MONTGOMERY, 2000; MASON et al., 2003).

Tabela 3. Arranjo dos resultados de um fatorial 2? para uma andlise de variancia.

ai as Totais Y.j.
b1 Yi1. You. Y1
b Yo Yoo Yo
Totais Vi, Yi. Yo. Y.i. Y...(Total geral)

Para a andlise da variancia considerando-se um fatorial 22, procede-se com o
calculo das somas dos quadrados (SQ) SQa, SQs, SQas, SQe correspondentes aos
efeitos principais de A, B, interagdo AB e erro experimental (além da soma dos
quadrados para blocos quando houver), respectivamente. As equagdes para 0S
respectivos célculos estdo relacionadas na Tabela 4. Na maioria das situacdes
experimentais, a significancia estatistica dos efeitos principais dos fatores A, B e da
interacdo AB, € dada pelo teste F comparando os respectivos quadrados médios
(QM) QMa, QMg e QMag, com o quadrado médio do erro experimental (QMg) como
ilustrado na Tabela 4 (MONTGOMERY, 2000; MASON et al., 2003).
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Tabela 4. Abacos utilizados para analise de variancia de um fatorial 22,

Causas da
o GL SQ QM
variacao
AXY?  Y?
Fator A a-1 = L M
se4 br abr QMa
XY;  y?
Fator B b-1 SQB =—L - QMg
ar abr
< XY; y?
Interacao AB (@a-1)(b-1) SQAB = .~ ——— Ayy — Byy QMas
T abr
Erro
. (r-1) (ab-1) SQE = SQT — Ayy — Byy QMe
Experimental
Total abr-1 SQT = ZYl-zjk — Y%,/abr -

Em termos de modelo de regress&o, um fatorial 2%, pode ser descrito pelo

seguinte polindbmio:

Yik=p+ 1+ Bj+ (B + eijk

Equacéo 1

Onde p é a média geral do efeito principal, ti € o efeito no i-ésimo nivel da

linha do fator A, B; € o efeito do j-ésimo nivel da coluna do fator B, (t);j € o efeito de

interacd@o entre 1 e B e g € o componente do erro aleatério. Ambos os fatores séo

assumidos por serem fixos e os efeitos dos tratamentos sdo definidos como desvio

da média geral, entdo. Para as hipéteses em termos de t; tem-se (MONTGOMERY,

2000; MASON et al., 2003):

° Ho:ti1=12=...=13=0

. Hi: no minimoum t; #0
para o efeito de f;

o Ho: B1:B2 =...= Ba:O

o Hi: no minimo um @i # 0
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e finalmente para os efeitos de interagéo tem-se

o Ho: (tB)ij = O para todos (tp);

o Hi: no minimo um (tf); #0
7.5 Fatoriais completos 2 (MONTGOMERY, 2000; BRERETON, 2003)

Fatoriais completos em dois niveis sdo principalmente usados para estudos
de screening, onde o objetivo é determinar a influéncia de um numero de efeitos
sobre a resposta, possibilitando assim eliminar fatores que n&do sé&o significativos em
desenhos sequenciais. Para fins de exemplo, pode-se considerar uma reagéo
quimica na qual 2 fatores estdo envolvidos no processo: pH e temperatura; como
resposta tem-se o rendimento da reacdo. A implementacdo do desenho fatorial

segue 0S seguintes passos:

1°. Para fins exploratérios um arranjo do tipo 22 é suficiente, resultando em
4 experimentos;

2°. A partir do conhecimento do processo da reagao e a faixa operacional
dos fatores, define-se os niveis superior e inferior, por exemplo, 30 e 60°C para
temperatura, 4,0 e 6,0 para o pH,;

30, Com o auxilio de software estatistico especifico, insere-se o desenho
pretendido, obtendo-se também a ordem aleatéria para a execugcdo dos
experimentos;

40, Procede-se com os experimentos;

5°. Inserem-se as respostas no software e obtém-se a andlise estatistica

do desenho.
Na forma de modelo de regresséo, o desenho pode ser expresso como
y = bo +b1X1 + boXz + b1oX1Xz
Equacéo 2
Substituindo pelos respectivos coeficientes calculados, tem-se

y =10 +0,2x; + 2,5%2 + 0,05x1X2
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onde y representa a resposta do processo (neste caso o rendimento da reagéo), by é
a média geral bi, b, e by, sdo os parametros/coeficientes e xi1, X2, € X1X2 SA0 0S

fatores pH, temperatura e a interagdo pH com temperatura, respectivamente.
7.6 Desenhos de composto central
7.6.1 Caracteristicas gerais

ApOs o estudo exploratério dos fatores que possuem importancia e/ou
significancia sobre o processo estudado, pode-se realizar sequencialmente um
desenho onde se obtenham informag¢des mais detalhadas e precisas. Com modelos
mais detalhados trabalha-se em niveis mais proximos da resposta 6tima, sendo
possivel predizer, por meio de um modelo matematico validado, como as respostas
se relacionam com os niveis dos fatores empregados. Para isto pode-se utilizar se
um desenho de composto central (DCC) também conhecido como desenho de
superficie de resposta ou metodologia de superficie de resposta (MSR) (DEMING et
al., 1987; MONTGOMERY, 2000; BRERETON, 2003; MASON, 2003; MYERS et al.,
2003)

O DCC nada mais € do que a expansdo de um fatorial completo utilizando-se
os fatores mais significativos (em termos das respostas estudadas), acoplando-se
um maior namero de pontos ao desenho, o que acaba por fornecer certas
caracteristicas estatisticas adequadas para estabelecimento de uma regressdo e
estabelecimento de um modelo matematico. Como mostrado na Figura 5, é
necessario o acréscimo de dois tipos de experimentos em relagdo ao desenho
exploratério, os quais serdo novos pontos para o modelo de regressdo: os
chamados pontos axiais e o ponto central. Os pontos axiais permitem a adi¢do de
um nimero minimo de experimentos para se obter a regressdo; com o ponto central
e suas respectivas repeticdes, pode-se estimar o erro experimental (DEMING et al.,
1987, MONTGOMERY, 2000; BRERETON, 2003; MASON, 2003; MYERS et al.,

2003).

A magnitude ou a distancia geométrica entre os diversos tipos de pontos

experimentais é definida pelo calculo do valor de a, dado por:
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Equacéo 3

onde N é o numero total de experimentos ou pontos e Nf € o total de pontos
ou experimentos do tipo fatorial. O célculo de a implica em duas caracteristicas
importantes: rotabilidade e ortogonalidade.

(b)

(a) e,
®. ®,
o~ Fator 3
| e
e @
=

Figura 5. Sequéncia de arranjos partindo-se de um fatorial completo 23 (a), com o
acréscimo de 6 pontos axiais e um ponto central (b) e finalmente com a adi¢do de
repeticbes ao ponto central (c).

N&do ha desenho perfeito; ha certos tipos de desenho adotados para satisfazer
certas propriedades e objetivos do modelo, como mostrado na Figura 5. E
Interessante notar que estas duas condicbes sao usualmente nao compativeis,
resultando em consideraveis dilemas do ponto de vista tedrico ainda que do ponto
de vista pratico pequenas diferencas no valor de a ndo possuem uma magnitude
suficiente para causar diferengas significativas nos niveis dos fatores. O niumero de
pontos centrais para alcancar as caracteristicas de rotabilidade ou ortogonalidade
também deve ser bem planejado, ja que um excesso de pontos centrais para, por
exemplo, produzir um modelo ortogonal e rotavel, agrega pouca operacionalidade ao
desenho. Novamente, na pratica, o valor de a é ditado principalmente pela regido de
interesse do estudo (DEMING et al.,, 1987; MONTGOMERY, 2000; BRERETON,
2003; MASON, 2003; MYERS et al., 2003).
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7.6.2 Modelagem

A forma verdadeira de uma funcéo f que poderia representar o processo em
estudo é sempre desconhecida, necessitando-se criar um modelo que se aproxime
da real funcdo. Os modelos aplicados sdo modelos de regressdo mdultipla. Os
coeficientes podem ser obtidos da mesma forma que utilizado na regresséo simples,
ou seja, pelo método dos minimos quadrados ordinarios (MYERS et al., 2003). A
analise de variancia e a formulagédo das hipoteses sao feitas da mesma forma como

citado no item 7.4.

O modelo de primeira ordem pode ser apropriado quando o experimentador
esta interessado em aproximar a superficie de resposta sobre uma regido
relativamente pequena de varidveis independentes no espaco em uma localizacao
onde h& uma pequena curvatura. Considerando-se um desenho com dois fatores, o

polinbmio que representa este tipo de funcao é representado por
y = bo +b1X1 + baXo + b12X1X2
Equacéo 4

onde y representa a resposta do processo, by € a média geral, by, bz e bi2 séo os
parametros (coeficientes) e x;, X2, € X1X2 S0 os fatores. A partir do polindmio pode-
se obter uma superficie de resposta e um gréafico de contorno como demonstrado na
Figura 6 (MYERS et al., 2003).

(a) (b)

A
y

X 1000 © 200 " o0e

Figura 6. Superficie de reposta (a) e grafico de contornos (b) para uma modelagem
a partir de 2 variaveis independentes (x1, x2) € uma variavel dependente (resposta;

¥)-
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Graficamente, quando a interacdo de termos causa curvatura na superficie de
resposta e esta curva possui magnitude significativa, um modelo de segunda ordem
pode ser o mais indicado, o qual, para um desenho com dois fatores, pode ser

representado algebricamente pela seguinte equagéo
y = b +b1Xy + boXo + b11X1® + baoXo’+ D1aXiXa + DioXXo
Equacéo 5

onde os termos biixi? + baox,? representam os termos quadraticos. Uma modelagem
de segundo grau resulta em uma superficie de resposta e um grafico de contorno
como representado na Figura 7. Percebe-se tanto pela acentuada curvatura da
superficie de resposta como pelo nao-paralelismo das linhas no gréafico de contorno

0 comportamento de uma fungéo de segundo grau (MYERS et al., 2003).

Figura 7. Superficie de resposta (a) e grafico de contornos (b) para uma funcéo de
segundo grau.

7.6.3 Avaliacdo de respostas multiplas

Em certos casos, 0 experimentador quer otimizar certo nimero de respostas
ao mesmo tempo. No entanto, algumas vezes 0 objetivo para cada resposta €
conflitante, sendo necessario utilizar alguma ferramenta que concilie o objetivo para
cada uma das respostas, ou seja, que seja encontrado um o6timo global. Nesse
sentido o uso da chamada funcdo desejabilidade (desirability) ou funcdo de

Derringer mostra-se como abordagem mais adequada (MYERS et al., 2003).

Na funcéo de Derringer cada i-ésima resposta € designada como uma funcéo

desejabilidade, di, onde o valor de d; varia entre 0 e 1. A funcdo d; é definida de
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forma diferente baseada sobre o objetivo da resposta. Se a resposta é para ser

maximizada, d; é definido como:

0 Vi< L
gi= {OLT-L)° L<yi<T
1 Vi>T
Equacéo 6

onde T representa o valor alvo da i-ésima resposta y;, L representa o limite
inferior aceitavel para a resposta e w representa o peso. Quando w=1 a fun¢éo d; é
linear. Se w>1 entdo a importéncia é enfatizada para obtengcédo da resposta alvo.
Quando w<1 menos peso € designado para a obtencdo da resposta alvo. Na

situagdo em que se deseja minimizar a resposta, d; é definido como:

1 yi<L
di= (U-5/U-T)® T<yi<U
0 yi>U
Equacéo 7

onde U representa o limite superior aceitavel para a resposta (as demais
designacdes seguem como na Equacdo 6). No entanto h& situagbes em que a
resposta desejada ndo € um maximo ou minimo mas sim tdo préximo quanto
possivel de um valor 6timo. Neste caso d; € definida como:

p

0 yi< L
(h-LT-L)*! L<yi<T
di= (U-5i/U-T)*> T<y<U
0 yi>U
\.
Equacéo 8
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Uma vez definida a funcdo de desejabilidade para cada resposta, assumindo que ha

m respostas, a desejabilidade global ou desejabilidade total € obtida por:
D = (di™, d2?,... ™ L/(ra+ ro+...+rm)
Equacéao 9

Onde ry, representa a importancia d de cada resposta. Quanto maior o valor
de rm, maior a importancia da reposta em relacdo as demais. O objetivo final da
funcdo D é encontrar o melhor ajuste; quanto maior o valor de D, mais préximo do

6timo, sendo D=1 o valor maximo da funcdo (MYERS et al., 2003).
7.7 Desenhos fracionados

Um problema de utilizar fatoriais completos é o grande nudmero de
experimentos que por vezes é gerado. Por exemplo, em um fatorial 2 com 10
fatores ter-se-4 1024 experimentos, o que por vezes pode ser impraticavel. Muitas
combinagdes de fatores podem resultar em informag&o ndo proveitosa, além do fato
de que as interagbes apds certa ordem de magnitude tenderem a ndo ser
significativas. Um desenho com trés fatores € demonstrado na forma de fatorial
completo na Tabela 5 e na forma de fatorial fracionado (2%') na Tabela 6
(BRERETON, 2003).

28



Revisdo do Tema

Tabela 5. Matriz de sinais para um fatorial completo 22,

Desenho da matriz

Experimento Fatorl Fator2 Fator3 Xo X1 X2 Xs XiXa XiXas XoX3 XiXoXa

1 + + + + +  + o+ + + + +
2 + + - + + o+ - + - - -
3 + - + + + -+ - + - -
4 + - - + + - - - - + +
5 - + + + -+ o+ - - + -
6 - + - + -+ - - + - +
7 - - + + - -+ + - - +
8 - - - + - - - + + + -

"Xo representa o intercepto e xi,x2, X; representam os fatores no formato de modelo
de regresséo para o fatorial 23,

Tabela 6. Matriz de sinais para um fatorial fracionado 2°.
Desenho da matriz

Experimento Fatorl Fator2 Fator3 Xo X; Xz Xz XiXa XiX3 XoX3  XiXoX3

1 + + + + o+ o+ o+ + + + +
2 + - - + o+ - - - - + +
3 - - + + - -+ + - - +
4 - + - + -+ - - + - +

"o representa o intercepto e x1,x2, xi representam os fatores no formato de modelo
de regresséo para o fatorial 23.

Com relagéo aos efeitos, a matriz de experimentos do fatorial fracionado
(Tabela 6) possui as quatro primeiras colunas diferentes (Xo, X1, X2, X3) € cada uma
das ultimas quatro correspondem a uma das primeiras quatro colunas. Isso implica
que pela reducéo de experimentos a quantidade de informagfes também é reduzida
(BRERETON, 2003).

No entanto, quando se utiliza este tipo de desenho, ndo se esta interessado
em segregacOes detalhadas dos efeitos, em gerar modelos, mas sim em uma
avaliacdo geral de como os vérios fatores e suas intera¢6es influenciam a resposta
do sistema. Existem varias formas de se realizar o fracionamento e a forma mais
simples é utilizar a férmula 2“*(k para o nimero de fatores), onde, por exemplo, a
partir de 5 fatores ao invés de 32 experimentos (fatorial completo) ter-se-a 16
experimentos (BRERETON, 2003).
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Nesse sentido, Plackett e Burman publicaram seu trabalho classico em 1946,
onde desenvolveram uma forma mais reduzida para ser utilizada no fracionamento
de desenhos fatoriais. Eles propuseram um numero de desenhos fatoriais de dois
niveis onde o nimero de experimentos € multiplo de 4 e 0 nimero de experimentos
excede 0 numero de fatores, k, por uma unidade. O método de geracdo do
fracionado de Plackett-Burman é demonstrado na Tabela 7 (BRERETON, 2003).

Tabela 7. Método para gerar a matriz de Plackett-Burman para um fatorial com 11
fatores, sendo o gerador destacado pela elipse.
Fatores

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1 - - - - - - - - - - -
2 | +
3 | -
4 +

w 5 +

e

5 6 +

=

S -

S

| 8 -
9 -
10 | - - - + + + - + + - +
11 | + - - - + + + - + + -
12 | - + - - - + + + - + +

Geradores para desenhos padréo de Plackett-Burman para 7, 11, 15, 19 e 23
fatores sdo dados na Tabela 8. Nota-se que de 7 para 15 fatores também é possivel
utilizar fatoriais fracionados de forma convencional. Se o nimero de fatores € menor
do que o padronizado no desenho (multiplo de 4 -1), os fatores finais podem ser do
tipo dummy. Este tipo de fator ndo representa nenhuma variavel do sistema;
simplesmente é uma forma de completar a matriz de dados para que o arranjo
matricial possa ser realizado (BRERETON, 2003).
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Tabela 8. Geradores para desenho de Plackett-Burman considerando-se a primeira
linha no nivel “-” .

Fatores Gerador
7 PR
11 N
15 T ——
19 T
23 T S

8 Validac&o de métodos analiticos

A necessidade de se mostrar a qualidade de medigBes quimicas através de
sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade esta sendo cada vez mais
reconhecida e exigida. Para garantir que um novo método analitico gere informacdes
confidveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve ser validado. O processo de
validacdo bem definido e documentado oferece as agéncias reguladoras evidéncias
objetivas de que os métodos e o0s sistemas sdo adequados para 0 uso desejado
(RIBANI et al., 2004)

Diversas normas e guias de orientagdo sobre validagdo de métodos
encontram-se atualmente disponiveis, como a International Conference on
Harmonization (ICH), United States Pharmacopeia (USP), a Resolugdo RE 899 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e a agéncia estadunidense Food
and Drugs Admnistration (FDA) (FDA, 1994; BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP, 2011).

Além disso, trabalhos de revisdo em peridédicos procuram orientar sobre
alguns detalhes que por vezes ndo sdo suficientemente explorados nos textos
apresentados pelas guias e normas oficiais, como por exemplo a forma de realizar
estudos de degradacgéo forcada, limites de variabilidade nas medidas realizadas e
formas de abordagem da robustez (BAKSHI e SINGH, 2002; SHABIR, 2003).

Neste sentido, considerando-se especificamente aplicagdes para validagéao de
metodologia analitica envolvendo métodos cromatograficos, DEJAEGHER e
HEYDEN (2007) recomendam a utilizacdo de desenhos fracionados para a andlise

da robustez. Desta maneira, segundo os autores, € possivel avaliar de um modo
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mais completo as possiveis variagdes que o método podera sofrer e o impacto sobre

as caracteristicas de resposta.
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1.1 Caracterizacéo e propriedades fisicas

Neste trabalho, utilizou-se como substancia quimica de referéncia (SQR)
cloridrato de tizanidina, teor 99,70% (lote: TIZB08001), que foi caracterizada e
quantificada, a fim de garantir a sua identidade e o grau de pureza informado. A
mesma foi fornecida pela Importadora Quimica Delaware Ltda., com origem da india
(Elder Pharma Ltda.). Trés formulagbes farmacéuticas foram adquiridas:
comprimidos de 2 mg de cloridrato de tizanidina do medicamento de referéncia
(Sirdalud® - lote: Z0061 - Novartis) e do medicamento genérico (lote: 2090323 -
Ranbaxy) e capsulas de 2 mg de cloridrato de tizanidina manipuladas. A SQR e as

formas farmacéuticas encontram-se dentro do prazo de validade.
1.1.1 Determinagéo da solubilidade
1.1.1.1 Materiais e método

Com o objetivo de caracterizar a SQR foi realizada a determinagdo da
solubilidade como recomendado pela FARMACOPEIA BRASILEIRA (2010).

Os solventes testados foram: agua; metanol; acetato de etila; cloroférmio,

éter etilico; acido cloridrico 0,1 M e hidréxido de sédio 0,1 M.

O teste de solubilidade foi conduzido & temperatura ambiente (25 °C).
Adicionaram-se volumes crescentes de cada solvente sobre o farmaco, mediante
agitacdo, até a sua completa solubilizacdo. A classificagdo de solubilidade foi
determinada de acordo com a FARMACOPEIA BRASILEIRA (2010).

O resultado obtido experimentalmente foi comparado com as especificagdes
das monografias da Farmacopeia Americana (USP 34, 2011) e Farmacopeia
Japonesa (JP 15, 2009).

1.1.1.2 Resultados e discussao

O Quadro 1.1, apresenta os resultados, os quais indicaram que a SQR ficou

dentro do especificado pelas monografias oficiais.
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Quadro 1.1. Resultados da determinacédo de solubilidade da SQR de cloridrato de

tizanidina frente a cada solvente.

Classificagéo de

Solvente Solubilidade .
Solubilidade*
Agua Soluavel De 10 a 30 partes
Metanol Soluavel De 10 a 30 partes

Acetato de etila

Praticamente insoltvel

Mais de 10.000 partes

Acetona

Praticamente insollvel

Mais de 10.000 partes

Cloroférmio

Praticamente insoltvel

Mais de 10.000 partes

Acido acético Praticamente insolavel Mais de 10.000 partes

Anidrido acético Praticamente insolavel Mais de 10.000 partes

*Conforme a FB (2010), o termo partes refere-se a dissolugdo de 1 g do farmaco por mililitros do
solvente estabelecido no niUmero de partes.

Agua e metanol sdo solventes polares, consequentemente, sdo solventes
perfeitos para solubilizacdo de aminas que sdo compostos polares. O teste de
solubilidade cumpre com o especificado na USP 34 (2011) e JP 15 (2009).

1.1.2 Determinac¢éo do pH em solugéo
1.1.2.1 Materiais e método

Para a determinacdo do pH da SQR, foi utilizado um potenciometro Q400 da
marca Quimis, com compensacao automatica de temperatura. Acoplou-se a esse um
eletrodo de vidro-calomelano pH/ATC. O equipamento foi previamente aferido com

as solugdes tampéao de pH 7,0 e pH 4,0, nessa ordem.

Mediram-se os pH das solugfes aquosas do farmaco a 1%. Para tanto, foram
preparadas trés solu¢cdes de SQR, e a determinacgao foi realizada em triplicada para

cada uma delas.
1.1.2.2 Resultados e discusséao

A média da determinagao de pH foi de 4,82 (n=3) e um DPR de 0,21%. Estes
resultados indicaram que a SQR estava de acordo com a faixa especificada pela
USP (2011) (4,3 — 5,3 para solu¢éo aquosa 1%).

A medida potenciométrica do pH ocorre mediante alteracdo do potencial de
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uma célula galvanica, a qual é inserida na solucdo cujo pH se quer determinar. A
determinacdo do pH em solugcdo aquosa constitui um método rapido e simples,
auxiliando na caracterizacdo do farmaco (KOROLKOVAS, 1988).

1.1.3 Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)
1.1.3.1 Materiais e métodos
A SQR foi submetida & analise por DSC.

Pesou-se de 1 a 2 mg, da SQR em um porta-amostra de aluminio, em
balanca (Satorius MC210P), o qual foi posteriormente tampado e selado em selador
adequado. O equipamento utilizado foi SHIMADZU DSC-60 acoplado a integrador
THERMAL ANALYZER TA-60WS e ao controlado de fluxo FC-60A, sob atmosfera
inerte de nitrogénio com fluxo de 50 mL / min e velocidade de aquecimento de 10 °C
/min até 300 °C.

O equipamento foi previamente calibrado com indio e zinco. Como

referéncia, foi utilizado um porta-amostra vazio.

As analises foram realizadas no Centro de Desenvolvimento Tecnolégico
(CDTF), da Faculdade de Farmécia da UFRGS.

1.1.3.2 Resultados e discussao

O termograma obtido na analise da SQR (Figura 1.1) apresenta dois
eventos: um endotérmico e um exotérmico. O evento endotérmico é caracteristico
de fusdo. O ponto de fusdo da SQR foi obtido através da determinacdo do Onset
(279,73°C) e Endset (291,40°C) ja calculado e fornecido pelo préprio equipamento,
que corresponde ao ponto de fuséo de 290 °C (com decomposi¢éo) especificado na
JP 15 (2009). O termograma ainda apresenta um evento exotérmico que pode ser

caracteristico de degradacao ou de polimorfismo.
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Figura 1.1 Termograma obtido da analise da SQR de cloridrato de
tizanidina

1.1.4 Reagdao para cloretos
1.1.4.1 Materiais e método

Pesaram-se cerca de 20 mg da SQR e das amostras de produto acabado.
Adicionou-se 1 mL de agua. A esta solucdo, acrescentou-se: 1 gota de HNO; 1% e
0,5 mL de AgNO; 0,1 M. Formou-se um precipitado branco caseoso. Dividiu-se o
precipitado entre dois tubos de ensaio. Em um tubo de ensaio, realizou-se o teste

de solubilidade com HNO, 1%, enquanto no outro com NH,OH 6 M.

7

A positividade do teste € confirmada pela formacdo de precipitado branco

caseoso, insoluvel em HNO; 1%, mas, soltuvel em ligeiro excesso de NH,OH 6 M.
1.1.4.2 Resultado e discusséo

A SQR reagiu com AgNO3; 0,1 M e produziu um precipitado branco. O
precipitado formado foi insolivel em HNO3 1% e soluvel em NHsOH 6 M,
confirmando a presenca de cloreto na amostra. Farmacos na forma de cloridrato
reagem com AgNO; 0,1 M, em meio acidificado com HNO3 1%, formando
precipitado branco caseoso. O precipitado é insolivel em &cido nitrico e sollvel em
hidroxido de amdnio 6 M (FB, 2010; KOROLKOVAS, 1988; USP 34, 2011).
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1.1.5 Perda por dessecacéao
1.1.5.1 Material e método

Pesou-se, exatamente, cerca de 1 g de SQR em pesa-filtro previamente
dessecado e pesado. Colocou-se o pesa-filtro contendo a amostra na estufa, a 105
°C até peso constante. Apds resfriamento em dessecador, pesou-se o0 pesa-filtro. A

porcentagem de perda por dessecacéo é dada pela equacéo 1.1:

Pu-Ps x 100
Pa
Equacéo 1.1

Onde:
Pu: pesa-filtro com amostra antes da dessecagéo

Ps: pesa-filtro com amostra apos a dessecacao

Pa: peso da amostra

1.1.5.2 Resultado e discussao

Esse ensaio se destina a determinar a quantidade de substancia volatil de
qualquer natureza eliminada nas condigdes especificadas na monografia (FB 2010).
Foi realizado em triplicada, e a SQR dessecada foi utilizada para o desenvolvimento

e validacdo do método analitico utilizando volumetria em meio ndo-aquoso.

A média da umidade foi de 0,04% (n=3) e DPR de 2,43%. Estes resultados
indicam que a SQR estava de acordo com a faixa especificada pela USP 34
(2011) (n&o mais que 0,5%) e também pela JP 15 (2009) (ndo mais que 0,2%). O
baixo teor de umidade € esperado para uma molécula que ndo possui agua de

hidratagéo e possui alto grau de pureza.
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1.1.6 Espectrofotometria na regido do infravermelho (V)
1.1.6.1 Material e método

Os espectros foram registrados em espectrofotometro de absorcdo na regido

do infravermelho (marca Bomen-Hartmann & Braun, série MB), na faixa de 400 a

4000 cm'l. Para tanto, foram produzidas pastilhas de 150 mg de brometo de

potassio contendo 1% da SQR.
1.1.6.2 Resultados e discusséao

O espectro de infravermelho obtido com a SQR pode ser visualizado na
Figura 1.2. A Tabela 1.1 lista as principais bandas de absorg&o levando em conta os
grupos funcionais importantes para a identificacdo da molécula. Foi possivel
observar grupamentos importantes para identificagdo como bandas da amina

secundaria e amina associada. Com este ensaio pode-se confirmar sua identidade.
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Figura 1.2. Espectro no infravermelho do cloridrato de tizanidina em pastilha de KBr.
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Tabela 1.1. Principais bandas obtidas com o espectro da SQR de cloridrato de
tizanidina (SOLOMONS, 2009; SILVERSTEIN, 2007).

Numero de onda (cm™) Atribuicéao
Deformagéo axial de N-H associado em aminas
3241 secundarias
3076 Deformagéo axial de C-H em alcenos
1644 C=C alcenos
1609 C=C alcenos conjugados
1289 Estiramento do grupo N-H da amina
837 Anel aromético com 2 H adjacentes (tetrassubstituido)

1.1.7 Cromatografia em camada delgada
1.1.7.1 Material e método

Para desenvolver o método de caracterizagdo utilizaram-se placas analiticas
de gel de silica SIL G/UVas4 (Macherey-Nagel) como fase estacionéria, com
espessura da camada de silica de 0,2 mm. As amostras foram solubilizadas em

agua.

A fase movel testada (metanol:acetona) foi colocada na camara de eluicdo 1h
antes da andlise a fim de saturar a cuba. Como deteccao utilizou-se vapor de iodo
como revelador ou irradiacdo com luz ultravioleta em 254 nm. Apds a secagem do
eluente em temperatura ambiente, procedeu-se a revelagdo ou visualizagdo das
manchas correspondentes a migracdo da amostra e SQR a partir dos seus
respectivos pontos de aplicagdo. Mediu-se esta distancia com auxilio de paquimetro,

a qual originou o Rf de cada ponto de aplicagéo, sendo calculado pela Equagéo 1.2.

Rf = (distancia atingida pela banda a partir da origem)
(distancia percorrida pelo solvente desde a origem)

Equacéo 1.2

Foram realizadas varia¢cbes quanto a quantidade de amostra no ponto de

aplicacdo da cromatoplaca e a proporcao de solventes nas fases moveis testadas.
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A caracterizagdo foi realizada comparando-se o Rf da SQR com o das
amostras de produto acabado (pool de 20 comprimidos/capsulas) apés proceder a

eluicdo no sistema cromatografico otimizado.
1.1.7.2 Resultado e discusséo

O sistema final obtido para a CCD encontra-se descrito no Quadro 1.2 e
ilustrado na Figura 1.3. Testes com a SQR em solventes isolados como metanol,
acetona, isopropanol, ndo permitiram a eluicAo adequada na cromatoplaca. A
utilizacdo de metanol e acetona demonstrou excessiva afinidade pelo eluente, ndo
produzindo resultados satisfatérios. Foram testadas algumas variac6es de proporgéo

entre metanol e acetona até se encontrar a que foi considerada mais adequada.

Tanto na deteccdo por vapores de iodo como por radiagdo ultravioleta em
254nm é possivel verificar que a mancha das amostras de comprimido de referéncia
(Ref), do genérico (Gen) e das capsulas manipuladas (Man) e da SQR possuem o
mesmo comportamento de eluigdo, o que se confirma pelos valores de Rf proximos.
Logo, foi possivel identificar o farmaco a partir de pool de comprimidos e capsulas

por comparacao de seu Rf com o valor da SQR.

SQR Ref Gen Man SQR Ref Gen Man

Figura 1.3. Representacédo dos cromatogramas em camada delgada para
formas farmacéuticas contendo cloridrato de tizanidina
em UV 254nm (1) e vapores de iodo (Il).
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Quadro 1.2. Sistema final de CCD empregado na identificagdo da SQR e formas
farmacéuticas de cloridrato de tizanidina

Parametro Valor
Quantidade substéancia aplicada 50 pL (concentragéo 400 pg/mL)
Fase movel metanol:acetona (95:5, v/v)

Cromatoplacas de gel de silica
SIL G/UV2s4 (Macherey-Nagel)

Fase estacionaria

Vapores de iodo ou

Deteccéo
radiacao ultravioleta em 254nm
Rf da SQR 0,50
Rf da amostra de comprimidos Referéncia 0,50
Rf da amostra de comprimidos Genéricos 0,47
Rf da amostra de cipsulas Manipuladas 0,49
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CAPITULO 2 — Desenvolvimento e validagdo de método para determinacéo de
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2.1 Introdugéo

Uma exigéncia legal para o monitoramento do processo magistral é a
determinacgdo do teor e/ou uniformidade do conteddo do produto acabado, em casos
especificos e com periodicidade estabelecida. E permitida a realizacdo dessas
analises em laboratérios terceirizados. Entretanto, muitos métodos requerem
aparelhagem disponivel no préprio laboratério da farmécia, além de possuirem um
custo reduzido. Assim, sua realizacdo deve ser incentivada, a fim de agilizar o

processo de garantia da qualidade do servigo prestado (BRASIL, 2007).

Nas farmacias, as matérias-primas sélidas devem ser analisadas, no seu
recebimento, efetuando-se, no minimo, o0s testes qualitativos: caracteres
organolépticos, solubilidade, pH, peso e ponto (ou faixa) de fusdo. Podem ser
aceitos os demais ensaios farmacopeicos realizados pelos fabricantes/fornecedores

desde que esses estejam qualificados pela farmécia (BRASIL, 2007).

Nas indastrias farmacéuticas, antes que as matérias-primas sejam liberadas
para uso, oresponsavel pelo controle de qualidade deve garantir que as mesmas
sejam testadas quanto a conformidade em relagdo, as especificagdes de
identificacdo, pureza, teor e outros pardmetros de qualidade. Além disso, é

realizado o controle em processo e do produto acabado (BRASIL, 2003 a).

Embora exista monografia para o produto em compéndios internacionais
(USP 34, 2011 e JP 15, 2009), o presente trabalho tem por objetivo estabelecer
método para o doseamento de cloridrato de tizanidina matéria-prima por volumetria
em meio ndo-aquoso utilizando indicador, o qual seja adequado para a realizagéo
em farmacias magistrais e em estabelecimentos de pequeno porte e comparar o

mesmo com o método oficial.
2.2. Volumetria em meio ndo-aquoso (VMNA)

A VMNA é amplamente recomendada em monografias farmacopeicas para o
doseamento de farmacos (BP, 2007; BUVARI-BARCZA e BACZA, 2005; FB 2010).

z

Além disso, essa técnica € rapida, exata e requer aparelhagem simples. Sendo

assim € o método de escolha por muitos laboratérios, inclusive para aqueles de

controle de qualidade em farmécias magistrais.
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A técnica por VMNA é utilizada para quantificar farmacos que sejam acidos ou
bases fracas, abrangendo, entre as ultimas, alguns sais de aminas (FB 2010,
KOROLKOVAS, 1988; WATSON, 2005). Quimicamente, o cloridrato de tizanidina é
classificado como um sal de amina secundéria (Figura 1, p. 10), sendo possivel o

seu doseamento por VMNA.

Nos cloridratos de aminas, € usual a titulagdo com acido perclérico diluido em
acido acético (esquema 2.1). O anion cloreto do farmaco, porém é uma base
extremamente fraca para reagir quantitativamente com o 4cido perclérico em &cido
aceético. Consequentemente, para o doseamento desses farmacos por VMNA as
farmacopéias preconizam a adicdo de acetato mercuarico (FB 2010; USP 34, 2011).
Dessa forma, o anion cloreto é quantitativamente substituido pelo acetato produzido
(esquema 2.2), sendo o Ultimo uma base forte em solugdo de acido acético e

passivel de reacdo quantitativa com o titulante (esquema 2.3).
HCIO4 + CH3-COOH — ClO4 + CH3-COOH;"
Esquema 2.1
2CI" + Hg(CH3-COO), — HgCl, + 2CH3-COO
Esquema 2.2
2CH3-COOH," + 2CH3-COO™ — 4CH3-COOH
Esquema 2.3

Entretanto, o acetato mercuirico € um produto insalubre em grau maximo
(BRASIL, 1978), por conter um metal pesado de elevada toxicidade (BRASIL, 2004,
BUVARI-BARCZA e BARCZA, 2005). Considerando a repercussdo do uso desse
reagente quanto aos aspectos trabalhistas e ambientais, é primordial que os
laboratérios priorizem o uso de técnicas analiticas com quimica limpa (LENARDAO
et al., 2003; PRADO, 2003).

Atualmente, como alternativa ao uso do acetato mercurico, a Farmacopéia
Japonesa e algumas referéncias na literatura sugeriram o uso de mistura de anidrido
acético e acido acético glacial (JP 15, 2009, BUVARI-BARCZ e BARCZA, 2005).
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Nesses casos, 0s residuos formados sdo constituidos de &cido acético glacial, o
qual é mais facilmente descartado, além de n&o apresentar insalubridade (BRASIL,
1978; BRASIL, 2004).

O acido acético glacial apresenta variacdes do volume, em fungdo do
coeficiente de dilatagdo temperatura dependente. O volume de titulante gasto na

bureta deve ser corrigido através da equagéo (esquema 2.4):
Ve = Vg . [14(t; —t2) . 0,0011]
Esquema 2.4

Onde:

V. = volume corrigido;

Vg = volume gasto na bureta;

t; = temperatura ambiente no momento da padronizagéo do titulante;

t, = temperatura ambiente no momento da titulagcdo da amostra;

0,0011 = coeficiente de expanséo cubica do acido acético glacial
2.3 Materiais e método
2.3.1 Amostra

A amostra de cloridrato de tizanidina (lote: TIZBO80OO1) foi fornecida pela
Importadora Quimica Delaware Ltda., com pureza declarada de 99,7% de acordo

com a USP 29, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia.
2.3.2 Reagentes e solugdes

A solucao titulante utilizada foi o acido perclérico 0,1 M diluido em &cido
aceético glacial e padronizado frente a uma solucgéo titulante de biftalato de potassio
em triplicata (FB 2010).

A solugdo indicadora utilizada foi a a-naftolbenzeina, preparada conforme

descrito na Farmacopéia Brasileira (2010).
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2.3.3 Titulagdo em meio ndo-aquoso

Pesaram-se exatamente cerca de 200 mg de matéria-prima, previamente
dessecada a 105 °C até peso constante os quais foram dissolvidos em mistura de 18
mL de acido acético glacial e 42 mL de anidrido acético. Como indicador
adicionaram-se 2 mL de a-naftolbenzeina em &cido acético. Titulou-se com &cido
perclérico 0,1 M e o ponto final da reagdo foi indicado pela mudanca de cor de
amarelo para verde-amarelado. Concomitantemente, o ponto final da titulacdo foi

determinado potenciometricamente (eletrodo de vidro/calomelano).

1,0 mL de &cido perclorico 0,1 M equivale a 29,02 mg de cloridrato de

tizanidina.

A temperatura durante a realizacdo das analises variou entre 20,6 e 25,7 °C;

foi feita a corre¢cdo do volume do titulante de acordo com o esquema 2.4.

2.3.4 Precisao

A precisdo foi avaliada com relagdo aos parametros de repetibilidade e
precisdo intermediaria de acordo com a RE n° 899 (BRASIL, 2003 b).

2.4 Resultados e discusséao
A matéria-prima utilizada foi caracterizada conforme descrito no Capitulo 2.

Os resultados das concentragbes encontradas pelos métodos de VMNA

utilizando indicador e potenciometria encontram-se na Tabela 2.1.

54



Capitulo 2

Tabela 2.1. Concentragbes encontradas utilizando VMNA com a presenca de

indicador e por potenciometria.

Repeticdo Indicador Potenciometria

1 100,09 101,26
2 100,34 101,10
3 101,20 100,69
4 100,40 100,66
5 100,20 100,44
6 100,65 100,55
7 100,29 100,75
8 99,71 100,75
9 100,32 100,57
10 101,35 100,54
11 100,52 100,71
12 100,62 100,92
13 100,95 101,70
14 100,25 101,56
15 101,08 100,57
16 100,27 101,57
17 100,42 100,63
18 100,62 99,68
Média (%) 100,52 100,81
DPR (%) 0,41 0,48

De acordo com a Farmacopéia Japonesa (2009) o teor de cloridrato de
tizanidina deve variar entre 99,0% a 101,0% em relagdo a substancia anidra. Pelos

dois métodos, as concentracdes ficaram dentro dos limites estabelecidos.

O desvio padréo relativo (DPR) encontrado para os métodos ficou abaixo de
1%. Assim os mesmos séo considerados reprodutiveis de acordo com a RE n° 899
(BRASIL, 2003 b).
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A analise estatistica dos resultados (ANOVA) (Anexo 1) foi realizada
considerando todas as repeticdes. Nao demonstrou diferenga significativa (p < 0,05)

entre os resultados obtidos pelos dois métodos (Fcal= 3,94 < Ftab= 4,13).
2.5 Concluséo

O método proposto demonstra ser preciso e exato, pelo baixo desvio padréo
relativo. Por se tratar de técnica com metodologia muito simples, rapida e viavel
economicamente, a VMNA utilizando indicador a-naftolbenzeina representa uma
alternativa para o controle de qualidade do cloridrato de tizanidina matéria-prima em

farmécias de manipulacéo e estabelecimentos de pequeno porte.
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3.1 Introdugéo

Os trabalhos e compéndio oficiais até o presente momento envolvendo a
quantificacdo de cloridrato de tizanidina utilizam métodos por titulometria (USP 34,
2011; JP 15, 2009), por espectrofotometria (SHARMA et al., 2010) e por CLAE
utilizando detector UV (USP, 34, 2011; KUMAR et al., 2010; VAYDIA et al., 2010;
GADHIMATHI et al., 2005; QI et al., 2003; MAHADIK et al., 2003).

Na auséncia de método CLAE-CAD indicador de estabilidade, o objetivo
desse estudo foi o desenvolvimento e validagdo de um método por CLAE-CAD

utilizando ferramentas quimiométricas nas diferentes etapas.
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STABILITY-INDICATING METHOD FOR DETERMINATION OF THE TIZANIDINE
HYDROCHLORIDE IN PHARMACEUTICAL FORMULATION USING A LC-CAD

BRANDALISE, M.%; MENEGHINI, L.Z. *; JUNQUEIRA, C. % FROEHLICH, P. E. *;
BERGOLD, A.M*

! *Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de Farmacia, Universidade
Sul-UFRGS. Awv. Ipiranga, 2752, CEP 906610-000, Porto Alegre, RS,

O charger aerosol detector (CAD) € um novo detector que vem sendo muito
utilizado na cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) nas aplicacdes
farmacéuticas j& que o CAD pode detectar grande variedade de analitos, incluindo
ions, pois ndo é necessario que a molécula apresente croméforo. Este trabalho teve
como objetivos desenvolver e validar um método simples por CLAE-CAD para
doseamento de cloridrato de tizanidina (TZ) em formas farmacéuticas, verificar a
estabilidade das mesmas, comparar o método desenvolvido com o método descrito
da Farmacopéia Americana (USP 34, 2011) e, através do ion cloreto (Cl), realizar a
quantificacdo indireta do farmaco nas formulacdes. Para o desenvolvimento do
método, os fatores que influenciam as respostas procuradas foram selecionados
atraves de estudo exploratérios (DOE) a fim de eliminar aqueles fatores que ndo séo
significativos sobre a resposta e um desenho fatorial fracionado (2°?) foi utilizado
com o objetivo de diminuir o nimero de experimentos. O método foi desenvolvido e
validado no cromatografo Shimadzu LC20AT, Corona CAD conectado em série com
detector fotodiodo SPD-AVvp UV/VIS. Foi utilizada a coluna mista Trynity P1 Cig
(3.0mm x 100 mm, 3 pm); gés nitrogénio, pressdo 35 psi. Para a especificidade foi
realizado analises cromatograficas com o0s excipientes das formulagbes e os
mesmos demonstraram ndo apresentar interferéncia para a quantificacdo de TZ. O
estudo de estabilidade foi realizado em meio acido, meio alcalino, oxidac&o
(perdxido de hidrogénio 13%), calor e luz UV 352 nm. Apresentou perda de teor a
amostra submetida a oxidagdo. Para a linearidade foi feita uma curva para TZ e
outra para o Cl e o coeficiente de correlagdo (R?) foi de 0,999 para ambas curvas. A
precisdo do método foi confirmada pelo baixo valor do desvio padréo relativo (DPR)
encontrado e a exatidao pela boa recuperagédo encontrada. Foi determinado também
o limite de quantificacdo e deteccédo para TZ e Cl. Para a robustez do método foi
utilizado um desenho fatorial descrito por Plackett-Burmann para avaliar a assimetria
do pico e o teor da TZ e assimetria do pico do Cl. O método demonstrou ser robusto.

Através do teste-t verificou-se que o método é equivalente ao método da USP 34. O

65



Capitulo 3

método desenvolvido e validado demonstrou ser preciso, exato, especifico e
robusto e ainda, o detector CAD detectou o produto de degradagéo n&o detectado

pelo detector UV e houve a possibilidade da quantificacdo de TZ através do ion Cl.
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O controle de qualidade € fundamental nas diversas fases do
desenvolvimento farmacéutico, como nos estudos de formula¢des, bem como nos
processos de producdo dos medicamentos, 0 que garante a seguranca e a eficacia

terapéutica dos produtos farmacéuticos (WATSON, 2005).

O desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica na area farmacéutica
evoluiram nas Ultimas duas décadas acompanhando as mudangas econdmicas e
tecnoldgicas. Portanto, atualmente, existe grande variedade de métodos analiticos
gue podem ser utilizados no controle de qualidade de rotina. No entanto esta
escolha deve ser criteriosa, levando-se em conta a analise a ser efetuada. A
identidade e pureza da amostra a ser analisada, o grau de preciséo e exatidao a
serem obtidos, a disponibilidade de reagentes e equipamentos sdo fatores que
devem ser considerados (SHABIR, 2003; RIBANI et al., 2004).

Apos o desenvolvimento analitico, a validacdo do método é necessaria para
garantir, através de estudos experimentais, que o0 mesmo atende as exigéncias de
suas aplicagbes, assegurando a confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados
obtidos (SHARBIN 2003; BRASIL, 2003, ICH, 2005).

Os estudos para validagdo dos métodos analiticos foram realizados de acordo
com o0s principais codigos, avaliando os seguintes parametros (quando cabivel):
especificidade, linearidade, preciséo, exatidéao e robustez (BRASIL, 2003; ICH, 2005;
USP 34, 2011).

Para atingir o objetivo de desenvolver e validar metodologia analitica para
doseamento do cloridrato de tizanidina em estabelecimentos de pequeno porte foi
adaptado o método da Farmacopéia Japonesa (2009), que preconiza a volumetria
em meio ndo-aquoso com deteccdo potenciométrica do ponto de equivaléncia. O
método desenvolvido utiliza a titulacdo por volumetria e indicador para a
determinagdo do ponto final. Esta técnica analitica pode ser considerada uma
alternativa, mas também apresenta vantagem como simplicidade operacional, baixo

consumo de amostra e de solvente, além do tempo de analise diminuido.

No setor tecnolégico o avanco da microeletrbnica, juntamente com a
microinformatica, permitiu o desenvolvimento de instrumentos e softwares mais

sofisticados, viabilizando analises mais complexas, elucidando e/ou melhorando o
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entendimento dos fendmenos e principios anteriormente desconhecidos ou

desconsiderados.

Com relagé@o as técnicas de separacdo, o desenvolvimento e validacdo de
métodos analiticos comegaram a ser explorados de forma mais completa por meio
de ferramentas estatisticas e computacionais, aumentando a confiabilidade da

implementacdo dessas técnicas em andlises de rotina.

Concomitantemente a quimiometria foi alcancando espaco em diferentes
areas, como nas técnicas de separacdo. Na CLAE o uso de superficies de resposta
se mostra de grande valia, pois, permite explorar o desenvolvimento do método de
forma mais completa. As formas de aplicacdo podem ser conferidas nos trabalhos
de MEDENICA e colaboradores (2004), WANG e colaboradores (2006),
SIVAKUMAR e colaboradores (2007), BARMPALEXIS e colaboradores (2009),
JANCIC-STOJANOVIC e colaboradores (2009; 2010a; 2010b) onde fatores como
pH, temperatura da coluna, forca ibnica de fase modvel, entre outros, puderam ser
avaliados em relacdo aos parametros cromatograficos. No inicio dos anos dois mil o
uso de desenhos experimentais para CLAE e eletroforese capilar ja era difundido e
recomendado por HEYDEN e colaboradores (2000) tanto para a etapa de
desenvolvimento como para a de validacdo. Posteriormente outros trabalhos
confirmaram esta premissa, como no trabalho de DEJAEGHER e HEYDEN (2007)
sobre o uso de desenhos fatoriais na robustez de CLAE, cromatografia gasosa e
eletroforese capilar. Recentemente LEARDI (2009) também expds as vantagens de
uma abordagem com desenhos experimentais, além de esclarecimentos sobre as

aplicacdes e interpretagéo de resultados.

A utilizagdo de desenhos estatisticos experimentais tem-se constituido em
modelos efetivos de analise, pois possibilita a variagdo constante e planejada de
fatores a serem estudados, com os quais se obtém grande numero de informacdes
através de menos numero possivel de experimentos, 0 que maximiza o rendimento,
a produtividade e a qualidade dos resultados, minimizando tempo e custos
(GABRIELSSON et al., 2002;). A idéia fundamental € mudar todos os fatores
relevantes, simultaneamente, sobre um conjunto de experiéncias planejadas e em
seguida, conectar e interpretar os resultados utilizando modelos matematicos. A

metodologia do planejamento fatorial, associada a andlise das superficies de
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resposta, é uma ferramenta fundamental na teoria estatistica, que fornece
informagbes seguras sobre o processo, minimizando o empirismo que envolve
técnicas de tentativa e erro. Essas metodologias além de permitir uma maior
precisdo das estimativas dos efeitos principais dos fatores, também possibilitaram
tirar conclusGes mais amplas a respeito dos fatores estudados de forma simultéanea,
além de informar sobre a interagéo entre os fatores (WISSMANN & GROVER, 2009).
A sua utilizagdo no desenvolvimento e validagdo de métodos analiticos aumentou
consideravelmente nos ultimos anos, coincidindo com a evolugéo da informéatica e a
disponibilizacdo de softwares estatisticos. No entanto, para que essa metodologia
atinja seus objetivos desejados, é necessario haver uma integragdo entre o
processo, a estatistca e o bom senso do responsavel pela montagem dos
experimentos e andlise estatistica e estratégia dos resultados (MONTGOMERY,
2001).

Dessa forma, neste trabalho buscou-se utilizar técnicas quimiométricas para
explorar mais adequadamente os fatores pertinentes ao desenvolvimento e
validacdo do método quantitativo proposto (cromatografia liquida de alta eficiéncia),
possibilitando reduzir o nimero de analises e o tempo necessario para a realizacao

dos testes, além de diminuir o gasto de solventes e reagentes.

Também foi utilizado um detector considerado universal. O detector CAD
apresenta alta sensibilidade e ndo necessita que o analito apresente um croméforo.
Ja existem alguns trabalhos como, GAMACHE e colaboradores (2005),
HUTCHINSON e colaboradores (2010) e VEHOVEK e OBRAZA (2010) que fazem
uma revisdo dos usos e aplicacdo de cromatografia liquida acoplada com detector
CAD. LIU e colaboradores (2008) e ZHANG e colaboradores (2010) apresentam
trabalhos onde utilizam detector CAD e coluna mista para andlise de farmacos e
determinacdo de ions. BTAZEWICZ e colaboradores (2010) e STYLKOWSKA e
colaboradores (2010) determinaram substancias relatadas de farmaco e impurezas

em preparacdo farmacéutica, respectivamente, através de LC-CAD.

A avaliacdo das propriedades fisico-quimicas, como identificacdo de grupo
funcional, identificacdo por IV, pH, quantidade de &gua presente na molécula e
cromatografia em camada delgada, abordada no Capitulo 1, foi essencial para a

identificacdo e determinagdo da pureza da SQR e das amostras utilizadas neste
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trabalho. A importancia da avaliagdo dessas propriedades é fundamental para as
etapas sequenciais, como apontado por HARVEY (2000), MOLDOVEANU e DAVID
(2002).

Para a CLAE a modelagem estatistica desenvolvida via desenho de composto
central (DCC) permitiu avaliar as melhores condicbes para um sistema
cromatogréafico capaz de quantificar e identificar cloridrato de tizanidina frente ao seu
produto de degradagdo. Com a aplicacdo dos protocolos de degradacgéo forcada
obteve-se a formag&o de um produto de degradacdo apos a exposicdo do farmaco
em solucdo ao perdxido de hidrogénio 13% por 72h. Testaram-se alguns sistemas
utilizando-se coluna Cg e Ci3 e fases moéveis com diferentes concentragbes de

solvente orgénico.

O uso da coluna mista de alta eficiéncia (com varios mecanismos de retengéo
como fase-reversa, trocador de &nions e trocador de cations) resulta em
sensibilidade podendo ser otimizada pelo ajuste da concentragéo de tampao na fase
movel, pH e quantidade de solvente foi possivel reduzir a quantidade de solvente
organico sem influenciar excessivamente a retencdo do farmaco, observando-se
modificagdes na resolucéo frente a modificagdes na quantidade de fase organica. A
partir dos resultados do estudo com o fatorial fracionado exploratério 22 (Tabela I1.1,
Tabela I11.1l, Tabela ILIII Tabela I.IV, anexo Il) empregando-se diferentes fases
moveis por meio de fatores como tipo de solvente organico (metanol e acetonitrila),
concentracdo do tampdo, pH, fluxo da fase movel, e temperatura da coluna foi

possivel definir a regido experimental para o estudo seguinte de otimizagéo, o DCC.

Em relagdo ao K do cloridrato de tizanidina, pode-se verificar que a forga
ibnica e a quantidade de acetonitrila na fase movel influenciam muito, devido a
ionizagdo da amostra e por ser uma coluna mista. A temperatura ndo tem tanta
influéncia. Porém o K do cloreto sofre influéncia indireta da acetonitrila, pois a forca

idnica predomina por se tratar de um ion (Figura lIl.l, anexo Il1).

A resolucgéo entre o pico de degradacao e da tizanidina, também sofre grande
influéncia da forga i6nica do tampéo e a seletividade se da pela acetonitrila. O pico

interferente sofre as mesmas influéncias do cloreto (Figura IILIl, anexo IlI).

100



Discussao Geral

A largura do pico tem influéncia direta da acetonitrila e da concentragédo do
tamp&o, porém o aumento da quantidade de acetonitrila na fase mével é diretamente

proporcional ao aumento do ruido, consequentemente um menor LQ.

O método otimizado foi validado com resultados condizentes com o que é
preconizado nos compéndios oficias (ICH, 2005; USP, 2011) tanto para a validagao
do modelo matematico (modelo de regressdo linear) como para os demais
parametros (exatidéo, preciséo). A robustez foi conduzida por meio de um desenho
fracionado de Plackett-Burman conforme recomendacdo de DEJAEGHER e
HEYDEN (2007), apresentando resultados condizentes para ser considerado

robusto.

Como demonstrado no Capitulo 3, este método foi comparado com método
descrito na USP 34 (2011) e ambos os métodos foram considerados equivalentes

para quantificacéo do cloridrato de tizanidina na forma farmacéutica estudada.

101



Discussado Geral

Referéncias

BARMPALEXIS, P.; KANAZE, F.l.; GEORGARAKIS, E. Developing and optimizing a
validated isocratic reversed-phase high-performance liquid chromatography
separation of nimodipine and impurities in tablets using experimental design
methodology. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis. v.49. p. 1192-
1202, 2009.

BRASIL, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria. Resolucdo RE n°899, de 29 de
maio de 2003. Determina a publicacdo do “Guia para validagdo de métodos
analiticos e bioanaliticos”; Publicada no D.O.U de 02 de junho de 2003.

BTAZEWICZ, A.; FIJATEC, Z.; SARNA, K., WAROWNA-GRZERKIEWICZ, M.
Determination of pancuronium and its impurities in Pharmaceutical preparation by LC
with charge aerosol detection. Chromatographia. v. 72. p. 183-189, 2010.

DEJAEGHER, B.; HEYDEN, Y. V. Ruggedness and robustness testing. Journal of
Chromatography A. v.1158. p.138-157, 2007.

GABRIELSSON, G.; LINDBERG, N.O; LUNDSTED, T. Multivariate methods in
pharmaceutical application. Journal of Chemometric. V. 16. p. 141-160, 2002.

GAMACHE, P.H.; McCARTHY S.M.; FREETO S.M.; ASA M.J.; WOODCOCK M.J,;
LAWS K.; COLE R.O. HPLC analysis of non-volatile analytes using charged aerosol
detector. LC/CG Eur. 2005, 18(6), 345-54.

HARVEY, D. Modern Analytical Chemistry. New York: McGraw-Hill, 2000, 816p.

HEYDEN, Y.V; PERRIN, C.; MASSART, D.L. Optimization strategies for HPLC and
CZE. In: VALKO, K. Separaiotn Methods in Drug Synthesis and Purification.
Amsterdan: Elsevier, 2000. Chap. 6, p.160-190. 1007p.

HUTCHINSON, J.P.; LI, J.; FARRELL, W.; GROEBER, E.; SZUCS, R.; DICINOSKI,
G.; HADDAD, P.R. Universal response model for corona charged aerosol detector.
Journal of Chromatography A. v. 1217. p. 7418-7427, 2010.

ICH-Internacional Conference on Harmonization of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use. ICH Harmonised Tripartite
Guideline: Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology, Q2 (R1),
2005.

102



Discussao Geral

JANCIC-STOJANOVIC, B.; MALENOVIC, A.; IVANOVIC, D.; MEDENICA, M.
Optimization and Validation of an RP-HPLC Method for Analysis of Hydrocortisone
Acetate and Lidocaine in Suppositories. Journal of AOAC International, v 93, p.102-
107, 2010a.

JANCIC-STOJANOVIC, B.; MALENOVIC, A.; IVANOVIC, D.; RAKIC T.; MEDENICA,
M. Chemometrical evaluation of ropinirole and its impurity's chromatographic
behavior. Journal of Chromatography A, v.1216, p.1263-1269, 2009.

JANCIC-STOJANOVIC, B.; POPOVIC, 1; MALENOVIC, A; IVANOVIC, D,
MEDENICA, M. Factorial Design in Optimization of Chromatographic Separation of
Ramipril and Its Impurities. Chromatographia, v. 71, p. 799-80, 2010b.

LEARDI, R. Experimental design in chemistry: A tutorial. Analytica Chimica Acta, v.
652, p.161-172, 2009.

LIU, X. K.; FANG. B.; CAUCHON, N.; ZHOU, P. Direct stability-indicating method
development and validation for analysis of etidronate disodium using mixed-mode
column and charge aerosol detector. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis, v. 46, p. 639-644, 2008.

MEDENICA, M.; JANCIC, B.; IVANOVIC, D.; MALENOVIC, A. Experimental design
in reversed-phase high-performance liquid chromatographic analysis of imatinib
mesylate and its impurity. Journal of Chromatography A. v.1031, p. 243-248, 2004.

MOLDOVEANU, S.C.; DAVID, V. Journal of Chromatography Library: Sample
preparation in chromatography. Amsterdan: Elsevier, 2002, v. 65, 938 p.

MONTGOMERY, D. C. Design and Analysis of Experiments. Hoboken: John Wiley &
Sons, 2000, 696p.

RIBANI M., BOTTOLI C. B. G., COLLINS C. H., JARDIM I. C. S. F.,, MELO L. F. C.
Validagdo em métodos cromatogréficos e eletroforéticos. Quimica Nova. v.27, p.
771-780, 2004.

SIVAKUMAR, T ; MANAVALAN, R; MURALIDHARAN, C; VALLIAPPAN, K. Multi-
criteria decision making approach and experimental design as chemometric tools to
optimize HPLC separation of domperidone and pantoprazole. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v.43, p. 1842-1848, 2007.

103



Discussado Geral

SHABIR, G. A. Validation of high-performance liquid chromatography methods for
pharmaceutical analysis: Understanding the differences and similarities between
validation requirements of the US Food and Drug Administration, the US
Pharmacopeia and the International Conference on Harmonization. Journal of
Chromatography A, v.987, p. 57-66, 2003.

STYLKOWSKA, K.; BTAZEWICZ, A; FIJATEC, Z.; SARNA, K.;. Determination of
gentamicin sulphate composition and related substance by LC with charge aerosol
detection. Chromatographia. v. 72. p. 1225-1229, 2010.

The Pharmacopoeia of Japan 15.ed. Tokyo: Society of Japanese Pharmacopoeia,
20009.

USP -The United States Pharmacopeial Convention. NF 34. Rockville: 2011.

VEHOVEK, T.; OBRAZA, A. Review of operating and applications of the charged
aerosol detector. Journal of Chromatography A. v.1217, p. 1549-1556, 2010.

WANG, Y.; HARRISON, M.; CLARK, B.J. Optimising reversed-phase liquid
chromatographic separation of an acidic mixture on a monolithic stationary phase
with the aid of response surface methodology and experimental design. Journal of
Chromatography A, v.1105, p.199-207, 2006.

WATSON, D.G. Pharmaceutical analysis: a textbook for pharmacy students and
pharmaceutical chemists. London: Churchill Livingstone, 2005. 382p.

WISSMANN, P.J.; GROVER, M.A. A new approach to batch process optimization
using experimental design. AIChE Journal. v. 55. p. 342-353, 2009.

ZHANG, K., DAI, L.; CHETWYN, N.P. Simultaneous determination of positive and
negative pharmaceutical counterions using mixed-mode chromatography coupled
with charged aerosol detector. Journal of Chromatography A, v.1217, p.5776-5784,
2010.

104



Conclusoes

CONCLUSOES




Conclusoes




Conclusoes

A SQR de cloridrato de tizanidina foi identificada e caracterizada através de
técnicas qualitativas como solubilidade, pH, ponto de fusdo (DSC), reacéo
para cloretos, CLAE, CCD e IV.

A identificacdo da forma farmacéutica foi possivel por CCD e reagdo para

cloretos;

O método desenvolvido para o doseamento por VMNA, intercambidvel com o
método oficial, pode ser utilizado em estabelecimentos de pequeno porte para

determinagéo do teor da matéria-prima;

A utilizagéo de desenhos experimentais permitiu avaliar de forma eficiente os
fatores mais significativos no desenvolvimento do método por CLAE usando
ndmero relativamente pequeno de experimentos, quando comparado com as

modelagens matematicas tradicionais;

O método de CLAE para doseamento de cloridrato de tizanidina foi validado
de acordo com os parametros requeridos pelos compéndios oficiais, sendo

especifico frente aos excipientes e ao produto de degradacéo obtido;

Cloridrato de tizanidina submetido a condicbes de estresse mostrou-se
bastante estavel, sendo o stress oxidativo a condicdo em que ocorreu a maior
degradacéo (7,75%);

Para a realizacdo das condi¢cdes de estresse alcalino e é&cido, utilizou-se
hidroxido de amonio e acido acético, devido a restricAo da utilizacdo de

solventes volateis com o charged aerosol detector (CAD);

O produto de degradagdo originado no estresse oxidativo sO pode ser

detectado com o uso do CAD nado sendo observado com detector UV;

As trés formulagbes analisadas, produto referéncia, produto genérico e
capsulas manipuladas apresentaram teores de farmaco dentro dos limites

estabelecidos por compéndio oficial.
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Tabela I.I: Andlise de variancia (ANOVA) comparando os resultados obtidos pelos

dois métodos por VMNA

Fontes da variagéo o] SQ QM Fcal Ftab
Entre 1 0,8010 0,8010 3,9462* 4,1300
Dentro 34 6,9014 0,2029

Total 35 7,7024

*Significativo para p < 0,05
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Tabela I1.1. Matriz fatorial 2°2 para CLAE

Experimento Solvente’ Tamp&o? pH Fluxo® Temperatura® K'rz° K'¢°

1 MeOH 2,00 4.00 0,80 30,00 18,65 40,76
2 ACN 2,00 4.00 0,70 25,00 145 414
3 MeOH 6,00 4.00 0,70 30,00 17,1 41,87
4 ACN 6,00 4.00 0,80 25,00 10,65 40,2
5 MeOH 2,00 5.00 0,80 25,00 18,3 455
6 ACN 2,00 5.00 0,70 30,00 13,9 415
7 MeOH 6,00 5.00 0,70 25,00 15,9 423
8 ACN 6,00 5.00 0,80 30,00 95 39,52

Tipo de solvente, metanol (MeOH) ou acetonitrila (ACN); “Concentracdo do tamp&o na fase movel
em mM; *fluxo da fase mével em mL / min, 4temperatura do forno da coluna em °C; Sfator de retencao
da tizanidina, % fator de retencao do cloreto.

Tabela Il.ll. Andlise de variancia para os efeitos do fatorial 252 da CLAE sobre o K'rz
Fonte sQ? GL? Qm® p’
Modelo 58,37 5 11,67 < 0,0001
A (solvente organico)® 4,62 1 4,62 < 0,0001
B (concentracdo do tampé&o)® 44,67 1 44,67 <0,0001
C (temperatura)’ 0,62 1 0,62 0,0008
AB® 1,14 1 1,14 <0,0001
B2 7,33 1 7,33 < 0,0001
Residual 0,42 13 0,032 0,0964
Total 0,38 18

'Soma dos quadrados; °Graus de liberdade; *quadrado médio; *p = 0,05; °Acetonitrila; °8, 12 ou 18
mM; 730, 34 ou 38°C; 8intera(;élo entre fatores.

Tabela IL.IIl. Andlise de variancia para os efeitos do fatorial 2°2 da CLAE sobre o

Kal.

Fonte SQ* GL® Qm® p*
Modelo 2223,08 4 555,77 < 00,0001
A (solvente organico)® 08,08 1 08,98 < 0,0001
B (concentragdo do tamp&o)° 1889,94 1 1889,94 0.0001
AB’ 7,04 1 7,04 0,0773
B’ 227,12 1 227,12 < 0,0001
Residual 27,10 14 1,94 0,0019
Total 2250,18 18

'Soma dos quadrados; °Graus de liberdade; *quadrado médio; *p = 0,05; °Acetonitrila; °8, 12 ou 18
mM; 7interagéo entre fatores.
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Tabela II.IV Anélise de variancia para os efeitos do fatorial 2> da CLAE sobre R.

Fonte SQ? GL? Qm® p’
Modelo 85,70 6 14,28 <0,0001
A (solvente organico)® 24,29 1 24,29 < 0,0001
B (concentragéo do tamp&o)® 2,86 1 2,86 0,0334
AB’ 13,56 1 13,56 0,0002
A? 2,65 2,65 0,0394
B’ 18,71 1 18,71 <0,0001
A’B 3,55 1 3,55 0,0202
Residual 5,95 12 0,50 0,0118
Total 91,65 18

'Soma dos quadrados; °Graus de liberdade; *quadrado médio; *p = 0,05; °Acetonitrila; °8, 12 ou 18

mM; 7interagéo entre fatores.
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Figura Ill.I: Cromatograma do doseamento do comprimido de referéncia com
detector UV 227 nm (A) e detector CAD (B).
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Figura IIL1l: Cromatograma da especificidade, onde : A é o comprimido de referéncia

degradado, B é a SQR sem ser degradada, C é o comprimido de referéncia sem ser
degradado e D é o branco (peréxido de hidrogénio 13%).
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