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RESUMO

Citalopram: desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos, perfil de
dissolucdo, separacao enantiomérica e estudo preliminar de fotoestabilidade para a

forma farmacéutica comprimido

Neste trabalho foram desenvolvidos ensaios para a analise qualitativa do
citalopram utilizando espectrofotometria na regido do ultravioleta, cromatografia em
camada delgada e cromatografia liquida (CL); caracterizacdo da SQR do citalopram
por espectrometria na regido do infravermelho, espectrofotometria na regido do
ultravioleta e determinacdo do ponto de fusdo. Foram validados métodos para
determinacdo quantitativa do citalopram em comprimidos por espectrofotometria no
UV e CL. No método espectrofotométrico o farmaco foi dissolvido em acido cloridrico
0,1 M e sua concentragao foi avaliada em 239 nm. O sistema por CL foi conduzido
isocraticamente com coluna com fase reversa Cig (250 x 4,6 mm), usando fase
movel composta de solucdo de trietilamina 0,3%:acetonitrila (55:45, v/v), pH 6,60,
com fluxo de 1,0 ml/min e deteccdo em 239 nm. Nao houve diferenca significativa
entre os métodos. Desenvolveu-se e validou-se, também, teste de dissolucdo do
farmaco em comprimido, utilizando como meio de dissolucdo 900 ml de acido
cloridrico 0,1 M a 37 = 0,5 °C, aparato 1, rotacdo de 50 rpm e quantificacdo por CL.
Os métodos apresentaram especificidade, linearidade, exatidao, precisdo e robustez
adequadas. A comparacdo dos perfis de dissolucdo com algumas formulagbes
disponiveis no mercado evidenciaram que os produtos ndo apresentam perfis de
dissolucdo semelhante ao medicamento de referéncia. Desenvolveu-se método de
separacdo enantiomérica para o citalopram utilizando-se a coluna Chiral - AGP™® e
fase movel contendo tampé&o acetato de amoénio 100 mM:trietilamina 4 mM, pH 5,47,
fluxo de 0,8 ml/min e deteccdo em 239 nm. Este sistema permitiu a separacdo dos
enantibmeros com seletividade e especificidade. A cinética de fotodegradacao,
utilizando a lampada de UV em 254 nm, para os comprimidos de citalopram em
solugcéo aquosa pH 1,85, pode ser descrita como uma reacao de ordem zero.

Palavras-chaves: citalopram, cromatografia liquida, espectrofotometria na regido do

ultravioleta, separacéo enantiomérica, dissolucéo, fotoestabilidade.






ABSTRACT

Citalopram: development and validation of analytical methods, dissolution
profile, enantiomeric separation and preliminary photostability study to the

pharmaceutical dosage form

In this work were developed analitycal methods for qualitative analysis of
citalopram by ultraviolet spectrophotometry, thin layer chromatography and liquid
chromatography (LC). Citalopram reference standard was characterized by infrared
spectrophotometry, determination of melting point and ultraviolet spectrophotometry.
Quantitative Methodologies for determination of citalopram in tablets were validated
by: ultraviolet spectrophotometry and LC. In the spectrophotometry method the drug
was extracted in 0.1 M hydrochloric acid and its concentration was measured at 239
nm. The LC system was operated isocratically in reverse phase Cig (250 x 4.6 mm),
using a mobile phase composed of triethylamine solution 0.3%:acetonitrile (55:45,
v/v), pH 6.60, at a flow rate of 1.0 ml.min™* and detection at 239 nm. No significant
difference between the results obtained by the two methods. Moreover, a method for
the dissolution test of citalopram in tablets was developed and validated. Dissolution
studies were conducted by basket method at 37 + 0.5 °C in 900 ml of 0.1 M
hydrochloric acid at 50 rpm and the quantification was achieved by LC. These three
methods showed good specificity, linearity, accuracy, precision and robustness. The
dissolution profile comparison with some available commercial formulations
evidenced that the profiles were not similar to the reference product. The
enantiomeric separation of citalopram was developed using a Chiral - AGP™®
column and a mobile phase composed of 100 mM ammonium acetate buffer and 4
mM triethylamine, pH 5.47, at a flow rate of 0.8 ml.min™ and detection at 239 nm.
This system showed good enantiomeric separation with selectivity and specificity.
The kinetics of photodegradation under UV light at 254 nm to citalopram in water pH

1.85 solution, can be described by zero-order kinetics.

Keywords: citalopram, liquid chromatography, ultraviolet spectrophotometry,

enantiomeric separation, dissolution, photostability.






1. INTRODUCAO

A qualidade tornou-se um tema de extrema relevancia em todos os ramos de
atividade. Na area farmacéutica, tanto no processo de desenvolvimento de novos
farmacos e formas farmacéuticas (estudo de formulacéo, estabilidade) como no
processo de fabricacdo destes medicamentos, o controle de qualidade é
indispensavel para garantir ao consumidor a qualidade dos produtos que recebe
(AVENDANO, 1993).

Dentre o0s objetivos do controle de qualidade estd a obtencdo de
medicamentos melhores, mais eficazes, menos toxicos e mais estaveis e,
principalmente, a garantia do contetdo da substancia ativa nas especialidades
disponiveis no mercado. O controle de qualidade do medicamento é um processo
complexo, e para que se tenha confiabilidade nos resultados de uma analise,
devem-se fazer varias consideracbes em relacdo as amostras, ao meétodo
empregado e ao analista (OHLWEILER, 1984; SANTORO, 1988).

A validacdo de ensaios de controle de qualidade é essencial na fabricacéo de
produtos farmacéuticos, registro de novos medicamentos, bem como em laboratérios
de controle de qualidade, pois € uma ferramenta que demonstra que o método &
apropriado para a finalidade pretendida. A disponibilidade de literatura relacionada
com a validacdo de métodos analiticos (ICH, 2005; BRASIL, 2003b e USP 29, 2006)
facilita o entendimento e a execucdo deste processo. Segundo a Resolugcdo da
Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria 899/03, os estudos
de validacdo constituem parte essencial das Boas Praticas de Fabricacdo de
Medicamentos (BPFM) e devem ser conduzidos de acordo com protocolos pré-
definidos (BRASIL, 2003a).

O controle de qualidade também abrange estudos de estabilidade,
objetivando a avaliacdo do comportamento do produto frente a fatores que possam

ocasionar degradacéo, possibilitando, assim, a verificagcdo do perfil de degradacao



do farmaco, o isolamento e a identificacdo dos produtos de degradacdo (RHODES,
2000).

O uso de farmacos com eficacia em distarbios psiquiatricos tornou-se
disseminado a partir da década de 50 (BALDESSARINI, 2003). Estudos
epidemiolégicos de grande escala mostram que a depressao e os distarbios de
ansiedade juntos sdo as condi¢cdes clinicas que mais aparecem no mundo
(HOLSBOER, 2004). A depressdo € uma doenca comum que aflige 5 - 6% da
populacdo. E estimado que 10 - 15% das pessoas tém experiéncia de depress&o
alguma vez durante a vida (WALLACE, 2000).

A introducéo dos ISRS na década de 80 mudou radicalmente o tratamento de
transtornos depressivos em todo mundo, surgindo como medicamentos de primeira
escolha no tratamento da depressdo (VASWANI et al., 2003) e nos disturbios do
humor como: distarbio obsessivo compulsivo, disturbio do péanico, fobia social,
disturbio do estresse pos-traumatico, distarbios pré-menstruais e ansiedade
generalizada (SANZ et al., 2005).

Os ISRS sdo um grupo de farmacos com a propriedade comum de bloquear a
recaptacdo de serotonina sem afetar outros neurotransmissores (WILSON et al.,
2004). Apés a introducao da fluvoxamina, em 1983, fluoxetina tornou-se amplamente

utilizada seguida de paroxetina, citalopram e sertralina (HIEMKE; HARTTER, 2000).

O citalopram (Cipramil®), Figura 1.1, é um racemato (mistura de S e R
enantidmeros) e o mais seletivo dos ISRS (ANDERSON, 1999). E comercializado no

Brasil na forma farmacéutica comprimido contendo 20 mg ou 40 mg (DEF

2004/2005).
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Figura 1.1 - Estrutura quimica do citalopram (MOFFAT et al., 2004).



No mercado brasileiro o citalopram encontra-se comercializado por varios
laboratérios e, em face de fatores econémicos, torna-se interessante a utilizacao de
genéricos e similares como alternativa aos produtos inovadores, desde que
garantam seguranca e eficacia equivalentes. Neste contexto, € fundamental
ressaltar a importancia do estudo de dissolucédo para os comprimidos de citalopram,
a fim de verificar, através da comparagcdo dos perfis de dissolu¢édo, a equivaléncia

entre o0 medicamento referéncia e os medicamentos genéricos e similares.

Os comprimidos devem cumprir com as especificacdes atualizadas da
Farmacopéia Brasileira ou outros codigos autorizados pela legislacdo vigente. Na
auséncia de monografia oficial, torna-se imprescindivel o desenvolvimento e a
validagdo de métodos, para que se possa avaliar a qualidade de produtos
farmacéuticos desde a matéria — prima até a forma farmacéutica e, posterior,

garantia da manutencéo da estabilidade.

Apesar de sua utilizacdo e importancia terapéutica, o citalopram nédo consta
nos codigos oficiais, sendo poucos os relatos na literatura de métodos para a andlise
isolada deste farmaco na sua forma farmacéutica comprimido. Por essa razao,
buscou-se desenvolver e validar metodologia analitica para determinacdo do
citalopram em comprimidos, cujos resultados estdo apresentados no Capitulo II.
Visou-se, também, realizar a separagdo dos enantibmeros do citalopram em
comprimidos e matéria — prima, apresentado no Capitulo Ill, devido a importancia do
emprego de farmacos isomericamente puros, sendo que, para o citalopram, o
enantibmero S (+) (escitalopram) é o responsavel pela atividade antidepressiva e
ansiolitica. Foi realizada a avaliagdo dos comprimidos por meio de ensaios de
dissolugdo e comparagdo com alguns produtos disponiveis no mercado nacional,
apresentado no Capitulo IV. Estudo preliminar de estabilidade, através da
determinacao da cinética de fotodegradacao do citalopram esta descrito no Capitulo
V. Com base nestes estudos, este trabalho pretende ser uma importante
contribuicdo para o controle de qualidade deste medicamento.



1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo geral

Desenvolver e validar metodologia para avaliar a qualidade dos comprimidos

de citalopram.

1.1.2. Objetivos especificos

e Caracterizar a SQR do citalopram por calorimetria exploratoria diferencial
(DSC), espectrometria na regiao do infravermelho e espectrofotometria na regido do

ultravioleta;

e Desenvolver método por cromatografia em camada delgada para

identificagc&o do citalopram em comprimidos;

e Desenvolver método por espectrofotometria na regido do ultravioleta para

identificacdo do citalopram em comprimidos;

e Desenvolver método por cromatografia a liquido para identificacdo do

citalopram em comprimidos;

e Desenvolver e validar método por espectrofotometria na regido do

ultravioleta para determinacéo quantitativa citalopram em comprimidos;

e Desenvolver e validar método por cromatografia a liquido para

quantificacdo do citalopram em comprimidos;
e Realizar estudo comparativo dos métodos propostos;

e Desenvolver método de separacdo enantiomérica para a SQR do

citalopram e do citalopram em comprimidos;

e Desenvolver e validar método de dissolugcdo para os comprimidos de

citalopram;

e Realizar estudo comparativo de perfis de dissolucdo dos comprimidos de

citalopram disponiveis no mercado;

e Realizar estudo preliminar de fotoestabilidade para os comprimidos de

citalopram.



2. REVISAO

2.1. ConsideracOes gerais

2.1.1. Depresséo

A depressdo é uma sindrome complexa de gravidade amplamente variavel
(BALDESSARINI, 2003). Até a introducdo da terapia eletroconvulsiva na década de
30, ndo havia tratamento disponivel para a depressdo. Em 1951, observou-se que a
isoniazida e seu derivado isopropilico iproniazida, usados como farmacos
tuberculostaticos, melhoravam o humor dos pacientes. Em 1952, foi demonstrado
que a iproniazida era capaz de inibir a enzima monoamino-oxidase (MAO) levando
ao aumento do nivel cerebral de noradrenalina e serotonina. O efeito antidepressivo
da imipramina foi descoberto por Kuhn, em 1957, com isso, ocorreu uma mudanca
radical na terapéutica das depressodes; progressivamente, houve uma quase
completa substituicdo dos IMAO pela imipramina e seus derivados triciclicos. Na
atualidade, uma série de agentes inovadores, como o0s inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina (ISRS) dominam o tratamento dos transtornos depressivos
(SILVA, 1985; KOROLKOVAS, 1988; BALDESSARINI, 2003).

Os disturbios do humor incluem as sindromes de depressdo maior e o
distarbio bipolar (BALDESSARINI, 2003). Entre 1987 e 1997, houve um grande
aumento de pacientes que receberam tratamento para depressdo maior, que se
caracteriza por sentimentos de intensa tristeza e desespero, lentiddo mental e perda
da concentragdo, preocupacdes pessimistas, falta de prazer, autodepreciacdo e
agitacao variavel e de 10 - 15% desses pacientes exibem comportamento suicida
durante a vida (BALDESSARINI, 2003; FUCHS; WANNMACHER, 2004). O
tratamento é caracterizado por um longo intervalo (2 — 3 semanas ou meses) do
inicio do tratamento até que os beneficios clinicos sejam observados, devido ao
processo adaptativo nos receptores (WALLACE, 2000; FUCHS; WANNMACHER,
2004).



As observacdes iniciais de que os antidepressivos bloqueiam a recaptacao
neuronal ou inibem o metabolismo de norepinefrina ou serotonina levaram a
hipotese classica de que a depressao decorreria da falta desses neurotransmissores
no sistema nervoso central (KOROLKOVAS, 1988; BALDESSARINI, 2003; FUCHS;
WANNMACHER, 2004). O restabelecimento das funcdes neuronais envolvidas na
regulacdo do humor ocorre através da ligacdo destes neurotransmissores aos seus
receptores, desencadeando uma cascata de sinais intracelulares que ativam fatores
de transcricdo, os quais promovem a expressao de genes (VETULANI; NALEPA,
2000).

A serotonina (5-hidroxitriptamina) (5-HT) (Figura 2.1) é o principal
neurotransmissor estando relacionada com ansiedade, depressao, esquizofrenia,
abuso de drogas, sono, sonhos, atividade alucinégena, dor de cabecga, problemas
cardiovasculares e controle do apetite (WALLACE, 2000). Esta postulado que a
serotonina € um modulador da homeostasia entre dopamina, noradrenalina e GABA.
Quando esta homeostasia fica desequilibrada, a depressao aparece (VASWANI et
al., 2003).
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Figura 2.1 - Estrutura quimica da serotonina (GLENNON; DUKAT, 2002).

A serotonina € biossintetizada a partir de seu precursor L-triptofano e
armazenada em vesiculas no interior do neurbnio. Cada um dos passos da
biossintese e metabolismo de 5-HT sédo alvos para a manipulacdo de farmacos. Os
alvos terapéuticos incluem os receptores pds-sinapticos, mecanismos de recaptacao

de 5-HT e metabolismo.

Existem sete familias de receptores para a serotonina, designados 5-HT,, 5-
HT,, 5-HT3 5-HT4, 5-HTs, 5-HTe, 5-HT;, sendo que alguns foram divididos em

subgrupos distintos. Entretanto, os sintomas da depressdo causados pela deplecéo



de serotonina, ocorrem devido a sua interagcdo com 0s receptores 5-HT,a € 5-HT2c
(GLENNON; DUKAT, 2002).

2.1.2. Ansiedade

Ansiedade pode ser definida como um sentido de expectativa apreensiva
(BOOTH; NEUMEYER, 2002). Atualmente, assegura-se que a ansiedade tem uma
base neurobiologica que envolve o sistema limbico, bem como suas conexdes com
0 sistema monoaminérgico (serotonina, noradrenalina e dopamina). Os sintomas da

ansiedade estdo geralmente associados a depressao.

A Ultima edicdo do Manual Estatistico e Diagndstico dos Disturbios Mentais
(DSM-1V), da Associacdo Psiquiatrica Americana, subdividiu os disturbios da
ansiedade em: distirbio da ansiedade generalizada; disturbio do panico; disturbio
obsessivo-compulsivo; fobia especifica; fobia social; agorafobia sem distirbio de
panico; distlrbio de estresse pds-traumatico; disturbio de estresse agudo; distarbio
de ansiedade devido a uma condicdo médica geral; disturbio de ansiedade induzido
por substancias quimicas e distarbio atipico de ansiedade (BOOTH; NEUMEYER,
2002; FUCHS; WANNMACHER, 2004).

Uma variedade de neurotransmissores, neuromoduladores e neuropeptideos
podem estar envolvidos na patofisiologia da ansiedade. Além dos
benzodiazepinicos, sdo também utilizados no tratamento de distarbios da ansiedade
os antidepressivos ISRS. No desenvolvimento de agentes ansioliticos que ndo agem
via complexo de receptores GABA,, receptores serotoninérgicos (5-HTia esta
envolvido na modulagdo da ansiedade) tem sido o foco de pesquisas nos ultimos
anos, com evidéncias pré-clinicas e clinicas do envolvimento da serotonina na
ansiedade. Os ISRS tém demonstrado serem efetivos no disturbio obsessivo-
compulsivo, distarbio do panico e fobia social. O mecanismo de acdo dos ISRS em
ansiedade, entretanto, podem diferir com sua fung¢do no tratamento da depresséo e
o entendimento dos diversos efeitos psicobioldgicos dos ISRS vai depender de um
maior entendimento das fungdes do sistema de receptores de serotonina dentro das
diferentes regifes do cérebro (BOOTH; NEUMEYER, 2002; BALDESSARINI, 2003).



2.1.3. Antidepressivos

Antidepressivos sdo medicamentos utilizados para restaurar pacientes
mentalmente deprimidos a um estado mental melhorado. Responsaveis pela
diminuicdo da intensidade dos sintomas, da tendéncia ao suicidio e promogéao do
bem estar mental (KOROLKOVAS, 1988). Sao geralmente reservados para
distarbios depressivos mais graves, sendo os resultados mais satisfatérios em
pacientes portadores de doencas moderadamente graves, com caracteristicas

enddgenas ou melancdlicas, sem aspectos psicoticos (BALDESSARINI, 2003).

Os antidepressivos variam em suas propriedades quimicas e farmacolégicas,
sendo divididos em especificos (inibidores da monoamino-oxidase (IMAO),
antidepressivos triciclicos, inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS),
antidepressivos atipicos, inibidores da recaptagdo de norepinefrina e inibidores da
recaptacdo de serotonina e norepinefrina) e inespecificos (precursores,
potencializadores e outros) (ANDERSON, 1999).

Todos os antidepressivos apresentam eficacia e velocidade de inicio de
resposta similar, porém possuem significantes diferencas em relacdo aos seus
efeitos adversos. A escolha do farmaco a ser utilizado no tratamento da depresséao e
nos disturbios de ansiedade é baseada no potencial destes em causar efeitos
adversos, seguranca, tolerabilidade, toxicidade em super dosagem, resposta prévia
do paciente a determinado agente (WALLACE, 2000; FUCHS; WANNMACHER,
2004).

Os ISRS, introduzidos na pratica médica em 1988 (SANZ et al., 2005),
fluoxetina, fluvoxamina, paroxetina, sertralina e citalopram consistem em aril ou
ariloxialquilaminas com similar eficacia e efeitos adversos, porém diferem em suas
estruturas quimicas e propriedades farmacocinéticas, sendo estas propriedades o
critério de escolha entre os ISRS (HIEMKE; HARTTER, 2000). Estes farmacos
apresentam uma baixa incidéncia de efeitos adversos, relativa seguranca e
tolerabilidade em comparacdo aos antidepressivos triciclicos e IMAOS, sendo os
medicamentos mais comumente prescritos, sobretudo para pacientes com doenca
clinica ou potencialmente suicidas, bem como para individuos idosos (WALLACE,
2000; BALDESSARINI, 2003).



O citalopram, aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) em 1998
(GUTIERREZ; ABRAMOWITZ, 2000), € o mais seguro inibidor seletivo da
recaptacéo de serotonina, sendo o mais seletivo dentre os ISRS, in vitro (CORDIOLI,
1997; HIEMKE; HARTTER, 2000; VASWANI et al., 2003). Eficaz no tratamento da
depresséo e prevencdo de recaida ou recorréncia, de distarbios do panico com ou
sem agarofobia e em disturbios obsessivo-compulsivo (DEF 2004/2005). Dentro dos
ISRS, o citalopram € o mais popularmente prescrito devido auséncia de interacdes
concomitantes com outros farmacos e, também, a alta seletividade na inibicdo da
recaptacdo de serotonina (HEIKKINEN et al., 2002), ou seja, ndo exerce atividade
na recaptacao de noradrenalina, dopamina e GABA (RAFFAELE et al., 2002).

Estudos demonstram que o citalopram é eficaz no tratamento de outras
doencas que podem ou nao estar diretamente relacionadas com a depressao e 0s
disturbios de ansiedade, como no tratamento da epilepsia (FAVALE et al., 2003);
mal de Alzeheimer (CASINI et al., 2003), anorexia nervosa (FASSINO et al., 2002),
fobia social (BOUWER; STEIN, 1998; VARIA et al.,, 2002), bulimia nervosa
(ANDERSON, 1999) e exerce efeito analgésico (KORZENIEWSKA — RYBICKA;
PLAZNIK, 1998).

2.2. Farmacocinética

O citalopram, como outros farmacos lipofilicos, é absorvido facilmente por via
oral, com uma biodisponibilidade de, aproximadamente, 80% (VASWANI et al.,
2003). Os picos plasmaticos sdo atingidos dentro de 2 a 4 horas, depois da

administracdo. O volume de distribuicdo € de 12 a 16 I/kg.

A ligacdo as proteinas plasmaticas é de 50%. O tempo de meia-vida
plasmatico é aproximadamente 33 horas, 0 que permite uma Unica administracdo
diaria do medicamento. Citalopram é metabolizado pelas isozimas do citocromo
P450 (CYP), microssémico hepatico CYP2C19 (aproximadamente 60%), CYP2D6
(aproximadamente 10%) e CYP3A4 (aproximadamente 30%) (HIEMKE; HARTTER,
2000; BROSEN; NARANJO, 2001; HEIKKINEN et al., 2002; DEF 2004/2005), por N-
desmetilacdo, desaminacdo e oxidacdo nos derivados ativos desmetilcitalopram,
didesmetilcitalopram, citalopram-N-6xido e um derivado do acido propidnico. Os

metabdlitos que apresentam alguma atividade farmacoldgica ndo contribuem para os



efeitos antidepressivos do citalopram e também sdo menos aptos a atravessar a
barreira hematoencefélica (PALLANTI et al., 1999). Sua eliminacdo ocorre,
principalmente (65%), pelas fezes. Uma pequena parte (aproximadamente 12%) é
eliminada na forma inalterada e na forma de seu principal metabdlito ativo
desmetilcitalopram, pela urina (DEF 2004/2005).

A relagdo entre a concentracdo plasmatica e a dose administrada de
citalopram ¢é linear (HIEMKE; HARTTER, 2000). Os niveis plasmaticos sao
alcancados em uma ou duas semanas (DEF 2004/2005). E distribuido em pequenas
quantidades no leite materno. Grande ligacdo aos tecidos tem sido observada e

acumulacdes podem ocorrer com repeticdo das doses (MOFFAT et al., 2004).
2.3. Mecanismo de agéao

A acédo da serotonina (5-HT) é finalizada pela difusdo para longe da sinapse,
pela degradacdo enzimatica ou pela recaptacdo para dentro do terminal sinaptico.
Seguindo recaptacao, a serotonina, dentro do neurdnio, pode ser re-armazenada em
vesiculas ou ser metabolizada. O processo de recaptagdo envolve proteinas
transportadoras de alta afinidade que estéo localizadas no terminal pré-sinaptico da

membrana (Figura 2.2).
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Figura 2.2 - Local de acdo dos ISRS (BALDESSARINI, 2003).
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O transportador 5-HT esta envolvido com problemas afetivos. Agentes que
blogueiam este transportador aumentam o0s niveis singpticos de 5-HT, sendo
utilizados no tratamento da depressdao, comportamento obsessivo-compulsivo e
transtornos do panico. ISRS foram desenvolvidos para inibir a bomba de recaptacéo
de serotonina sem afetar outros neuroreceptores ou canais de sédio, afetados pelos
antidepressivos triciclicos (VASWANI et al., 2003). Sdo antagonistas dos receptores
5-HT,a € 5-HT,c (envolvido com transtorno do panico e comportamento obsessivo
compulsivo) (GLENNON; DUKAT, 2002).

O citalopram é um potente inibidor da recaptacdo 5-HT com nenhum ou
minimo efeito sobre a recaptacdo da noradrenalina, dopamina e &cido
gamaminobutirico (GABA). O aumento da disponibilidade sinaptica de serotonina
estimula grande numero de receptores 5-HT pds-sinapticos, resultando tanto em
acao terapéutica como em alguns efeitos adversos (GLENNON; DUKAT, 2002;
BALDESSARINI, 2003).

2.4. Interagdes e reagdes adversas

O uso deste farmaco com antidepressivos triciclicos pode levar ao aumento
da concentracdo seérica dos triciclicos até niveis toxicos. A interacdo com IMAOs
pode produzir a “sindrome serotoninérgica” que inclui sudorese, contracfes
musculares, calafrios, tremores, convulsbes e coma, podendo, assim, ser fatal
(BROSEN; NARANJO, 2001; BALDESSARINI, 2003).

Administracdo concomitante com outros farmacos que atuam no sistema
nervoso central pode acarretar em interacdes farmacolégicas com o citalopram.
Metoprolol, cimetidina e inibidores das isozimas CYP3A4 e CYP2C19 apresentam
potencial interacdo farmacocinética com o citalopram, aumentando sua
concentracdo plasmatica (BROSEN; NARANJO, 2001). O alcool tem seu efeito
potencializado pelo antidepressivo (DRUG INFORMATION, 2000).

O citalopram é um antidepressivo bem tolerado, sendo sua maior vantagem a
auséncia de efeitos colaterais severos e a seguranca em relacdo ao risco de
overdose (VASWANI et al.,, 2003). Estd isento de efeitos anticolinérgicos,
cardiotéxicos, sedativos e de ganho de peso (ANDERSON, 1999; RAFFAELE et al.,
2002), o que o diferencia dos antidepressivos triciclicos (SILVA, 1985).
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As reacdes adversas mais comuns relatadas foram nausea, boca seca,
insbnia, sudorese, disfuncéo sexual, tremor, diarréia, sonoléncia, fadiga (CORDIOLI,
1997; DRUG INFORMATION, 2000; DEF 2004/2005).

2.5. Contra indicacdes

O citalopram é contra-indicado em caso de hipersensibilidade ao farmaco e
aos demais componentes da formulagéo, bem como o uso concomitante com IMAOs
(DRUG INFORMATION, 2000; DEF 2004/2005). Resultados de estudos clinicos
demonstram que n&o ocorre nenhuma complicacdo durante a gravidez e lactacao
para mulheres que estdo administrando citalopram; entretanto, € necessario o

monitoramento do farmaco para diminuir a exposicéo fetal (HEIKKINEN et al., 2002).
2.6. Descrigdo (THE MERCK, 2001; MOFFAT et al., 2004)

e Nome quimico: 1-[3-(dimetilamino)propil]-1-(4-fldorfenil)-1,3-diidro-5-isso-
benzofuranocarbonitrila;

e Registro no Chemical Abstracts Servise (CAS): 59729-33-8 (citalopram),
59729-32-7 (bromidrato de citalopram);

e Formula molecular: CzoH21FN2O;
e Massa molecular: 324,4 (citalopram) e 405,3 (bromidrato de citalopram);
e Composicédo elementar: C 74,05%; H 6,52%; F 5,86%, N 8,64%; O 4,93%;

e Apresentacdo e solubilidade: solido cristalino branco a esbranquicado,
soltuvel em cloroférmio e etanol (96%), levemente solivel em agua e praticamente

insolUvel em dietiléter;
e [Faixa de fusdo: 182 — 183 °C;
e pKa:9,5;

Estudos da relacdo estrutura-atividade para os ISRS n&do estdo bem
estabelecidos. Entretanto, sabe-se que a substituicdo no anel aromatico em posicao
para pelo CF; da fluoxetina (Figura 2.3) é decisiva para a poténcia de bloquear a
recaptacéo de serotonina (BALDESSARINI, 2003).
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Figura 2.3 - Estrutura quimica da fluoxetina (MOFFAT et al., 2004).

Na literatura ha diversos métodos analiticos desenvolvidos para a analise do
citalopram seja em fluidos biolégicos ou em forma farmacéutica, concomitantemente
com outros ISRS, por cromatografia liquida, eletroforese capilar e espectrofotometria
na regido do UV — VIS. Estes trabalhos estdo descritos no Capitulo Il. Os trabalhos
relacionados com a separacao enantiomérica do citalopram em fluidos bioldgicos e
em forma farmacéutica estdo descritos no Capitulo Ill. Estudos de dissolugéo in
vitro, essenciais para a avaliacdo das propriedades biofarmacéuticas, e comparacéo
dos perfis de dissolucéo in vitro para os comprimidos de citalopram disponiveis no
mercado nacional, ndo foram encontrados na literatura. No Capitulo V esta descrito
um estudo preliminar de fotoestabilidade desenvolvido para o citalopram em sua

forma farmacéutica comprimidos.
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3.CAPITULO | — CARACTERIZACAO DA SUBSTANCIA QUIMICA DE
REFERENCIA (SQR) E ANALISE QUALITATIVA DO CITALOPRAM EM
COMPRIMIDOS

3.1. Introducéao

O desenvolvimento de um método analitico depende de diversos fatores para
oferecer resultados apropriados. Dentre esses, a substancia utilizada como
referéncia constitui-se em fator principal. Neste sentido, a pureza da SQR é
essencial para a validacdo de métodos analiticos. De acordo com o FDA, existem
duas categorias de SQR: compendiais: as quais sao obtidas de fontes como USP e
nao necessitam de caracterizacdo posterior e as ndo compendiais, que sao aquelas
com elevado teor de pureza, mas que devem ser cuidadosamente caracterizadas
para garantir sua identidade, poténcia e pureza (SWARTZ & KRULL, 1998).

No controle de qualidade das formas farmacéuticas € necessaria a realizacao
de testes de identificacdo do farmaco além de sua quantificacdo. Estes testes sdo
realizados através de métodos instrumentais (espectrofotometria na regido do
ultravioleta, cromatografia liquida) e ndo instrumentais, como a cromatografia em
camada delgada (CCD).

O objetivo deste estudo € a caracterizacdo da SQR do citalopram, mediante a
determinacao do ponto de fusdo e andlise dos espectros de absor¢édo nas regides do
infravermelho e ultravioleta e o desenvolvimento de metodologia que permita a
identificacdo do citalopram em comprimidos, mediante a utilizacdo da cromatografia
em camada delgada (CCD), a espectrofotometria no ultravioleta e a cromatografia

liquida.



3.2. Caracterizacao da SQR

3.2.1. Substancia quimica de referéncia

Utilizou-se como SQR a matéria-prima do bromidrato de citalopram, com teor
declarado de 98,41%, identificado pelo lote n° 10862, fornecido pela Industria
Farmacéutica Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA (Brasil).

3.2.2. Espectroscopia naregiao do infravermelho

A analise espectrofotométrica no infravermelho (IV) € uma impresséo digital,
Gnica para cada composto (WATSON, 1999). Por essa razdo, € um dos métodos
mais empregados na identificacdo de farmacos, pois € capaz de diferenciar
substancias por menores que sejam as diferencas estruturais, com excecédo dos

isbmeros opticos.

Com isso, através da analise de um espectro obtido no infravermelho é possivel
visualizar as bandas caracteristicas de grupos funcionais que permitem a obtencéo
de informacfes estruturais Uteis para a identificacdo de substancias (PAVIA et al.,
2001). Apresenta, porém, como limitacdo o fato de raramente ser utilizada como
método de quantificacdo de substancias, devido a relativa dificuldade de preparo da

amostra e da complexidade do espectro (WATSON, 1999).

Segundo MOFFAT e colaboradores (2004), as principais bandas de absorcao
para o citalopram no IV sdo em 834, 1034, 1226, 1160, 1507, 1601 cm™. A
Farmacopéia Americana (USP 29, 2006) descreve na monografia do bromidrato de
citalopram a espectroscopia na regiao do infravermelho para identificacdo da matéria

— prima.

e Materiais e métodos

O espectro de absor¢ao na regido do infravermelho da SQR do citalopram foi
obtido em espectrofotometro IV SHIMADZU, modelo 8101, utilizando pastilhas de

brometo de potassio.

Em gral de &gata foi realizada a mistura de 148,46 mg de brometo de potassio
(dessecado a 105 °C, por duas horas) e 1,54 mg da SQR do citalopram. Esta
mistura foi transferida para um molde e prensada, formando um disco transparente

(indicativo de baixa umidade da amostra) que foi analisado no espectrofotémetro.
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e Resultados e discussao

O espectro de absorcdo do citalopram na regido do infravermelho obtido a

partir da SQR esta apresentado na Figura 3.1.
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Figura 3.1 — Espectro na regido do infravermelho da SQR do citalopram.

As atribuicBes das principais frequéncias caracteristicas do citalopram foram
baseadas na literatura (SILVERSTEIN, 2000; PAVIA et al., 2001, MOFFAT et al.,
2004).

As bandas de deformacéo axial em 3011 cm™ referem-se as vibracdes =C-H
de aromatico, enquanto que em 2932 cm™ refere-se & deformacao axial das ligacées
C-H do grupamento metila. Em 2230 cm™, é possivel observar a presenca de uma
banda mais aguda, a qual pode ser atribuida as vibracbes de deformacéo axial
referente a C=N ligada ao anel aromatico. A banda de absorcéo presente na faixa de
1601 — 1508 cm™ pode ser atribuida as vibracdes de deformacéo axial de C=C de
aromatico e em 1478 — 1443 cm™ as vibracdes de deformacdo angular de CH, e

CHs. A ligacdo C-O é responsavel pelo aparecimento da banda de absor¢cdo em
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1225 cm™ decorrente das vibracdes de deformacdo axial desta ligacdo. Em 1163
cm™ e 1029 cm™, observam-se as bandas resultantes das vibraces de deformacées
axiais referentes a ligacdo C-F e C-N, respectivamente. As bandas em 882 e 836
cm™ podem ser atribuidas as deformacdes angulares de C-H fora do plano do

benzeno 1,2,4-trissubstituido e do benzeno p-dissubstituido, respectivamente.

O espectro de absor¢cdo obtido para a SQR do citalopram na regido do
infravermelho esta de acordo com os dados encontrados na literatura, assegurando

a identidade da substancia quimica de referéncia.

3.2.3. Determinacéo do ponto de fuséo

O ponto de fusdo é uma avaliacdo fisico-quimica que fornece informacdes do
grau de pureza, presenca de polimorfos e estabilidade do farmaco, e é utilizada para

pesquisar a presenca de possiveis contaminantes.

A determinacdo do ponto de fusdo da substancia quimica de referéncia foi
realizada através do aparelho de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) que
avalia o fluxo de calor: energia absorvida (processo endotérmico como a fusdo) ou
liberada (processo exotérmico como a cristalizagdo) Este equipamento auxilia na
identificacdo de impurezas e polimorfismos além de fornecer com rapidez e maior
exatiddo o ponto de fusdo de uma substancia quando comparado com os métodos
tradicionais. Para a analise é necesséaria uma pequena quantidade de amostra que é
pesada em um porta — amostra de aluminio, por ser um material de boa

condutividade e minima rea¢do com a amostra (CLAS et al., 1999).

A USP 29 (2006) utiliza a DSC para a determinacdo das temperaturas de

transicdo e da pureza das amostras.

e Materiais e métodos

Foi utilizado o equipamento de DSC SHIMADZU - 60, equipado com
controlador de fluxo FC — 60A, integrador TA 60WS e software TA 60 versao 2.0.

Pesou-se 1,15 mg da SQR do citalopram, a qual foi distribuida uniformemente
em um porta - amostra de aluminio (capacidade de 4,0 pL) que foi selado com o uso
de uma prensa, assegurando, assim, 0 contato térmico da amostra. Velocidade de

aguecimento de 10 °C / min, que pode ser utilizada para verificar a presenca de
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impurezas e polimorfos. Baseado na faixa de fusdo do citalopram encontrada na
literatura, a temperatura maxima estipulada para este teste foi de 250 °C e o tempo
de analise de 23 minutos. O ensaio € realizado sob atmosfera inerte de nitrogénio
(fluxo de 50,0 mi/min).

e Resultados e discussao

Uma substancia € 100% pura quando ela apresenta exatamente o ponto de
fusdo descrito na literatura. As impurezas na amostra podem ser identificadas pelo
DSC frente a diminuicdo da temperatura de fusdo ou calculadas através da equacéao
de van't Hoff. A presenca de polimorfismo pode ser identificada quando ocorre
transicdo endotérmica para exotérmica apoés a fusao do farmaco (CLAS et al., 1999).

Na literatura esta descrita a faixa de fusdo de 182 a 183 °C para o bromidrato
de citalopram (THE MERCK, 2001). No laudo de analise, enviado juntamente com a
matéria — prima, ha a especificagdo da faixa de fusdo de 182 a 189 °C para o
farmaco, e a faixa encontrada pelo fornecedor foi de 184 a 187 °C.

O ponto de fusdo fornecido pelo equipamento de DSC é chamado de
temperatura de fusdo onset (Tonset), que € a temperatura de intersecdo da linha de
base extrapolada com a extremidade principal da transicdo extrapolada. Esta
temperatura ndo sofre influéncia da velocidade de aquecimento (CLAS et al., 1999).

A temperatura de fusdo onset encontrada para o bromidrato de citalopram foi
de 184,92 °C. A faixa de fusdo (184,92 a 190, 58 °C) do bromidrato de citalopram
encontra-se proximo ao da literatura, sendo um indicativo da pureza da amostra. Na
Figura 3.2 pode-se observar que ndo ocorreu a transicdo do processo endotérmico

para o exotérmico, indicando a auséncia de polimorfos na matéria — prima.
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Figura 3.2 — Curva de DSC da SQR do citalopram, obtida em atmosfera de nitrogénio com
fluxo de 50,0 ml/min, razado de aguecimento = 10°C/min, porta amostra de aluminio selado.

3.2.4. Espectrofotometria na regido do ultravioleta

A identificagdo de um farmaco pode ser feita através da analise do seu
espectro de absorcao na regiao do ultravioleta (200 — 400 nm). Com a utilizacéo de
alguns solventes (agua, etanol, acido cloridrico 0,1 M), visou-se observar as bandas
de absorcdo maxima do citalopram, assim como a influéncia do pH em suas

caracteristicas de absorcéo.
e Materiais e métodos

Utilizou-se o espectrofotdmetro UV-VIS Shimadzu, modelo UV-160A na
andlise das amostras. Foram preparadas solu¢des da SQR do citalopram em agua,
etanol e acido cloridrico 0,1 M, obtendo-se concentracdo final de 10,0 pg/ml,
conforme descrito no Capitulo Il (item 4.5.1.3). Os espectros de absorcdo das
amostras foram registrados, numa faixa de comprimento de onda de 200 a 400 nm.
Empregou-se cubetas de quartzo de 1,0 cm de percurso Optico e 0 mesmo solvente

utilizado no preparo da solu¢gdo como branco.

e Resultados e discussao

Alguns trabalhos encontrados na literatura utilizam o detector de ultravioleta

acoplado ao equipamento de cromatografia liquida (CL) ou a eletroforese capilar.
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BERZAS e colaboradores (2002), quantificaram o citalopram em comprimidos em
solugbes aquosas no comprimento de onda de 238 nm. MOFFAT e colaboradores
(2004) determinaram o comprimento de onda do citalopram em solugdo de acido

cloridrico 0,1 M e obtiveram maximos em 205 e 238 nm.

A otimizacao da espectrofotometria na regido do UV para andlise qualitativa
da SQR do citalopram iniciou com a obtencdo dos espectros de absor¢cdo deste

farmaco nos diferentes solventes citados.

Os espectros do citalopram na concentracdo de 10,0 pg/ml estao
apresentados na Figura 3.3, onde observa-se 0 mesmo comprimento de onda
maximo de 239 nm e absorvancias de 0,414, 0,411 e 0,512 para as solucdes
preparadas em agua, etanol e acido cloridrico 0,1 M, respectivamente, estando de

acordo com os dados descritos na literatura.
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Figura 3.3 — Espectros na regido do ultravioleta da SQR do citalopram, na concentracdo de
10,0 pg/ml, utilizando como solvente agua (A), etanol (B) e &cido cloridrico 0,1 M (C).

Tendo em vista os resultados obtidos nas andlises espectroscépicas e no
ponto de fusdo da matéria — prima, que garantiram a identidade do farmaco, utilizou-

se a mesma como substancia quimica de referéncia (SQR).
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3.3. Identificacdo da amostra

3.3.1. Produto farmacéutico

Comprimidos contendo 20 mg de citalopram, com o nome comercial de
Cipramil®, fabricados pela Lundbeck, lote 2049810, fabricagéo 10 / 2005 e validade
10/ 2008.

3.3.2. Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica flexivel, através da
qual podem-se identificar substancias, impurezas e produtos de degradacao.
Apresenta como vantagens ser de facil execucdo e compreenséo, versétil e de baixo
custo. Esta técnica de identificacdo baseia-se na comparacdo dos valores de Rf
obtidos quando o farmaco € cromatografado juntamente com a substancia de
referéncia (WATSON, 1999).

Como todas as técnicas analiticas, a CCD possui suas limitagdes. Dentre elas,
pode-se citar a sua baixa sensibilidade e a exigéncia de uma maior capacidade
analitica do operador, maior do que para uma analise por cromatografia liquida, por
exemplo (WATSON, 1999).

N&o ha relatos na literatura que descreva um método por cromatografia em

camada delgada para identificacdo do citalopram em comprimidos.
e Materiais e métodos

Para a composicdo do sistema eluente empregaram-se o0s seguintes
reagentes: butanol (Synth ®), acido acético glacial (Nuclear®), ambos grau analitico e
agua. A migracdo cromatografica foi realizada em cromatoplacas aluminizadas
(Merck®) de silica gel 60 Foss com 15 cm de comprimento, 5 cm de largura e 0,25
mm de espessura de camada adsorvente. Os reveladores utilizados foram a
lampada ultravioleta a 254 nm e vapor de iodo, obtido a partir de iodo grau analitico
(Synth®).

As amostras da SQR e dos comprimidos do citalopram e da SQR da
fluoxetina foram preparadas diretamente em 4gua a uma concentragéo final de 1,0
mg/ml. O sistema eluente proposto para a corrida cromatografica foi preparado a

partir da mistura de butanol, acido acético glacial e agua, na proporcdo de 4:1:5

22



(vIviv), respectivamente, em uma péra de separacdo. A mistura ficou em repouso
por aproximadamente 24 horas para a perfeita separacdo das fases, para a

realizagéo do teste foi utilizada a fase superior.

As solucbes das amostras foram aplicadas, por meio de tubos capilares, a
uma distancia de 1,0 cm da borda inferior da placa que foi transferida para cuba
cromatografica saturada contendo o sistema eluente. Procedeu-se, entdo, a
migracdo cromatogréafica por aproximadamente 10 cm do ponto de aplicacéo, e, ao
final, retirou-se a placa da cuba. A leitura foi realizada, apés a evaporacdo do
solvente residual, através da exposicdo a lampada UV a 254 nm e aos vapores de

iodo.

Determinou-se a especificidade do sistema desenvolvido utilizando solugao
de SQR da fluoxetina, que foi cromatografada junto as amostras do citalopram SQR

e comprimidos.

e Resultados e discussao

A partir da observacao das caracteristicas polares do citalopram, testaram-se
0S seguintes sistemas eluentes utilizados na analise de substancias polares:
butanol:4cido acético glacial:agua (4:1:5, v/v/v) e butanol:etanol:agua (4:1:2,2, viviv),
sendo o primeiro sistema mais adequado, apesar da elevada concentracdo de agua

ocasionar uma lentidao na analise.

Algumas técnicas de revelacdo foram testadas para a visualizacdo do
citalopram. A luz ultravioleta a 254 nm, seguida da exposicdo da placa
cromatografica aos vapores de iodo, foi empregada para a revelacdo. Através das
cromatoplacas da Figura 3.4, observa-se que a melhor técnica de revelacdo é
utilizando-se a luz UV a 254 nm. O valor de Rf obtido apds a migracao
cromatografica foi de 0,50 para a SQR do citalopram, 0,48 para o citalopram em

comprimidos e 0,62 para a SQR da fluoxetina.
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Figura 3.4 — Cromatogramas obtidos por cromatografia em camada delgada (CCD) na
analise do citalopram SQR (SQR), citalopram em comprimidos (A) e fluoxetina SQR (FLUO),
utilizando como reveladores a luz UV em 254 nm e o vapor de iodo, respectivamente.

Estes resultados sugerem que o citalopram SQR e a amostra comercial
possuem a mesma identidade e este sistema cromatografico pode ser utilizado para
a identificagédo do citalopram. O valor do Rf da fluoxetina foi diferente das amostras

de citalopram, comprovando a especificidade do sistema.

3.3.3. Espectrofotometria na regido do ultravioleta

Ndo foram encontrados na literatura, métodos descritos para a analise
gualitativa do citalopram em comprimidos, por espectrofotometria na regido do
ultravioleta. Para a identificacdo do citalopram em comprimidos, foram comparados
0s espectros obtidos com a solucdo SQR do citalopram com o da amostra de

citalopram na forma farmacéutica.

e Materiais e métodos

As solucdes foram preparadas, conforme descrito no Capitulo I, item 4.5.1.3,
na concentracao final de 10,0 ug/ml. Os espectros foram obtidos a partir de leituras
na faixa de comprimento de onda de 200 a 400 nm, utilizando o acido cloridrico 0,1

M como branco.

Utilizou-se o espectrofotdmetro UV-VIS Shimadzu, modelo UV-160A. As
condicbes otimizadas para a analise das amostras pelo método de
espectrofotometria na regido do ultravioleta foram previamente desenvolvidas e

estdo descritas no item 4.5.
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e Resultados e discussao

Os espectros obtidos na andlise das solu¢cdes da SQR do citalopram e do
citalopram em comprimidos por espectrofotometria no UV apresentam o mesmo
perfil exibindo maximo em 239 nm (Figura 3.5), sugerindo a mesma identidade das

amostras analisadas.
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Figura 3.5 — Espectros de absorcdo na regido do ultravioleta da solu¢cdo SQR de citalopram
(A) e solucédo amostra de citalopram em comprimidos (B), ambas na concentracdo de 10,0

pg/ml.
3.3.4. Cromatografia liquida

Apesar de ser mais freqientemente aplicado para analise gquantitativa, o
método por CL pode ser muito util na identificacdo de farmacos, através da
comparacdo dos tempos de retencdo da amostra e da respectiva SQR. Se as
substancias analisadas sao idénticas, obrigatoriamente apresentardo 0 mesmo

tempo de retencdo, quando em analise sob as mesmas condic¢des.

A Farmacopéia Americana (USP 29, 2006), na monografia da matéria — prima
do bromidrato de citalopram, propde a identificacdo da amostra pelo método de
cromatografia liquida, através da comparacdo do seu tempo de retencdo com o

tempo de retencdo da substancia quimica de referéncia.

e Materiais e métodos

As solucdes foram preparadas conforme descrito no Capitulo Il, item 4.6.1.3, na

concentracéo final de 40,0 pg/ml.
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Utilizou-se o cromatografo a liquido Shimadzu, equipado com controlador SCL-
10Avp, com bomba modelo LC-10ADvp, detector com comprimento de onda variavel
UV/VIS modelo SPD-M10Avp, controlador de temperatura para coluna modelo CTO-
10ACvp, injetor automatico com “loop” variavel SIL-10ADvp e integrador automatico
computadorizado através do software CLASS VP ©. As condicdes cromatograficas

foram previamente desenvolvidas e estdo descritas no item 4.6.
e Resultados e discussao

O tempo de retencdo observado na analise cromatografica da amostra de
citalopram em comprimidos foi de aproximadamente 5,4 minutos, semelhante ao
tempo de retencdo observado para a solucdo SQR do citalopram, assegurando a
identidade da amostra comercial (Figura 3.6). Este resultado confirma os outros
resultados obtidos através de outras técnicas analiticas desenvolvidas para a

identificacdo do citalopram na forma farmacéutica comprimido.
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Figura 3.6 — Cromatogramas obtidos com a solucdo SQR do citalopram (A) e solucéo
amostra de citalopram em comprimidos (B), ambas na concentracdo de 40,0 pg/ml.
Condicdes cromatograficas: Coluna ACE® Cis (250 x 4,6 mm); fase movel: solucdo de
trietilamina 0,3%:acetonitrila (55:45, v/v), pH 6,60; fluxo: 1,0 ml/min; detec¢do: 239 nm;
temperatura de 25 °C. CIT: citalopram.

26



4. CAPITULO Il — DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOLOGIA DE
ANALISE QUANTITATIVA

4.1. Introducao

O emprego de meétodos analiticos sensiveis é imprescindivel para que o
controle de qualidade possa garantir a eficacia e a seguranca do uso de um
medicamento. A escolha do método a ser utilizado na analise é o primeiro passo em
andlises quantitativas e depende de varios fatores, tais como a exatidao requerida,
natureza do farmaco, complexidade, pureza e quantidade da amostra. Outros fatores
importantes sdo as disponibilidades econbémicas de equipamentos e reagentes
(AVENDANO, 1993; SKOOG et al., 1994).

A aplicagdo da metodologia analitica deve ser especifica a forma farmacéutica
e as propriedades fisico-quimicas do farmaco em estudo. Além disso, deve-se levar
em conta qual o propésito da analise, ou seja, qualitativa, semi-quantitativa ou
quantitativa (AVENDANO, 1993).

Espectrofotometria no ultravioleta é amplamente utilizada em métodos
farmacopéicos para a quantificacdo de farmacos em suas formas farmacéuticas,
podendo também ser empregada em testes de dissolu¢cdo, no monitoramento de
estudos de cinética de degradacdo e na identificacdo de farmacos. Os métodos
cromatograficos constituem-se em procedimentos de larga utilizacdo em razdo de
sua versatilidade, possibilitando a separacdo e quantificacdo de diferentes
componentes de uma formulacao, através da adequada escolha de parametros, tais

como colunas, fase movel e método de deteccao (WATSON, 1999).

Antes de utilizar um método analitico no controle de qualidade de formas
farmacéuticas, € necessario valida-lo para garantir que o método em questéo atende
as exigéncias desejadas (BRITTAIN, 1998; ERMER, 2001). O ICH (2005), a
Farmacopéia Americana (USP 29, 2006) e a RE 899, de 29 de maio de 2003,

descrevem os parametros analiticos que devem ser avaliados para a validacdo de



um método, sendo que o tipo do método e seu respectivo uso determinam quais 0s
parametros que devem ser avaliados, cabendo ao analista selecionar aqueles

relevantes para cada método.

Ha na literatura métodos descritos para a quantificacdo do citalopram em
fluidos biolégicos por cromatografia liquida (CL) (Tabela 4.1) e eletroforese capilar
(EC) (HALVORSEN et al., 2001, LABAT et al., 2002). Em forma farmacéutica a
quantificacdo do citalopram foi realizada concomitantemente com outros
antidepressivos ISRS, por cromatografia liquida (Tabela 4.2) e eletroforese capilar
(PUCCI et al., 2002; BERZAS-NEVADO; CONTENDO-SALCEDO, 2002; FLORES et
al., 2004, SKIBINSKI; MISZTAL, 2005). Existe um método por espectrofotometria no
UV-VIS que utiliza metanol e reacdo colorimétrica para a quantificacdo do citalopram
em comprimidos (Tabela 4.2).

Na Farmacopéia Americana (USP 29, 2006) encontra-se descrito método
para determinacdo do citalopram em matéria — prima por cromatografia liquida com
deteccdo no ultravioleta (239 nm), empregando como fase moével tampao acetato de
sédio:acetonitrila:trietilamina (80:20:0,75, v/v/v), com pH ajustado para 5,0 com &cido
fosforico, fluxo de 1,0 ml/min e coluna cromatografica Cg (150 mm x 4,6 mm, 5 um) a

uma temperatura de 50 °C.

Tabela 4.1 - Sistemas cromatograficos desenvolvidos para a quantificacdo do citalopram,
em fluidos bioldgicos referenciados na literatura.

Sistema cromatografico Amostra Referéncia
Ultron N Cy5 (150 mm x 4,6 mm) Plasma MATSUI et al.,
FM: tamp&o fosfato 20 mM:acetonitrila:dietilamina (70:30:0,1 v/v/v), —humano 1995

pH 4,6, fluxo de 1,0 ml/min
Deteccdo: fluorescéncia (249 — 302 nm)

Supleco Cyg (250 x 4,6 mm) Soro OLESEN; LINNET,

FM: tampdo fosfato de potassio 44mM:acetonitrila: trietlamina ~humano 1996
(55:45:0,002, viviv), fluxo de 1,5 ml/min

Deteccao: ultravioleta (240 nm)

Nova Pak Cig (100 mm x 8,0 mm, 4 um) Plasma CARLSSON;
FM: tampao fosfato 70 mmol/l:acetonitrila (60:40, v/v), fluxo de 3,0 humano NORLANDER,
ml/min 1997

Deteccdo: fluorescéncia (235 — 290 nm)
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continuacéo da Tabela 4.1

Sistema cromatogréfico Amostra Referéncia
Select-B Cg (125 mm x 4,0 mm, 4 um) Soro AKERMAN et al.,
FM: tampé&o fosfato 50 mM:acetonitrila (5:2, v/v), pH 2,5, fluxo de  humano 1998
1,2 mi/min
Deteccdo: ultravioleta (220 nm)
Waters Cyg (150 mm x 3,9 mm, 5 um) Plasmae KRISTOFFERSEN
FM: formato de amonio 45mM:acetonitrila (70:30 v/v), pH 4,0, fluxo ~ Sangue etal.,, 1999
de 1,2 ml/min humano
Deteccéo: fluorescéncia (245 — 295 nm)
Kromasil C5 (300 mm x 0,32 mm, 3,5 um) Plasma MOLANDER et al.,
FM: acetonitrila: formato de aménio 45 mM (75:25, v/v), pH 4,0 humano 2001
Deteccdo: ultravioleta (230 nm)
Beckman Cy5 (250 x 4,6 mm, 5 um) Soro TOURNEL et al.,
FM: acetonitrila:tampao fosfato de sédio 0,05M (50:50, v/v), pH 3,8, humano 2001
fluxo de 1,0 mil/min
Deteccdo: ultravioleta (200,4 nm)
Ultrasphere Cy5 (450 mm x 4,6 mm, 5 um) Plasma MACEK et al.,
FM: acetonitrila:tamp&o fosfato de potassio (50:50 v/v), pH 6,0, humano 2001
fluxo de 2,0 ml/min
Deteccéo: fluorescéncia (236 - 306 nm)
Nucleosil 100 — Protect 1 Cy5 (250 x 4,6 mm, 5 pum) Soro FRAHNET et al.,
FM: acetonitrila:tamp&o diidrogenofosfato de potassio 25 mM humano 2003
(60:40, v/v), fluxo de 1,0 ml/min
Deteccdo: ultravioleta (230 nm)
Li Chro Sphere Cyg (125 mm x 4,3 mm) Sanguee TRACHTAetal.,
FM: tampa&o fosfato:acetonitrila (60:40, v/v), fluxo de 1,0 ml/min urina 2004
Deteccdo: SERS humano
Hypersil BDS Cg (250 x 2,1 mm, 3,5 um) Plasma PISTOS et al.,
FM: acetonitrila:formato de aménio 10mM — &cido férmico (70:30, humano 2004
v/v) pH 4,5, fluxo de 0,15 ml/min
Deteccdo: MS / ESI
Ultrasphere Cy5 (150 mm x 4,6 mm, 5 um) Plasma MENG;
FM: tampéo fosfato de potassio 10 mM:acetonitrila (2:1, v/v) pH humano  GAUTHIER, 2005
4,0, fluxo de 0,70 ml/min
Deteccdo: fluorescéncia (250 — 325 nm)
Macherey-Nagel C15 (250 x 4,6 mm, 5 um) Plasma  JUAN et al., 2005
FM: acetonitrila:agua (acido férmico 0,6%, acetato de amonio 30 humano

mmol/l) (65:35, v/v), fluxo de 0,85 ml/min
Deteccdo: MS / ESI
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Tabela 4.2 - Métodos por cromatografia liquida e espectrofotometria no ultravioleta
desenvolvidos para a quantificacdo do citalopram, na forma farmacéutica comprimido,
referenciados na literatura.

Método CondicBes otimizadas Referéncia

CL Nova Pack Cig (150 mm x 3,9 mm, 5 um) BERZAS et al., 2002

FM: tampao fosfato 75 mM:acetonitrila (60:40, v/v), pH 2,5, fluxo
de 1,5 ml/min

Deteccao: ultravioleta (230 nm)

Uso de CL em fase normal e reversa na separacgao de seis SKIBINSKI; MISZTAL,
antidepressivos 2002

Deteccdo: ultravioleta (210 nm)

UV - VIS UV = diluente:metanol, A 240 nm RAZA, 2006

VIS = reac¢do colorimétrica de transferéncia de carga com 2,3-
dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona, A 590 nm.

O objetivo deste trabalho € o desenvolvimento e validacdo de métodos
analiticos por espectrofotometria no UV e CL para o controle de qualidade de rotina
do citalopram em comprimidos, baseados nas caracteristicas fisico-quimicas do

farmaco, e nos dados encontrados na literatura.
4.2. Produto farmacéutico

Comprimidos contendo 20 mg de citalopram, com o nome comercial de
Cipramil®, fabricados pela Lundbeck, lote 2049810, fabricacdo 10 / 2005 e validade
10/ 2008.

Excipientes: amido, lactose, celulose microcristalina, copolividona, glicerol a
85%, croscaramelose sddica, estearato de magnésio, hipromelose, macrogol 400 e
diéxido de titanio.

4.3. Solventes e reagentes

Acetonitrila grau cromatogréafico, Merck ®, Darmstadt, Alemanha,

Acido cloridrico fumegante grau analitico, Quimex ®, Brasil,

Acido orto-fosférico 85% grau analitico, Merck ® Darmstadt, Alemanha,

Agua purificada, Milli-Q plus, Millipore ®, Milford, Estados Unidos,
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Trietilamina grau analitico, Merck ®, Darmstadt, Alemanha,
Etanol grau analitico, Quimex ®, Brasil,

Metanol grau cromatografico, Merck ®, Darmstadt, Alemanha.

4.4. EqQuipamentos e acessorios

Coluna cromatografica de fase reversa octadecilsilano ACE® (250 x 4,6
mm d.i.) 5 um, Aberdeen, Escdcia,

Coluna cromatogréfica de fase reversa octadecilsilano BDS Hypersil® (250
x 4,6 mm d.i.) 5 um, Califérnia, Estados Unidos,

Coluna cromatografica de fase reversa octilsiiano Thermo Hypersil -
Keystone® (250 x 4,6 mm d.i.) 5 um, Keystone, Inglaterra,

Cromatografo a liquido equipado com controlador SCL-10Avp, com
bomba modelo LC-10ADvp, detector com comprimento de onda variavel
UV/VIS modelo SPD-M10Avp, controlador de temperatura para coluna
modelo CTO-10ACvp, injetor automatico com “loop” variavel SIL-10ADvp e
integrador automético computadorizado através do software CLASS VP ©,

Shimadzu, Japéo,
Estufa DeLeo®, Brasil,
Espectrofotometro UV-VIS, modelo UV-160A, Shimadzu, Japéo,

Membrana filtrante de nylon, porosidade 0,45 pm, 47 mm, MFS ©

Millipore Corporation, MA, Estados Unidos,

Membrana filtrante Millex® HN de nylon, porosidade 0,45 pm, 13 mm,

Millipore Corporation, MA, Estados Unidos,

Filtro qualitativo 80g, porosidade 3,0 pm, 600 x 600 mm, Frama 1600°,

Brasil,
Potencidmetro Digimed ® modelo DM-20, Brasil,
Banho de ultra-som, modelo USC 2850, Brasil,

Lampada ultravioleta 30W, 254 nm, Ecolume®, Estados Unidos.
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4.5. Espectrofotometria no ultravioleta

As condicdes experimentais desenvolvidas para analise do citalopram através
do método espectrofotométrico na regi@o do ultravioleta, encontram-se

estabelecidas na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Condi¢cbes otimizadas para execucdo do método por espectrofotometria na
regido do ultravioleta.

Parametros Descricéo

Diluente Acido cloridrico 0,1 M

Cubeta Quartzo com 1,0 cm de percurso 6tico
Comprimento de onda 239 nm (méaxima absorcao)

4.5.1. Validacdo do método analitico

A validacdo foi conduzida de acordo com o ICH (2005), Farmacopéia
Americana (USP 29, 2006) e resolucdo RE 899, de 29 de maio de 2003. Os
parametros de validacdo avaliados foram: especificidade, linearidade, precisao
(repetibilidade e precisdo intermediaria), exatiddo e limites de deteccdo e

quantificacéo.

4.5.1.1. Especificidade

Avaliou-se a possivel interferéncia dos excipientes na determinacdo do
citalopram. A solucéo placebo foi comparada com a solu¢gdo amostra quanto ao perfil

dos espectros obtidos.

e Preparo da solugéo placebo

Pesou-se quantidade de excipientes equivalente a 10,0 mg de citalopram e
transferiu-se para baldo volumétrico de 50 ml. Adicionou-se aproximadamente 30 ml
de &acido cloridrico 0,1 M e colocou-se em banho de ultra-som por 10 minutos.
Completou-se o volume com &cido cloridrico 0,1 M, homogeneizou-se e filtrou-se a
solucdo com papel filtro. Aliquota de 5,0 ml do filtrado foi transferida para balédo

volumétrico de 100 ml, completou-se o volume com &cido cloridrico 0,1 M.
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45.1.2. Linearidade

Para o preparo da curva padrdo, pesou-se 0 equivalente a 10,0 mg de
citalopram e transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 ml. Completou-se o
volume com &cido cloridrico 0,1 M, obtendo-se solugdo com concentracdo de 100,0
ug/ml. Foram transferidas aliquotas de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 e 3,5 ml, com
auxilio de bureta, para balbées volumétricos de 20 ml. Os volumes foram
completados com &cido cloridrico 0,1 M, obtendo-se solu¢des com concentracdes de
2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0 e 17,5 pg/ml, respectivamente. As curvas foram
preparadas em triplicata no mesmo dia. O branco foi composto de acido cloridrico
0,1 M e as leituras efetuadas a 239 nm.

4.5.1.3. Precisédo

e Preparo da solucdo SQR

Pesou-se o equivalente a 10,0 mg de citalopram e transferiu-se para balédo
volumétrico de 100 ml. Completou-se o volume com &cido cloridrico 0,1 M, obtendo-
se solucdo com concentracdo de 100,0 pg/ml. Aliguota de 5,0 ml desta solugéo foi
transferida para baldo volumétrico de 50 ml. O volume foi completado com &cido

cloridrico 0,1 M, obtendo-se solugdo com concentracao final de 10,0 pg/ml.

e Preparo da solucdo amostra

Foi determinado o peso médio de 20 comprimidos, conforme a Farmacopéia
Brasileira IV Edigdo (1998). Os comprimidos foram triturados até a formacdo de um
pé homogéneo. Pesou-se, do pd, o equivalente a 10,0 mg de citalopram, transferiu-
se para baldo volumétrico de 50 ml e adicionou-se de 30 ml de acido cloridrico 0,1
M. A solucao foi submetida a banho de ultra-som por 10 minutos. Completou-se o
volume com &cido cloridrico 0,1 M, homogeneizou-se e filtrou-se a solu¢do com
papel filtro. Aliquota de 5,0 ml do filtrado foi transferida para baldo volumétrico de
100 ml e completou-se o volume com acido cloridrico 0,1 M, obtendo-se solugéo
com concentracdo de 10,0 ug/ml. Para a amostra foi realizada determinacdo no
mesmo dia (n=6), a fim de avaliar a repetibilidade (precisao intradia) e em diferentes
dias (n=3), a fim de avaliar a preciséo intermediéria (precisao interdia) do método. O

branco foi composto de acido cloridrico 0,1 M.
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e Caélculos

A concentracdo de citalopram nas amostras foi obtida através da seguinte

expressao:

CA = (AA . CSQR) / ASQR

Onde:

Ca = Concentracao de citalopram na amostra
Aa = Absorvancia média absoluta da amostra
Csor = Concentragéo da SQR

Asgr = Absorvancia media absoluta da SQR

O valor percentual de citalopram nas amostras foi calculado pela expressao

abaixo:

CA% = (CA . 100) / CT

Onde:

Ca% = Concentracéo percentual da amostra

Ca = Concentracao de citalopram encontrada na amostra
Cr = Concentracao tedrica de citalopram na amostra

4.5.1.4. Exatidao (Teste de Recuperacao)

Pesou-se, do p6 preparado no item 4.5.1.3, quantidade equivalente a 10,0 mg
de citalopram, transferiu-se para baldo volumétrico de 50 ml e adicionou-se 30 ml de
acido cloridrico 0,1 M. A solucéo foi submetida a banho de ultra-som por 10 minutos.
Completou-se o volume com &cido cloridrico 0,1 M, homogeneizou-se e filtrou-se a
solucdo com papel filtro. Aliguotas de 1,0 ml do filtrado foram transferidas para
baldes volumétricos de 20 ml, denominados Ri, R, e Rs. A cada baldo volumétrico
acrescentou-se, respectivamente, 0,5; 1,0 e 1,5 ml da solucdo de SQR em acido
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cloridrico 0,1 M contendo 100,0 pg/ml de citalopram e completou-se o volume com
acido cloridrico 0,1 M. Obtiveram-se solu¢cdes com concentracfes finais de 12,5;
150 e 17,5 pg/ml de citalopram, respectivamente. Foram preparadas,
simultaneamente, solucbes amostra e da substancia quimica de referéncia na
concentracdo de 10,0 pg/ml de citalopram, denominadas de A e SQR,

respectivamente.

As solucbes denominadas de R;, R, e R; foram preparadas em triplicata, ao
contrario das solucbes denominadas A e SQR, em que somente uma solucéo foi
preparada. Para cada solucédo foram realizadas trés determinacdes. A Tabela 4.4
representa, esquematicamente, o preparo das solu¢cdes para o teste de
recuperacao.

Tabela 4.4 - Preparo das solucbes para o teste de recuperacdo do citalopram por
espectrofotometria no ultravioleta.

Volume (ml) da Volume (ml) da Concentracio final
Solugbes solucdo amostra solugédo SQR (100,0 ( /rﬁl)
(200,0 pg/ml)* ug/mi)* M9
A 1,0 - 10,0
R; 1,0 0,5 12,5
R> 1,0 1,0 15,0
Rs 1,0 15 17,5
SOR - 2,0 10,0

* Aliquotas adicionadas em balGes volumétricos de 20 ml.

e Calculo para o teste de recuperacao

As percentagens de recuperacao (R%) foram calculadas pela expresséo:

R% = [(CA — CNA) / CSQR] . 100

Onde:

Ca = Concentracao de citalopram encontrada na amostra adicionada de SQR

Cna = Concentracdo de citalopram encontrada na amostra ndo adicionada de
SQR

Csor = Concentragéo da SQR adicionada a amostra
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4.5.1.5. Limite de quantificacdo (LQ) e Limite de deteccao (LD)

Os LQ e LD foram calculados a partir das formulas descritas no ICH (2005),
baseadas no desvio padrao do intercepto (o) e na inclinagéo da curva padrao (IC). O
calculo foi realizado baseado nos dados das trés curvas padrfes, segundo as

equacdes a seguir:

LQ=10c |LD=33c
IC IC

4.5.2. Resultados e discussao

Espectrofotometria na regido do ultravioleta pode ser utilizada, com boa
precisdo, para a determinacdo quantitativa de farmacos nas diferentes formas
farmacéuticas, devido a sua facilidade de execucéo, custo e quando comparada com
cromatografia liquida, a analise é mais rapida (SKOOK et al., 1994; WATSON,
1999). A utilizacdo da espectrofotometria na regidao do ultravioleta nos laboratérios
analiticos é limitada em virtude da falta de especificidade do método (WATSON,
1999).

Existem dois métodos na literatura para determinacdo do citalopram em
comprimidos envolvendo a espectrofotometria no ultravioleta e no visivel, porém,
estes métodos necessitam do uso de metanol e de uma reacdo colorimétrica de
transferéncia de carga, respectivamente. O método agora proposto por
espectrofotometria no ultravioleta é simples, rapido e econémico para a
quantificacdo do citalopram em comprimidos sem consumo de tempo no preparo das

amostras.

Muitos solventes estdo disponiveis para andlise na regido do ultravioleta e a
escolha do mesmo deve ser baseada na solubilidade da substancia a ser analisada.
Inicialmente avaliou-se o etanol e a agua como solvente (Figura 3.3 do item 3.2.4).
Devido ao futuro estudo do perfil de dissolucdo do citalopram em comprimidos,
optou-se por desenvolver e validar o método com o uso do &cido cloridrico 0,1 M,
sendo que neste meio o maximo de absorcdo do farmaco é observado no
comprimento de onda de 239 nm.
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No desenvolvimento deste método estudaram-se diferentes tempos de
extracdo (10 e 20 minutos) do citalopram dos comprimidos com o0 uso de agitador
mecéanico e banho de ultra-som. Nao houve diferenca significativa entre as
absorvancias obtidas, portanto, a extracao do farmaco das amostras foi realizada em

banho de ultra-som por 10 minutos.

Nao foram observadas influéncias devido aos excipientes, solventes ou outras
impurezas nas condi¢cées otimizadas, o que pode ser verificado nos espectros
obtidos com a SQR e a solugdo placebo dos comprimidos de citalopram,

apresentados na Figura 4.1, demonstrando a especificidade do método.

SAMP: REF: 239.0NM 0.003A
+1.00A

0.200 |

CIT
(AIDIV.) /

PLA
10 .00A | 4 .
NM
200 .0 50 .0( NM/DIV . ) 400 .0
15:32  12/21 '05 400 .ONM 0 .005A

Figura 4.1 — Sobreposicdo dos espectros de absorcdo obtidos por espectrofotometria no
ultravioleta das soluces de SQR (CIT) e solucéo placebo (PLA) obtidos em &cido cloridrico
0,1 M, na concentracao tetrica de 10,0 ug/ml.

Para a avaliagdo da linearidade do método, a Tabela 4.5 apresenta os valores
experimentais obtidos na construcdo da curva padrédo para o citalopram por
espectrofotometria no ultravioleta. Grafico da concentracdo versus area absoluta foi
plotado e mostrou linearidade adequada na faixa de 2,5 a 17,5 ug/ml, obedecendo a

Lei de Lambert - Beer (Figura 4.2).
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Tabela 4.5 - Valores de absorvéancias obtidas na determinacdo da curva padrdo do
citalopram por espectrofotometria no ultravioleta.

Absorvancias

Co”(izr/‘rtr:g‘?ao Média DPR
1° curva 2° curva 3° curva
2,5 0,130 0,132 0,132 0,131 0,88
5,0 0,259 0,254 0,255 0,256 1,03
7,5 0,381 0,384 0,385 0,383 0,54
10,0 0,515 0,509 0,513 0,512 0,60
12,5 0,643 0,635 0,634 0,637 0,77
15,0 0,772 0,767 0,764 0,768 0,53
17,5 0,898 0,890 0,893 0,894 0,45
1,000
0,800 +
8
S 0,600 -
<
S
20,400 -|
<
0,200 +
0,000 \ \ \ \
0 5 10 15 20
Concentracédo (ug/mL)

Figura 4.2 - Representacdo grafica da curva padrao do citalopram obtida através do método
espectrofotométrico na regiao do ultravioleta.

As Tabelas 4.6 e 4.7 apresentam os resultados dos tratamentos estatisticos

sobre os valores experimentais obtidos para a curva padrao.
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Tabela 4.6 - Resultados da curva padréo, obtidos pelo método dos minimos quadrados, para
0 método por espectrofotometria no ultravioleta.

Parametros

Resultados

Faixa de linearidade
Equacdo:y=bx + a
Inclinacdo (b) + desvio padréo

Intercepto (a) + desvio padréo

2,5-17,5 pug/ml
Y =0,0509 x + 0,0025
0,0509 + 0,0003

0,0025 + 0,0013

Coeficiente de correlacéo (r) 0,9999

Tabela 4.7 — Analise de variancia das absorvancias obtidas na curva padrédo do citalopram
por espectrofotometria no ultravioleta.

Soma dos

Fontes de variacéo GL quadrados Variancias F*
Entre 6 1,36 2,27 .10" 20,102 (2,85)
- regresséo linear 1 1,36 1,36 120,612 (4,60)
- desvio da linearidade 5 2,92.10° 5,85.10° 0,56 (2,96)
Residuo 14 1,58 .10™ 1,13.10°
Total 20 1,36

*VValores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P = 0,05.

Os resultados da avaliacdo da linearidade do método demonstram que as
solucdes SQR de citalopram apresentam correlacao linear (coeficiente de correlacéo
linear de 0,9999) entre as absorvancias e as concentracgdes, no intervalo utilizado. A
andlise de variancia (ANOVA) efetuada sobre os valores de absorvancia da curva
padrdo do citalopram, cujos elementos estdo descritos na Tabela 4.7, demonstra
regressao linear significativa, ndo havendo desvio da linearidade para um nivel de

significancia de 5%, comprovando a validade do método em relacdo a linearidade.

A precisao do método foi demonstrada pela repetibilidade (intradia) e preciséo
intermediaria (interdia), sendo expressa pelo desvio padréo relativo (DPR) de uma
série de leituras. O valor experimental obtido para a determinacéo do citalopram nas
amostras analisadas no mesmo dia, sob as mesmas condi¢coes experimentais, foi de

98,83%. Nas andlises realizadas no segundo e no terceiro dias obteve-se,
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respectivamente, 98,38 e 99,14% (Tabela 4.8). Os desvios padrdes relativos
encontrados para os trés dias de andlise foram inferiores a 2%, indicando que o

método proposto € preciso.

Tabela 4.8 — Valores experimentais referentes a determinacdo de citalopram por
espectrofotometria no ultravioleta.

Teor
Amostras Primeiro dia Segundo dia Terceiro dia
(mg) (%) (mg) (%) (mg) (%)

1 20,00 99,99 19,80 98,98 19,58 97,91

2 19,53 97,67 19,49 97,46 19,85 98,27

3 19,46 97,32 19,60 97,98 19,72 98,60

4 19,70 98,51 19,71 98,57 19,70 98,52

5 19,86 99,30 19,82 99,09 20,06 100,28

6 20,03 100,16 19,64 98,20 20,05 100,23

Média 19,77 98,83 19,68 98,38 19,83 98,97

DPR 1,20 0,63 1,04
Média / DPR

interdia 98,72/0,31

A exatiddo do método foi avaliada e a faixa de recuperacdo média encontrada
foi de 98,48 a 98,65%, demonstrando a boa exatiddo do método, uma vez que fica
dentro dos limites de 95 a 105%, conforme representado na Tabela 4.9.

Tabela 4.9 - Valores experimentais do teste de recuperacdo realizado por
espectrofotometria no ultravioleta.

Quantidade de SQR (ug/ml)

Amostras % de Recuperacéo
Adicionada Recuperada
R: 2,5 2,47 98,65
R 5,0 4,93 98,65
Rs 7,5 7,39 98,48
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A sensibilidade do método espectrofotométrico foi avaliada através da
determinacao dos limites de deteccéo (LD) e de quantificacao (LQ) do citalopram no
sistema empregado. Os valores obtidos para o LD e LQ foram, de acordo com o
calculado, 0,08 e 0,26 pg/ml, respectivamente, indicando boa sensibilidade com

valores reduzidos.

O método proposto mostrou-se adequado, apresentando simplicidade,
especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo e sensibilidade podendo ser
empregado para o controle de qualidade do citalopram em comprimidos.

4.6. Cromatografia liquida (CL)

As condi¢cdes experimentais estabelecidas para analise do citalopram, através

do método por CL, encontram-se na Tabela 4.10.

Tabela 4.10 - Condi¢Bes otimizadas para execucdo do método por cromatografia liquida.

Parametros Descricéo
Coluna ACE® C18 (250 x 4,6 mm d.i.) 5 pm
Fase movel Solucdo trietilamina 0,3%:Acetonitrila (55:45, v/v)

pH 6,60 (ajustado com &cido fosférico 10%)

Fluxo 1,0 ml/min
Comprimento de onda 239 nm
Volume de injecé@o 20 pl

A fase movel foi preparada adicionando-se 0,3% de trietilamina a agua
ultrapura, ajustando-se o pH da solucdo para 6,60 com acido fosforico 10%. A esta
solucéo adicionou-se acetonitrila. Os constituintes da fase moével foram misturados e
filtrados, sob vacuo, através de membrana de nylon com porosidade de 0,45 um e
47 mm de didmetro, e desgaseificados com gas hélio durante 5 minutos. A coluna foi
previamente estabilizada, através do fluxo de fase movel a 1,0 ml/min, durante 30
minutos. Todas as amostras foram filtradas em membrana filtrante Millex HN de

nylon com porosidade de 0,45 pm e 13 mm de diametro, antes de serem analisadas.
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4.6.1. Validagdo de método analitico

A validacdo foi conduzida de acordo com o ICH (2005), Farmacopéia
Americana (USP 29, 2006) e resolucdo RE 899, de 29 de maio de 2003. Os
parametros de validagcdo avaliados foram: especificidade, linearidade, precisao
(repetibilidade e precisdo intermediéria), exatiddo, robustez e limites de deteccéo e

quantificacao.

4.6.1.1. Especificidade

A especificidade do método analitico foi determinada pela analise de amostra
placebo e pelo estudo de degradacao forcada da SQR do farmaco, com o objetivo
de propor um método indicativo de estabilidade. O farmaco foi submetido a
condicdes de hidrolise &cida e basica, fotdlise, oxidacdo e temperatura. No
acompanhamento do estudo de degradacéo forcada da SQR foi avaliada a pureza

do pico através do software CLASS VP®.

e Preparo da solucdo SQR nas condicbes normais (tempo zero)

Pesou-se o equivalente a 10,0 mg de citalopram e transferiu-se para baldo
volumétrico de 50 ml. Completou-se o volume com &gua, obtendo-se solugdo com
concentracdo de 200,0 pg/ml. Aliquota de 5,0 ml desta solucéo foi transferida para
baldo volumétrico de 25 ml. O volume foi completado com &gua, obtendo-se solugéo

com concentracao final de 40,0 pug/ml.

e Preparo da solucgéo placebo

Pesou-se quantidade de excipientes equivalente a 10 mg de citalopram e
transferiu-se para baldo volumétrico de 50 ml. Adicionou-se aproximadamente 40 ml
de agua pH 1,85 (ajustado com &acido fosférico 10%) e colocou-se em banho de
ultra-som por 10 minutos. Completou-se o volume com agua pH 1,85,
homogeneizou-se e filtrou-se a solucdo com papel filtro. Aliquota de 5,0 ml do
filtrado foi transferida para baldo volumétrico de 25 ml, completou-se o volume com

agua.

e Hidrolise acida

Pesou-se o0 equivalente a 10,0 mg de citalopram e transferiu-se para balédo
volumétrico de 10 ml. Completou-se o volume com &cido cloridrico 1,0 M, obtendo-

42



se solucdo com concentracdo de 1,0 mg/ml. Deixou-se aproximadamente 8,0 ml
desta solu¢cdo em banho-maria a 70 °C e 1,0 ml & temperatura ambiente, protegida
da luz, por 4 horas. Aliquotas de 1,0 ml dessas solu¢des foram transferidas para
bal6es volumétricos de 25 ml, neutralizaram-se as solu¢des com 1,0 ml de hidroxido
de sédio 1,0 M e completou-se o volume com &agua, obtendo-se solu¢cdes com
concentracdo de 40,0 pg/ml. Preparou-se uma solucao controle em &cido cloridrico
1,0 M para andlise do tempo zero.

e Hidrdlise basica

Pesou-se o equivalente a 10,0 mg de citalopram e transferiu-se para balédo
volumétrico de 10 ml. Completou-se o volume com hidréxido de sédio 1,0 M,
obtendo-se solugdo com concentracdo de 1,0 mg/ml. Deixou-se aproximadamente
8,0 ml desta solucdo em banho-maria a 70 °C e 1,0 ml a temperatura ambiente,
protegida da luz, por 4 horas. Aliquotas de 1,0 ml dessas solu¢cdes foram
transferidas para baldes volumétricos de 25 ml, neutralizaram-se as solu¢cdes com
1,0 ml de acido cloridrico 1,0 M e completou-se o volume com agua, obtendo-se
solucbes com concentracdo de 40,0 pg/ml. Preparou-se uma solucdo controle em

hidroxido de sédio 1,0 M para andlise do tempo zero.

e Fotolise

Pesou-se o0 equivalente a 10,0 mg de citalopram e transferiu-se para balédo
volumétrico de 10 ml. Completou-se o volume com &gua, obtendo-se solu¢cdo com
concentracdo de 1,0 mg/ml. A amostra foi irradiada durante 4 horas por luz UV em
cubetas de quartzo dispostas horizontalmente, propiciando, assim, uma grande area
de exposicdo a luz. Aliquota de 1,0 ml desta solucdo foi transferida para baldo
volumétrico de 25 ml e completou-se o volume com agua, obtendo-se solucdo com
concentracdo de 40,0 pg/ml. Preparou-se uma solugdo controle sob as mesmas

condicOes, protegida da luz, para analise do tempo zero.

e Oxidagao

Pesou-se o0 equivalente a 10,0 mg de citalopram e transferiu-se para baldo
volumétrico de 10 ml. Completou-se o volume com peroxido de hidrogénio 3%,
obtendo-se solugdo com concentracdo de 1,0 mg/ml. Deixou-se aproximadamente

8,0 ml desta solucdo em banho-maria a 70 °C e 1,0 ml a temperatura ambiente,
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protegida da luz, por 4 horas. Aliguotas de 1,0 ml dessas solucbes foram
transferidas para baldes volumétricos de 25 ml e completou-se o volume com agua,
obtendo-se solu¢cdes com concentracdo de 40,0 pg/ml. Preparou-se uma solucao

controle em peréxido de hidrogénio 3% para analise do tempo zero.

e Temperatura

Pesou-se o equivalente a 10,0 mg de citalopram e transferiu-se para balao
volumétrico de 10 ml. Completou-se o volume com agua, obtendo-se solugcdo com
concentracdo de 1,0 mg/ml. A amostra foi colocada em estufa mantida a 80 °C por
24 horas. Aliquota de 1,0 ml desta solucéo foi transferida para baldo volumétrico de
25 ml e completou-se o volume com &gua, obtendo-se solu¢gdo com concentracao de

40,0 pg/ml. Preparou-se uma solucédo controle para analise do tempo zero.

4.6.1.2. Linearidade

Para o preparo da curva padrdo, pesou-se 0 equivalente a 20,0 mg de
citalopram e transferiu-se para um baldo volumétrico de 200 ml. Completou-se o
volume com &gua, obtendo-se solugdo com concentragdo de 100,0 pg/ml. Foram
transferidas aliquotas de 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 12,0 e 14,0 ml, com auxilio de
bureta, para baldes volumétricos de 20 ml. Os volumes foram completados com
agua, obtendo-se solucdes com concentracfes de 10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0 60,0 e
70,0 pg/ml, respectivamente. As curvas foram preparadas em triplicata no mesmo
dia.

4.6.1.3. Preciséo

e Preparo da solucdo SQR

Preparou-se solucdo SQR contendo 40,0 pg/ml de citalopram, conforme
descrito no item 4.6.1.1.

e Preparo da solucdo amostra

Foi determinado o peso médio de 20 comprimidos, conforme a Farmacopéia
Brasileira IV Edigcédo (1998). Os comprimidos foram triturados até a formacdo de um
pé homogéneo. Pesou-se, do pd, o equivalente a 10,0 mg de citalopram e transferiu-
se para baldo volumétrico de 50 ml, com auxilio de 40 ml de agua pH 1,85 (ajustado

com &cido fosférico 10%). A solucao foi submetida a banho de ultra-som por 10
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minutos. Completou-se o volume com agua pH 1,85, homogeneizou-se e filtrou-se a
solucdo com papel filtro. Aliquota de 5,0 ml do filtrado foi transferida para baldo
volumétrico de 25 ml e completou-se o volume com agua, obtendo-se solucdo com
concentracdo de 40,0 pug/ml. Para a amostra foi realizada determinacdo no mesmo
dia (n=6), a fim de avaliar a repetibilidade (precisédo intradia) e em diferentes dias

(n=3), a fim de avaliar a precisdo intermediaria (precisao interdia) do método.

e Calculos

A concentracdo de citalopram nas amostras foi obtida através da seguinte

expressao:

Ca = (Aa . Csor) / Asor

Onde:

Ca = Concentracao de citalopram na amostra
Aa = Area média absoluta da amostra

Csor = Concentragéo da SQR

Asor = Area média absoluta da SQR

O valor percentual de citalopram nas amostras foi calculado pela expresséao

abaixo:

CA% = (CA . 100) / CT

Onde:
Ca% = Concentracao percentual da amostra
Ca = Concentracao de citalopram encontrada na amostra

C+t = Concentracéo tedrica de citalopram na amostra
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4.6.1.4. Exatidao (Teste de Recuperacéao)

Pesou-se, do p6 preparado no item 4.6.1.3, quantidade equivalente a 10,0 mg
de citalopram e transferiu-se para baldo volumétrico de 50 ml, com auxilio de 40 ml
de 4gua pH 1,85. A solucdo foi submetida a banho de ultra-som por 10 minutos.
Completou-se o volume com agua pH 1,85, homogeneizou-se e filtrou-se a solucao
com papel filtro. Aliguotas de 4,0 ml do filtrado foram transferidas para balGes
volumétricos de 20 ml, denominados Ri, R, e Rz. A cada baldo volumétrico
acrescentou-se, respectivamente, 1,0; 2,0 e 3,0 ml da solucdo aquosa de SQR
contendo 200,0 pg/ml de citalopram e completou-se o volume com agua. Obtiveram-
se solugbes com concentracdes finais de 50,0; 60,0 e 70,0 ug/ml de citalopram,
respectivamente. Foram preparadas, simultaneamente, solucbes amostra e da
substancia quimica de referéncia na concentracdo de 40,0 pug/ml de citalopram,

denominadas de A e SQR, respectivamente.

As solucbes denominadas de R;, R, e R; foram preparadas em triplicata, ao
contrario das solu¢cdes denominadas A e SQR, em que somente uma solucéo foi
preparada. Para cada solucédo foram realizadas trés determinacfes. A Tabela 4.11
representa, esquematicamente, o preparo das solugcdes para o teste de
recuperacao.

Tabela 4.11 - Preparo das solucbes para o teste de recuperacdo do citalopram por
cromatografia liquida.

Volume (ml) da Volume (ml) da Concentracso final
Solucdes solucdo amostra solucéo SQR (200,0 ( /mgl)
(200,0 pg/mly* ug/ml)* M9
A 4,0 - 40,0
R: 4,0 1,0 50,0
R 4,0 2,0 60,0
Rs 4,0 3,0 70,0
SQR - 4,0 40,0

* Aliquotas adicionadas em balGes volumétricos de 20 ml.
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e Calculo para o teste de recuperacao

As percentagens de recuperacao (R%) foram calculadas pela expresséao:

R% = [(CA — CNA) / CSQR] . 100

Onde:
Ca = Concentracao de citalopram encontrada na amostra adicionada de SQR

Cna = Concentracdo de citalopram encontrada na amostra nao adicionada de
SQR

Csor = Concentragéo da SQR adicionada a amostra

4.6.1.5. Robustez

A robustez do método foi avaliada por pequenas modificacdes nas condicdes
cromatograficas estabelecidas, tais como: mudanca na temperatura de andlise para
30 °C, utilizacdo de coluna de diferente fabricante (Hypersil) com as mesmas
dimensdes e especificacbes, mudanca na propor¢cdo da fase modvel com uma
variacdo de + 5% da fase organica e alteracdo do pH da fase aquosa de 6,60 para
6,70 e 6,50. Alterou-se o pH da &agua utilizada no preparo das amostras de
citalopram de 1,85 para 1,90 e 1,80.

Para avaliar a influéncia desses fatores sobre o método realizou-se a analise
do teor (conforme descrito no item 4.6.1.3) dos comprimidos nas diferentes
condi¢cdes. Foram preparadas trés tomadas de amostra, sendo realizadas trés
determinacdes para cada solucao de analise. Os efeitos no tempo de retencéo e nos

parametros cromatograficos foram avaliados durante o estudo.

4.6.1.6. Limite de quantificacdo (LQ) e Limite de deteccao (LD)

Os LQ e LD foram calculados através da relacéo sinal / ruido. Essas relacdes
de sinal / ruido foram experimentalmente determinadas através da injecdo de
solucdes diluidas da solucdo SQR do citalopram no cromatografo, em triplicata, para
encontrar a concentracdo do farmaco cujo sinal correspondesse a 10 vezes o ruido
para o LQ, com precisao (expressa através do DPR) e exatidédo, e 3 vezes o ruido

para o LD.
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4.6.2. Resultados e discussao

A cromatografia liquida (CL) € o método mais comumente utilizado na analise
farmacéutica. A combinacdo desta técnica cromatografica com o monitoramento
através da deteccdo pela espectrofotometria na regido do ultravioleta fornece um
método preciso, exato e robusto para a analise quantitativa dos produtos

farmacéuticos, tornando-se um padrao na industria farmacéutica (WATSON, 1999).

As outras aplicacbes da CL incluem o monitoramento da estabilidade de
farmacos e medicamentos, com possibilidade de quantificacdo dos produtos de
degradacdo, e a analise quantitativa dos farmacos e seus metabdlitos nos fluidos
biol6égicos (WATSON, 1999).

Na literatura sdo encontrados alguns métodos para analise do citalopram em
matéria — prima e juntamente com outros antidepressivos ISRS, em forma
farmacéutica por cromatografia liquida (Tabela 4.2). Nesses estudos, as condi¢des
propostas dificultam a aplicacdo dos métodos em controle de qualidade rotineiro, tais
como extracdo utilizando solvente toxico, uso de tampdo na fase mével e, além

disso, os métodos nao sao indicativos de estabilidade.

Segundo BERZAS e colaboradores (2002), na faixa usual de pH das colunas
Cis (2,5 — 7,5) o citalopram, que & um composto basico, encontra-se na forma
catidbnica devido a protonacdo da amina presente em sua estrutura quimica,
portanto, o aumento no pH da fase movel acarreta no aumento do tempo de
retencdo do citalopram. O aumento da proporcdo da fase organica aumenta a forca

do eluente e, consequentemente, diminui o tempo de retencéo do farmaco.

No desenvolvimento do método proposto empregou-se coluna cromatografica
Cis, devido seu maior uso nos trabalhos existentes na literatura para quantificacao
do citalopram e a coluna Cg, a qual foi utilizada nos estudos desenvolvidos por
AKERMAN e colaboradores (1998), PISTOS e colaboradores (2004) e na
Farmacopéia Americana (USP 29, 2006) para quantificacdo da matéria — prima do
citalopram. Diversas fases mdveis constituidas de acetonitrila:agua e metanol:agua
utilizando ou néao trietilamina foram testadas em diferentes proporc¢oes, pH e fluxos.

Os ajustes de pH foram realizados com o uso de acido fosférico 10%.
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Em uma fase prévia, utilizando a coluna cromatografica Cg com a fase movel
acetonitrila:dgua, fluxo de 1,0 ml/min somente na proporcao 90:10 (v/v) foi possivel
obter a eluicdo do citalopram em 11 minutos de andlise. Com a substituicdo da
acetonitrila pelo metanol na fase movel, obteve-se a eluicdo do citalopram em torno
de 9 minutos, sendo necessario um alto consumo de solvente orgéanico (85% de
metanol).  Alterando-se o fluxo da fase movel constituida  por
metanol:dgua:trietilamina (85:15:0,1 v/v/v) para 1,5 ml/min o tempo de retencdo do
citalopram foi de 5,6 minutos, entretanto, os parametros cromatograficos ndo foram

satisfatérios quando comparados com os obtidos com o uso da coluna Cjs.

Empregando-se a coluna Cj;3 com as fases moveis constituidas por
metanol:dgua:trietilamina na propor¢do de 70:30:0,2 (viviv), pH 6,40 e
agua:acetonitrila:trietilamina na propor¢éo de 55:45:0,3 (v/v/v), pH 6,60, ambas com
fluxo de 1,0 ml/min, o tempo de retencdo do citalopram foi de 6,2 e 5,0 minutos,
respectivamente. As fases moveis testadas com pH baixo apresentaram picos com
tempo de retencdo em torno de 3 minutos, dificultando a separacéo dos produtos de
degradacédo obtidos durante os estudos de degradacdo forcada da SQR do
citalopram. A Tabela 4.12 apresenta os parametros cromatograficos obtidos para
esses dois sistemas, que estdo de acordo com os preconizados na literatura (FDA,
1994).

Tabela 4.12 — Valores experimentais dos parametros cromatograficos obtidos durante o
desenvolvimento do método analitico por cromatografia liquida.

Fase mével Fator de capacidade Pratos teéricos Fator de Assimetria
metanol:agua:trietilamina
70:30:0,2 (v/v/v), pH 6,40 2,31 6950,61 1,32
agua:acetonitrila:trietilamina 169 10390 86 154

55:45:0,3 (v/viv), pH 6,60

A fase movel metanol:agua:trietilamina (70:30:0,2 v/v/v), pH 6,40, apresentou-
se pouco robusta em relacdo a pequenas variacoes de pH. Variacdes de + 0,1 no pH
desta fase movel acarretaram em alteracdes significativas no tempo de retencéo e
na assimetria do pico do farmaco, ndo sendo adequado seu uso para a quantificacéo

do citalopram em comprimidos. O aumento na propor¢cdo de 4gua da fase movel
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agua:acetonitrila:trietilamina aumentou o tempo de retencdo do farmaco (6,7

minutos) e foi detectada impureza no pico com o uso do detector de diodos (DAD).

Compostos basicos podem interagir com os grupamentos silandis das colunas
0 que acarreta em aumento no tempo de retencdo, cauda nos picos e
irreprodutibilidade nos resultados de coluna para coluna. Estas interacdes sao
minimizadas com o uso de colunas especificas para compostos basicos, trietilamina
e dimetiloctilamina. As colunas “end-capped” sofrem hidrélise de seus grupamentos
quando sao utilizadas fases mdéveis com pH baixo (< 3,0), sendo recomendado 0 uso
de pH intermediario a elevado (6,0 — 9,0) para a melhor protecéo do suporte da silica
contra dissolucédo (SNYDER et al., 1997).

A coluna Cg utilizada para o desenvolvimento deste método sofreu agédo de
fases moveis &cidas, portanto, diferentes proporcdes de trietilamina (TEA) foram
estudadas na fase moével agua:acetonitrila (55:45, v/v), pH 6,60 para a obtencédo de
picos com boa simetria. A fase movel contendo a solucdo de 0,3% de
TEA:acetonitrila (55:45, v/v), pH 6,60, mostrou-se adequada, proporcionando um
tempo de retencao reprodutivel, boa eficiéncia, picos de boa resolucao, seletividade
e simetria (Figuras 4.3 e 4.4). Cabe salientar que o baixo consumo de solvente

organico desta fase movel contribui com o meio ambiente.

Baseado no trabalho de BERZAS e colaboradores (2002) que utiliza agua no
preparo das solucdes amostra de citalopram (Seropram®), foram preparadas e
injetadas solu¢cbes aquosas (pH 5,76) da SQR (area = 2095072) e amostra (area =
1542743) na concentracdo de 40,0 upg/ml de citalopram, obtendo-se o teor de
73,64% para o citalopram em comprimidos. No método por espectrofotometria no
ultravioleta (item 4.5) desenvolvido e validado neste presente trabalho, o solvente
utilizado foi o acido cloridrico 0,1 M (pH aproximadamente 1,0), portanto, para a
extracdo do citalopram dos comprimidos de Cipramil® é necessario o uso de pH mais
acido. Como a SQR do citalopram é soluvel em agua, provavelmente ha uma ligacao
fisica entre o citalopram e os excipientes presentes na formulacdo que impedem sua

solubilizacdo em determinados pH.

A solucdo aquosa de citalopram foi submetida a diferentes tempos de

extracdo com o uso do banho de ultra-som e o agitador mecanico. Essas alteragdes
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nao influenciaram no aumento da extracdo do citalopram das amostras, confirmando

a influéncia do solvente neste processo de extracao.

Foram preparadas solu¢cdes amostra de citalopram em &gua pH 4,0; 3,0 e
1,85. A acidificacdo da agua foi realizada com acido fosforico 10%. A solucéo
amostra preparada com agua pH 4,0 apresentou resultados semelhantes (area =
1465288) aos das amostras preparadas com agua pH 5,76. Com o uso da agua pH
3,0 o resultado obtido foi satisfatério (drea = 2020822), porém, na avaliagdo da
pureza do pico com o uso do detector de arranjo de diodos (DAD), foi indicada a
presenca de impureza no pico do citalopram. Através do emprego da agua pH 1,85
no preparo das solucdes, ocorreu a dissolu¢do do farmaco das amostras (area =
2095169); na avaliagao da pureza do pico, ndo foram detectadas impurezas, sendo
este o0 solvente adequado para o preparo das solugdes amostras de citalopram.

Preparou-se solucdo SQR de citalopram com agua pH 1,85 e os resultados
das areas obtidas nao diferiram das obtidas com a solucdo aquosa de SQR utilizada
na construcdo da curva padrdo. A Ultima concentracdo das solucdes SQR e
amostras foram preparadas em agua e resultaram em picos assimétricos, sendo
este solvente utilizado com o intuito de reduzir custos e diminuir o uso de solvente

organico.

Para ser considerado especifico, um método analitico deve ser capaz de
avaliar, de forma inequivoca, as substadncias em exame na presenca de
componentes (excipientes, produtos de degradacédo, impurezas) que podem interferir
com a sua determinacdo em uma amostra complexa. A pureza do pico pode ser
indicada através do uso de detectores de arranjo de diodos (DAD), que comparam o
espectro de um pico obtido na separacdo com o de um padrao (RIBANI et al., 2004).
A avaliacdo da especificidade do método foi realizada através da comparacédo de
uma solucdo isenta da substancia de interesse com uma solucdo amostra dos
comprimidos de citalopram e submetendo-se a SQR do citalopram a degradacao
forcada. No cromatograma da Figura 4.4 pode-se observar que ndo ha interferéncia
dos excipientes no tempo de retencdo do citalopram, sendo comprovada a
especificidade através do detector de diodos (DAD), que ndo indicou presenca de

impureza no pico do farmaco.
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Figura 4.3 - Cromatogramas obtidos com a solu¢cdo amostra de citalopram na concentracao
de 40,0 pg/ml (CIT) e com a solugdo placebo (PLA). Condi¢cdes cromatogréficas: Coluna
ACE® Cyg (250 x 4,6 mm); fase movel: solucao de trietilamina 0,3%:acetonitrila (55:45, v/v),
pH 6,60; fluxo: 1,0 ml/min; deteccdo: 239 nm; temperatura de 25 °C.

A Figura 4.5 apresenta um cromatograma obtido com a SQR antes de sofrer

degradacéo forcada, na concentracéo de 40,0 pug/ml.
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Figura 4.4 - Cromatograma obtido com a solucdo SQR na concentracdo de 40,0 pg/ml (CIT)
no tempo zero. Condi¢cdes cromatograficas: Coluna ACE® Cyg (250 x 4,6 mm); fase mével:
solucdo de trietilamina 0,3%:acetonitrila (55:45, v/v), pH 6,60; fluxo: 1,0 ml/min; deteccao:

239 nm; temperatura de 25 °C.
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Nos cromatogramas da SQR do citalopram, ao ser submetido a temperatura
de 80 °C durante 24 horas e a hidrélise acida por 4 horas em banho-maria ou a
temperatura ambiente (25 °C), ndo foram detectados picos de produtos de
degradacédo (Figura 4.5). Quando o citalopram foi submetido a hidrélise alcalina, a
temperatura ambiente, a reacdo de degradacao foi rapida e intensa. Na oxidacéo
com peroxido de hidrogénio 3%, somente apds 4 horas em banho-maria a 70 °C
ocorreu a formagéo de picos adicionais (Figura 4.6). Frente a luz UV formaram-se
picos de produtos de degradacdo apds 1 hora de exposi¢do a luz, indicando que o
citalopram pode ser considerado um farmaco fotossensivel e seus produtos de

degradacdo possuem grupamentos cromoforos em sua estrutura (Figura 4.7).
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Figura 4.5 - Cromatogramas das degradacdes forcadas da SQR do citalopram apos ser
submetido a temperatura de 80 °C por 24 horas (A) e a hidrélise &cida em banho-maria a 70
°C por 4 horas (B). CondicBes cromatogréficas: Coluna ACE® Cyg (250 x 4,6 mm); fase
moével: solucdo de trietilamina 0,3%:acetonitrila (55:45, v/v), pH 6,60; fluxo: 1,0 ml/min;
deteccdo: 239 nm; temperatura de 25 °C. CIT: citalopram.
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Figura 4.6 - Cromatogramas das degradacdes forcadas da SQR do citalopram apds ser
submetido a oxidacdo em banho-maria a 70 °C por 4 horas (A) e a hidrélise basica a
temperatura ambiente (B). Condicdes cromatograficas: Coluna ACE® Cig (250 x 4,6 mm);
fase movel: solugéo de trietilamina 0,3%:acetonitrila (55:45, v/v), pH 6,60; fluxo: 1,0 ml/min;

deteccdo: 239 nm; temperatura de 25 °C. CIT: citalopram.
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Figura 4.7 - Cromatogramas da degradacéo forcada da SQR do citalopram apds exposicéo
a luz UV por 4 horas. Condices cromatograficas: Coluna ACE® Cy5 (250 x 4,6 mm); fase
movel: solucdo de trietilamina 0,3%:acetonitrila (55:45, v/v), pH 6,60; fluxo: 1,0 ml/min;
deteccdo: 239 nm; temperatura de 25 °C. CIT: citalopram.

Como pode ser observado nos cromatogramas obtidos no estudo de
degradacéo forcada, o pico dos produtos de degradacdo formados encontram-se
resolvidos em relacdo ao citalopram néo interferindo na sua quantificacéo. Utilizando
o detector de diodos (DAD), pode-se verificar que a SQR permaneceu com elevada
pureza em todas as determinacdes. Na Figura 4.8 esta representada a curva de
pureza do pico da SQR do citalopram obtida através do uso do DAD para a solugéo
SQR de citalopram degradada na luz UV por um periodo de 4 horas. Baseado nos
resultados obtidos sugere-se que o método possui especificidade, podendo ser
utilizado como indicativo de estabilidade.

Purity Curve

5.2 5.4 5.6 5.8

Impurity :Not Detected

Peak purity index : 0.999997
Single point threshold :  0.999987
Minimum peak putity index 10

Figura 4.8 — Curva de pureza apresentada para a SQR do citalopram apo6s degradacgéo sob
a luz UV por 4 horas, indicando a pureza total do pico do farmaco de 0,999997, obtido por
CL com comprimento de onda de 239 nm, utilizando a fase movel: solucdo de trietilamina
0,3%:acetonitrila (55:45, v/v), pH 6,60; fluxo: 1,0 ml/min; temperatura de 25 °C.

A Tabela 4.13 apresenta os valores experimentais obtidos na construcao da

curva padrdo para o citalopram por cromatografia liquida para a avaliagcdo da
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linearidade do método. Grafico da concentracdo versus area absoluta foi plotado e

mostrou linearidade adequada na faixa de 10,0 a 70,0 pg/ml (Figura 4.9).

Tabela 4.13 - Areas absolutas obtidas na determinacdo da curva padrdo do citalopram por
cromatografia liquida.

N Areas absolutas
Concentragao

(ug/ml) Média DPR
1° curva 2° curva 3° curva
10,0 525217 536352 527762 529777 1,10
20,0 1069303 1040182 1064709 1058065 1,48
30,0 1587016 1603919 1602681 1597872 0,59
40,0 2092329 2120602 2118158 2110363 0,74
50,0 2666361 2649951 2657672 2657995 0,31
60,0 3188677 3194102 3190669 3191149 0,09
70,0 3697179 3694276 3709826 3700427 0,22
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Figura 4.9 - Representagao grafica da curva padréo do citalopram obtida através do método
por cromatografia liquida.

As Tabelas 4.14 e 4.15 apresentam os resultados dos tratamentos estatisticos

sobre os valores experimentais obtidos para a curva padrao.
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Tabela 4.14 - Resultados da curva padréo, obtidos pelo método dos minimos quadrados,
para o método por cromatografia liquida.

Parametros Resultados
Faixa de linearidade 10,0 — 70,0 pg/mi
Equacdo: y =bx + a Y =52994 x + 1058
Inclinacao (b) + desvio padréo 52994 + 237,5
Intercepto (a) + desvio padréo 1058 + 11594,5
Coeficiente de correlacéo (r) 0,9999

Os resultados da avaliacdo da linearidade do método demonstram que as
solucbes SQR de citalopram apresentam correlacao linear (coeficiente de correlacéo
linear de 0,9999) entre a area e as concentracdes, no intervalo utilizado. A analise
de variancia (ANOVA) efetuada sobre os valores de area absoluta da curva padrao
do citalopram, cujos elementos estdo descritos na Tabela 4.15, demonstra regressao
linear significativa, ndo havendo desvio da linearidade para um nivel de significancia
de 5%, comprovando a validade do método em relacédo a linearidade. Para fins de
quantificacdo a faixa de variagcdo pode variar de 80 a 120% da concentracao de
trabalho. A faixa utilizada no presente estudo foi de 25 a 175% da concentracéo de

trabalho.

Tabela 4.15 — Andlise de variancia das areas absolutas determinadas para obtencdo da
curva padrado do citalopram por cromatografia liquida.

Fontes de variagao GL qSL?;:j?a?j%Ss Variancias F*
Entre 6 2,36 . 10" 3,93.10% 36,376 (2,85)
- regress&o linear 1 2,36 . 10" 2,36 . 10" 218,242 (4,60)
- desvio da linearidade 5 1,30 .10% 2,60 .10% 2,41 (2,96)
Residuo 14 1,51.10% 1,08 . 10%
Total 20 2,36. 10"

*Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P = 0,05.
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A precisdo do método foi demonstrada pela repetibilidade (intradia) e precisao

intermediaria (interdia), sendo expressa pelo desvio padréo relativo (DPR) de uma

série de leituras. O valor experimental obtido para a determinagdo do citalopram nas

amostras analisadas no mesmo dia, sob as mesmas condi¢cdes experimentais, foi de

99,32%. Nas analises realizadas no segundo e no terceiro dias obteve-se,

respectivamente, 101,31 e 99,45% (Tabela 4.16). Os desvios padrdes relativos

encontrados para os trés dias de andlise foram inferiores a 2%, indicando que o

método proposto € preciso.

Tabela 4.16 — Valores experimentais referentes a determinacdo de citalopram por

cromatografia liquida, para a avaliacdo da precisao intra e interdia.

Teor
Amostras Primeiro dia Segundo dia Terceiro dia
(mg) (%) (mg) (%) (mg) (%)

1 19,65 98,26 20,47 102,36 19,44 97,22

2 19,81 99,06 20,18 100,91 19,72 98,61

3 20,25 101,23 20,19 100,95 19,86 99,29

4 19,75 98,74 20,24 101,22 20,19 100,93

5 19,77 98,84 20,08 100,39 19,99 99,93

6 19,95 99,77 20,40 102,00 20,14 100,70

Média 19,86 99,32 20,26 101,31 19,89 99,45

DPR 1,07 0,73 1,40
Média / DPR

nterdia 100,02 /1,11

A exatidao do método foi avaliada e a faixa de recuperacdo média encontrada

foi de 100,7 a 101,35%, demonstrando a boa exatiddo do método, uma vez que fica

dentro dos limites de 95 a 105%, conforme representado na Tabela 4.17.
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Tabela 4.17 — Valores experimentais do teste de recuperagéo realizado por cromatografia

liquida.
Quantidade de SQR (ug/ml)
Amostras % de Recuperacéo
Adicionada Recuperada
R; 10,0 10,14 101,35
R, 20,0 20,01 100,07
R 30,0 30,08 100,25

Um meétodo € robusto quando nado é afetado por uma modificacdo pequena e

deliberada em seus parametros (RIBANI et al., 2004). Na avaliacdo dos resultados

obtidos no teste de robustez verificou-se que, apos alteragdes no pH e propor¢édo da

fase organica da fase movel, coluna, temperatura e variagdes no pH da solucéo de

extracdo do citalopram dos comprimidos, o tempo de retencdo do citalopram e os

parametros cromatograficos avaliados sofreram alteracfes nao significativas para a

quantificacdo do citalopram (Tabela 4.18).

Tabela 4.18 — Valores experimentais obtidos no estudo da robustez do método por

cromatografia liquida.

Tempo de Pratos

Fator de

Parametro ~ . Assimetria L . Teor (%)
retencao (min) teoricos capacidade
Fase movel proposta ? 51 1,44 10777,94 1,72 100,02
40 % de acetonitrila 6,6 1,85 10521,24 2,50 99,45
50% de acetonitrila 4.4 1,78 9563,57 1,36 98,87
pH 6,50 ° 51 1,75 9961,88 1,73 98,70
pH 6,70 ° 5,5 1,85 10108,28 1,97 98,80
Temperatura 30 °C 5,4 1,74 10838,54 1,90 98,37
Coluna ? 4,9 1,57 9363,40 1,64 99,27
pH 1,80° 53 1,72 9400,54 1,81 99,82
(solugéo extracéo)

pH 1,90 % 53 1,75 9620,64 1,81 100,90

(solugéo extracao)

a = solugéo de trietilamina 0,3%:acetonitrila pH 6,60 (55:45, v/v), temperatura de 25 °C;
b =pH =6,60;

¢ = proporgéo da fase aquosa e organica: 55:45, v/v.
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A sensibilidade do método cromatografico foi avaliada através da
determinacao dos limites de deteccéo (LD) e de quantificacao (LQ) do citalopram no
sistema empregado. O LD é a concentracdo minima na qual a substancia pode ser
facilmente detectada, mas ndo necessariamente quantificada e o LQ é expresso
como uma concentracdo na qual a substancia pode ser quantificada com preciséo e
exatiddo. O valor obtido para o LD de acordo com a relacdo sinal / ruido foi de 30,0
ng/ml e para o LQ foi de 100,0 ng/ml com um DPR de 1,07% para trés sucessivas
injecbes da amostra. Estes resultados indicam a sensibilidade do método (Figura
4.10).

Time: 5.11492 Minutes - Amplitude: 0.214 mAU Time: 6.03615 Minutes - Amplitude: 0.11 mAU
738 nm, Bnm 3 1. 238 nm, Bnm 3
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Figura 4.10 - Cromatogramas obtidos na determinacdo das concentracfes do limite de
deteccéo (A) e do limite de quantificacéo (B). Condi¢bes cromatograficas: Coluna ACE® Cyg
(250 x 4,6 mm); fase modvel: solucdo de trietilamina 0,3%:acetonitrila (55:45, v/v), pH 6,60;
fluxo: 1,0 ml/min; deteccéo: 239 nm; temperatura de 25 °C.

O método proposto mostrou-se adequado, apresentando simplicidade,
especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo e sensibilidade, podendo ser
empregado para o controle de qualidade e para estudos preliminares de estabilidade

do citalopram em comprimidos.
4.7. Comparacdo dos métodos propostos

Quando diferentes métodos sdo desenvolvidos para a analise de uma mesma
amostra, é importante compara-los estatisticamente, a fim de verificar se sao

equivalentes.

Os resultados obtidos por espectrofotometria no ultravioleta e por
cromatografia liquida (Tabela 4.19) foram comparados estatisticamente através do

teste t de Student, presumindo variancias equivalentes.
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Tabela 4.19 — Resultados obtidos na determinacdo do citalopram em comprimidos por
espectrofotometria na regido do ultravioleta e cromatografia liquida.

uv CL
Teor (%) 98,83 99,32
98,38 101,31
98,97 99,45
Teor médio (%) 98,72 100,02
DPR 0,31 1,11

O valor do t calculado (tcac. = 1,949) ndo excede o valor do t critico (terit. =
2,776), demonstrando que néo ha diferenca significativa entre os teores obtidos com
os diferentes métodos, para um nivel de significancia de 5%. Esse resultado indica
que os dois métodos sdo equivalentes, podendo ser utilizados de maneira conjunta
na determinacdo do citalopram, ou, em caso de necessidade, um método pode

substituir o outro nesta mesma analise.

Em virtude dos resultados obtidos neste capitulo pode-se dizer que ambos 0s
métodos sdo adequados para a andlise de rotina em controle de qualidade do
citalopram em comprimidos, pois sdo meétodos rapidos, de facil execucdo e cumprem

com os requisitos de validacao.

Os métodos podem ser utilizados para determinacdo quantitativa, teste de
uniformidade de conteldo e como técnicas de identificacdo do citalopram em

comprimidos.
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5. CAPITULO Ill — DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA DE SEPARACAO
ENANTIOMERICA PARA O CITALOPRAM

5.1. Introducéo

A isomeria corresponde aos compostos que apresentam 0S mesmos atomos
na molécula, a mesma formula molecular, mas com diferentes rearranjos espaciais
ou com diferentes ligacdes. A isomeria Optica ocorre quando as substancias
apresentam as mesmas propriedades fisicas, porém se diferem somente pelo desvio
da luz polarizada. O par objeto-imagem de uma molécula assimétrica é denominado
par de enantibmeros (SNYDER et al.,, 1997; COSTA, D.; COSTA, E., 2003;
CARLSSON, 2003).

Por razdes econbmicas e dificuldades de ordem pratica nos processos de
producdo, a maioria dos farmacos quirais, obtidos por vias sintéticas, é
comercializada como racemato, ou seja, mistura contendo quantidades iguais dos
dois enantibmeros (o isdmero ativo € chamado de eutdmero e o que ndo apresenta
atividade o6ptica € denominado de distbmero). Para garantir a seguranca e a
eficiéncia dos farmacos disponiveis e em desenvolvimento, é necessario isolar e
examinar cada um dos enantibmeros separadamente. As autoridades
governamentais, como o FDA, enfatizam a necessidade de producdo de novos
farmacos na forma de enantibmeros puros, sendo que a composicdo
estereoisomérica deve ser avaliada em funcao da identidade e pureza (SANTORO;
SINGH, 2001; CARLSSON, 2003; BONATO et al.,2005; THOMPSON, 2005).

A estereoquimica vem influenciando muitas areas da farmacoterapia, com um
grande crescimento no campo da psiquiatria, especialmente nos tratamentos da
depressao, pois os enantibmeros de muitos farmacos quirais apresentam diferentes
perfis farmacoldgicos e farmacocinéticos (BAUMANN et al.,, 2002; CARLSSON,

2003). LigacOes preferenciais de um dos enantibmeros as proteinas plasmaticas



resultam em diferentes quantidades do enantidmero livre na circulacdo, que resulta
em diferentes concentragcdes no centro ativo (CARLSSON; NORLANDER, 2001).

O uso de um Unico enantibmero pode resultar num aumento da poténcia do
farmaco e com isso aumento da eficacia e maior seletividade e por isso uma
reducdo nos efeitos colaterais (COSTA, D; COSTA, E., 2003). O citalopram
apresenta um centro quiral. O enantibmero S (+) (escitalopram) do citalopram é o
responsavel pela atividade antidepressiva e ansiolitica, inibindo duas vezes mais a
recaptacdo de serotonina. O enantiomero R (-) quando administrado sozinho nao
apresenta atividade serotoninérgica; estudos indicam que este isbmero apresenta
um efeito inibitério dose dependente sobre a atividade do escitalopram (SANCHEZ;
BRENNUM, 2000; OWENS et al., 2001; COSTA, D; COSTA, E., 2003; SANCHEZ,
KREILGAARD, 2004; LACERDA, 2003). O escitalopram foi o primeiro medicamento
antidepressivo comercializado originalmente introduzido no mercado como um
racemato, sendo o mais seletivo inibidor de recaptacdo de serotonina (OWENS et
al., 2001; BAUMANN et al., 2002).

O desenvolvimento de métodos analiticos adequados para determinar
precisamente as concentracdes dos enantibmeros de um farmaco, seja em fluidos
biolégicos ou em preparacdes farmacéuticas € um pré-requisito essencial para
estabelecer o0s parametros farmacocinéticos e controlar a qualidade,
respectivamente. As técnicas analiticas utilizadas sdo a cromatografia liquida (CL),
que é a mais empregada, a eletroforese capilar (EC), a cromatografia gasosa (CG),
a cromatografia com fluido super (CFS) e sub-critico e a cromatografia em camada
delgada (CCD) (BHUSHAN; THIONGO, 1998; TERFLOTH, 2001; CARLSSON;
NORLANDER, 2001; SCHURIG, 2001; SANCHEZ; KREILGAARD, 2004; BONATO
et al., 2005).

Por CL a separacdo pode ser obtida por procedimentos indiretos ou diretos.
No procedimento indireto, o par de enantibmeros € submetido a uma reacédo de
derivagdo com um reagente quiral e enantiomericamente puro, visando a obtengao
de diastereoisdbmeros (com propriedades fisico-quimicas diferentes), que podem ser
separados por fases estacionarias ndo quirais. Nos diretos, a separacao do par de

enantibmeros acontece pelo uso de fases moveis contendo aditivos quirais ou pelo
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uso de fases estacionarias quirais (SNYDER et al., 1997; BONATO et al, 2005;
THOMPSON, 2005).

Existem varias teorias sobre o mecanismo de separacdo envolvendo
discriminacdo ou reconhecimento enantiomérico pela fase estacionaria quiral. O
conceito mais aceito pelos pesquisadores envolve a teoria de trés pontos de ligacao.
Segundo essa teoria sdo necessarios, pelo menos, trés pontos de ligacdo (ou
interacdes) entre a molécula quiral e a fase estacionéria quiral para que ocorra a
resolucdo dos enantibmeros, a formacdo de um complexo diastereocisomérico
transitorio, sendo que uma destas interacdes deve ser estereoespecifica. A forca de
interacdo de um destes complexos sera mais forte que a do outro, resultando em
diferentes tempos de retengdo para o par de enantiomeros. Os tipos de interagdes,
que podem ser de atragdo ou de repulsdo, sdo por ponte de hidrogénio,
transferéncia de carga, interacbes dipolares, interacdes ibnicas e interacoes
estéricas (PIRKLE; BURKE, 1991; SNYDER et al.,, 1997; DAVANKOV, 1997;
THOMPSON, 2005).

A primeira fase estacionaria quiral para CL tornou-se disponivel
comercialmente em consequéncia dos trabalhos de PIRKLE e colaboradores (1981).
Ha no mercado diversas fases estaciondrias quirais através de diferentes
fornecedores. Estas fases sao baseadas em derivados de polissacarideos (celulose
e amilose), proteina, tipo Pirkle, par idnico, ciclodextrina, antibidticos macrociclicos e
éter coroa (SNYDER et al., 1997; BONATO et al, 2005; THOMPSON, 2005).

As fases estacionarias do tipo Pirkle sdo derivadas de dinitrobenzoil e podem
ser utilizadas tanto em fase normal quanto em fase reversa proporcionando assim,
grande vantagem sobre as colunas derivadas de polissacarideos. O uso da fase
normal € mais comum devido a maior interacdo n-n € pontes de hidrogénio entre a
fase estacionédria e o soluto. A estereoquimica da fase estacionéria quiral €
conhecida, assim, a ordem de eluicdo pode ser determinada previamente (PIRKLE
et al., 1981; AHUJA, 1991; SNYDER et al.,, 1997; THOMPSON, 2005). Os trés
pontos de interacdo principais para o reconhecimento quiral da fase estacionéaria
quiral (S,S) Whelk-O 1° sdo (a) ponte der hidrogénio entre o grupo amido da fase
estacionaria quiral e o grupo carboxilico do soluto; (b) interacdo n-n entre o conjunto
dinitrobenzoil da fase estacionaria quiral e o anel naftil ou outro anel aroméatico do
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soluto; (c) interacdo n-m entre o conjunto tetraidrofenantreno da fase estacionaria
quiral e 0 sistema aromatico presente no soluto (KENNEDY, 1996; WELCH et al.,
1997).

As fases estacionarias quirais derivadas de proteina apresentam alta
diversidade e enantiosseletividade (ALLENMARK, 1990). Acredita-se que o
reconhecimento quiral ocorre predominantemente atraves de interacdes hidrofébicas
e eletrostaticas. Uma série de fases estaciondrias quirais derivadas de proteinas tem
sido comercializada, entre elas destaca-se a derivada de glicoproteinas, a o;-acido
glicoproteina (AGP) desenvolvida por HERMANSSON e colaboradores (1994),
soroalbumina humana, soroalbumina bovina, ovomucéide, pepsina e celobioidrolase.
As proteinas sdo ligadas covalentemente a silica e utlizadas somente em fase
reversa. A otimizacdo da fase movel € realizada através de alteracdes no pH,
temperatura, forca ibnica e modificador organico, esses fatores influenciam na
enantioseletividade e no tempo de retencdo da separacdo enantiomérica (SNYDER
et al., 1997; THOMPSON, 2005; BONATO et al, 2005).

Ha na literatura métodos descritos para a separacdo dos enantibmeros do
citalopram em fluidos biolégicos e em forma farmacéutica por cromatografia liquida

(Tabela 5.1) e eletroforese capilar (Tabela 5.2).

Tabela 5.1 - Separacdes do citalopram por CL segundo a literatura.

Coluna/

Seletor Sistema cromatografico Amostra Ref.
quiral

Chiral - N-dodecil-N,N-dimetilaménio-3-propanoslfonato Plasma HAUPT, 1996

AGP® 3mM:acido hexandico 10mM em tampéo fosfato (pH 6,5), humano
fluxo de 0,9 ml/min; detecc¢éo: ultravioleta (240 nm)

Chirobiotic Metanol:acido acético:trietilamina (99,9:0,055:0,060 v/v/v),  Plasma KOSEL et al,
®

V fluxo de 1,0 ml/min; deteccéo fluorescéncia (240-296 nm)  humano 1998
Cyclobond Metanol:acido citrico 10mM (pH 6,3)(55:45 v/v), fluxo de SQR CARLSSON;
1 2000 Ac® 0,8 ml/min; deteccdao: fluorescéncia (240 — 300 nm) NORLANDER,

2001
Chiralcel Nn-hexano : isopropanol:trietilamina (95:05:0,1 v/v/v), fluxo SQRe RAO et al.,
OD-H® de 1,0 ml/min; deteccao: UV (240 nm) e Polarimétrico FE 2006

B- Tampdo acetato de trietilamonio 0,1% (pH 4,0):acetonitrila FE EL — GINDY et

ciclodextri (90:10 v/v) contendo 12mM de B-CD, fluxo de 0,8 ml/min; al., 2006

na (B-CD) deteccdo: ultravioleta (240 nm)
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Tabela 5.2 - Separacdes do citalopram por EC segundo a literatura.

Coluna/ Seletor Deteccéo

. Sistema de solvente Amostra Ref.
quiral (nm)
Sulfato de B- Tampéo fosfato 25 mM (pH 2,5) FI. Plasma ANDERSEN
ciclodextrina (S-p-  contendo 1% (p/v) de S-B-CD e 12% de 266 - 302 humano et al., 2003
CD) acetonitrila
Sulfato de B- Tampao fosfato 35 mM (pH 2,5) uv Plasma MANDRIOLI
ciclodextrina (S-p-  contendo 1% (p/v) de S-pB-CD e 0,05% 240 humanoe etal, 2003
CD) e B-CD (p/v) de B-CD e tampdo citrato 25Mm FF
(pH 5,5) contendo 0,04% (p/v) de S-B-
CD

Carboximetil-y- Tampao fosfato 20mM (pH 7,0) uv FF BERZAS
ciclodextrina contendo 0,15% (p/v) CM-y-CD NEVADO et

205 al., 2005

(CM-y-CD)

Fl = fluorescéncia,

FF = forma farmacéutica.

O objetivo desta pesquisa é o desenvolvimento de um método de separacdo
enantiomérica rapido e de alta seletividade empregando a cromatografia liquida com
fases estacionarias quirais e deteccao no ultravioleta para a determinacéo qualitativa
de enantidbmeros visando a aplicacdo no controle de qualidade de preparacbes
farmacéuticas disponiveis comercialmente no Brasil, sob a forma racémica ou como

enantibmeros isolados.

Este estudo foi desenvolvido no Laboratério de Controle de Qualidade da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Séo Paulo.
5.2. Materiais e Métodos

5.2.1. Produtos farmacéuticos

e Comprimidos contendo 20 mg de citalopram, com o nome comercial de
Cipramil®, fabricados pela Lundbeck, lote 2049810, fabricacéo 02 / 2005 e
validade 02 / 2008.

Excipientes: amido, lactose, celulose microcristalina, copolividona, glicerol a
85%, croscaramelose sodica, estearato de magnésio, hipromelose, macrogol 400 e

didxido de titanio.
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Comprimidos contendo 10 mg de escitalopram, com o nome comercial de
Lexapro®, fabricado pela Lundbeck, lote 2084429, fabricacdo 12 / 2005 e
validade 12 / 2008.

Excipientes: celulose microcristalina, silica coloidal, talco, croscaramelose

sbdica, estearato de magnésio, hipromelose, macrogol 400 e dioxido de titanio.

5.2.2. Solventes e reagentes

Hexano grau cromatografico, Merck®, Darmstadt, Alemanha,

Etanol grau cromatografico, Merck®, Darmstadt, Alemanha,
Diclorometano grau cromatogréafico, Merck®, Darmstadt, Alemanha,
Isopropanol grau cromatografico, OmniSolv®, Salisbury, Estados Unidos,
Metanol grau cromatogréafico, OmniSolv®, Salisbury, Estados Unidos,
Acido acético glacial grau analitico, Merck®, Darmstadt, Alemanha,
Trietilamina grau analitico, Merck®, Darmstadt, Alemanha,

Acetato de aménio grau analitico, Merck®, Darmstadt, Alemanha.

Fosfato de sédio monobasico grau analitico, JT Baker®, Phillipsburg,

Estados Unidos,
Hidréxido de sédio grau analitico, Merck®, Darmstadt, Alemanha.

Fosfato de aménio monobasico grau analitico, JT Baker®, Phillipsburg,

Estados Unidos,

Acetonitrila grau cromatogréafico, Merck®, Darmstadt, Alemanha.

5.2.3. Equipamentos e acessorios

Cromatografo a liquido equipado com controlador SCL-10Avp, com
bomba modelo LC-10ADvp, detector com comprimento de onda variavel
UV/VIS modelo SPD-M10Avp, controlador de temperatura para coluna
modelo CTO-10ACvp, sistema de desgaseificacdo “on line” modelo DGU-
14A, injetor automético com “loop” variavel SIL-10ADvp e integrador
automatico computadorizado através do software CLASS VP ®, Shimadzu,

Japéo,
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Fase estacionaria quiral (S,S) Whelk-O 1® (250 x 4,6 mm d.i) [(3S, 4S)-4-
(3, 5-dinitrobenzamido)-1,2,3,4-tetraidro-fenentereno] depositada sobre

particulas de silica gel 5 um, 100 A (Regis Technologies, Inc. USA),

Fase estacionaria quiral: Chiral — AGP™ © (100 X 4,0 mm d.i), 5 um
(Chromtech, Congleton, U.K.),

Coluna de guarda Chiral — AGP® guard cartridge (10 x 4 mm), 2 — pack
(Chromtech, Congleton, U.K.),

Banho de ultra-som, modelo Thornton T-14,

Potencidmetro Digimed ® modelo DM-21, Brasil,

Membrana de filtro hidrofilica Durapore® PVDF 0,45 um de tamanho de

poro, diametro de 47 mm (Millipore Corporation, MA, Estados Unidos),

Unidade filtrante HV Millex em polietileno com membrana Durapore® 0,45

um de tamanho de poro, didmetro de 13 mm ndo estéril (Millipore
Corporation, MA, Estados Unidos).

5.2.4. Desenvolvimento do método de separacédo dos enantibmeros

As possiveis interacdes entre a molécula de citalopram e a fase estacionaria
quiral foram estudadas a fim de determinar, dentre as colunas disponiveis no
laboratério, as mais adequadas para a separacdo dos enantibmeros do citalopram.
Na primeira etapa, a fase estacionaria do tipo Pirkle (S,S) (Whelk-O 1%) foi
empregada para a separacdo enantiomérica. Como ndo foram obtidas separacdes

satisfatorias, foi utilizada a fase estacionaria quiral Chiral - AGP™©

As amostras de citalopram foram cromatografadas na temperatura ambiente,
com um volume de injecéo de 20 pL. Para favorecer a separagao e diminuir o tempo
de analise, o fluxo da fase movel foi testado no intervalo entre 0,4 e 0,8 ml/min. A
deteccao foi efetuada no UV no comprimento de onda de 239 nm. As condi¢cbes
foram modificadas sempre levando-se em consideracdo os limites maximos e
seguros de pressdo e vazdo a que as colunas podem ser submetidas. Outros
parametros instrumentais foram otimizados de acordo com as condi¢cdes analiticas.
Todas as solucBes a serem analisadas foram filtradas através da unidade filtrante

HV Millex em polietileno com membrana Durapore® 0,45 pm de tamanho de poro,
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diametro de 13 mm nédo estéril, antes de serem injetadas, para evitar entrada de

impurezas e particulas.

5.2.4.1. Preparo das fases méveis para a coluna (S,S) Whelk-O 1°

A separagdo enantiomérica do citalopram foi obtida empregando CL em modo
normal. As fases méveis foram constituidas por um solvente apolar A (hexano e ou
diclorometano), juntamente com o modificador organico polar B como etanol ou
isopropanol ou metanol. A propor¢cao de B foi variada para controlar a retencao (k) e
a resolucédo do par de enantibmeros. O acetato de amonio e ou a trietilamina, em
pequena quantidade, foram utilizados para favorecer a simetria dos picos. Apds a
preparacao, as fases moveis foram filtradas através de membrana de filtro hidrofilica
Durapore® PVDF 0,45 pm de tamanho de poro, diametro de 47 mm (Millipore

Corporation, MA, Estados Unidos) antes de serem utilizadas.

5.2.4.2. Preparo das fases méveis para a coluna Chiral - AGP™®

A separacdo enantiomérica do citalopram foi obtida empregando CL em fase
reversa. As fases méveis foram constituidas de tampéao fosfato de sédio, ou tampéao
fosfato de amonio, ou tampédo acetato de amoénio em diferentes concentracdes
(10mM a 100mM), preparados segundo descrito por SNYDER e colaboradores
(1997). Isopropanol e metanol foram utilizados com o objetivo de diminuir o tempo
de retencéo dos picos dos enantibmeros. A trietilamina foi empregada para favorecer
a simetria dos picos e a seletividade entre enantidbmeros que dificilmente s&o
resolvidos com outras fases moveis usuais. ApOs a preparacdo, as fases moéveis
foram filtradas através de membrana de filtro hidrofilica Durapore® PVDF 0,45 um de
tamanho de poro, didmetro de 47 mm (Millipore Corporation, MA, Estados Unidos)

antes de serem utilizadas.

5.2.4.3. Preparo da solucao SQR de citalopram

Pesou-se o0 equivalente a 10 mg de citalopram e transferiu-se para baldo
volumétrico de 50 ml. Completou-se o volume com metanol 50% e homogeneizou-
se. Aliguota de 5,0 ml desta solucéo foi transferida para baldo volumétrico de 25 ml,
completou-se o volume com a fase movel, obtendo-se uma solucdo SQR de
concentragéo final de 40 pg/ml.
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5.2.4.4. Preparo da solugado amostra de citalopram

Foram pesados 20 comprimidos contendo 20 mg citalopram e determinou-se
0 peso médio. Os comprimidos foram triturados e o pé misturado. Foi pesado o
equivalente a 10 mg de citalopram e transferido para baldo volumétrico de 50 ml.
Adicionou-se aproximadamente 40 ml de metanol 50% e colocou-se em banho de
ultra-som por 10 minutos. Completou-se o volume com metanol 50%,
homogeneizou-se e filtrou-se a solugcéo. Aliquota de 5,0 ml do filtrado foi transferida
para baldo volumétrico de 25 ml, completou-se o volume com a fase mével, obtendo-

se solucdo de concentracao final de 40 pg/ml.

5.2.4.5. Preparo da solucdo amostra de escitalopram

Foram pesados 20 comprimidos contendo 10 mg escitalopram e determinou-
se 0 peso médio. Os comprimidos foram triturados e o pé misturado. Foi pesado o
equivalente a 10 mg de escitalopram e transferido para baldo volumétrico de 50 ml.
Adicionou-se aproximadamente 40 ml de metanol 50% e colocou-se em banho de
ultra-som por 10 minutos. Completou-se o0 volume com metanol 50%,
homogeneizou-se e filtrou-se a solugéo. Aliquota de 5,0 ml do filtrado foi transferida
para baldo volumétrico de 25 ml, completou-se o volume com a fase moével, obtendo-

se solucédo de concentracao final de 40 pg/ml.

5.2.4.6. Preparo da solucéao placebo

Pesou-se quantidade de excipientes equivalente a 10 mg de citalopram e
transferiu-se para bal&o volumétrico de 50 ml. Adicionou-se aproximadamente 40 ml
de metanol 50% e colocou-se em banho de ultra-som por 10 minutos. Completou-se
o volume com metanol 50%, homogeneizou-se e filtrou-se a solu¢do. Aliquota de 5,0
ml do filtrado foi transferida para baldo volumétrico de 25 ml, completou-se o volume

com a fase moével.

5.2.5. Resultados e discusséo

A cromatografia liquida é a técnica mais utilizada para a separacdo dos
enantiomeros (BONATO et al, 2005). A capacidade de separacdo do par de
enantibmeros por CL é medida pela enantioseletividade (fator o). Para um par de
enantiobmeros ser considerado resolvido, o valor de o deve ser maior que 1,1. O fator
de capacidade (k) deve estar entre 0,5 e 20 (SNYDER et al., 1997).
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No desenvolvimento do método de separacdo dos enantibmeros devem ser
consideradas as seguintes caracteristicas relacionadas com a estrutura quimica do
farmaco: solubilidade em diferentes solventes, capacidade de ligagcbes n ou pontes
de hidrogénio, pKa, grupos funcionais, espectro no UV, capacidade de formacédo de
complexos de inclusdo (SNYDER et al., 1997).

Para a realizacdo deste estudo, as seguintes fases estacionarias quirais
estavam disponiveis: Chiralcel OD®, Chiradex®, (S,S) a-Burke—2%, (S,S) Whelk-O 1°
e Chiral-AGP™®. Com base na estrutura quimica do citalopram, a coluna Chiradex®
nao foi testada devido ao alto peso molecular do farmaco que ndo permitiria a
formacdo de complexos estaveis de inclusdo. A coluna (S,S) a-Burke—2® é do tipo 7-
aceptora especialmente desenvolvida para a separagcdo enantiomérica dos alcoois
aminicos, como os B-bloqueadores (PETERSEN et al., 1997). RAO e colaboradores
(2006) realizaram a separacdo dos enantibmeros do citalopram com a fase
estacionaria quiral Chiralcel OD-H®, que é preparada com silica de 5 um. A coluna
quiral Chiralcel OD® (preparada com silica de 10 pm) n&o foi testada por apresentar
menor resolucdo e eficiéncia cromatografica quando comparada com a Chiralcel
OD-H®.

A fase estacionaria quiral (S,S) Whelk-O 1® é um tipo de coluna “hibrida”, ou
seja, é do tipo m-doadora e m-aceptora, sendo utilizada na separacdo de
enantibmeros que contém tanto grupamentos n-basicos quanto grupamentos -
acidos (SNYDER et al., 1997). Nao ha nenhum trabalho descrito na literatura que
utilize esta fase estacionaria quiral para a separacdo dos enantibmeros do
citalopram na forma farmacéutica comprimido. Dos trés pontos de interacdo (item
5.1) para o reconhecimento quiral por esta coluna, duas possiveis interacbes n-n
poderiam ocorrer entre o conjunto dinitrobenzoil e o conjunto tetraidrofenantreno da
fase estacionéaria quiral com o anel aromatico do farmaco, possibilitando, assim, a

separacao enantiomeérica do citalopram.

Os teste preliminares para a separacdo enantiomérica do citalopram foram
realizados com a solugdo SQR de citalopram, utilizando-se a coluna do tipo Pirkle
(S,S) Whelk-O 1° e fases méveis em diferentes proporcées constituidas por hexano

e ou diclorometano com modificadores organicos, tais como isopropanol, etanol ou

70



metanol, juntamente com trietilamina e acetato de aménio (Tabela 5.3). O efeito na
resolucao pelo fluxo da fase movel em colunas do tipo Pirkle € menos pronunciado
quando comparando, por exemplo, com as colunas de proteina (SNYDER et al.,
1997), portanto, este fator foi pouco modificado nos ensaios para o0 desenvolvimento

do método de separacdo enantiomérica.

Tabela 5.3 - Ensaios preliminares para a separacao enantiomérica do citalopram utilizando a
coluna tipo Pirkle Whelk-O 1°.

Flux Concentracéo
Fase movel Proporgéo fase movel uxo injetada
(ml/min)
(Hg/ml)
Hexano:etanol 90:10 (v/v) 1,0 +80,0
95:5 (v/v) 1,0 +80,0
80:20 (v/v) 1,0 + 80,0
70:30 (viv) 1,0 +80,0
Hexano:etanol:trietilamina 80:20:0,2 (viviv) 1,0 +80,0
99:1:0,2 (viviv) 1,0 +80,0/160,0
95:5:0,2 (viviv) 1,0 +80,0/160,0
60:40:0,2 (viviv) 0,8 +80,0/160,0
80:20:0,3 (v/viv) 1,0/0,6 + 80,0
Hexano:isopropanol:trietilamina 95:5:0,1 (v/iviv) 1,0 +80,0
90:10:0,1 (viviv) 1,0 +80,0
85:15:0,1 (viviv) 1,0 +80,0
Hexano:etanol; (act. am. 10mM) 80:20 (v/v) 1,0 +160,0
90:10 (v/v) 1,0 +160,0
Hexano:etanol; (act. am. 30mM) 70:30 (v/v) 1,0 +160,0
Hexano:etanol; (act. am. 50mM) 75:25 (VIV) 1,0 +160,0
Diclorometano:etanol 80:20 (v/v) 1,0 + 160,0
Diclorometano:etanol:trietilamina 80:20:0,3 (viviv) 1,0 +160,0
90:10:0,15 (viviv) 1,0 + 160,0/320,0
95:5:0,15 (viviv) 1,0 +160,0
98:2:0,06 (v/viv) 1,0 +160,0
93:7:0,21 (viviv) 1,0 +160,0
90:10:0,3 (viviv) 1,0 +160,0
95:5:0,075 (viviv) 1,0/0,6 +160,0
96:4:0,06 (viviv) 0,8 +160,0
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continuacéo da Tabela 5.3:

Fluxo Concentracéo
Fase movel Proporgéo fase movel ) injetada
(ml/min)

(Mg/ml)

Diclorometano:hexano:etanol:trietilamina 80:15:5:0,15 (viviviv) 1,0 +160,0
82:15:3:0,09 (viviviv) 1,0 +160,0

83:16:1:0,03 (v/viviv) 1,0 +160,0

70:25:5:0,15 (viviviv) 1,0 +160,0

75:20:5:0,3 (viviviv) 1,0 +160,0

Diclorometano:etanol:hexano:trietilamina 85:10:5:0,3 (viviviv) 1,0 +160,0
88:10:2:0,3 (viviviv) 1,0 +160,0

78:21:1:0,3 (vIiviviv) 1,0 +160,0

Diclorometano:metanol; (act. am. 20 mM) 80:20 (v/v) 1,0 +160,0
Diclorometano:metanol;(act.am. 10 mM) 90:10 (v/v) 1,0 + 160,0
95:5 (v/v) 1,0 +80,0

Diclorometano:methanol; (act. Am. 5 mM) 95:5 (v/v) 1,0 + 160,0
Diclorometano:metanol; (act. am. 14 mM) 93:7 (VIV) 1,0 +80,0
Diclorometano:metanol; (act. am. 8 mM) 96:4 (v/v) 1,0 +80,0
Diclorometano:metanol; (act. am. 18 mM) 91:9 (VIV) 1,0 +80,0
Diclorometano:metanol; (act. am. 26 mM) 87:13 (v/v) 1,0 +80,0

Act. am = acetato de amonio

Inicialmente a separacdo enantiomérica do citalopram foi efetuada utilizando-
se o composto na forma ionizada, empregando-se a fase movel hexano:etanol em
diferentes propor¢cdes. O par de enantibmeros néo foi eluido apdés 25 minutos de
analise, provavelmente devido a maior afinidade do citalopram pela fase estacionaria

quiral.

Para proceder a separacéo isomérica do citalopram na forma néo dissociada,
empregou-se a trietlamina na fase mével. O par de enantibmeros foi eluido
concomitantemente (tempo de retencdo de 16 minutos) ao utilizar-se a fase movel
hexano:etanol:trietilamina na propor¢cdo de 60:40:0,2 (v/viv). O aumento da
propor¢cdo do hexano para 80, 95 e 99%, aumentou o tempo de retengdo e nao

separou os enantiomeros do farmaco.
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A mudanca no modificador organico pode acarretar em diferentes
enantioseletividades (SNYDER et al., 1997). Por esta razao, utilizou-se isopropanol
ao invés de etanol. Mesmo apdés 30 minutos ndo se obteve a eluicdo dos
enantibmeros do citalopram, utilizando-se a fase movel constituida por
hexano:isopropanol:trietlamina em diferentes propor¢cdes. Nos cromatogramas
obtidos com a fase movel hexano:etanol:acetato de amdnio observou-se que quanto
menor a concentracdo de acetato de amonio, maior é o tempo de retengdo do
citalopram em relagédo a fase movel contendo trietilamina. Nestas condi¢des, ndo foi
obtida a separacdo dos enantibmeros do citalopram, portanto, a substituicdo da

trietilamina pelo acetato de amonio ndo influencia na separacao enantiomérica.

A utilizacé@o do diclorometano em substituicdo ao hexano na fase movel reduz
sua apolaridade, possibilitando, assim, maior afinidade do citalopram pela fase
movel e consequentemente reduzindo o tempo de retencdo dos enantibmeros. Ao
empregar estes sistemas constituidos por solventes classicos (diclorometano:etanol)
com esse tipo de coluna, também nao foi possivel separar os enantibmeros do
citalopram. O tempo de retencdo do citalopram na fase movel contendo
diclorometano:etanol:trietilamina (90:10:0,15, v/v/v) foi em torno de 5 minutos,
aumentando-se a proporcédo de diclorometano o tempo de retencéo foi de 3 minutos,

porém, em todos 0s cromatogramas os enantibmeros foram eluidos juntos.

Empregou-se a fase mével contendo diclorometano:hexano:etanol:trietilamina
em diferentes propor¢des, porém, apos 30 minutos ndo obteve-se a eluicdo dos
enantibmeros. Para aumentar a polaridade da fase movel contendo diclorometano,
substituiu-se o etanol pelo metanol e a trietilamina pelo acetato de amoénio, contudo,
o par de enantidmeros foi eluido junto (tempo de retencdo em torno de 20 minutos).
Baseado nos resultados obtidos, concluiu-se que a fase estacionaria quiral (S,S)
Whelk-O 1® devido as fortes ligac8es idnicas e a auséncia de pontes de hidrogénio
com a molécula de citalopram ndo é recomendada para a separacdo de seus
enantibmeros. A fase movel deve ser apolar para que ocorra a separacao
enantiomérica, mas polar o suficiente para que o citalopram seja carreado através
desta fase estacionaria quiral, sendo que essa correlacdo ndo foi possivel

estabelecer.
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Misturas racémicas que sdao dificilmente separadas por outras fases
estacionarias quirais podem ter seus enantidbmeros resolvidos com o0 uso de coluna
quiral protéica, tendo como principal vantagem sua compatibilidade com fases
moveis tamponadas. As proteinas de colunas quirais sdo relativamente estaveis,
algumas toleram uma ampla faixa de solventes organicos, pH e temperatura
(SNYDER et al., 1997).

A coluna Chiral - AGP™® ¢é indicada para a separacdo enantiomérica de
solutos &cidos e basicos sem necessidade de derivacdo. Devido sua alta
estabilidade e ampla faixa de uso, € a fase estacionaria quiral de proteina escolhida
para o desenvolvimento de separacdes enantioméricas (SNYDER et al.,, 1997,
BONATO et al, 2005).

Em pesquisas anteriores realizadas por HAUPT (1996), foi utilizada a coluna
quiral do tipo Chiral - AGP™® para a separacgéo enantiomérica do citalopram em
plasma humano. A determinacdo da ordem de eluicao foi possivel durante a analise
por comparacdo com o0s isdmeros puros na forma isolada. No catdlogo da
ChromTech, o citalopram é utilizado como exemplo de substancia, cujos
enantidmeros sdo separados pela coluna quiral Chiral - AGP™®, utilizando a fase
movel acetato de aménio 50mM:trietilamina 3mM, pH 5,0 ajustado com &cido
aceético, fluxo de 0,8 ml/min e deteccao no ultravioleta em 220 nm. No cromatograma
deste catdlogo ndo é apresentada a ordem de eluicdo dos enantibmeros do
citalopram. N&o ha na literatura 0 uso desta fase estacionaria quiral para a

separacao enantiomérica do citalopram na forma farmacéutica comprimido.

As condicdes testadas (Tabela 5.4) partram de uma solugcdo SQR de
citalopram na concentracdo de 40 pg/ml devido a baixa capacidade de ligacdo das
proteinas comparada com outras colunas quirais. Os fluxos de fase modveis
empregados para a separacdo dos enantibmeros foram estudados durante a
otimizag&o das condi¢des. Tomou-se como fator limitante a pressdo maxima em que
a coluna Chiral - AGP™® suporte sem danificar-se, o que implicou na impossibilidade

do emprego de fluxo maior do que 0,8 ml/min.

Inicialmente, utilizou-se a fase movel constituida por tampao fosfato de sodio

20mM, pH 6,0, fluxo de 0,6 ml/min, apdés 50 minutos ndo se obteve a eluicdo dos
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enantibmeros. A percentagem de solvente organico e o tipo de solvente adicionado

a fase movel afetam as interagdes hidrofébicas com os sitios apolares presentes na

proteina. O aumento na concentragcdo do modificador organico acarreta em uma
diminuicdo no tempo de retencdo do farmaco (HAUPT, 1996; SNYDER et al. 1997,

BONATO et al.,2005). Adicionou-se, portanto, 5% de isopropanol a fase movel

contendo tampéo fosfato de sédio 20mM, pH 6,0, resultando em uma diminuigdo no

tempo de retencdo (19 minutos), porém, néo foi possivel separar os enantibmeros

do citalopram.

Tabela 5.4 - Ensaios preliminares para a separa¢ado enantiomérica do citalopram utilizando a

coluna Chiral - AGP™®,

Concentracéo

. Proporgéao Fluxo L Fatores
Fase mével ; ) injetada
fase mével (ml/min) ki ek,
(ng/ml)
Tampao fosfato de sédio 20mM (pH 6,0) 100 (v) 0,6 +40,0 *
Tampé&o fosfato de sddio 20mM:isopropanol ~ 95:05 (v/v) 0,6 + 40,0 *
(pH 6,0)
Tampao fosfato de sédio 50mM (pH 6,0) 100 (v) 0,6/0,8 +40,0 *
Tampao fosfato de sédio 50mM:isopropanol  98:02 (v/v) 0,6 +40,0 *
(pH 6,0)
Tampao fosfato de sédio 20mM (pH 7,0) 100 (v) 0,6 +40,0 *

Tampéo fosfato de aménio 50mM (pH 7,0) 100 (v) 0,6 +40,0 *
Tampao fosfato de ambnio 99:01 (v/v) 0,6 +40,0 *
50mM:isopropanol (pH 7,0)

Tampéo fosfato de aménio 25mM (pH 6,0) 100 (v) 0,6/0,8 +40,0 *
Tampao fosfato de amonio 98:02 (v/v) 0,6 +40,0 *
25mM:isopropanol (pH 6,0)

Tampao fosfato de aménio 10mM (pH 6,0) 100 (v) 0,6/0,8 +40,0 *

Tampéo fosfato de aménio 10mM : metanol ~ 95:05 (v/v) 0,8 + 40,0 *

(pH 6,0)
Tampé&o fosfato de aménio 20mM (pH 6,0) 100 (v) 0,8 +40,0 *
Tampao acetato de amdnio 50mM (pH 5,0) 100 (v) 0,8 +40,0 36e44
Tampao acetato de aménio 50mM : metanol  99:01 (viv) 0,4/0,8 +40,0 3,8e4,6/
(pH 5,0) 3,3e4,0

Tampao acetato de amonio 50mM (pH 5,6) 100 (v) 0,8 +40,0 3,6e4,8

Tampéo acetato de amdnio 60mM (pH 5,6) 100 (v) 0,6e0,8 +40,0 8,5e 10,7/

46e5,8

*Nao foi obtida separagao enantiomérica.
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continuacéo da Tabela 5.4:

. Concentracéo
. Proporcgéo Fluxo L Fatores
Fase mével b . injetada
fase mével (ml/min) ki ek,
(ng/ml)
Tampéo acetato de amonio 40mM (pH 5,6) 100 (v) 0,8 +40,0 46e5,8
Tampéo acetato de amdnio 100mM (pH 5,6) 100 (v) 0,8 +40,0 42e5,8
Tampao acetato de amdnio 100mM : 99:01 (v/v) 0,8 +40,0 20e25
isopropanol (pH 5,6)
Tampao acetato de amdnio 100mM : 100 (v) 0,8 +40,0 54e7,6
trietilamina 2mM (pH 5,6)
Tampao acetato de amdnio 100mM : 100 (v) 0,8 +40,0 50e7,0
trietilamina 3mM (pH 5,47)
Tampao acetato de aménio 100mM : 99:01 (v/v) 0,8 +40,0 41e4,7/
trietilamina 3mM : acetonitrila(pH 5,47) 99.5:0.5 43e5,5
(VvIv)
Tampao acetato de amdnio 100mM : 99:01 (v/v) 0,8 +40,0 4,4 e 5,6/
trietilamina 4mM : acetonitrila(pH 5,47) 99.5:0.5 5,0e6,5
(v/v)
Tampao acetato de amdnio 100mM : 100 (v) 0,8 +40,0 50e7,0

trietilamina 4mM(pH 5,47)

A interacdo eletrostética entre a proteina e o soluto carregado também é
afetada pela concentracdo do tampdo empregado na fase movel. Um aumento na
concentracdo do tampdao reduz o tempo de retencdo do soluto (SNYDER et al.,
1997; BONATO et al, 2005). Aumentando-se a forca ibnica da fase mével através do
emprego do tampao fosfato de sddio 50 mM, pH 6,0, com fluxo de 0,6 ou 0,8 ml/min,
obtiveram-se resultados semelhantes aos encontrados com o tampao fosfato de
sédio 20 mM, ou seja, ndo houve a separacdo enantiomérica do farmaco (tempo de
retencdo de 42 e 29 minutos, respectivamente). Com a adicdo de 2% de
isopropanol, também nao foi obtida a separacédo dos enantibmeros do citalopram,

somente reducéo no tempo de retencéo para 20 minutos.

A fase estacionaria Chiral - AGP™® é baseada na proteina glicoproteina o-
acida que apresenta ponto isoelétrico = 2,7, portanto, para a separacdo dos
enantibmeros de um composto basico, como o citalopram (pKa = 9,5), é necessario
um elevado pH da fase movel (no intervalo de 3,0 a 7,0) para acarretar em um
aumento na retencdo dos enantibmeros, devido ao aumento na interacao

eletrostatica entre o soluto e a proteina, cuja densidade de cargas negativas
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aumenta a medida em que o pH € aumentado. Quanto maior for a retencdo dos
enantibmeros, maior é a sua separacdo. O pH da fase mével geralmente é utilizado
para controlar o tempo de retencdo e a seletividade da separagéo quiral (SNYDER
et al., 1997, BONATO et al., 2005; THOMPSON, 2005).

Empregou-se a fase movel tampéao fosfato de sdédio 20mM em pH 7,0, com
fluxo de 0,6 ml/min. Nesta condicdo, ndo se obteve a eluicdo dos enantiomeros do
citalopram ap6s mais de 50 minutos de andlise. No catalogo da ChromTech,
conforme descrito, a fase moével utilizada € constituida de tampdo acetato de
amonio, baseada nesta informacdo estudou-se o tampao fosfato de amoénio. Os
cromatogramas obtidos com este tampédo em diferentes concentracées, pH, fluxo e
adicdo de modificadores organicos ndo forneceram resultados satisfatorios, pois a
separacdo dos isOmeros do citalopram foi parcial, sendo que, em algumas

condicdes, o citalopram nao foi eluido em mais de 50 minutos de analise.

Frente aos resultados obtidos, constatou-se a necessidade de alterar a faixa
tamponante para encontrar a melhor resolucdo entre os enantibmeros, portanto,
passou-se a utilizar o tampéo acetato. Para a fase movel constituida de tampéao
acetato de aménio 50 mM, pH 5,0, fluxo de 0,8 ml/min, obteve-se como resultado a
separacao parcial dos enantidmeros (8,0 e 9,5 minutos), visto que a separacao dos
picos ndo se completou até a linha de base, que é um dos requisitos para futuros
estudos quantitativos (Figura 5.1). Na tentativa de reduzir os tempos de retencdo
dos isbmeros e aumentar a resolucdo entre os picos, adicionou-se a fase moével um

modificador organico fraco (metanol).

AT

Figura 5.1 — Cromatograma da separacéo enantiomérica do citalopram utilizando fase mével
constituida por tampao acetato de aménio 50 mM, pH 5,0, com fluxo de 0,8 ml/min.
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A adicdo de 1% de metanol a fase mével de tampéo acetato de amonio 50
mM, pH 5,0, empregando-se os fluxos de 0,4 e 0,8 ml/min, resultou em separacoes
parciais dos enantibmeros e com tempos de retengcdo menor (12 e 14 minutos para o
fluxo de 0,4 mi/min; 6,5 e 7,5 minutos para o fluxo de 0,8 ml/min), quando
comparado com a fase movel anteriormente testada (Figura 5.2). O aumento do
fluxo da fase mével reduziu a seletividade provavelmente devido a diminuicdo do

tempo de interacdo entre o soluto e a coluna.
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Figura 5.2 — Cromatograma da separacdo enantiomérica do citalopram utilizando fase mével
constituida por tampao acetato de aménio 50 mM: metanol (99:01, v/v), pH 5,0, com fluxo de
0,8 ml/min (A) e 0,4 ml/min (B).

O aumento do pH da fase mével acarreta em uma diminuicdo no tempo de
retencdo de substancias basicas quando as interacBes eletrostaticas séo
predominantes. Quando as interacdes hidrofébicas predominam, o tempo de
retencdo dessas substancias € aumentado (SNYDER et al., 1997). Aumentando o
pH do tampéo acetato de aménio 50 mM para 5,6, com fluxo de 0,8 ml/min,
observou-se no cromatograma (Figura 5.3) maior resolucdo entre os enantidbmeros

em um tempo de retencao relativamente adequado (11,5 e 14,5 minutos).

Figura 5.3 - Cromatograma da separacdo enantiomérica do citalopram utilizando fase movel
constituida por tampao acetato de aménio 50 mM, pH 5,6, com fluxo de 0,8 ml/min.
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Para evitar o uso da trietilamina na fase movel, utilizou-se uma fase movel
com maior forga ibnica através do uso do tampdao acetato de aménio 60 mM, pH 5,6
e fluxo de 0,6 ml/min, com o objetivo de melhorar a enantioseletividade dos
enantibmeros em um tempo de retencdo adequado. No cromatograma da Figura 5.4,
observa-se um aumento na resolucdo do par de enantibmeros (19 e 23,5 minutos),
porém a separacdo ndo se completou até a linha de base. Utilizando tamp&o acetato
de amonio 40 Mm, pH 5,6 e fluxo de 0,8 ml/min, o tempo de retencao foi de 14 e 17
minutos, entretanto, a seletividade dos enantibmeros foi reduzida (Figura 5.5).
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Figura 5.4 - Cromatograma da separacdo enantiomérica do citalopram utilizando fase movel
constituida por tampao acetato de amb6nio 60 mM, pH 5,6, com fluxo de 0,6 ml/min.
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Figura 5.5 - Cromatograma da separacdo enantiomérica do citalopram utilizando fase movel
constituida por tampao acetato de aménio 40 mM, pH 5,6, com fluxo de 0,8 ml/min.
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Empregou-se a fase movel constituida de tampéao acetato de aménio 100 mM,
que é a maxima concentracdo de tampao que esta coluna quiral suporta. O pH foi
alterado para 5,47 e o fluxo desta fase movel foi de 0,8 ml/min. No cromatograma da
Figura 5.6 observa-se a separacdo completa dos enantibmeros do citalopram. A
adicdo de 1% de isopropanol nesta fase movel reduziu o tempo de retencdo e a
resolucdo dos picos formados. Este fato ocorreu provavelmente porque o0s
modificadores organicos, como o0 isopropanol, competem com as moléculas do
soluto na coluna para formar pontes de hidrogénio com as moléculas quirais da fase
estacionaria. Esta competicdo, entre o modificador organico e as moléculas do
soluto, conduziu ao deslocamento das moléculas do citalopram pela coluna, antes
gue ele pudesse interagir com as moléculas quirais da fase estacionaria quiral

levando a complexacédo tempordaria.

1: 238 nm, 8 nm
— Csbopram

Figura 5.6 - Cromatograma da separacdo enantiomérica do citalopram utilizando fase movel
constituida por tampao acetato de aménio 100 mM, pH 5,47, com fluxo de 0,8 ml/min.

A trietilamina foi adicionada a fase moével contendo tampao acetato de amonio
100 mM com o objetivo de melhorar a simetria dos picos formados,
conseguentemente, aumentando a enantioseletividade dos enantidmeros formados.
Para obter-se concentracéo Otima de trietilamina na fase mdvel, foram testadas trés
concentragbes de 2 mM, 3 mM e 4 mM, mantendo-se 0S outros parametros
constantes. Os perfis dos picos estdo apresentados na Figura 5.7, em que se
observa uma melhor resolucdo com adequado tempo de retencdo (9 e 12 minutos)
dos picos com 0 aumento na concentragao de trietilamina, portanto, os resultados

confirmam que 4 mM de trietilamina é a concentragdo apropriada para diminuir a
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cauda sem danificar a coluna. Os tempos de retencdo obtidos para a fase movel
contendo 2 mM de TEA foram 11,5 e 15,5 minutos e com 3 mM de TEA foram 10,8 e
14,5 minutos. O uso de um modificador organico (acetonitrila) na fase movel resultou

em perda de resolucéo da separacdo enantiomeérica.
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Figura 5.7 - Cromatograma da separacdo enantiomérica do citalopram utilizando fase movel
constituida por tampao acetato de amoénio 100 mM: 2 mM de TEA (A) ou 3 mM de TEA (B)
ou 4 mM de TEA (C), pH 5,47, com fluxo de 0,8 ml/min.

O sistema constituido por coluna do tipo Chiral - AGP™® e fase movel
contendo tampéo acetato de aménio 100 mM:trietilamina 4 mM, pH 5,47, fluxo de
0,8 ml/min e deteccdo em 239 nm foi considerado apropriado para a analise
enantiomérica do citalopram, na forma farmacéutica comprimido. Este sistema deu
origem a separacd0 com O0S seguintes parametros cromatograficos: fator de
capacidade ki = 5,0, k» = 7,0 e seletividade de 1,4. Na Figura 5.8 observa-se a
separacdo completa dos enantidmeros do citalopram SQR e em comprimido. Os
cromatogramas apresentam o0s picos correspondentes aos enantibmeros com pouca
cauda e a linha de base no sistema apresenta estabilidade. Com a finalidade de se
verificar a interferéncia dos excipientes foi injetada amostra placebo. O
cromatograma da Figura 5.9 comprova que ndo houve interferéncia dos excipientes

na analise dos enantidmeros do citalopram.
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Figura 5.8 - Cromatograma da separagdo enantiomérica da SQR do citalopram (A) e do
citalopram em comprimido (B), utilizando fase mdvel constituida por tampédo acetato de

amonio 100 mM: TEA 4 mM, pH 5,47, com fluxo de 0,8 ml/min.
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Figura 5.9 - Cromatograma da separac¢do enantiomérica da SQR do citalopram e da solucao
placebo (PLA), utilizando fase mdével constituida por tampado acetato de aménio 100 mM:
TEA 4 mM, pH 5,47, com fluxo de 0,8 ml/min.

Devido a falta do enantidmero puro do escitalopram (isbmero S), procedeu-se

a preparacdo de uma solucdo de escitalopram a partir de seus comprimidos. A

ordem de eluicdo foi determinada pela injecdo desta solucdo de escitalopram, que

através da analise do cromatograma da Figura 5.10 conclui-se que o isémero S é

eluido em 12 minutos e o isdbmero R em 9 minutos, portanto, o enantibmero S

apresenta ligacdes mais fortes com esta fase estacionéria quiral.
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Figura 5.10 - Cromatograma da separacdo enantiomérica do escitalopram (isémero S) em
comprimido, utilizando fase movel constituida por tampéo acetato de aménio 100 mM: TEA
4 mM, pH 5,47, com fluxo de 0,8 ml/min.

O aumento na temperatura da coluna cromatogréafica geralmente reduz a
retencdo e a enantioseletividade, mas, em alguns casos, pode levar a inversées na
ordem de reacdo e a vida util da coluna € reduzida (BONATO et al., 2005;
THOMPSON, 2005). Temperatura de 22 °C nao provou alteracdes na seletividade
dos picos formados. Determinou-se como temperatura para este método 24 °C

(temperatura ambiente).

Através da utilizacdo da fase estacionaria quiral Chiral - AGP™® é possivel a
andlise qualitativa da SQR do citalopram, do citalopram e do escitalopram em
comprimidos. Os valores de fator de capacidade e de seletividade encontrados sao
superiores aos encontrados nos outros métodos descritos na literatura e o curto
tempo de andlise (15 minutos) para a separacdo enantiomérica do citalopram em
sua forma farmacéutica tornam este método vantajoso para o controle de qualidade
de rotina do citalopram. Na presenca das SQR dos isdbmeros do citalopram é
possivel a validacdo deste método para a quantificacdo do farmaco e do

escitalopram em sua forma farmacéutica.
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6. CAPITULO IV — DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO DE
DISSOLUCAO PARA COMPRIMIDOS

6.1. Introducéo

6.1.1. Ensaio de dissolucéo

A dissolucdo de medicamentos pode ser definida como o fen6meno em que
um farmaco no estado solido se libera de sua forma farmacéutica de administracéo e
entra em solu¢do. Uma vez solubilizado, o farmaco esta pronto para ser absorvido
pelo organismo. Para medicamentos de administragcdo oral, os parametros
fundamentais que controlam a taxa e a extensdo da absorgéo sdo a sua solubilidade
aguosa e sua permeabilidade gastrintestinal (AMIDON et al., 1995; KASIM et al.,
2003). No Brasil, os ensaios de dissolucdo passaram a ser exigidos para o registro
de medicamentos a partir de 1999, com a introducdo dos medicamentos geneéricos
(MARCOLONGO, 2003).

O teste de dissolucdo é uma importante ferramenta nas etapas de
desenvolvimento farmacotécnico, que permite a avaliacdo de novas formulacées,
verificar a estabilidade e possibilita possivel correlagdo in vivo — in vitro e no controle
de qualidade de medicamentos, aonde o0s resultados obtidos com esse teste
auxiliam na deteccéo de desvios de fabricacdo, asseguram a uniformidade durante a
producdo de um lote e a reprodutibilidade lote a lote, minimizando o risco da falta de
bioequivaléncia entre os lotes (FDA, 1997; SHAH, 2001; MARQUES; BROWN,
2002).

Desse modo, os estudos de dissolugéo in vitro constituem um dos elementos
essenciais para avaliar e garantir as propriedades biofarmacotécnicas das

formulacdes.

Durante as décadas de 70 e 80, o teste de dissolugdo consagrou-se como

ferramenta indispensavel a rotina do controle de qualidade de medicamentos,



estando incluido praticamente em todas as farmacopéias, como método geral e na
forma de monografia de medicamentos (MARCOLONGO, 2003). Na Farmacopéia
Americana (USP 29, 2006) esta presente a monografia para a matéria-prima do
citalopram, entretanto, ndo ha dados na literatura para o teste de dissolucdo do
citalopram na forma farmacéutica comprimido. Portanto, existe a necessidade do
desenvolvimento de ensaio de dissolucao para o controle de qualidade do citalopram

em comprimidos.

Idealmente, as condigcbes nas quais 0 ensaio de dissolucdo deveria ser
conduzido, seriam aquelas que mimetizassem as fisioldgicas, entretanto, no
desenvolvimento do teste de dissolucdo observou-se que ndo ha necessidade
rigorosa de identidade ao ambiente gastrintestinal, as condi¢des fisico-quimicas do
farmaco podem predominar na escolha das condigcbes (FDA, 1997,
PHARMACOPEIAL FORUM, 2004).

O conhecimento relacionado a solubilidade, permeabilidade, dissolucdo e
farmacocinética do farmaco devem ser considerados para a definicdo de
especificacdes de dissolucdo (FDA, 1997).

Segundo o sistema de classificagdo biofarmacéutica (SCB) que tem como
base a dose, a solubilidade e a permeabilidade, os farmacos podem ser
classificados como pertencentes as seguintes classes (AMIDON et al., 1995;
BRASIL, 2003c; LINDENBERG et al., 2004):

e Classe I: alta solubilidade (AS) e alta permeabilidade (AP);

e Classe Il: baixa solubilidade (BS) e alta permeabilidade (AP);

e Classe lll: alta solubilidade (AS) e baixa permeabilidade (BP);

e Classe IV: baixa solubilidade (BS) e baixa permeabilidade (BP).

A classificacdo biofarmacéutica do farmaco é importante na escolha do meio
de dissolugdo. Na falta de evidéncias de instabilidade no trato gastrintestinal,
considera-se um farmaco de alta permeabilidade quando a extensdo da absorcao
em humanos € igual ou superior a 90% da dose administrada, baseada em balanco
de massa, comparagdo com uma dose intravenosa e biodisponibilidade absoluta. A
solubilidade de um farmaco é determinada pela dissolucdo da dose unitaria mais

elevada em 250 ml de solu¢bes tampéao de pH entre 1,0 e 7,5 a 37 °C. Um farmaco
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€ considerado soluvel quando o resultado, em volume, da relacéo dose / solubilidade
€ menor que 250 ml (FDA, 1997; FDA, 2000; BRASIL, 2003c; LINDENBERG et al.,
2004; MENDOZA et al., 2005).

O citalopram possui uma biodisponibilidade de aproximadamente 80% e é
prontamente absorvido no trato gastrintestinal em uma hora apdés a sua
administracdo (HIEMKE; HARTTER, 2000; MENDOZA et al., 2005). Segundo KASIM
e colaboradores (2003) um farmaco é considerado de alta solubilidade quando a
relacdo dose / solubilidade é menor ou igual a um, para o bromidrato de citalopram,
na dose de 40 mg, foi encontrado 0,016 para esta relacdo, portanto, ele € um
farmaco de alta solubilidade. Farmaco de alta permeabilidade apresenta valor de log
P (coeficiente de particdo octanol / 4gua) maior ou igual a 1,72, segundo MOFFAT e
colaboradores (2004), o log P para o citalopram é 3,74. Com base nos dados
farmacocinéticos, de log P e de solubilidade, sugere-se para o citalopram a
classificacdo biofarmacéutica de Classe | devido sua alta solubilidade e os dados
encontrados na literatura sugerem que ele seja um farmaco de alta permeabilidade
(Classe I). Para farmacos de Classe | ou lll, uma limitada correlagéo in vivo — in vitro
pode ser alcancada, dependendo da relacdo entre dissolucdo e esvaziamento
gastrico / transito intestinal (AMIDON et al., 1995; FDA, 1997; KASIM et al., 2003;).

No desenvolvimento de um método de dissolugcdo, muitas sdo as variaveis a
serem analisadas que influenciam a dissolugcéo e a reprodutibilidade dos resultados
dos testes (MARQUES; BROWN, 2002; MARCOLONGO, 2003; STORPIRTIS et al.,

2004). Dentre essas variaveis, citam-se as:

- relacionadas com o farmaco: solubilidade, tamanho de particula,

polimorfismo, higroscopicidade;

- relacionadas com a forma farmacéutica: excipientes, tecnologia de

fabricacéao;

- relacionadas com o equipamento: aparato utilizado, velocidade de agitacao,
posicdo e método de amostragem, vibracao do sistema, posi¢ao da haste;

- relacionadas com o meio de dissolucéo: volume, presenca de gases, pH,

temperatura, forca idnica, evaporacao do meio, viscosidade;

- relacionadas como método analitico: método de filtracdo e método analitico.
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As selecdes das condi¢des do teste de dissolucdo devem ser no sentido de
obter o méximo poder discriminatério e resultar na capacidade de refletir mudancas
feitas na formulacdo, no processo de fabricacdo, ou nas caracteristicas fisico-
quimicas do farmaco (MARQUES; BROWN, 2002, PHARMACOPEIAL FORUM,
2004). A avaliacdo do perfil de dissolucdo do farmaco (percentagem de farmaco
dissolvido versus tempo) em diferentes meios é recomendada como suporte no

desenvolvimento dos testes de dissolugéo.

Nenhum dos objetivos dos ensaios de dissolugdo sera alcancado se o teste
nao for confiavel e apresentar, no minimo, especificidade, robustez, linearidade
precisdo e exatiddo dos resultados (MARQUES; BROWN, 2002; MARCOLONGO,
2003). Antes de prosseguir com a validacdo do método de dissolucdo deve-se
avaliar a calibragdo do aparato a ser utilizado, as condi¢gfes sink, a influéncia dos

filtros e a estabilidade das solu¢cdes amostra.

As especificacbes de dissolucdo in vitro sdo estabelecidas para garantir
consisténcia de qualidade lote a lote e para indicar problemas potenciais de
biodisponibilidade. A especificacdo de um Unico ponto para forma farmacéutica de
liberacdo imediata, contendo farmaco altamente solivel e que se dissolve
rapidamente, sendo adequada para a rotina de testes e controle de qualidade para
uniformidade lote a lote (FDA, 1997; BRASIL, 2003c).

6.1.2. Comparacéao de perfis de dissolucao

Considerando-se que os medicamentos soélidos de uso oral, de liberacdo
imediata ou modificada, sdo aqueles que podem apresentar maior problema em
relacdo a biodisponibilidade, torna-se essencial avaliar a dissolu¢cdo do farmaco a
partir da forma farmacéutica, realizando teste in vitro que permita visualizar como a
dissolucdo ocorre em funcdo do tempo. Este teste, conhecido como perfil de
dissolucdo, tem sido utilizado como uma ferramenta no desenvolvimento de
formulacdes, uma vez que estabelece a semelhanca entre uma nova formulacéo
genérica e seu produto de referéncia, como também evidencia diferencas na
dissolugdo causadas por fatores ligados ao farmaco, excipientes e a técnica de
fabricacdo empregada (MARCOLONGO, 2003; STORPIRTIS et al., 2004).
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A comparacdo de perfis de dissolucdo entre o produto teste e o referéncia
realizada antes da conducao do estudo de bioequivaléncia atua como um indicativo
do comportamento semelhante dos produtos, mas ndo garante que os produtos
sejam bioequivalentes (ANVISA, 2004).

Para a realizacdo da comparacdo de perfis de dissolucdo ha dois métodos
propostos na literatura: modelo independente e o dependente. O primeiro pode
ainda ser dividido em procedimentos baseados na ANOVA, testes de razdo (area
sob a curva) ou testes combinados (fatores f; e f;). Alguns métodos modelo
dependentes aplicaveis a comparacao de perfis de dissolucdo sdo: ordem zero,
primeira ordem, Hixson-Crowell, Higushi, quadratico, Weibull. FDA (1997), ANVISA
(2004) e EMEA (1999) adotaram o fator f; e f, como indicativo da semelhanca entre
os perfis de dissolucéo por ser de facil aplicacéo e interpretacdo (ANDERSON et al.,
1998; MARCOLONGO, 2003).

Esses fatores, f; e f,, propostos por MOORE e FLANNER (1996) sédo duas
equacdes que avaliam a diferenga entre a percentagem de farmaco dissolvido por
unidade de tempo entre um produto teste e outro referéncia. Estes fatores
apresentam como desvantagem apenas demonstrar a diferenca entre duas curvas,
sao insensiveis ao formato da curva. Este método esta sujeito a muitas criticas, pois
os critérios de aceitacdo sdo muito amplos, o que faz com que o método seja muito
liberal em concluir semelhanca de perfis e pouco discriminativo (O'HARA et al.,
1998; ANDERSON et al., 1998; MARCOLONGO, 2003).

O fator f; calcula a percentagem de diferenca entre os dois perfis avaliados a

cada tempo de coleta e corresponde a uma medida do erro relativo entre os perfis:
f1 ={[Z" 1 (Rt = TY] / [Z" t2 R{]} x 100

onde:
n = namero de tempos de coleta;

R: = valor da percentagem dissolvida no tempo t, obtido com o medicamento

de referéncia ou com a formulac&o original (antes da alteracdo);

T: = valor da percentagem dissolvida do produto teste ou da formulacao
alterada, no tempo t.
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O fator f2 corresponde a uma medida de semelhanca entre as porcentagens

dissolvidas de ambos os perfis:
f, =50 log {[1 + (1/n) " 1.1 (R; — T)?]*° x 100

O critério para que os dois perfis sejam considerados semelhantes sdo: f; = 0
al5ef,=50a100.

Para aplicar esse modelo deve-se considerar:
- avaliar doze unidades;
- empregar no minimo cinco pontos de coleta;

- incluir apenas um ponto acima de 85% de dissolugcdo para ambos o0s

produtos;

- para permitir o uso de médias, os coeficientes de variagdo para 0s primeiros
pontos (15 minutos, por exemplo) ndo devem exceder 20%. Para os demais pontos

considera-se o maximo de 10%:;

- nos casos em que a dissolucao for muito rapida, apresentando valor igual ou
superior a 85% de farmaco dissolvido em 15 minutos, os fatores f; e f, perdem o seu

poder discriminativo e, portanto, ndo € necessario calcula-los (BRASIL, 2004).

Outra forma util de fazer comparaces é o termo eficiéncia de dissolucdo
(ED), termo empregado por Khan e Rhodes, em 1972. A ED pode ser definida como
a area sob a curva de dissolucdo até um determinado tempo t, expressa como a
percentagem da area do retangulo que corresponderia a 100% de dissolugdo no
mesmo tempo (KHAN, 1975):

ED% = Ar}ea sob a curva (ASC) x 100
Area retangulo Yoo

A ED apresenta como vantagens a plotagem dos dados em um unico grafico,
0 que permite que se faca uma comparacao rapida entre um grande numero de
formulacdes e, os dados podem estar, teoricamente, relacionados com dados in vivo
(KHAN, 1975; MARCOLONGO, 2003).
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H& na literatura trés trabalhos de bioequivaléncia do citalopram in vivo
(GUTIERREZ; ABRAMOWITZ, 2000; MENDOZA et al., 2005; MENDES et al., 2005).
Entretanto, ndo existem trabalhos descritos para a comparacdo dos perfis de
dissolucéo in vitro, a fim de verificar se os perfis de liberagdo do citalopram dos
comprimidos de medicamentos genérico e similar, comercializados no mercado

nacional, sdo semelhantes ao do medicamento referéncia.
6.2. Materiais e Métodos

6.2.1. Produto farmacéutico

Comprimidos contendo 20 mg de citalopram, com o nome comercial de
Cipramil®, fabricados pela Lundbeck, lote 2083025, fabricagéo 10 / 2005 e validade
10/ 2008.

Excipientes: amido, lactose, celulose microcristalina, copolividona, glicerol a
85%, croscaramelose sddica, estearato de magnésio, hipromelose, macrogol 400 e
dioxido de titanio.
6.2.2. Solventes e reagentes

e Acetonitrila grau cromatografico, Merck ©, Darmstadt, Alemanha,

e Acido cloridrico fumegante grau analitico, Quimex ®, Brasil,

e Acido orto-fosférico 85% grau analitico, Merck ®, Darmstadt, Alemanha,

e Agua purificada, Milli-Q plus, Millipore ®, Milford, Estados Unidos,

e Trietilamina grau analitico, Merck ®, Darmstadt, Alemanha,

e Fosfato de potassio monobasico grau analitico, Synth ®, Brasil,

e Hidréxido de sédio grau analitico, Quimex ©, Brasil,

e Acetato de sédio grau analitico, Quimex ®, Brasil,

e Acido acético glacial grau analitico, Nuclear ®, Brasil.

6.2.3. Equipamentos e acessorios
e Aparelho para teste de dissolugcdo multi-banho (n=7), Sotax AT7, Suica,
e Banho de ultra-som, modelo USC 5000, Brasil,
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e Centrifuga, excelsa 2, Fanem ®, Brasil,

e Coluna cromatogréfica de fase reversa octadecilsilano ACE® (250 x 4,6

mm d.i.) 5 um, Aberdeen, Escécia,

e Cromatégrafo a liquido equipado com controlador SCL-10Avp, com
bomba modelo LC-10ADvp, detector com comprimento de onda variavel
UV/VIS modelo SPD-M10Avp, controlador de temperatura para coluna
modelo CTO-10ACvp, injetor automatico com “loop” variavel SIL-10ADvp e
integrador automético computadorizado através do software CLASS VP ©,

Shimadzu, Japao,
e Espectrofotometro UV-VIS, modelo UV-160A, Shimadzu, Japéao,

e Membrana filtrante de nylon, porosidade 0,45 pm, 47 mm, MFS ©,
Millipore Corporation, MA, Estados Unidos,

e Membrana filtrante Millex ® HN de nylon, porosidade 0,45 pm, 13 mm,
Millipore Corporation, MA, Estados Unidos,

e Filtro quantitativo faixa preta, 10 mm, Framex ©, Alemanha,

e Filtro qualitativo 80g, porosidade 3,0 um, 600 x 600 mm, Frama 1600°,

Brasil,

e Potenciémetro Digimed ® modelo DM-20, Brasil.
6.3. Desenvolvimento do método para o teste de dissolucéo

Segundo a legislacéo brasileira e o FDA, os perfis de dissolucdo devem ser
realizados em, pelo menos, trés meios de dissolucéo diferentes, dentro da faixa de
pH fisiolégico (FDA, 1997, BRASIL, 2004). A selecdo do meio é feita considerando-
se, em parte, a solubilidade do farmaco de maneira a assegurar as condi¢des sink
(MARQUES; BROWN, 2002). A determinacdo das condicdes sink foi realizada em
quatro meios de dissolucéo: &cido cloridrico 0,1 M; acido cloridrico 0,01 M; tampéao
acetato (pH 4,1) e tampao fosfato (pH 6,8), utilizando quantidades de SQR de
citalopram equivalente a trés vezes a dose dos comprimidos em 900 ml dos meios
de dissolucéo. Pesou-se o equivalente a 10,0 mg de SQR de citalopram e transferiu-

se para um erlenmyer contendo 150 ml dos meios de dissolucdo. As amostras foram
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agitadas lentamente. Os meios de dissolucdo foram preparados segundo a
Farmacopéia Americana (USP 29, 2006).

A 4gua néo foi testada por ndo ser um meio de dissolucdo adequado devido a
inUmeras razdes: a qualidade da agua pode variar dependendo da fonte, o pH e a
tensdo superficial podem variar em funcdo do dia e durante o teste em funcdo do
farmaco e dos excipientes, ndo é um meio representativo do trato gastrintestinal, ndo
€ um meio fisiologicamente relevante (FDA, 1997; MARQUES; BROWN, 2002;
PHARMACOPEIAL FORUM, 2004).

6.3.1. Avaliacdo da influéncia do filtro

A filtracdo do meio de dissolucdo antes da quantificacdo mostra-se necessaria
para a remocao tanto de particulas ndo dissolvidas da substancia quanto de
excipientes insoluveis que podem mascarar resultado ou obstruir a coluna, no caso
de serem usados métodos cromatograficos (MARCOLONGO, 2003;
PHARMACOPEIAL FORUM, 2004).

Para essa avaliacao foram preparadas solucdes de SQR e amostra nos meios
de dissolucao propostos (acido cloridrico 0,01 M e 0,1 M, tamp&o acetato (pH 4,1) e
tampao fosfato (pH 6,8)), comparando-se a concentracdo de citalopram antes e apos
a filtracéo, utilizando a espectrofotometria no ultravioleta. Para que o filtro possa ser
utilizado, os resultados obtidos apés a filtracdo devem estar dentro da faixa de 98 —
102% da concentragao original da solugdo SQR néo filtrada e da solugdo amostra
centrifugada (MARQUES; BROWN, 2002; MARCOLONGO, 2003;
PHARMACOPEIAL FORUM, 2004).

6.3.1.1. Avaliacao da SQR

Pesou-se o0 equivalente a 11,11 mg da SQR, transferiu-se para baldo
volumétrico de 100 ml, completou-se o volume com o meio de dissolucdo e
homogeneizou-se. Transferiu-se aliquota de 10,0 ml para baldo volumétrico de 100
ml e completou-se o volume com o meio de dissolugéo, obtendo-se solugdo com

concentracao final de 11,11 pg/ml.

A solucéo final (11,11 pg/ml) foi dividida em quatro partes iguais. A primeira

parte ndo foi filtrada, sendo diretamente realizada a leitura de sua absorvancia, a
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qual foi utilizada como referéncia. As demais partes foram filtradas em papel filtro
guantitativo, em membrana de nylon com poro de 0,45um e em papel filtro de 3,0

UM, respectivamente, e suas absorvancias foram determinadas.

6.3.1.2. Avaliacao das amostras

Para a avaliacdo da interferéncia dos filtros na quantificacdo das amostras, foi
utilizado um agitador magnético provido de aquecimento, no qual um béquer de
1.000 ml contendo o meio de dissolucéo foi mantido aquecido a 37,0 + 0,5 °C com o
auxilio de um banho-maria. A agitacdo foi realizada com o uso de um bastdo

magnético. Todas as aliquotas foram retiradas no mesmo ponto de coleta.

Realizou-se o teste com amostra simulada de excipientes acrescidas de 20,0
mg de SQR, utilizando 900 ml de meio de dissolucdo a 37,0 £ 0,5 °C. Apds uma
hora de agitacdo branda, aliqguota de 10,0 ml foi retirada e centrifugada por 10
minutos a 3000 rpm. A seguir, realizou-se o mesmo procedimento utilizando papel
filtro quantitativo, membrana de nylon com poro de 0,45um e papel filtro de 3,0 um,
respectivamente, para filtracdo das amostras. Foram transferidos 5,0 ml de cada
filtrado para bal6es volumétricos de 10 ml, completando-se o volume com o meio de
dissolugcédo, obtendo-se solucdo com concentragdo final de 11,11 pg/ml. Suas
absorvancias foram determinadas. Os resultados obtidos foram avaliados em funcao

da concentracéo da solucdo centrifugada.

6.3.2. Avaliagcao da estabilidade de solugbes da SQR e amostras no meio

de dissolucéo

A estabilidade das solucbes nos meios de dissolucao propostos (acido
cloridrico 0,01 M e 0,1 M e tampéo fosfato (pH 6,8)), foi determinada em temperatura
ambiente e ao abrigo da luz por um periodo de 24 horas, a temperatura de 37,0
0,5 °C por 2 horas e a solucdo de SQR também foi avaliada ap6s 24 horas em
geladeira. A analise das solugdes foi feita através do método por cromatografia
liquida previamente validado.

6.3.2.1. Preparo da SQR

Pesou-se o0 equivalente a 11,11 mg de SQR e transferiu-se para baldo
volumétrico de 1000 ml. Adicionou-se aproximadamente 900 ml do meio de
dissolucdo e colocou-se em banho de ultra-som por 10 minutos. O volume foi
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completado obtendo-se solu¢cdo com concentracéo final de 11,11 pg/ml. Filtrou-se
uma aliquota com papel filtro quantitativo e ap6s com membrana de nylon com poro

de 0,45um e avaliou-se por cromatografia liquida.

Estocou-se, ao abrigo da luz, em temperatura ambiente e na geladeira,
durante 24 horas, em torno de 100 ml desta solucédo (solugdo A). Outra aliquota,
aproximadamente 900 ml, foi transferida para cuba de dissolugdo e mantida a 37,0 =
0,5 °C por 2 horas (solu¢cdo B). Decorrido os tempos determinados, aliquota da
solugéo A foi retirada e filtrada com membrana de nylon com poro de 0,45um e
aliquotas de 10,0 ml da solucdo B foram retiradas e apos filtracdo com papel filtro
guantitativo e com membrana de nylon com poro de 0,45um foram analisadas por

cromatografia liquida.

6.3.2.2. Preparo das amostras

Foi transferida amostra simulada dos excipientes dos comprimidos acrescidos
de 11,11 mg de SQR para baldo volumétrico de 1000 ml. Adicionou-se
aproximadamente 900 ml do meio de dissolugcéo e colocou-se em banho de ultra-
som por 10 minutos. O volume foi completado obtendo-se solucdo com
concentracdo final de 11,11 pg/ml. Filtrou-se uma aliquota com papel filtro
quantitativo e apés com membrana de nylon com poro de 0,45um e avaliou-se por

cromatografia liquida.

Retirou-se aliquota de 100 ml que foi conservada ao abrigo da luz, em
temperatura ambiente, por 24 horas (solugédo C). O restante, 900 ml, foi transferido
para cuba do dissolutor e foi mantida por 2 horas em temperatura de 37,0 + 0,5 °C
(solucdo D). Apés decorridos seus respectivos tempos, foi retirada aliquota da
solucédo C e filtrada com membrana de nylon com poro de 0,45um e aliquotas de
10,0 ml da solucdo D que foram filtradas com papel filtro quantitativo e apdés com
membrana de nylon com poro de 0,45um e analisadas por cromatografia liquida.

6.3.3. Condicdes do ensaio de dissolucao

O ensaio de dissolucdo dos comprimidos de citalopram foi desenvolvido e
otimizado utilizando o equipamento de dissolu¢cdo Sotax AT7, equipado com seis
cubas. Foram testadas diversas condi¢des de dissolugcdo, de acordo com o método
geral da USP 29 (2006), variando-se o meio utilizado (900 ml de &cido cloridrico 0,01
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M e 0,1 M, tampao acetato (pH 4,1) e tampéao fosfato (pH 6,8), desaerados) e o
equipamento (aparato 1 — cestas ou aparato 2 — pas). A temperatura foi mantida a
37,0 £ 0,5 °C. A influéncia da velocidade de agitacdo, meio de dissolucéo e
desaeracdo foram avaliados. O meio, segundo MARCOLONGO (2003), pode ser
devidamente desaerado por aquecimento a 45 °C seguido por filtracdo a vacuo, por
sonicacdo a 37 °C, por ebulicAo seguida de esfriamento da é&gua, ou por
borbulhamento de gas hélio. A desaeracdo dos meios foi realizada através do
aquecimento dos meios até aproximadamente 48 °C, posteriormente, transferiu-se o
volume de 900 ml para cada cuba, as quais foram colocadas em banho de ultra-som

por 20 minutos.

Nos testes iniciais do ensaio de dissolugéo foram realizadas coletas manuais
de 15,0 ml da amostra nos tempos de 5, 10, 15, 20, 30, 45 e 60 minutos. ApGs a
otimizacdo do ensaio de dissolucéo, foram realizadas coletas manuais de 10,0 ml
nos tempos de 5, 9, 12, 15, 20, 25 e 30 minutos, efetuando-se reposi¢cdo do mesmo
volume de meio de dissolugdo a 37,0 =+ 0,5 °C, a fim de manter um volume
constante. A percentagem dissolvida do farmaco foi determinada, sem posterior
diluicdo, por cromatografia liquida, apds filtracdo das amostras através do papel filtro

quantitativo e, em seguida, com a membrana de nylon com poro de 0,45 pm.

Para cada ensaio de dissolugcéo foi preparada solugdo SQR no meio de
dissolucéo avaliado. Pesou-se o equivalente a 11,11 mg de citalopram e transferiu-
se para baldo volumétrico de 50 ml. Completou-se o volume com o0 meio de
dissolucdo e homogeneizou-se. Aliguota de 5,0 ml desta solucao foi transferida para
baldo volumétrico de 50 ml, completou-se o volume com o meio de dissolucéo,

obtendo-se uma solugdo SQR de concentragéo final de 22,22 pg/ml.

Nos célculos da percentagem dissolvida levou-se em consideracao o teor do
farmaco, as concentracdes nas aliquotas retiradas e devidas correcdes referentes as

retiradas de farmaco e reposi¢cées de meio em cada tempo.
6.4. Validacédo do método de dissolucao

O meétodo de dissolucdo foi validado de acordo com o ICH (2005),
MARQUES; BROWN (2002), MARCOLONGO (2003) e Pharmacopeial Forum -
<1092>The Dissolution Procedure: Development and Validation (2004).
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6.4.1. Especificidade

Foram avaliadas amostras simuladas dos excipientes (ASE) dos comprimidos
de citalopram, empregando-se as seguintes condicfes: 900 ml dos meios de
dissolugéo (acido cloridrico 0,01 e 0,1 M e tampéao fosfato (pH 6,8)) desaerados a
37,0 £ 0,5 °C, 150 rpm, aparato 2 (pas) e tempo de 60 minutos. Aliquotas de 20,0 ml

foram retiradas e filtradas com papel filtro quantitativo (filtrado A).

Do filtrado A foi retirada aliquota de 5,0 ml e transferida para baldo
volumétrico de 10 ml. Completou-se o volume com o meio de dissolucédo
correspondente, obtendo-se solugdo com concentracéo final de 11,11 pg/ml. Esta
solucéao foi avaliada por espectrofotometria no ultravioleta. Aliquota em torno de 15,0
ml do filtrado A foi retirada e filtrada com membrana de nylon com poro de 0,45 pm
(filtrado B). Do filtrado B, foi retirada aliquota de 5,0 ml e transferida para balédo
volumétrico de 10 ml. Completou-se o volume com o meio de dissolucéo
correspondente, obtendo-se solugdo com concentracdo final de 11,11 pg/ml. Esta
solucdo foi avaliada por espectrofotometria no ultravioleta e por cromatografia

liquida.

Solucdo de SQR foi preparada pesando-se o equivalente a 11,11 mg de
citalopram e transferindo-se para baldo volumétrico de 100 ml. Completou-se o
volume com o meio de dissolucdo correspondente. Desta solucdo, aliquota de 10,0
ml foi transferida para baldo volumétrico de 100 ml, completou-se o volume com o
meio de dissolugdo correspondente, obtendo-se solugdo com concentragao final de
11,11 pg/ml. Esta solucdo foi avaliada por espectrofotometria no ultravioleta e

cromatografia liquida.

6.4.2. Linearidade

Pesou-se o equivalente a 10,0 mg de SQR, transferiu-se para baldo
volumétrico de 100 ml e completou-se o volume com acido cloridrico 0,1 M, obtendo-
se uma solugdo com concentracdo final de 100,0 pg/ml. A partir desta foram
preparadas solucdes, as quais foram diluidas com &cido cloridrico 0,1 M, nas
concentracdes de 1,0; 5,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0 e 40,0 ug/ml. Foram preparadas e
analisadas trés curvas, no mesmo dia, por cromatografia liqguida. Cada ponto da

curva foi injetado em triplicata.
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Com a area absoluta média obtida nas trés curvas, construiu-se um grafico
plotando-se &rea média versus concentracdo do farmaco (ug/ml). Calculou-se a
equacao da reta através do estudo da regresséo linear, pelo método dos minimos
quadrados e os resultados foram avaliados, estatisticamente, através da analise de
variancia (ANOVA).

6.4.3. Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada através do percentual de recuperacéao de

uma quantidade conhecida da SQR adicionada a amostra simulada de excipientes.

Foram preparadas amostras simuladas de excipientes dos comprimidos de
citalopram, as quais foram adicionadas 10, 100 e 150% da quantidade declarada de
SQR.

Procedeu-se a dissolugdo por 30 minutos, empregando-se as seguintes
condig¢fes: 900 ml de meio acido cloridrico 0,1 M a 37,0 £ 0,5 °C, 50 rpm, aparato 1
(cestas). Foram obtidas concentracdes finais de 2,22 pg/ml, 22,22 ug/ml e 33,33
pug/ml, respectivamente. Foram retiradas aliquotas de 10,0 ml de cada cuba e
filtradas com papel filtro quantitativo e ap6s com membrana de nylon com poro de
0,45 um. As amostras foram avaliadas por cromatografia liquida. Foram preparadas

e analisadas duas cubas para cada percentual de SQR adicionado.

6.4.4. Precisao

A precisdo do método foi avaliada através da repetibilidade e da precisao

intermediaria baseadas no desvio padrao relativo (DPR) dos resultados.

Foram preparadas amostras simuladas de excipientes dos comprimidos de

citalopram, as quais foram adicionadas 100% da quantidade declarada de SQR.

Procedeu-se a dissolucdo por 30 minutos, empregando-se as seguintes
condicbes: 900 ml de meio acido cloridrico 0,1 M a 37,0 £ 0,5 °C, 50 rpm, aparato 1
(cestas). Concentracao final 22,22 pug/ml. Foram retiradas aliquotas de 10,0 ml de
cada cuba e filtradas com papel filtro quantitativo e apés com membrana de nylon
com poro de 0,45 um. As amostras foram avaliadas por cromatografia liquida. Foram

preparadas trés amostras e analisadas, em triplicata, em dois diferentes dias.

98



A precisdo intermediaria foi avaliada, também, através da quantificacdo do
percentual de liberacdo do citalopram em um outro equipamento de cromatografia
liquida (Agilent Technologies, model 1200, Agilent ChemStation software).

6.4.5. Robustez

A robustez do método foi avaliada verificando-se a influéncia da desaeracéo
do meio de dissolucao, visto que as bolhas existentes no meio poderiam: aderir nas
malhas da cesta, alterando sua porosidade; aderir as formas farmacéuticas antes da
desintegracédo, reduzindo a area superficial exposta ao solvente; impedir a interface
sélido — liquido (SKOUG, et al., 1997).

6.5. Comparacéao de perfis de dissolucao

6.5.1. Amostras utilizadas no estudo

Foi utilizada amostra de um lote de cada laboratério produtor, na
concentracdo de 20 mg de citalopram. A amostragem foi composta dos seguintes
laboratérios:

A — Cipramil®, Lundbeck® — medicamento referéncia.
B - Procimax®, Libbs® — medicamento similar.

Comprimido de 20 mg de citalopram. Lote 6A637, fabricagdo 05 / 2006 e
validade 05 / 2008.

Excipientes: amido, lactose, celulose microcristalina, polividona,
croscaramelose sddica, diéxido de silicio coloidal, estearato de magnésio,

polietilenoglicol, metacrilato de dimetilamino etila e corante amarelo crepusculo.
C — Citalopram, Eurofarma® - medicamento genérico.

Comprimido revestido de 20 mg de citalopram. Lote 95178, fabricacdo 06 /
2006 e validade 06 / 2008.

Excipientes: amido de milho, lactose, celulose microcristalina, crospovidona,
croscaramelose sodica, estearato de magnésio, Oleo vegetal hidrogenado,
hidroxipropilmetilcelulose, polietilenoglicol e didxido de titanio.
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6.5.2. Perfil de dissolucao

Realizou-se o teste de dissolucdo do citalopram utilizando doze comprimidos
das amostras em estudo e do medicamento referéncia (Cipramil®), sob as condicées
previamente selecionadas. Amostras foram coletadas nos tempos 5, 9, 12, 15, 20,
25 e 30 minutos, gerando o perfil de dissolucdo de ambos os medicamentos.

A comparacao dos perfis de dissolucéo foi realizada por duas metodologias
do método modelo independente: (1) fator de diferenca (f;) e fator de similaridade
(f2); (2) célculo da eficiéncia de dissolucdo (ED%) atraves da é&rea trapezoidal, no
qual foram determinadas as areas sob a curva da percentagem de dissolucédo do

citalopram versus tempo individual para as doze unidades de comprimido.

6.5.3. Uniformidade de doses unitarias das amostras

Foram avaliadas, individualmente, dez unidades de cada produto, por
cromatografia liquida. As amostras foram preparadas transferindo-se o conteudo de
uma unidade para baldo volumétrico de 200 ml, e prosseguindo a diluicdo e a

extracdo da mesma forma indicada no item 4.6.1.3 (Capitulo I1).

A quantidade de farmaco presente em cada unidade foi avaliada segundo

especificacdo da Farmacopéia Brasileira IV Edi¢do (1988).
6.6. Resultados e discusséao

A solubilidade de farmacos veiculados em formas farmacéuticas de
administracdo oral, como os comprimidos, depende da capacidade destes de se
libertarem da formulag@o e solubilizar em condic¢des fisiolégicas, bem como sua
permeabilidade através do trato gastrintestinal. A capacidade do farmaco de se
libertar (disponibilizar) € avaliada através de estudos de dissolucao (FDA, 1997).
Neste intuito, foi desenvolvido e otimizado teste de dissolucdo para estudar a
liberacdo do citalopram dos comprimidos e posteriormente comparar os perfis de
dissolugdo com alguns produtos disponiveis no mercado nacional, visto que nao

foram encontrados métodos na literatura com este propadsito.

O desenvolvimento de um teste de dissolucédo deve ser orientado no sentido
de se obter o maximo poder discriminatoério e resultar na capacidade de detecc¢éo de
possiveis mudangcas na qualidade de um produto que possa afetar suas
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caracteristicas biofarmacéuticas (MARQUES; BROWN, 2002; PHARMACOPEIAL
FORUM, 2004).

Para o desenvolvimento do método de dissolucéo consideraram-se os dados
de solubilidade e permeabilidade do farmaco, seguindo o sistema de classificacao

biofarmacéutica. Diferentes aparatos e meios foram testados.

Solubilidade e estabilidade do farmaco séo propriedades importantes a serem
consideradas quando se seleciona um meio de dissolugdo (PHARMACOPEIAL
FORUM, 2004). O termo condic¢des sink é definido como ndo menos que trés vezes
o volume de meio necessario para obter uma solucdo saturada do farmaco
(MARQUES; BROWN, 2002; PHARMACOPEIAL FORUM, 2004). Atualmente,
aceita-se também que um volume de 5 — 10 vezes 0 necessario para saturacao seja
suficiente para manter as condi¢cdes sink (ABDOU, 1989). As condi¢des sink s&o
desejaveis a fim de evitar que a velocidade de dissolucdo seja influenciada,
artificialmente, pela aproximacao da saturacdo durante a realizacéo do teste, porém,
nao sao obrigatodrias (FDA, 1997; MARQUES; BROWN, 2002).

As condicbes sink testadas demonstraram que o citalopram € solivel em
acido cloridrico 0,01 M e 0,1 M, tampéao acetato (pH 4,1) e tampéao fosfato (pH 6,8).
Desta forma, os ensaios preliminares de dissolucéo foram realizados utilizando estes
quatro meios de dissolugcdo, com a finalidade de selecionar as melhores condigbes
para o teste de dissolucdo para os comprimidos de citalopram.

Para o desenvolvimento do teste de dissolucdo os primeiros parametros a
serem avaliados séo a filtracdo e a estabilidade do farmaco nos meios de dissolucéo
testados (FORTUNATO, 2005).

A avaliacdo dos filtros foi realizada para verificar possiveis alteractes
significativas na concentracdo do farmaco ou liberacdo de material para a solucao.
Nessa avaliagcdo foi utilizada a espectrofotometria no ultravioleta, pois a
cromatografia liquida ndo possibilita o0 uso de amostras néao filtradas, o que poderia

danificar o equipamento e inutilizar a coluna cromatogréfica.

Os resultados da avaliacédo dos filtros para filtracdo de SQR e amostras em

estudo nos diferentes meios de dissolucdo encontram-se nas Tabelas 6.1 e 6.2.
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Com base nestes valores, verificou-se que ndo houve alteracédo significativa (entre
98 — 102%) do percentual de SQR e de amostra recuperados nos diferentes meios
comparando-se com a solucdo SQR néo filtrada e solugdo amostra centrifugada,
respectivamente, apos a filtracdo com o filtro quantitativo e com membrana de nylon
com poro de 0,45um. O filtro qualitativo de 3,0 um apresentou valores acima da faixa
aceitavel para a solugdo SQR e amostra em todos meios, exceto no tampéao acetato
(pH 4,1) em que o percentual de amostra recuperado encontra-se dentro dos limites
aceitaveis. Portanto, o filtro quantitativo e a membrana de nylon com poro de 0,45um

foram os filtros selecionados para o desenvolvimento do método de dissolucéao.

Tabela 6.1 — Valores experimentais obtidos nas avalia¢cdes dos filtros utilizados para filtracdo
de SQR e amostras por espectrofotometria no ultravioleta em &cido cloridrico 0,01 e 0,1 M.

HCI 0,01 M HCI 0,1 M
Tipos de filtracéo
SQR (%) Amostra (%) SQR (%) Amostra (%)

Sem filtracao 100,0 - 100,0 -
Centrifugacao - 100,0 - 100,0
Filtro quantitativo 101,82 101,28 101,60 101,02
Membrana de nylon com poro 100,00 100,00 99,82 98,30

de 0,45 um

Filtro qualitativo de 3,0 um 106,00 106,93 104,61 103,40

Tabela 6.2 — Valores experimentais obtidos nas avaliacdes dos filtros utilizados para filtracdo
de SQR e amostras por espectrofotometria no ultravioleta em tampao acetato (pH 4,1) e
tampéao fosfato (pH 6,8).

Tampdo acetato (pH 4,1) Tampéo fosfato (pH 6,8)
Tipos de filtracéo

SQR (%) Amostra (%) SQR (%) Amostra (%)
Sem filtracdo 100 - 100 -
Centrifugacao - 100 - 100
Filtro quantitativo 102,63 100,0 101,94 101,08
Membrana de nylon com poro 99,65 99,83 100,36 100,90
de 0,45 um
Filtro qualitativo de 3,0 um 103,68 99,34 107,07 107,53

As caracteristicas de dissolu¢cdo da formulacdo devem ser avaliadas na faixa
de pH fisiologico entre 1,2 e 6,8 (PHARMACOPEIAL FORUM, 2004), portanto, na
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avaliacdo da estabilidade do citalopram, optou-se em testar trés meios de dissolucao
gue permitissem verificar a estabilidade do farmaco nessa faixa de pH. Os valores
experimentais obtidos na determinacéo da estabilidade das solu¢cées SQR e amostra
ficaram dentro da faixa estabelecida (98 — 102%) nos trés meios avaliados (acido
cloridrico 0,01 M e 0,1 M, tampédo fosfato (pH 6,8)), conforme a Tabela 6.3,
demonstrando que o citalopram mantém suas propriedades nos parametros
empregados. A estabilidade da solucdo conservada a temperatura ambiente e em
geladeira por 24 horas, determinam que as amostras podem ser analisadas e
armazenadas durante a noite, respectivamente. Foi medido o pH antes e depois dos
testes, verificando-se que ndo ocorreram variacbes em seu valor, sendo mais um

indicativo da estabilidade do farmaco nestes meios.

A Tabela 6.3 apresenta o0s resultados obtidos na determinacdo da
estabilidade da SQR e amostra de comprimido em &cido cloridrico 0,01 e 0,1 M e em

tampao fosfato (pH 6,8).

Tabela 6.3 - Valores experimentais obtidos na determinagdo da estabilidade da SQR e
amostra de comprimido por cromatografia liquida.

SQR (%) Amostra (%)
Fatores
HCI 0,0lM HCI0,IM Tampdo HCIO0,01lM HCIO0,IM Tampéo
fosfato fosfato

Amostra recém - - - 100,41 100,89 99,99
preparada
2 horasa 37,0+ 0,5°C 101,45 100,78 101,17 101,64 101,40 99,23
24 horas a temperatura 100,85 101,87 99,29 100,42 100,33 100,94
ambiente
24 horas em geladeira 99,89 100,76 100,93 - - -

Os métodos de analise utilizados na determinacéo do percentual dissolvido do
farmaco em testes de dissolucdo sdo a espectrofotometria no ultravioleta e a
cromatografia liquida. Destes métodos, através da espectrofotometria no ultravioleta
0s resultados sdo mais rapidos, simples e o consumo de solventes é menor em
relacdo a cromatografia liquida (MARCOLONGO, 2003; PHARMACOPEIAL
FORUM, 2004), contudo, € um método de baixa seletividade (WATSON, 1999;
MARCOLONGO, 2003). Para a escolha do método analitico, procedeu-se a

avaliacdo da especificidade dos métodos nos diferentes meios de dissolucao (acido
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cloridrico 0,01 M e 0,1 M, tampéao fosfato (pH 6,8)) anteriormente ao teste das

condi¢cdes de dissolucdo, com o intuito de verificar possiveis interferéncias na
quantificacdo do citalopram em solugéo.

Nesta fase do desenvolvimento,

foram utilizados os métodos por
cromatografia liquida e espectrofotometria no ultravioleta descritos no Capitulo .

Os espectros, obtidos apds filtracdo com papel filtro quantitativo e membrana
de nylon com poro de 0,45 um e os cromatogramas das amostras simuladas de

excipientes de comprimidos em acido cloridrico 0,01 M estdo apresentados,
respectivamente, nas Figuras 6.1 e 6.2.
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Figura 6.1 — Espectros de absorcdo na regido do ultravioleta obtidos com a SQR e amostra
simulada de excipientes (ASE) apds filtracdo com papel filtro quantitativo (A) e membrana de

0,45 um (B) para o teste de dissolucdo em &cido cloridrico 0,01 M a 37,0 £ 0,5 °C e rotacao
de 150 rpm, com aparato 2.
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Figura 6.2 — Cromatogramas obtidos com a SQR e amostra simulada de excipientes (ASE)
apos dissolucdo em &cido cloridrico 0,01 M a 37,0 = 0,5 °C e rotacdo de 150 rpm, com
aparato 2.
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Os espectros, obtidos apds filtragdo com papel filtro quantitativo e membrana
de nylon com poro de 0,45 pm e os cromatogramas das amostras simuladas de

excipientes de comprimidos em acido cloridrico 0,1 M estdo apresentados,
respectivamente, nas Figuras 6.3, € 6.4.
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Figura 6.3 — Espectros de absorcdo na regido do ultravioleta obtidos com a SQR e amostra
simulada de excipientes (ASE) apds filtracdo com papel filtro quantitativo (A) e membrana de

0,45 um (B) para o teste de dissolugdo em acido cloridrico 0,1 M a 37,0 + 0,5 °C e rotagao
de 150 rpm, com aparato 2.
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Figura 6.4 — Cromatogramas obtidos com a SQR e amostra simulada de excipientes (ASE)

apos dissolucdo em acido cloridrico 0,1 M a 37,0 + 0,5 °C e rotacdo de 150 rpm, com
aparato 2.

Os espectros, obtidos apds filtragdo com papel filtro quantitativo e membrana
de nylon com poro de 0,45 pm e os cromatogramas das amostras simuladas de

excipientes de comprimidos em tampao fosfato (pH 6,8) estdo apresentados,
respectivamente, nas Figuras 6.5 e 6.6.
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Figura 6.5 — Espectros de absorcdo na regido do ultravioleta obtidos com a SQR e amostra
simulada de excipientes (ASE) apds filtracdo com papel filtro quantitativo (A) e membrana de
0,45 um (B) para o teste de dissolugdo em tampéo fosfato (pH 6,8) a 37,0 + 0,5 °C e rotacdo
de 150 rpm, com aparato 2.
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Figura 6.6 — Cromatogramas obtidos com a SQR e amostra simulada de excipientes (ASE)
apos dissolugdo em tampao fosfato (pH 6,8) a 37,0 + 0,5 °C e rotacdo de 150 rpm, com
aparato 2.

Com base nos resultados obtidos para a especificidade, a analise por
espectrofotometria no ultravioleta apresentou interferéncia dos excipientes, no
comprimento de onda de 239 nm, nos diferentes meios de dissolu¢ao avaliados. As
leituras de absorvancia das ASE apoés as filtragbes com filtro quantitativo e com
membrana de nylon com poro de 0,45 um (Figuras 6.1, 6.3 e 6.5) excedeu 2%
(PHARMACOPEIAL FORUM, 2004),

absorvancia da solucdo SQR, ndo sendo, portanto, um método especifico para a

conforme a Tabela 6.4, da leitura de

quantificacao do percentual de liberagéo do citalopram nos meios testados.

Verificou-se que ndo houve interferéncia dos excipientes para o método

cromatografico, pois o cromatograma ndo apresenta nenhum outro pico no tempo de
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retencdo (5,0 minutos) do citalopram (Figuras 6.2, 6.4 e 6.6). Foi aplicada a
ferramenta da pureza do pico para o citalopram e esta demonstrou que ndo ha
impureza no pico. Devido ao exposto, utilizou-se somente a cromatografia liquida
como meétodo de quantificacdo na avaliacdo das condicbes do ensaio e dos

parametros de validacdo do teste de dissolucéo.

Tabela 6.4 — Leituras de absorvancias obtidas na avaliacdo da especificidade do método por
espectrofotometria no UV nos diferentes meios de dissolucéo.

Membrana de nylon com

SQR Filtro quantitativo poro de 0,45 um

Meio de dissolucéo

Leitura de absorvancia

HCI 0,01 M 0,562 0,020 0,024
HCI 0,1 M 0,570 0,018 0,015
Tampao fosfato 0,564 0,029 0,029

Apés a avaliacdo e definicdo das condi¢cdes sink, da filtracdo, da estabilidade
e do método de quantificacdo por cromatografia liquida, realizou-se o
desenvolvimento das condi¢cdes do teste de dissolucdo e validacdo do método de
determinacao da percentagem dissolvida de citalopram dos comprimidos. A selecao
criteriosa das condi¢cdes do ensaio deve ser orientada no sentido de obter o maximo
poder discriminatdrio e resultar na capacidade de deteccao de eventuais desvios dos
padrées de qualidade inicialmente propostos (MARCOLONGO, 2003).

Nos estudos preliminares, o teste de dissolugdo foi realizado com seis
comprimidos, utilizando-se 900 ml dos diferentes meios de dissolucdo (acido
cloridrico 0,01 M, tampéo acetato (pH 4,1) e tampéao fosfato (pH 6,8)) a 37,0 £ 0,5
°C, velocidade de agitacdo de 50 rpm, aparato 2 (pas, freqientemente agitacdo na
faixa de 50 — 75 rpm). As amostras foram coletadas (aliquotas de 15,0 ml) e
analisadas em diversos tempos (5, 10, 15, 20, 30, 45 e 60 minutos) a fim de gerar

curvas do perfil de dissolugéo versus tempo para cada meio testado.

O perfil de dissolucdo obtido em acido cloridrico 0,01 M é apresentado na

Figura 6.7.
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Figura 6.7 — Perfil de dissolucdo obtido para o citalopram em comprimidos utilizando aparato
2, 900 ml de meio &cido cloridrico 0,01 M a 37,0 £ 0,5 °C e rotacéo de 50 rpm.

Em acido cloridrico 0,01 M a velocidade de dissolucdo do citalopram foi
rapida, mais de 90% do farmaco foi dissolvido em 15 minutos neste meio. A
solubilizagéo do citalopram, verificada durante a avaliagdo das condi¢des sink e
durante o desenvolvimento do método por cromatografia liquida (Capitulo II), € mais
rapida e efetiva em pH mais &cido, portanto, na tentativa de retardar a velocidade de
dissolugéo, ndo foi testado o acido cloridrico 0,1 M, avaliou-se o tampao acetato (pH
4,1) a fim de se obter um perfil mais discriminativo para cada tempo de coleta.

Na Figura 6.8 tem-se o perfil de dissolucdo obtido para o citalopram com o
uso de tampao acetato (pH 4,1), mantendo-se as mesmas condi¢cdes de ensaio. De
acordo com o esperado, o aumento do pH do meio de dissolu¢cdo, com o uso do
tampéo acetato (pH 4,1), retardou um pouco a velocidade de dissolu¢cao, em torno
de 88% do farmaco dissolvido em 15 minutos, mas ndo o suficiente para obter-se

uma liberacdo gradual do farmaco através do tempo.
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Figura 6.8 — Perfil de dissolucdo obtido para o citalopram em comprimidos utilizando aparato
2, 900 ml de meio tampéo acetato (pH 4,1) a 37,0 £ 0,5 °C e rotacdo de 50 rpm.
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Com base nos resultados obtidos com o tampéao acetato (pH 4,1), aumentou-
se 0 pH do meio de dissolugdo com o uso do tampéo fosfato (pH 6,8). O resultado
obtido com este meio encontra-se na Figura 6.9, demonstrando que o perfil de
dissolucédo é muito semelhante ao obtido com o tampao acetato (pH 4,1), ou seja,
em torno de 15 minutos de dissolucdo séo liberados aproximadamente 90% de
farmaco dos comprimidos. Portanto, 0 aumento do pH do meio de dissolucéo, sob
essas condi¢cBes de velocidade de dissolucdo e aparato, ndo foi responsavel pela
obtencéo de um perfil de dissolug&o discriminativo.
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Figura 6.9 — Perfil de dissolucdo obtido para o citalopram em comprimidos utilizando aparato
2, 900 ml de meio tampéo fosfato (pH 6,8) a 37,0 £ 0,5 °C e rotacdo de 50 rpm.

Comparando-se os trés perfis de dissolucdo (Figura 6.10) obtidos com
velocidade de agitagdo de 50 rpm e uso do aparato 2, observa-se que ndo ha uma
diferenca significativa entre os perfis apresentados.
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Figura 6.10 — Comparacdo dos perfis de dissolucdo obtido para o citalopram em
comprimidos utilizando aparato 2, 900 ml de meio: acido cloridrico 0,01 M, tampé&o acetato
(pH 4,1) e tampéo fosfato (pH 6,8) a 37,0 £ 0,5 °C e rotacdo de 50 rpm.
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Em geral, condi¢cdes de agitacdo branda devem ser mantidas para obtencéo
do maximo poder discriminatério durante o teste de dissolucdo (FDA, 1997),
portanto, devido a rapida velocidade de liberacdo do citalopram dos comprimidos
nas condicdes descritas, foram formuladas novas alternativas, porém mantendo-se a
velocidade de rotacdo de 50 rpm. Para os ensaios subsequentes, optou-se em
utilizar o tampéo acetato (pH 4,1) em funcdo de seu maior poder discriminatério

frente aos outros meios nas condi¢Oes avaliadas.

Segundo descrito por MARQUES e colaboradores (2002), para o uso de pas
ou cestas o0 volume do meio de dissolucdo é de 500 ml até 1000ml, sendo 900 ml o
volume mais utilizado. Foi avaliado, primeiramente, se ao diminuir o volume do meio
de dissolucdo utilizado (900 ml) para 500 ml, o meio ficaria saturado mais
rapidamente, consequentemente retardando o processo de dissolugdo do
citalopram. Para isso, foi utilizado o tampéo acetato (pH 4,1), mantendo-se as
demais condi¢cbes anteriormente descritas. Em 60 minutos do ensaio obteve-se
dissolugédo incompleta do farmaco, em torno de 75% (Figura 6.11). O aumento da
velocidade para 75 rpm aumentaria o percentual de dissolugdo do citalopram,
porém, como a diferenca de percentual dissolvido por tempo foi proporcional a
diferenca obtida com o volume de 900 ml deste meio, provavelmente ndo se teria
alteracdo significativa no perfil de dissolugdo, além disso, as condi¢cdes sink

poderiam ndo ser mantidas.
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Figura 6.11 — Perfil de dissolucdo obtido para o citalopram em comprimidos utilizando
aparato 2, 500 ml de tampéao acetato (pH 4,1) a 37,0 + 0,5 °C e rotacéo de 50 rpm.

A diminuicdo dos primeiro tempos de coleta para 3, 5, 10, 15, 20, 30 e 40

minutos foi realizada como uma segunda alternativa para obtencé&o de um perfil mais
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discriminativo nos primeiros pontos de coleta, porém, através da Figura 6.12
observou-se que nao houve modificacdo significativa no perfil de dissolugdo em
comparacao com o perfil obtido na Figura 6.8.
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Figura 6.12 — Perfil de dissolucdo obtido para o citalopram em comprimidos utilizando
aparato 2, 900 ml de meio tampéao acetato (pH 4,1) a 37,0 £ 0,5 °C, rotacdo de 50 rpm e
diferentes tempos de coleta.

Segundo o FDA (1997), nos métodos de dissolucdo recomendados para
farmacos, para o teste de dissolucdo dos comprimidos de citalopram é indicado o
uso do aparto 1 (cestas; frequentemente agitacdo de 50 — 100 rpm) com velocidade
de agitacdo de 100 rpm, 800 ml de tampéo pH 1,5. O uso de 900 ml de tampéao
acetato (pH 4,1), aparato 1 e velocidade de agitacdo de 50 rpm, resultou em um
perfil mais discriminativo nos primeiros tempos de coleta em comparacdo ao perfil
obtido utilizando-se o aparato 2, conforme a Figura 6.13. Nos ensaios de dissolucao
com o aparato 1 foram retiradas aliquotas de 10 ml, nos tempos de 5, 10, 15, 20, 30,
45 e 60 minutos.
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Figura 6.13 — Perfil de dissolucdo obtido para o citalopram em comprimidos utilizando
aparato 1, 900 ml de meio tampéo acetato (pH 4,1) a 37,0 + 0,5 °C, rotacéo de 50 rpm.
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No intuito de obter uma liberacdo gradual do citalopram ao longo do tempo e
também verificar a influéncia do aparato 1 na dissolucdo dos comprimidos de
citalopram, este foi testado utilizando acido cloridrico 0,01 M e tampéao fosfato (pH
6,8) (Figura 6.14).
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Figura 6.14 — Perfil de dissolucdo obtido para o citalopram em comprimidos utilizando
aparato 1, 900 ml de meio acido cloridrico 0,01 M (A) e 900 ml de tampéao fosfato (pH 6,8)
(B) a 37,0 £ 0,5 °C, rotacdo de 50 rpm.

A mudanca no aparato de dissolucdo, mantendo-se as demais condi¢des,
alterou o perfil de dissolugdo do citalopram nos diferentes meios testados. Com a
diminuicdo do pH do meio através do uso de &cido cloridrico 0,01 M, a velocidade de
liberacdo do citalopram dos comprimidos foi mais lenta, propiciando a visualizagao
de um perfil de dissolugdo mais discriminativo. Diante destes resultados, foi testado
0 meio acido cloridrico 0,1 M, cujo perfil de dissolucédo esta representado na Figura
6.15.
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Figura 6.15 — Perfil de dissolugdo obtido para o citalopram em comprimidos utilizando
aparato 1, 900 ml de meio de dissolu¢éo acido cloridrico 0,1 M a 37,0 + 0,5 °C e rotacdo de
50 rpm.

O perfil de dissolugdo mais discriminativo e que possibilita a comparagéo dos

perfis de dissolucdo através do método do modelo independente foi obtido com o
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uso do aparato 1, rotacdo de 50 rpm e 900 ml de acido cloridrico 0,1 M como meio
de dissolucédo a 37,0 + 0,5 °C. Como esperado para farmacos de alta solubilidade, a
dissolucéo do citalopram foi completa dentro de 30 minutos de ensaio. Na tentativa
de aumentar o poder discriminatério do teste de dissolucédo nos primeiros tempos de
coleta, alterou-se os tempos de coleta para 5, 9, 12, 15, 20, 25 e 30 minutos (Figura
6.16).
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Figura 6.16 — Perfil de dissolugdo obtido para o citalopram em comprimidos utilizando
aparato 1, 900 ml de meio acido cloridrico 0,1 M a 37,0 + 0,5 °C, rotagdo de 50 rpm e
tempos de coleta de 5, 9, 12, 15, 20, 25 e 30 minutos.

Na Figura 6.17 estdo representados os quatro perfis de dissolugdo obtidos
com o uso do aparato 1, verifica-se uma maior diferenga entre eles e um perfil mais

discriminativo quando comparados com os perfis obtidos com o uso do aparato 2.
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Figura 6.17 — Comparacdo dos perfis de dissolucdo obtidos para o citalopram em
comprimidos utilizando aparato 1, 900 ml de meio: acido cloridrico 0,01 M e 0,1 M, tampao
acetato (pH 4,1) e tampéao fosfato (pH 6,8) a 37,0 + 0,5 °C, rotacdo de 50 rpm.

Como mencionado anteriormente, a cromatografia liquida utilizada para

avaliar a percentagem de dissolucao foi desenvolvida e validada no Capitulo Il
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Algumas alteracdes foram, no entanto, necessérias para o método proposto. Devido
a baixa concentracdo do farmaco, as amostras foram analisadas diretamente do
meio de dissolu¢do utilizado (4cido cloridrico 0,1 M). No método previamente
desenvolvido as amostras eram analisadas em agua. A faixa de linearidade do
método previamente validado varia de 10 a 70 pg/ml. Foi necessario modificar esta
faixa para o método de dissolucéo (1 a 40 pg/ml), devido a reduzida quantidade de
farmaco dissolvido nos primeiros tempos de coleta. Considerando o exposto, 0
método por cromatografia liquida foi novamente validado, para avaliar essas

alteracoes.

A Tabela 6.5 apresenta os valores experimentais obtidos na construcdo da
curva padrdo para o citalopram por cromatografia liquida e a Figura 6.18 a curva
padrdo (area versus concentracao) correspondente.

Tabela 6.5 — Areas absolutas obtidas na determinacédo da curva padréo do citalopram por
cromatografia liquida.

Areas absolutas

CO”&Z%:S‘?E‘O . . _ Média DPR
1° dia 2° dia 3° dia
1,0 57809 56895 57641 57448 0,85
5,0 266158 273242 274285 271228 1,63
15,0 811927 809975 809539 810480 0,16
20,0 1080035 1077998 1078417 1078817 0,10
25,0 1350835 1358666 1356202 1355234 0,30
30,0 1611080 1617932 1624820 1617944 0,42
40,0 2167598 2163279 2187077 2172651 0,58
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Figura 6.18 — Representacdo gréfica da curva padrao do citalopram obtida através de
cromatografia liquida.

As Tabelas 6.6 e 6.7 apresentam os resultados dos tratamentos estatisticos

sobre os valores experimentais obtidos para a curva padrao.

Tabela 6.6 — Resultados da curva padrdo, obtidos pelo método dos minimos quadrados,
para o método por cromatografia liquida.

Parametros Resultados
Faixa de linearidade 1,0 — 40,0 pg/ml
Equacdo:y =bx + a Y =54162x — 317,49
Inclinacdo (b) + desvio padréo 54162 + 253,8
Intercepto (a) + desvio padréo - 317,49 £ 2338,4
Coeficiente de correlacéo (r) 0,9999

Tabela 6.7 — Andlise de variancia das areas absolutas determinadas para obtencéo da curva
padrao do citalopram por cromatografia liquida.

Soma dos

Fontes de variacéo GL quadrados Variancias F*
Entre 6 9,98 . 10" 1,66 . 10" 47,217 (2,85)
- regressao linear 1 9,98 . 10" 9,98 . 10" 283,293 (4,60)
- desvio da linearidade 5 3,63.10% 7,26 . 10% 2,06 (2,96)
Residuo 14 4,93 .10% 3,52 .10
Total 20 9,98 . 10™

*V/alores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P = 0,05.
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Os resultados da avaliacdo da linearidade do método demonstram que as
solugdes de citalopram SQR apresentam correlacao linear (coeficiente de correlagéo
linear de 0,9999) entre a &rea e as concentragdes, no intervalo utilizado. A anélise
de variancia (ANOVA) efetuada sobre os valores de area absoluta da curva padrao
do citalopram, Tabela 6.7, demonstra regressao linear significativa, ndo havendo

desvio da linearidade para um nivel de significancia de 5%.

Na avaliagdo da exatiddo do método, a faixa de recuperagdo obtida foi de
99,69 — 101,30% (Tabela 6.8). Segundo MARQUES e colaboradores (2002), a
recuperacao deve estar entre 95 — 105% das quantidades pesadas. Os resultados

obtidos pelo método proposto encontram-se, assim, dentro do especificado.

Tabela 6.8 — Valores experimentais do teste de recuperacdo realizado nas amostras
simuladas de excipientes de comprimidos de citalopram por cromatografia liquida.

Quantidade de SQR (mg)

Amostra % de recuperacao
Adicionada Recuperada
1 2,0 2,03 101,30
2 20,0 20,04 100,22
3 30,0 29,91 99,69

A precisdo do método foi demonstrada pela repetibilidade (intradia), através
da andlise de trés replicatas a 100% da quantidade de SQR adicionada a amostra
simulada de excipientes em dois diferentes dias e pela precisdo intermediaria
(interdia), através da analise do desvio padrdo relativo dos dois dias de ensaio
(Tabela 6.9). O valor experimental médio obtido no primeiro dia foi de 101,41% e no
segundo dia foi de 100,77%, os desvios padrdes relativos encontrados para ambos
os dias foram inferiores a 2% indicando a precisdo do método proposto. Na
avaliacdo da precisdo intermediaria através da mudanca de equipamento de
cromatografia liquida, o DPR encontrado para o percentual de liberacdo de
citalopram foi de 0,52%, o que indica a precisao do método.
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Tabela 6.9 — Valores experimentais referentes a determinagdo de citalopram por
cromatografia liquida, para a avaliacdo da precisao intra e interdia.

Teor (%)
Amostras
Primeiro dia Segundo dia

1 103,26 99,91

2 100,31 100,88

3 100,67 101,52
Média 101,41 100,77
DPR 1,59 0,80

Média / DPR interdia 101,09/0,45

Na avaliacdo da influéncia da desaeracdo do meio de dissolucdo, ndo houve
diferenca significativa no perfil de liberacdo do citalopram entre o0s ensaios
realizados com e sem desaeracdo do meio, portanto, possiveis bolhas de ar
presentes nao interferem nos resultados do teste de dissolu¢do para os comprimidos

de citalopram. Estes resultados confirmam a robustez do método.

As especificacbes para quantidade de farmaco dissolvido envolvem uma
guantidade minima dissolvida em determinado intervalo de tempo. O objetivo de
estabelecer especificacdes de dissolucdo € garantir a consisténcia dos resultados
entre lotes. Especificacbes tipicas para a quantidade de farmaco dissolvido,
expressa como percentagem da quantidade declarada (Q), estdo na faixa de 70 a
80% do farmaco dissolvido (MARQUES; BROWN, 2002; PHARMACOPEIAL
FORUM, 2004). Para farmacos altamente sollveis uma especificacdo de Unico
ponto, com 85% dissolvidos em 60 minutos ou menos, € suficiente como teste de
controle de qualidade lote a lote (FDA, 1997). Face ao exposto, sugere-se como
especificacdo para o citalopram 80% de dissolugdo em 30 minutos, em acido
cloridrico 0,1 M.

A comparacao dos perfis de dissolucédo para diferentes produtos citados no
item 6.5.1 foi realizada utilizando como meio de dissolu¢éo &cido cloridrico 0,1 M a
37,0 £ 0,5 °C, aparato 1 e rotacdo de 50 rpm. Na Tabela 6.10, podem ser
observados os valores das percentagens dissolvidas em 30 minutos para cada
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medicamento. Os resultados dos perfis de dissolu¢cdo encontram-se na Figura 6.19.
O coeficiente de variagdo para 0s primeiros pontos (9 minutos, por exemplo) de
coleta para o medicamento referéncia ndo excedeu 20% e dos demais pontos foram

menores que 10%, conforme preconizado pela guia do FDA (1997).

Tabela 6.10 — Valores das percentagens dissolvidas (%) dos comprimidos de citalopram
obtidas por cromatografia liquida.

Amostra Medicamento Referéncia Medicamento Genérico Medicamento similar
1 93,07 95,85 93,72
2 99,87 95,45 95,61
3 98,25 94,24 93,87
4 81,71 97,85 95,76
5 91,28 94,31 94,82
6 91,37 96,61 99,89
7 100,89 95,37 96,80
8 99,25 98,89 93,98
9 86,26 90,27 94,65
10 98,48 98,88 93,22
11 99,59 94,53 98,68
12 93,82 100,00 95,88
Média 94,49 96,02 95,57
DPR 6,40 2,78 2,13

118



Comparacéo entre perfis
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Figura 6.19 — Representagdo grafica das percentagens dissolvidas de citalopram nos
comprimidos em 900 ml de meio &cido cloridrico 0,1 M a 37,0 £+ 0,5 °C, aparato 1 com
rotacdo de 50 rpm,.

A uniformidade de contetdo permite verificar a correta distribuicdo do farmaco
em cada unidade dos produtos. Segundo a Farmacopéia Brasileira IV ed. (1998) os
valores individuais podem variar de 85 a 115%, com DPR maximo de 6%. Os
medicamentos referéncia (96,24 — 101,22%, média: 98,68% / 1,40%), geneérico
(97,28 — 103,31%, média: 101,24% / 2,36%) e similar (108,67 — 111,65%, média:
110,71% / 1,11%) testados, cumpriram com as especificagcdes para o teste de

uniformidade de conteldo.

Foram realizados os calculos de eficiéncia de dissolucdo (ED), fator de
diferenca (f;) e fator de semelhanca (f;) para comparacéo dos perfis de dissolucao.
De acordo com a RE 310 (2004) e o FDA (1997), dois perfis sdo similares se o valor
de f; estiver entre 0 e 15 e se o valor de f; estiver entre 50 e 100; valores de f, < 50
sao indicativos de uma potencial diferenca de dissolucao in vivo (ANDERSON et al.,
1998). Os valores de f; e f, para os medicamentos genérico e similar demonstram
que os perfis ndo sdo similares ao do medicamento referéncia (Tabela 6.11). A
analise de variancia (ANOVA) da ED (Tabela 6.11) mostrou que ha diferenca
significativa entre os perfis de dissolucdo (Tabela 6.12). Apds a realizacdo do teste
de Tukey, verificou-se que os medicamentos genérico e similar testados apresentam
perfis diferentes do medicamento referéncia, contudo, os medicamentos genérico e

similar ndo apresentam perfis diferentes entre si (Tabela 6.13).
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Tabela 6.11 — Comparacdo dos perfis de dissolugdo dos comprimidos de dissolucéo atraves
da eficiéncia de dissolucao (ED), fator de diferenca (f;) e fator de semelhanca (f,).

Parametro Medicamento Referéncia  Medicamento Genérico Medicamento Similar
ED (%) 65,69 83,72 85,69
f, - 14,81 16,14
f - 33,24 31,45

Tabela 6.12 - Analise de variancia dos resultados experimentais obtidos para eficiéncia de
dissolucdo dos comprimidos de citalopram.

Fontes de variacao GL Soma dos quadrados Variancias F*
Entre 2 2916,787 1458,39 93,40 (3,28)
Residuo 33 515,277 15,6

Total 35 3432,06

*Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P = 0,05.

Tabela 6.13 — Teste de Tukey aplicado aos valores de eficiéncia de dissolugdo encontradas
para comprimidos.

Medicamento Média (X) X — 65,69 X —83,72
Similar 85,69 20,00* 1,97**
Genérico 83,72 18,03* -
Referéncia 65,69 - -

* = significativo para p < 0,05. ** = ndo significativo para p < 0,05.

As diferencas encontradas em relacdo aos produtos estudados poderiam
alterar sua biodisponibilidade. AMIDON e colaboradores (1995) sugerem, no
entanto, que produtos contendo farmacos de alta solubilidade e alta permeabilidade
(Classe |) ou alta solubilidade e baixa permeabilidade (Classe IIl), como € o caso do
citalopram, podem ser considerados bioequivalentes desde que apresentem
dissolucdo de 85% do farmaco em menos de 15 minutos, pois as variacfes
encontradas para que o farmaco seja absorvido serdo devido ao esvaziamento
gastrico, transito intestinal, contetdo luminal e permeabilidade da membrana e ndo a
fatores relacionados a formulacdo. Os medicamentos genérico e similar cumprem

essa especificacao.
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Para medicamentos genéricos e / ou similar, o fabricante deve investir no
desenvolvimento farmacotécnico de um produto que cumpra com as mesmas
especificacdes in vitro, em relacdo ao medicamento referéncia. Entretanto, aceita-se
que a formulacéo e o processo de fabricacdo ndo sejam idénticos, o que geralmente
ocorre devido aos diferentes equipamentos e fornecedores de matérias — primas
empregados por distintos fabricantes, desde que essas diferengcas néo
comprometam a bioequivaléncia entre os produtos (STORPIRTIS et al., 2004). Os
trés produtos testados apresentam formulac¢des diferentes, o que poderia justificar a
diferenca dos perfis de dissolucéo entre eles. A presenca ou nao de bioequivaléncia
entre os produtos sé podera ser confirmada apos realizac&do de estudo in vivo, pois o
citalopram é, provavelmente, um medicamento de classe um na classificacao
biofarmacéutica sendo, portanto, baixa a possibilidade de correlagéo in vivo — in vitro
para os comprimidos de citalopram. Como a bioequivaléncia € soberana e se ela for
confirmada, o proprio laboratério fabricante do medicamento genérico e / ou similar,
pode sugerir um outro teste de dissolugcdo, desde que devidamente justificado e
validado, para o controle de qualidade de seu produto (STORPIRTIS et al., 2004).
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7. CAPITULO V — ESTUDO PRELIMINAR DE ESTABILIDADE

7.1. Introducéao

O estudo de estabilidade das formas farmacéuticas € de indiscutivel
importancia no desenvolvimento de produtos farmacéuticos. Um produto é
considerado estavel quando mantém integras as suas caracteristicas quimicas,

fisicas e microbioldgicas, durante o periodo de vida util determinado (USP 29, 2006).

Os estudos de estabilidade, para determinagdo do prazo de validade de um
produto farmacéutico podem ser de tipo acelerado ou de longa duracdo. Estes
estudos sao legislados no Brasil pela Resolucdo Re N° 1 de 29 de Julho de 2005.
(BRASIL, 2005).

As reacOes de degradagcdo dos medicamentos ocorrem a velocidades
definidas e sdo de natureza quimica. Dependem de fatores intrinsecos (reacdes de
hidrolise, oxidacdo, descarboxilacdo, decomposicdo, racemizacdo, efeitos de
substituintes) e extrinsecos (temperatura, luz, oxigénio, pH, contaminacéo

microbiana, umidade).

Recentemente a decomposicdo de farmacos, como resultado da absorgcéo da
energia da radiacdo luminosa vem recebendo cada vez mais atencdo devido a
estrutura quimica complexa de muitos farmacos. As reacfes de degradacao, tais
como, as reacdes de oxidacdo e reducdo, rearranjo de anéis, a modificacdo ou
polimerizacdo, podem ocorrer por exposicdo a luz em determinados comprimentos
de onda. As radiacGes absorvidas na gama do ultravioleta (baixo comprimento de
onda), contribuem mais facilmente para o inicio de rea¢des quimicas do que aquelas
absorvidas a partir de comprimentos de onda maiores. As reacdes fotodegradativas
podem apresentar uma cinética de segunda ordem, primeira ordem e ordem zero
(LACHMAN et al., 2001).



O ICH (2003) apresenta as condicdes para o estudo de fotoestabilidade e
exige a realizacdo de andlises de degradacdo forcada para a elucidacdo das
caracteristicas intrinsecas da estabilidade de farmacos em suas formas
farmacéuticas. O estudo de estabilidade n&o tera éxito se os métodos analiticos
indicadores de estabilidade ndo estiverem disponiveis. Esses métodos devem ser
capazes de discriminar a substancia ativa presente na formulagdo dos produtos de
degradacdo que venham a ser formados durante o estudo. Além disso, devem ser
suficientemente sensiveis para detectar um ou mais produtos de degradacdo. A
cromatografia liquida tem sido amplamente utilizada em estudos de estabilidade
devido sua alta capacidade de resolucéo, especificidade e sensibilidade (BAKSHI,
SINGH, 2002).

KWON e colaboradores (2005) estudaram a degradacé&o do citalopram em
solucbes de diferentes pH frente ao escuro e a luz fluorescente simulando a luz
solar. Nao ocorreram degradacfes significativas das solu¢cées no escuro por um
periodo de 30 dias. Em pH 5,0 e 7,0, apés 30 dias de exposi¢cdo a luz, ocorreu
menos de 0,5% de degradacao do citalopram. Somente em pH 9,0 o citalopram foi
moderadamente degradado, apresentando um modelo cinético de pseudo-primeira
ordem. Foram detectados, com o uso de detector de massas acoplado ao CL, dois
produtos de degradacéo: o N-desmetilcitalopram (produzido pela N-desmetilacdo) e
em menor quantidade o citalopram N-O0xido (produzido através de uma N-
oxigenacéao); estes dois produtos também séo formados durante a metabolizacéo do

citalopram in vivo.

Considerando os poucos estudos de degradacao do citalopram na literatura, o
objetivo deste trabalho foi o estudo preliminar da fotoestabilidade do citalopram em
solucéo, a determinacdo do modelo cinético de degradacéo descrevendo a alteracéo
da concentracdo do farmaco ao longo do tempo e a determinacdo dos parametros
cinéticos. A analise das amostras degradadas foi realizada pelo método por
cromatografia liquida indicativo de estabilidade, previamente desenvolvido e
validado (item 4.6).
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7.2. Produtos farmacéuticos

Comprimidos contendo 20 mg de citalopram, com o nome comercial de
Cipramil®, fabricados pela Lundbeck, lote 2083025, fabricagéo 10 / 2005 e validade
10/ 2008.

Excipientes: amido, lactose, celulose microcristalina, copolividona, glicerol a

85%, croscaramelose sddica, estearato de magnésio, hipromelose, macrogol 400 e

diéxido de titanio.

7.3. Solventes e reagentes

Acetonitrila grau cromatogréafico, Merck ®, Darmstadt, Alemanha,
Acido orto-fosférico 85% grau analitico, Merck ®, Darmstadt, Alemanha,
Agua purificada, Milli-Q plus, Millipore ®, Milford, Estados Unidos,

Trietilamina grau analitico, Merck ®, Darmstadt, Alemanha.

7.4. Equipamentos e acessorios

Coluna cromatogréfica de fase reversa octadecilsilano ACE® (250 x 4,6

mm d.i.) 5 um, Aberdeen, Escécia,

Cromatdgrafo a liquido Agilent Technologies®, modelo 1200, integrador
automatico computadorizado através do software Agilent ChemStation®,
equipado com detector com comprimento de onda variavel UV/VIS,
controlador de temperatura para coluna e injetor automatico com “loop”

variavel, Estados Unidos,

Membrana filrante de nylon, porosidade 0,45 pm, 47 mm, MFS ©,
Millipore Corporation, MA, Estados Unidos,

Membrana filtrante Millex ® HN de nylon, porosidade 0,45 pm, 13 mm,
Millipore Corporation, MA, Estados Unidos,

Filtro qualitativo 80g, porosidade 3,0 pm, 600 x 600 mm, Frama 1600®,
Brasil,

Potencidmetro Digimed ® modelo DM-20, Brasil,
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e Banho de ultra-som, modelo USC 2850, Brasil,

e Lampada ultravioleta 30W, 254 nm, Ecolume®, Estados Unidos.
7.5. Desenvolvimento do estudo de degradacao

A lampada de ultravioleta modelo Ecolume®, 30W, emitindo radiacdo em 254
nm, foi fixada horizontalmente em uma camara com o interior espelhado para
distribuir a luz UV uniformemente. A cinética de fotodegradacéo do citalopram foi
avaliada expondo solucbes amostra preparadas com agua pH 1,85 em cubetas de

quartzo de 1,0 cm de caminho 6tico. A temperatura da camara foi controlada.

Pesou-se, do po (item 4.6.1.3), o equivalente a 100,0 mg de citalopram e
transferiu-se para baldo volumétrico de 100 ml, com auxilio de 90 ml de agua pH
1,85. A solucéo foi submetida a banho de ultra-som por 10 minutos. Completou-se o
volume com agua pH 1,85, homogeneizou-se e filtrou-se a solugdo com papel filtro,
obtendo-se solugcdo com concentracao de 1,0 mg/ml. Aliquotas de 2,0 ml do filtrado
foram novamente filtradas, devido a possivel interferéncia da passagem da luz UV
pelas amostras turvas, através da membrana filtrante Millex HN de nylon, porosidade
0,45 um, 13 mm, e transferidas para cubetas de quartzo. As cubetas foram dispostas
horizontalmente na camara espelhada e a irradiagdo das amostras foi conduzida sob
o comprimento de onda de 254 nm. As amostras foram retiradas, em triplicata, nos
diferentes intervalos de tempo (0, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 horas). O ultimo tempo de coleta

deve apresentar uma diminui¢do de no minimo 40% da concentragéo inicial.

Depois de cada tempo de coleta, aliquotas de 1,0 ml das amostras foram
transferidas para baldes volumétricos de 20 ml, completaram-se os volumes com
agua, obtendo-se solu¢des com concentracdo de 50,0 ug/ml que foram analisadas
por cromatografia liquida, utilizando o sistema cromatogréfico, previamente validado,

descrito no item 4.6 deste trabalho. Todas as solugdes foram injetadas em triplicata.

Com o objetivo de avaliar a influéncia da temperatura durante a exposicao
das amostras a luz UV, cubetas de quartzo contendo amostra foram envoltas em
papel aluminio e submetidas as mesmas condi¢des de degradacédo, sendo utilizadas

como controle.
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Solucdo placebo dos excipientes dos comprimidos de citalopram foi
preparada em diluicbes equivalentes as amostras e submetida as mesmas
condi¢cOes de degradacgéo, com o intuito de verificar a influéncia dos excipientes no

processo de degradacao.
7.6. Célculos da cinética de degradacao

A determinacao da ordem de reacao do citalopram foi realizada plotando-se a
concentracdo do farmaco versus o tempo (cinética de ordem zero; a velocidade de
reacdo € independente da concentracdo do reagente (LACHMAN et al., 2001)), log
da concentracdo do farmaco versus tempo (cinética de primeira ordem; a velocidade
de reacdo depende da concentracdo do reagente (LACHMAN et al., 2001)) e o
inverso da concentracdo do farmaco versus tempo (cinética de segunda ordem).
Coeficientes de regressao (r) foram obtidos a partir das retas construidas. A reta que
apresentar o valor de r mais proximo a unidade determina a ordem de reagéo para o
farmaco em estudo. Os parametros cinéticos: constante de velocidade de reacéo (k)
(indica a quantidade de farmaco que se degrada por unidade de tempo) e tgow
(tempo em que a concentracdo do farmaco € 90% do valor inicial) foram calculados

a partir da inclinacéo da reta em cada tempo de coleta.

Os modelos cinéticos podem ser representados como (NUDELMAN, 1975):

e Cinética de ordem zero: C = Co — kt tooss = 0,1 . Co/ Kk
e Cinética de primeira ordem: In C =In Co — kt toow = 0,106 / k

e Cinética de segunda ordem: 1/ C=1/Co + kt toowe =1/ 9k . Co
Onde:

Co = Concentracao do farmaco a reagir no tempo zero
C = Concentracao do farmaco apos a reacao no tempo t
k = constante de velocidade de reacgao (inclinacao da reta)

7.7. Resultados e discussao

O objetivo dos testes de fotoestabilidade € demonstrar como a qualidade do
farmaco pode ser variada quando este é exposto a influéncia da luz UV. Os estudos

7z

de degradacdo forcada é a primeira etapa a ser realizada na avaliacdo da
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estabilidade de farmacos, auxiliando na avaliacdo do niumero e no tipo de produtos
de degradacao formados sob as condi¢bes de estresse. Com base nos resultados
obtidos nestes estudos, determinam-se os fatores de degradacdo aos quais O
farmaco € susceptivel e faz-se o delineamento da cinética de degradacédo (ICH,
2003).

Apbs o estudo da estrutura quimica do citalopram e de suas propriedades
fisico-quimicas, submeteu-se o farmaco as seguintes condicbes drasticas de
degradacdo: hidrélise &cida e béasica, oxidacao, temperatura e luz UV com o objetivo
de determinar o fator de degradacéo ao qual o citalopram € mais susceptivel. Nestes
estudos, realizados durante a avaliacdo da especificidade do método por CL (item
4.6.1.1), observou-se que o citalopram é susceptivel a hidrolise basica e a luz UV. O
processo de degradacdo do farmaco sob a luz UV é gradual, entretanto, ndo é

possivel controlar sua degradacdo em meio basico.

O perfil de fotodegradacéo do citalopram foi avaliado em diferentes intervalos
de tempo. O efeito da luz UV sobre a concentracdo residual de citalopram em
amostras degradadas é apresentado na Tabela 7.1. Observa-se através dos
resultados que 41,14% do farmaco sofre degradacdo apds 7 horas de exposicao a
luz UV.

Tabela 7.1 — Resultados da concentracao residual do citalopram em agua pH 1,85 apés as

amostras serem submetidas a fotodegradacdo, utilizando o método por cromatografia
liquida.

Concentracéo Concentracéo

Tempo (horas) amostra (ug/ml) residual (ug/ml) * DPR
0 50,0 50,0 (100%) 0,40
2 48,16 (96,31%) 1,84
3 44,94 (89,88%) 0,67
4 42,08 (84,15%) 3,31
5 36,99 (73,98%) 2,91
6 35,48 (70,97%) 4,71
7 29,43 (58,86%) 5,77

*n=3
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Na Figura 7.1 estdo representados os cromatogramas obtidos para a solugéo
amostra de citalopram em comprimidos no tempo zero e a sua degradacédo apés 7
horas de exposi¢do a luz UV. Pode-se observar no cromatograma do citalopram
exposto a luz UV por 7 horas a presenca de um produto de degradacédo majoritario
em 3,3 minutos (resolucdo de 7,79 calculada pelo software do equipamento) e
outros produtos de degradagdo em 2,9 minutos. No cromatograma da solucdo
placebo os excipientes néo interferem no pico do citalopram e dos produtos de
degradacéo formados (Figura 7.2). Os resultados obtidos com as solu¢gées amostra
nas cubetas envoltas em papel aluminio demonstraram que a temperatura nao
influencia na formacdo dos produtos de degradacdo do citalopram, durante a
exposicdo a luz UV.

DAD1 A, Sig=239,4 Ref=360,20 (CITALOPRANM\CINETICAA 2006-12-07 09-20-59\003-0303.D A
mAU
500
400 ¢ / cIT
3001
2001
100 k
0
0 1 2 3 4 5 6 min
mAU DAD1 A, Sig=239,4 Ref=360,20 (CITALOPRAM\CINETICA 2006-12-06 11-11-02\023-2302.D
300 B
2501
CIT
200 /
150
100
i ‘M /
0
0 1 2 3 4 5 6 min

Figura 7.1 — Cromatogramas obtidos para a amostra de citalopram no tempo zero (A) e para
a amostra de citalopram em comprimidos degradada apés 7 horas de exposicao a luz UV
(B). CIT: citalopram.
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DAD1 A, Sig=239,4 Ref=360,20 (CITALOPRAM\CINETICA 2006-12-06 21-36-281012-1202.D
DAD1 A, Sig=239,4 Ref=360,20 (CITALOPRAM\CINETICAA 2006-12-07 09-20-59\003-0302.D
mAU

500-
CIT

400 /

300-

2001
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2

0

0 1 2 3 4 5 6 min

Figura 7.2 - Cromatogramas obtidos com a solucdo amostra de citalopram na concentracéo
de 50,0 pg/ml (CIT) e solugéo placebo (PLA).

A cinética de fotodegradacdo foi calculada baseada na reducdo da
concentracdo do citalopram no intervalo de tempo determinado. N&o foi possivel a
realizacdo do estudo apos o periodo de 7 horas devido a perda de especificidade do
método cromatografico em funcdo da formacao de um produto de degradacéo junto

ao pico do citalopram.

A concentracao residual de citalopram foi calculada em cada tempo avaliado,
em triplicata, comparando-se com a concentracdo inicial de citalopram na amostra.
Na Figura 7.3 estdo representados os graficos obtidos plotando-se a concentragcédo
do farmaco versus o tempo (cinética de ordem zero), log da concentracdo do
farmaco versus tempo (cinética de primeira ordem) e o inverso da concentracdo do
farmaco versus tempo (cinética de segunda ordem). Através da avaliacdo do
coeficiente de correlacdo (r = 0,9423), pode-se verificar que 0 processo de
degradacéo do citalopram em agua pH 1,85 pode ser descrito como uma cinética de
ordem zero, sob as condi¢cdes descritas neste estudo. Os valores da constante de
velocidade de reacdo (k) e 0 tgoy para o processo de degradacdo de ordem zero
foram 2,09 h™ e 2,39 horas, respectivamente.
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Figura 7.3 — Gréficos da concentracao (A) — cinética de ordem zero, log da concentracao (B)
— cinética de primeira ordem e inverso da concentragao (C) — cinética de segunda ordem do
citalopram versus tempo.

A avaliacdo preliminar da estabilidade apresentou resultados importantes,
com indicativos de que o citalopram apresenta sensibilidade a luz UV. Certamente,
existe a necessidade de um estudo aprofundado da estabilidade frente a luz UV do
citalopram na forma farmacéutica comprimido, de modo a esclarecer o
comportamento deste farmaco nessas condi¢cdes, bem como estudar seus produtos
de degradacéo.
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8. DISCUSSAO GERAL

O controle de qualidade é parte integrante de todos os processos em uma
industria farmacéutica. A necessidade de se mostrar a qualidade de medicdes
quimicas, através de sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, esta
sendo cada vez mais reconhecida e exigida. Para garantir que um novo método
analitico gere informagdes confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve ser
validado. A validacdo de métodos deve ser planejada antes de seu desenvolvimento
e execucao (WATSON, 1999; RIBANI et al., 2004).

Os métodos utilizados na caracterizacdo da SQR do citalopram mostraram-se
adequados e podem ser utilizados no controle de qualidade da matéria — prima do
citalopram. Através da espectrometria na regido do infravermelho foi possivel obter
bandas de absorcdo caracteristicas do farmaco, de acordo com os resultados
encontrados por MOFFAT e colaboradores (2004). A espectrofotometria na regiao
do ultravioleta mostrou que independente dos solventes avaliados no preparo das
solugdes da SQR do citalopram, as absor¢des sempre obtiveram um méaximo no
comprimento de onda de 239 nm. O uso do equipamento de DSC além de
determinar o ponto de fusdo do farmaco de 184,92 °C, nao identificou a presenca de

impurezas e polimorfismo na amostra analisada.

Para a analise qualitativa do citalopram em comprimidos foram propostos,
neste trabalho, métodos simples que através da observacdo de caracteristicas
fisico-quimicas permitem a identificacdo do farmaco. No sistema desenvolvido para
a realizacdo da cromatografia em camada delgada obteve-se fatores de retencao
(Rf) para o citalopram em torno de 0,50, sendo que foi possivel a separagdo do
farmaco de compostos com afinidade estrutural, como a fluoxetina, comprovando a
especificidade do método. A espectrofotometria na regido do ultravioleta confirmou a
identidade do farmaco em comprimidos visto que o espectro de absorcéo obtido pela

solucdo amostra de citalopram em comprimidos exibiu um maximo em 239 nm



idéntico ao observado no espectro de absorcdo da solugcdo SQR. A cromatografia
liguida também €& um método util na identificagdo de fa&rmacos em suas formas
farmacéuticas (WATSON, 1999). O tempo de retencdo da amostra de citalopram em

comprimidos correspondeu ao tempo de retencéo da solugcdo SQR do citalopram.

Muitos medicamentos séo inseridos no mercado nacional sem que os codigos
oficiais disponibilizem metodologias analiticas para seu controle de qualidade. Os
métodos para a andlise quantitativa do citalopram em comprimidos foram
desenvolvidos e validados com o objetivo de inserir na literatura metodologia de
baixo custo, que minimizem a utilizacdo de solventes organicos, rapidos e de facil

execucao para o controle de qualidade de rotina deste farmaco em comprimidos.

A quantificacdo através da espectrofotometria na regido do ultravioleta foi
possivel utilizando para o preparo das solucbes amostra e SQR o0 solvente &cido
cloridrico 0,1 M, no qual o farmaco apresenta absor¢cdo maxima no comprimento de
onda de 239 nm. Este solvente foi escolhido em funcéo da boa absorcdo do farmaco
neste meio e da possivel utilizacdo deste método para o desenvolvimento dos testes
de dissolucdo dos comprimidos de citalopram. A especificidade, linearidade,
precisdo, exatiddo e sensibilidade foram determinadas satisfatoriamente de acordo
com o ICH (2005), Farmacopéia Americana (USP 29, 2006) e Resolucdo RE 899, de
29 de maio, de 2003.

O método por cromatografia liquida foi desenvolvido utilizando solventes nédo
agressivos para o0 equipamento e que permitissem a obtencdo de um pico com
simetria apropriada. A utilizacdo da coluna cromatografica de fase reversa Cg na
quantificacdo do citalopram em comprimidos ndo foi adequada, visto que com a
coluna C,g obtiveram-se os melhores resultados para os parametros cromatogréaficos
(fator de capacidade, assimetria, nUmeros de pratos tedricos) com uma pequena

proporcao de solvente organico na fase mével.

O estudo da degradacdo forcada da SQR do citalopram frente a hidrolise
acida e basica, oxidacdo, temperatura e luz UV demonstrou que o farmaco é
susceptivel a hidrolise alcalina e a luz UV, entretanto, somente através da
degradacdo sob a luz UV ha a possibilidade de controlar o decaimento da

concentragcdo do farmaco ao longo do tempo. Sob as condicfes de degradacéo, o
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método desenvolvido por CL separou os produtos de degradacédo formados do pico
do citalopram. A pureza do pico foi determinada com a utilizacdo do detector de
arranjo de diodos (DAD) que ndo indicou a presenga de impurezas no pico do
farmaco, sendo, portanto, um método indicativo de estabilidade e pode ser utilizado

em estudos preliminares de fotoestabilidade do citalopram em comprimidos.

O sistema cromatografico isocratico composto pela coluna cromatografica de
fase reversa ACE® Cis (25 cm x 4,6 mm), fase moével constituida de solucdo de
trietilamina 0,3%:acetonitrila (55:45, v/v), pH 6,60, com fluxo de 1,0 ml/min e
deteccdo no ultravioleta em 239 nm, permitiu a obtencdo de picos com assimetria
(1,54), fator de capacidade (1,69) e niumero de pratos teoricos (10391) adequados.
O método por CL foi validado, apresentando especificidade, linearidade, precisao,
exatiddo, robustez e sensibilidade para a quantificacdo do citalopram em

comprimidos.

A realizacdo da andlise comparativa dos métodos por espectrofotometria na
regido do ultravioleta e CL tem por objetivo demonstrar estatisticamente que 0s
métodos sdo intercambidveis entre si. Os métodos desenvolvidos e validados no
presente trabalho, ndo diferem estatisticamente entre si e ambos podem ser

utilizados para o doseamento do farmaco nos comprimidos.

A separagdo enantiomérica do citalopram é de extrema importancia no
controle de qualidade do farmaco para as analises qualitativa e quantitativa
(SANTORO; SINGH, 2001). A analise quantitativa ndo foi possivel devido a
dificuldade de obtencdo da SQR dos isdbmeros isolados, o que impossibilita a

validacdo do método de separagéo.

Os estudos realizados com a coluna tipo Pirkle (S,S) Whelk-O 1®, com
diferentes fases moveis, ndo possibilitou a separacdo enantiomérica do citalopram.
O sistema cromatogréfico constituido pela coluna de proteina Chiral - AGP™® e fase
mével contendo tampéo acetato de aménio 100 mM:trietilamina 4 mM, pH 5,47, fluxo
de 0,8 ml/min e deteccdo em 239 nm deu origem a separacdo enantiomérica da
SQR do citalopram e do citalopram em comprimidos. Os valores obtidos através do
uso deste sistema para o fator de capacidade (ky = 5,0, k, = 7,0) e seletividade (1,4)

foram adequados.
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A determinacdo da ordem de eluicdo foi realizada injetando-se no
cromatégrafo, sob as condigbes acima descritas, uma amostra a partir dos
comprimidos de escitalopram (isbmero S). Os tempos de retencao dos isbmeros R e
S sao, respectivamente, 9 e 12 minutos. Este método de separacdo enantiomérica €
especifico e pode ser utilizado na identificacdo dos isbmeros do citalopram e do
escitalopram em comprimidos. Na presenca das SQR dos isbmeros R e S é possivel
validar este método para a quantificacdo e determinacdo da pureza enantiomérica

do citalopram e do escitalopram, respectivamente.

Os testes de dissolucdo vém se tornando indispensaveis no controle de
qualidade de comprimidos e capsulas devido ao crescimento da producdo de
medicamentos genéricos e similares no mercado nacional (STORPIRTIS et al.,
2004). S&o poucas as guias utilizadas para o desenvolvimento de métodos analiticos
que possuem diretrizes especificamente voltadas para o desenvolvimento e
validacdo dos testes de dissolucdo, sendo um desafio para o pesquisador

determinar as melhores condig¢des in vitro para a formulagédo em estudo.

A condicdo que permitiu um perfil de dissolugdo discriminativo para os
comprimidos de citalopram foi obtida com o uso do aparato 1, rotacdo de 50 rpm e
900 ml de &cido cloridrico 0,1 M como meio de dissolu¢do a 37,0 £ 0,5 °C e
quantificacdo por CL. Em funcdo dos resultados obtidos nos perfis de dissolucao
realizados sob estas condi¢des, sugere-se a especificagcdo de 80% de dissolucao

em 30 minutos para os comprimidos de citalopram.

A comparacado dos perfis de dissolucdo é realizada, conforme a legislacao
brasileira (BRASIL, 2004), através do calculo dos fatores f; e f,, entretanto, existem
outros métodos descritos na literatura como o célculo da eficiéncia de dissolucao
(ED) (KHAN, 1975; MARCOLONGO, 2003). Os perfis de dissolucdo dos
medicamentos genérico e similar estudados, ndo sdo semelhantes ao do
medicamento referéncia através do célculo dos fatores f; e f,. O calculo da eficiéncia
de dissolucdo comprova a diferenca entre os perfis, porém, através do teste de
Tukey é possivel concluir que a diferenca € somente entre os medicamentos em
teste com o medicamento referéncia, pois entre eles ndo ha diferenca nos perfis de

liberacao.
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Esta diferenca encontrada ndo permite concluir que os medicamentos
genérico e similar avaliados ndo possam ser intercambiaveis com o medicamento
referéncia. E necessaria a realizacdo de todos os testes fisico-quimicos e os estudos
in vivo para comprovar a equivaléncia e a bioequivaléncia, respectivamente, entre 0s

medicamentos.

O estudo preliminar de fotoestabilidade do citalopram demonstrou que o
farmaco é instavel frente a luz UV e a cinética de fotodegradacdo do farmaco segue
uma cinética de ordem-zero. Estudos mais aprofundados da estabilidade do farmaco
frente a luz UV sdo necessarios a fim de esclarecer o seu comportamento nessas

condicoes.

Este trabalho apresentou o desenvolvimento de analises qualitativas e
quantitativas esperando contribuir com os cédigos oficiais e indUstrias farmacéuticas

para o controle de qualidade de rotina do citalopram em comprimidos.
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9. CONCLUSOES

e As analises por espectroscopia na regido do infravermelho,
espectrofotometria na regido do ultravioleta e determinacdo do ponto de fuséo,
permitiram a caracterizacdo da substancia quimica utilizada como referéncia no

presente trabalho.

e As analises por cromatografia em camada delgada, espectrofotometria na
regido do ultravioleta e cromatografia liquida permitiram a identificacdo do citalopram

em comprimidos.

e O método desenvolvido através da espectrofotometria na regido do
ultravioleta a 239 nm, utilizando acido cloridrico 0,1 M como solvente, mostrou-se
linear, sensivel, especifico, preciso e exato para a analise quantitativa do citalopram

em comprimidos.

e O método desenvolvido através da cromatografia liquida, nas condi¢cdes
experimentais estabelecidas, mostrou-se linear, sensivel, especifico, preciso, exato

e robusto para a anéalise quantitativa do citalopram em comprimidos.

e A andlise comparativa entre os métodos propostos para a determinacao
quantitativa do citalopram demonstrou ndo haver diferencas estatisticamente

significativas, sendo caracterizada a equivaléncia dos mesmos.

e O método desenvolvido através da cromatografia liquida, nas condi¢cdes
experimentais estabelecidas, mostrou-se adequado para a separacao enantiomeérica

da SQR do citalopram e do citalopram em comprimidos.

e O método proposto para a separacado enantiomérica do citalopram né&o
sofre interferéncia dos excipientes da formulacdo analisada, sendo, portanto,

enantiosseletivo para o citalopram.

e A coluna do tipo Pirkle (S,S) Whelk-O 1® empregada neste trabalho nao

foi capaz de separar os enantibmeros do citalopram.



e A vantagem principal do método proposto € que pode-se promover a
separacdo dos enantibmeros (R)- e (S)- de maneira adequada e rapida. Com o
aumento do interesse de se empregar, em formulagdes farmacéuticas, farmacos
enantiomericamente puros, este método podera ser utilizado para a determinacao
das impurezas quirais, tornando-se apropriado para o controle de qualidade de

preparacdes farmacéuticas racémicas e com o enantiomero isolado.

e O uso de 900 ml de &cido cloridrico 0,1 M a 37 °C £ 0,5 °C, aparato cesta
e velocidade de rotacdo de 50 rpm, demonstraram resultados satisfatérios para

avaliar a dissolugéo dos comprimidos de citalopram.

e Indica-se que a especificacdo de 80% ou mais de dissolucdo em 30
minutos seja suficiente para comprovar a qualidade dos comprimidos nas condi¢des

estabelecidas.

e O método por cromatografia liquida mostrou-se adequado para avaliar o

percentual dissolvido do citalopram em comprimidos.

e O teor de citalopram nos produtos analisados ficou dentro da faixa de 90
—110%.

e Todos os produtos avaliados apresentaram percentual de dissolugéo

superior a 95% em 30 minutos.

e Na analise do perfil de dissolucdo, os produtos B e C apresentaram

percentual dissolvido superior a 85% em 15 minutos.

e No estudo comparativo, verificou-se que os produtos B e C néo
apresentam perfil de dissolucdo semelhante ao produto A, mas apresentam

semelhanca entre si.

e O ensaio preliminar de fotoestabilidade de solucdo de citalopram
demonstra que o farmaco é instavel a luz ultravioleta durante o periodo e as

condi¢cOes experimentais utilizadas.

e A fotodegradacao do citalopram em comprimidos segue uma cinética de

ordem zero.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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