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RESUMO

RESUMO

Palavras chave: entacapona, cromatografia liquida de alta eficiéncia, método de
dissolucéo, validacido de métodos analiticos, estabilidade.

Entacapona, inibidor da catecol-o-metiltransferase, €& utilizada como terapia
adjuvante a associacao de levodopa + carbidopa no tratamento da doenga de
Parkinson. No Brasil encontra-se disponivel na forma de comprimidos revestidos
com o nome comercial de Comtan®. O objetivo desse trabalho foi desenvolver e
validar métodos analiticos para o controle de qualidade da entacapona em
comprimidos revestidos e método de dissolugcédo, bem como, estudos preliminares de
estabilidade durante o desenvolvimento do método indicativo de estabilidade por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e na determinagdo da cinética de
fotodegradacao. Devido a falta da substancia quimica de referéncia de entacapona,
realizou-se a extracdo do farmaco a partir dos comprimidos e a caracterizacao
qualitativa e quantitativa por calorimetria diferencial de varredura (DSC),
espectrofotometria na regido do infravermelho (1V), ressonéncia magnética nuclear
(RMN) e volumetria em meio n&o-aquoso. Métodos utilizando cromatografia em
camada delgada (CCD), espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV) e CLAE
foram utilizados para analise qualitativa de entacapona. A validacdo dos métodos
para determinacdo quantitativa (UV e CLAE) foi realizada de acordo os parametros
das principais Guias Oficiais (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 30, 2007). O método
de dissolugao foi desenvolvido e validado de acordo com a USP. Os métodos
qualitativos e quantitativos descritos nesse trabalho demonstraram-se adequados
para determinacdo de entacapona em comprimidos revestidos. Para o método de
dissolugéo as seguintes condi¢des foram selecionadas: solugédo tampéao acetato pH
5,3 como meio, utilizando pas a 50 rpm. A cinética de fotodegradagao em metanol,
frente a luz UV indicou reacdo de segunda ordem. Analises por CLAE-EM/EM
sugerem que o produto de fotodegradacédo formado seja o isbmero geométrico de

entacapona (Z-entacapona).







ABSTRACT

ABSTRACT

‘Entacapone: Development and validation of analytical methods, dissolution

method and preliminary study of stability”.

Keywords: entacapone, high-performance liquid chromatography, dissolution
method, validation of analytical methods, stability.

Entacapone, inhibitor of the catechol-O-methyltransferase, is used as adjunct with
levodopa + carbidopa association in the treatment of Parkinson’s disease. In Brazil it
is available in tablets coated with the commercial name of Comtan®. The aim of this
work was to develop and validate analytical methods for the quality control of
entacapona in coated tablets, as well as, preliminary studies of stability during the
development of stability-indicating high-performance liquid chromatography (HPLC)
method and determination of photodegradation kinetics. Due to the lack of
entacapone reference standard, it was necessary to extract the drug by the tablets
and the qualitative and quantitative characterization was carried out by differential
scanning calorimetry (DSC), infrared spectroscopy (IR), nuclear magnetic resonance
(NMR) and non-aqueous titration of weak acid. Methods using thin-layer
chromatography (CCD), ultraviolet spectroscopy (UV) and HPLC were performed to
entacapone qualitative analysis. The validation of the methods for quantitative
determination (UV and CLAE) was accomplished of agreement the parameters of the
main Official Guides (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 30, 2007). The dissolution test
was developed and validate in according by USP. The qualitative and quantitative
methods described in this study demonstrated to be adequate to determination of
entacapone in coated tablets. For dissolution test the following conditions were
selected: buffer acetate pH 5,3 as medium, using paddles at 50 rpm. The
photodegradation kinetics in methanol, front to UV light indicated the second-order
reaction. LC-MS/MS method results suggest that the photodegration product was the

geometric isomer of entacapone (Z-entacapone).







1. INTRODUGAO







INTRODUCAO

Devido ao aumento da expectativa de vida média da populacdo mundial, a
doencga de Parkinson e demais doencas neurodegenerativas (doenca de Alzheimer,
esclerose lateral amiotrofica e a isquemia cerebral) tém se tornado um problema de
saude publica mundial (FORMAN et al., 2004).

A doenga de Parkinson €& um disturbio neurolégico caracterizado pela
degeneragdao dos neurbnios dopaminérgicos da substancia negra e por inclusdes
neuronais conhecidas por corpusculos de Lewy (RIEDER e ROTTA, 2004). A
doenca provoca severa incapacidade ou morte em 25% dos pacientes com até 5
anos da doencga, em 65% dos pacientes com até 10 anos e 80% dos pacientes com
até 15 anos (EMEA, 2005). A morte, normalmente, resulta de complicagdes da
imobilidade, incluindo pneumonia por aspiragao ou embolia pulmonar (STANDAERT
e YOUNG, 2003).

A associacao de levodopa + carbidopa € a principal escolha para o tratamento
da doenca de Parkinson, bem como a utilizacdo dos inibidores da catecol-o-
metiltransferase (COMT), como terapia adjuvante (WEINER e SHULMAN, 2003;
EMEA, 2005). No Brasil, os principais inibidores da COMT comercializados sao
entacapona e tolcapona (KOROKOLVAS, 2004).

A autorizacdo de introducdo no mercado de Comtan® (entacapona) foi
concedida em setembro de 1998 pela European Medicines Agency (EMEA), em
nome da Novartis Europharm Limited. Apds cinco anos a autorizagao foi renovada,
concluindo que a relagdo risco/beneficio de Comtam® se mantinha favoravel (EMEA,
2005). Nos Estados Unidos, a autorizacdo de comercializagao foi concedida em
Outubro de 1999 (FDA, 2005) e no Brasil em dezembro de 1998 pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2005). O farmaco também ¢é
comercializado em associagdo com levodopa + carbidopa em comprimidos

revestidos.




INTRODUCAO

Na literatura cientifica pesquisada constam trabalhos que relatam a
quantificacdo de entacapona e seu isbmero geomeétrico em fluidos biologicos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a quantificagdo dos metabdlitos de
entacapona por eletroforese capilar (EC), EC acoplada a espectrometria de massas
(EM) e por CLAE acoplada a EM (KARLSSON e WIKBERG 1992; WIKBERG et al.,
1993; KESKI-HYNNILLA et al., 1998; LEHTONEN et al., 1999; KESKI-HYNNILLA et
al., 2000; KESKI-HYNNILLA et al., 2001; RAMAKRISHNA et al., 2005). Em relagdo a
quantificacdo de entacapona em matéria-prima e comprimidos revestidos consta
apenas um método de andlise por espectrofotometria na regido do visivel
(RAJESWARI et al., 2006).

As condi¢des do ensaio de dissolugdo para comprimidos de entacapona sao
descritas pelo Food and Drug Administration (FDA, 2006), porém nao existem
referéncias em relagcdo ao método de quantificacdo. EMEA (2005) também faz
referéncia ao ensaio, porém apenas cita o meio de dissolugao utilizado. Em relagao
a estudos de estabilidade apenas constam ensaios realizados na matéria-prima e
em comprimidos de entacapona para registro do medicamento (EMEA, 2005). Além
disso, os Cddigos Oficiais ndo descrevem metodologia analitica para determinagao
qualitativa e quantitativa do farmaco e na forma farmacéutica de comprimidos

revestidos.

Com base no exposto, a validacao de métodos analiticos para realizacdo do
controle de qualidade do farmaco entacapona em comprimidos revestidos,
possibilitando a analise qualitativa e quantitativa, o método de dissolucédo e a
determinagcdo da cinética de degradagdo em condigbes fotoliticas, justificam a

realizacao deste trabalho.

A validacdo de métodos analiticos, utilizados para avaliar a qualidade do
farmaco entacapona, garante que o0s mesmos atendam as exigéncias das
aplicagdes analiticas e assegure a confiabilidade dos resultados (BRASIL, 2003; ICH
2005, USP 30, 2007), demonstrando a importdncia do desenvolvimento deste

trabalho.
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OBJETIVO GERAL

21 Objetivo geral

& Desenvolver e validar métodos analiticos para determinagdo qualitativa e
quantitativa, ensaio de dissolugao e estudo preliminar de estabilidade de entacapona

em comprimidos revestidos.
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3.1. Doencga de Parkinson

A doenca de Parkinson é uma sindrome neurodegenerativa, que apresenta
como principal caracteristica patologica a perda dos neurbnios dopaminérgicos
pigmentados da parte compacta da substéncia negra, com o aparecimento de
inclusdes intracelulares conhecidas como corpusculos de Lewy. A perda progressiva
de neurbnios dopaminérgicos constitui um aspecto do envelhecimento normal,
entretanto, a perda de 70 a 80% de neurbnios dopaminérgicos caracteriza a doenga
de Parkinson sintomatica (STANDAERT e YOUNG, 2003).

A doenca de Parkinson é diagnosticada pelo aparecimento de sintomas
motores, caracterizados por tremor, rigidez ou acinesia, bradicinesia e instabilidade
postural (KOLLER e MONTGOMERY, 1997). O primeiro sintoma caracteristico € o
tremor unilateral de um dos membros. Como o processo degenerativo afeta outras
partes do cérebro, além dos ganglios basais, a doenga também esta associada a
deméncia (RANG et al., 2004). Porém, devido a freqiéncia com que essas
manifestagdes clinicas ocorrem em outras doencgas, a precisdo diagnostica é
extremamente prejudicada (RIEDER e ROTTA, 2004).

Apesar da identificacdo de mutagbes génicas e a presenca de toxinas
exdgenas e enddgenas associados a doenca de Parkinson, a etiologia ainda é
desconhecida (RIEDER e ROTTA, 2004; GOSAL et al., 2006).

A incidéncia é estimada em 4,5 a 16 casos por 100.000 individuos ao ano. A
doenca é rara antes dos 50 anos de idade, porém, a incidéncia aumenta de 5 casos
na faixa etaria de 45 a 49 anos para 90 casos por 100.000 na faixa etaria com mais
de 75 anos e, em média, 2 a 3% da populagédo ocidental ira desenvolver a doenga
(EMEA, 2005). RIEDER e ROTTA (2004) afirmam que a doencga atinge cerca de 1 a

2% da populacdo acima dos 65 anos.
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3.2. Tratamento farmacolégico

Os medicamentos atualmente utilizados no tratamento da doenca de
Parkinson proporcionam alivio sintomatico, sem modificar a patogenia da doencga ou,
em outras palavras, a evolugao natural da doenga prossegue apesar do tratamento
(STANDAERT e YOUNG, 2003; WEINER e SHULMAN, 2003).

No tratamento da doenca de Parkinson sado utilizadas diversas classes
terapéuticas, entre elas:

» Agentes anticolinérgicos: triexifenidil, benzatropina e biperideno;

» Precursores dopaminérgicos combinados com inibidores da
descarboxilase de aminoacidos aromaticos periféricos: levodopa +

carbidopa e levodopa + benserazida;

» Agonistas dopaminérgicos: bromocriptina, lisurida, pergolida e

ropinirol,
» Inibidores da monoamina-oxidase do tipo B: selegilina;
» Liberadores de dopamina: amantadina;

» Inibidores da catecol-o-metiltransferase (COMT): tolcapona e
entacapona (STANDAERT e YOUNG, 2003; RIEDER e ROTTA, 2004).

A associacgao de levodopa + carbidopa € a principal escolha para o tratamento
da doenca de Parkinson. A levodopa, por meio da enzima descarboxilase, é
convertida em dopamina, principal neurotransmissor depletado na doenca. Apds a
administracao oral, a levodopa € completamente absorvida, alcangcando pico sérico
em 15 a 45 minutos. Na circulagao, sofre conversdo a dopamina pela descarboxilase
e a 3-O-metildopa, por acdo da COMT e, com isso, apenas 5% da levodopa
circulante chega ao cérebro, caso ela nédo esteja associada aos inibidores da
descarboxilase (carbidopa ou benzerazida), os quais impedem a conversao
periférica (RIEDER e ROTTA, 2004). A utilizagdo de um inibidor da descarboxilase
reduz em cerca de 10 vezes a dose necessaria de levodopa e diminui os efeitos

colaterais periféricos associados a dopamina. A descarboxilacdo da levodopa a
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dopamina ocorre rapidamente dentro do cérebro, pois o0s inibidores da

descarboxilase n&o ultrapassam a barreira hematoencefalica (RANG et al., 2004).

Porém, mesmo em associagcdo, a utilizacdo de levodopa continua
apresentando alguns efeitos colaterais indesejaveis, tais como as discinesias,
problemas psiquiatricos e flutuagées da funcdo motora (WEINER e SHULMAN,
2003).

As flutuagdes da funcdo motora sdo uma das principais complicacbes do
tratamento prolongado durante a utilizagcdo da associagdo de levodopa + carbidopa.
Apds um certo periodo de tratamento, observa-se que os efeitos benéficos da
medicacdo comecam a diminuir antes do horario da proxima dose (acinesia propria
do final da dose). A acinesia € mais preponderante no periodo da manha, antes da
primeira dose do dia (acinesia matinal), ou seja, muitas vezes uma ou duas doses da
medicacdo nao produzem o efeito desejado. Posteriormente, as flutuagdes entre o
estado de boa mobilidade e dessa para as manifestagdes parkinsonianas podem
tornar-se aleatorias, sem relagcao evidente com os horarios das doses, sobretudo em
pacientes que administram varias doses de levodopa (WEINER e SHULMAN, 2003).
As flutuagdes, em alguns pacientes, refletem a variagdo da concentragao plasmatica
da levodopa, e sugere-se que, com o decorrer da doenga, perde-se a capacidade
dos neurdnios de armazenarem dopamina, de modo que o beneficio terapéutico da
levodopa depende da formacgdo continua da dopamina extraneuronal, o qual é
dependente da administragdo de levodopa (KOLLER, 1996; RANG et al., 2004).

A transicao entre a funcdo motora relativamente normal e o retorno a
sintomatologia da doenca de Parkinson pode levar de alguns minutos a trés ou
quatro horas. Esse fenbmeno chamado on-off acontece quando as flutuagdes entre
esses dois extremos se processam de maneira subita e imprevisivel. O quadro
clinico dessas flutuagdes pode ser observado mesmo durante um rapido exame
médico, ou seja, o paciente pode entrar em estado parkinsoniano grave (off),
apresentando acentuada rigidez tipo roda dentada, tremor de repouso e acinesia
grave, impossibilitando-o de levantar-se da cadeira, ao lado de comprometimento
dos reflexos posturais, a ponto de cair ou ndo conseguir manter-se em pé. Porém,

com administracdo dos farmacos, dentro de poucos minutos, o paciente volta ao
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estado normal, ndo apresentando tremor e sendo capaz de caminhar sem dar a

menor impressao de ter sintomas parkinsonianos (WEINER e SHULMAN, 2003).

Esse problema pode estar associado as alteracbes da capacidade de
resposta dos receptores centrais a dopamina, assim como as flutuacdes dos niveis
do neurotransmissor disponivel. Existem numerosas medidas terapéuticas que
podem ser adotadas diante das flutuacbes de motricidade, entre elas a
administragdo de um inibidor da COMT (SCHAPIRA e OBESO, 2000; WEINER e
SHULMAN, 2003). Estudos reportaram que 50% dos pacientes podem desenvolver
flutuagdes da fungdo motora apds dois ou trés anos de tratamento com a associagao
de levodopa + carbidopa (GORDIN et al., 2004).

3.3. Inibidores da COMT

A descoberta que a presenga do grupamento nitrocatecol em determinadas
moléculas causava alta atividade inibitéria da COMT, proporcionou uma disputa
entre a Roche® e a Orion® para desenvolvimento de farmacos com essas
propriedades farmacolégicas. No final dos anos 80, as duas empresas registraram
os produtos nos Estados Unidos e na Europa com os nomes de tolcapona e

entacapona, respectivamente (GORDIN et al., 2004).

Os inibidores da COMT, como o nome sugere, tém a capacidade de inibir
essa enzima e, com isso, evitar o metabolismo da levodopa, evitando a formacgao de
3-O-metildopa e prolongando a eliminagéo plasmatica. O aumento na quantidade de
levodopa disponivel para penetrar a barreira hematoencefalica aumenta a
biodisponibilidade e prolonga a meia-vida efetiva do farmaco (KERANEN et al.,
1991; STOCCHI et al, 2004). A inibicdo é seletiva, reversivel e reduz
significativamente o fenbmeno de desgaste em pacientes com flutuagdes na doenca
de Parkinson, aumentando o tempo on em cerca de 37%. A administracédo de
entacapona juntamente com levodopa e um inibidor da descarboxilase proporciona
aumento significativo da eficacia clinica do tratamento em pacientes com flutuagdes
motoras (STOCCHI et al., 2004).
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Embora o mecanismo de agao e os efeitos clinicos dos inibidores da COMT
sejam semelhantes, eles diferem em relagédo aos efeitos adversos e as propriedades
farmacocinéticas. A tolcapona tem duragao de acdo maior e atua em nivel periférico
e central, enquanto a entacapona tem acao mais curta e atua, principalmente, em
nivel periférico. Entretanto, pesquisas cientificas associam a tolcapona a casos de
toxicidade hepatica potencialmente fatal e, devido a isso, pacientes submetidos ao
tratamento com esse farmaco devem ser monitorados regularmente. Em relagao a
entacapona, a literatura pesquisada ndo descreve casos de hepatotoxicidade
(WATERS, 2000; STANDAERT e YOUNG, 2003). KORLIPARA e colaboradores
(2004), através do estudo de toxicidade em cultura de células de neuroblastoma

humanos, demonstraram que o farmaco entacapona nao é toxico.

3.3. Farmacocinética

O farmaco entacapona € rapidamente absorvido no trato gastrintestinal,
atingindo o pico de concentragdo plasmatica maxima em 1 hora. Apresenta uma
grande intra e intervariagdo individual, sofre extensivo metabolismo de primeira
passagem no figado e a biodisponibilidade é de, aproximadamente, 35% apos
administracao oral (WIKBERG et al., 1993).

A baixa biodisponibilidade pode estar relacionada ao reduzido valor do pKa de
entacapona (4,5), pois em pH intestinal o farmaco esta ionizado. Farmacos que
apresentam grupamento ionizavel sdo mais facilmente absorvidos através da parede
do intestino quando estao na forma nao-ionizada. Além disso, a diminuicao do pH
diminui a solubilidade de entacapona e limita a absorgdo no estdbmago. Por essa
razao, a sintese de pro-farmacos com a finalidade de aumentar a solubilidade em pH
acido e as caracteristicas lipofilicas em pH neutro, tém sido objetivo de pesquisas
cientificas (LEPPANEN et al., 2000; SAVOLAINEN et al., 2000). No entanto,
conforme afirmado por SAVOLAINEN e colaboradores (2000), a baixa
biodisponibilidade ndo esta associada apenas as propriedades fisico-quimicas, pois
a sintese do pré-farmaco N-alquil carbamato, mais lipofilico e mais soluvel, nao

melhorou a biodisponibilidade.
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O principal metabdlito de entacapona em plasma humano é o isbmero Z-
entacapona, porém o mesmo representa apenas 5% da area sobre a curva dos
isdmeros. A eliminagdo do farmaco ocorre principalmente pelas fezes na forma de
metabdlitos conjugados glicuronidicos de entacapona e de seu isbmero Z-
entacapona (WIKBERG et al., 1993; HOLM e SPENCER, 1999).

3.4. Métodos de analise

Apenas um método de quantificacdo de entacapona em matéria-prima e
comprimidos revestidos € descrito na literatura pesquisada. O método por
espectrofotometria na regido do visivel a 689 nm baseia-se na reacado colorimétrica
das hidroxilas fendlicas de entacapona com cloreto férrico e ferrocianeto de potassio
(RAJESWARI et al., 2006).

Em relacdo a determinacido de entacapona e metabdlitos em fluidos
biolégicos por métodos cromatograficos e eletroforéticos acoplados ou ndo a
espectrometria de massas (EM) foram encontrados os seguintes métodos validados,

citados abaixo.

KARLSSON e WIKBERG (1992) propuseram um método para quantificagao
de entacapona e seu isdmero (Z-entacapona) em plasma humano e urina por CLAE,
com deteccdo amperométrica e utilizando como fase moével mistura de tampdes
pH 2,0 (fosfato de sddio, acido citrico e EDTA), metanol e tetraidrofurano (63:50:5).

WIKBERG e colaboradores (1993) propuseram um método para identificagcao
e quantificacdo de entacapona e metabdlitos, porém em urina de ratos e humanos.
O método utilizado foi a CLAE com detector ultravioleta de arranjo de fotodiodos

(310 nm) e coluna em fase reversa de octadecilsilano (C18).

A utilizacdo de EC com detecgao a 335 nm foi descrita por LEHTONEN e
colaboradores (1999) para quantificacdo de metabdlitos de entacapona e de
metabdlitos do isdmero Z-entacapona. Como eletrélito foi utilizada solugdo tampao
fosfato pH 7,0 contendo 25 mM de fosfato de potassio monobasico, 50 mM borato e
20 mM de dodecil sulfato de sodio, fase estacionaria capilar de silica fundida e

voltagem de 15 Kuv.
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KESKI-HYNNILLA e colaboradores (1998) validaram um método para
quantificar metabdlitos de entacapona, do isdbmero (Z-entacapona) e de outros
inibidores da COMT (nitecapona e tolcapona) utilizando métodos acoplados de
CLAE e EM. Em 2001, KESKI-HYNNILLA e colaboradores, também, publicaram um
método para quantificacdo de metabdlitos de entacapona, utilizando CLAE e EM

acoplados.

O emprego de EC acoplada a EM foi descrito para quantificagdo de
metabdlitos de entacapona e do seu isdbmero em urina. Acetato de amédnio 20 mM e
o metabdlito de nitecapona (3-O-Glucuronidico) foram utilizados como eletrdlito e
padrao interno, respectivamente (KESKI-HYNNILLA et al., 2000).

Recentemente, RAMAKRISHNA e colaboradores (2005) validaram um
método para quantificagdo de entacapona em plasma humano, utilizando CLAE com
detector ultravioleta a 310 nm, coluna octadecilsilano (C18) e fase mdvel constituida
de mistura de tampao fosfato de potassio 30 mM e acetonitrila (62:38). A extracao
do farmaco do plasma foi realizada através da extragédo liquido-liquido utilizando

mistura de acetato de etila e n-hexano (50:50).

Em relagdo ao método de dissolugao, o FDA (2006) descreveu as condi¢oes
para a realizacdo do ensaio: 900 ml de tampéao fosfato de potassio pH 5,5, utilizando
pas a 50 rpm e coletas em 10, 20, 30 e 45 minutos, no entanto, ndo foram descritas
as condi¢cdes espectrofotométricas ou cromatograficas para quantificagcdo do
farmaco dissolvido. O documento, que aprovou a comercializacdo de medicamento
(EMEA, 2005), cita apenas que o meio de dissolugdo tampao fosfato pH 5,5 foi o

mais adequado, no entanto, as demais condi¢cdes do ensaio ndo sao descritas.

Estudos de estabilidade apenas sao referenciados pelo EMEA (2005) para
registro do produto, onde a estabilidade do farmaco foi verificada a 25 °C e 60% de
umidade relativa (UR). A estabilidade em comprimidos foi realizada a temperatura
ambiente e 75% de UR, 25 °C e 60% de UR e em condi¢des fotoliticas. Os
resultados demonstraram que ndo houve alteragcdo nas caracteristicas fisico-

quimicas dos produtos.

17



REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.5. Descrigao

O derivado nitrocatecol entacapona (Figura 3.1) apresenta as seguintes

caracteristicas:

HO N PN

HO CHs
NO,

FIGURA 3.1. Estrutura quimica de entacapona (THE MERCK Index, 2000).

» Nome quimico: (E)-2-ciano-3-(3,4-dihidroxi-5-nitrofenil)-N,N-dietil-2-
propenamida (THE MERCK Index, 2000);

» O farmaco entacapona pode ser sintetizado em duas formas
esterecisbmeras: E = trans e Z = cis. O isbmero E foi escolhido por
apresentar uma rota de sintese mais favoravel e, devido a isso, o isbmero Z
foi considerado uma impureza de sintese. A avaliacdo da atividade
farmacoldgica e toxicologica, realizada através de estudos clinicos e
toxicolégicos, demonstrou que ambos os isbmeros s&o similares (EMEA,
2005). No entanto, LEPPANEN e colaboradores (2001) afirmaram que o

isbmero E é mais ativo.

» Férmula molecular: C14H1sN3O (THE MERCK Index, 2000; MOFFAT et al.,
2004);

» Massa molecular: 305,29 (THE MERCK Index, 2000);

» Denominagao Comum Internacional (DCI): entacapone (EMEA, 2005);
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Denominagao Comum Brasileira (DCB): entacapona;

Registro no Chemical Abstracts (CAS): 130929-57-6 (THE MERCK Index,
2000);

Faixa de fus&o: 162 -163° C (THE MERCK Index, 2000);

Solubilidade: praticamente insoluvel em agua (EMEA, 2005). Em tampéo
fosfato 0,16 M pH 5,0 e pH 7,4: 77 pg/ml e 1752 pg/ml, respectivamente
(SAVOLAINEN et al, 2000). LEPPANEN e colaboradores (2000) também

descreveram a solubilidade em tamp&o pH 1,2 igual a 17 pyg/ml;

pKa: 4,5 (THE MERCK Index, 2000).
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EXTRAGAO E CARACTERIZAGAO DA SQT

4.1. Introdugao

A pureza das substancias de referéncia é de fundamental importancia para a
validacdo de métodos analiticos. De acordo com o FDA, existem duas categorias de
substancias de referéncia: compendiais e ndo-compendiais. As substancias de
referéncia compendiais sdo aquelas adquiridas comercialmente de fontes como a
USP e nao necessitam de caracterizacdo posterior. As substancias de referéncia
nao-compendias sdo aquelas com elevado teor de pureza, entretanto necessitam
ser cuidadosamente caracterizadas (SWARTZ e KRULL, 1998).

Devido a negativa da empresa detentora da patente do produto (Orion
Corporation) e da Industria farmacéutica que o comercializa no Brasil (Novartis),
bem como do alto custo para aquisicdo da substancia quimica de referéncia de
entacapona, optou-se por realizar a extragdo a partir dos comprimidos e,

posteriormente, a caracterizacao do farmaco para desenvolver este trabalho.

4.2. Objetivos especificos

% Desenvolver método de extragdo de entacapona a partir dos comprimidos

revestidos;

& Caracterizar qualitativamente e quantitativamente o produto extraido da
formulacdo através de analise por calorimetria diferencial de varredura (DSC),
espectrofotometria na regido do infravermelho (1V), ressonéncia magnética nuclear

de hidrogénio (RMN 'H) e de carbono (RMN C) e volumetria em meio n3o-aquoso.
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4.3. Produto Farmacéutico

Comprimidos revestidos de entacapona 200 mg, sob o nome comercial de
Comtam?®, fabricados pela Orion (Finlandia). Para a comercializacdo no Brasil sdo

importados, embalados e distribuidos pela Novartis Biociéncias S. A.

Os excipientes presentes na formulagado sao: celulose microcristalina, manitol,
croscarmelose sodica, O6leo vegetal hidrogenado, hidroxipropilmetilcelulose,
polissorbato 80, glicerol 85%, sacarose, estearato de magnésio, 6xido de ferro

amarelo, 6xido de ferro vermelho e diéxido de titanio.

O produto farmacéutico utilizado neste trabalho apresenta data de fabricacéo
de 09/2004, data de validade de 08/2007 e numero de lote Z0009 (NOVARTIS,
2004).

4.4. Parte Experimental
4.4.1. Extracao do farmaco da formulagao

A extracdo do farmaco entacapona dos comprimidos foi realizada,

individualmente, nos seguintes solventes:
» Etanol (CLAE);
» Acetato de etila (P.A.) : hexano (P.A.) (1:1) (v/v);
» Acetonitrila (CLAE).

Para realizar a extracdo de entacapona da forma farmacéutica, transferiram-
se 5 comprimidos, previamente triturados, para erlenmeyer de 500 ml, com auxilio
de 250 ml de solvente e agitou-se, magneticamente, por 10 minutos. Filtrou-se em
filtro quantitativo Framex, modelo 389', para separar os produtos insoluveis
presentes na formulacao e realizou-se a evaporagao dos solventes em evaporador
rotatorio Fisatom, modelo 802D, a 40 °C. O residuo obtido foi dessecado em
dessecador a vacuo, a temperatura ambiente por 24 horas. Todo procedimento

descrito foi realizado sob protec¢ao da luz.
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Como resultado das extragdes nos trés diferentes solventes, obtiveram-se
produtos de cor alaranjada, denominados inicialmente de produto de extragdo em
etanol (PEE), produto de extragdo em acetato de etila e hexano (PEAH) e produto

de extragao em acetonitrila (PEA).

4.4.2. Caracterizagcao dos produtos de extragao

Utilizaram-se as seguintes técnicas para caracterizagdo dos produtos de
extragdo: calorimetria diferencial de varredura (DSC), espectroscopia na regido do
infravermelho (IV), ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e de
carbono (RMN '®C) e volumetria com detecgdo potenciométrica em meio nao-

aquoso.

4.4.2.1 Analise térmica por calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As analises foram realizadas em calorimetro diferencial exploratério por fluxo
de calor, Shimadzu DSC-60, dotado de controlador de fluxo para gas de purga (N2)
FC-60-A, integrador TA-60WS e software de controle e analise TA-60 versao 2.0.

Para realizar o ensaio, transferiu-se, individualmente, aproximadamente
1,0 mg dos produtos de extracdo, obtidos nos diferentes solventes, para portas-
amostra de aluminio com capacidade de 4 pl, as quais foram seladas e colocadas no
forno do calorimetro exploratério de varredura. A rampa de aquecimento utilizada foi
de 5 °C/minuto.

4.4.2.1.1 Resultados

As Figuras 4.1, 4.2 e 4.3 apresentam as curvas de aquecimento obtidas por
DSC para os PEE, PEAH e PEA, respectivamente.

25



EXTRAGAO E CARACTERIZAGAO DA SQT

DsC
mw

0.00 |-

.00 |

3.00 [
400 [

5.00 |-

50.00 100.00 750.00 200,00
Temp [C]

FIGURA 4.1. Curva de aquecimento obtida por DSC para o PEE.
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FIGURA 4.2. Curva de aquecimento obtida por DSC para o PEAH.
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FIGURA 4.3. Curva de aquecimento obtida por DSC para o PEA.
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A faixa de fusdao obtida para o PEE mostrou-se extremamente alargada

(153,45 °C a 159,79 °C) em relac&o ao preconizado na bibliografia.

O PEAH apresentou faixa de fusdo de 157,9 °C a 163,96 °C, no entanto

observou-se um pico préximo ao pico atribuido ao farmaco entacapona.

A faixa de fusdo obtida para o PEA foi de 160,61 °C a 165,6 °C.

4.4.2.2. Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho (1V)

A caracterizagdo do PEA por espectrofotometria na regidao do IV foi realizada
através da preparagao de uma pastilha contendo 1,5 mg da amostra do PEA e
150 mg de brometo de potassio (KBr). As analises foram realizadas em

espectrofotometro FTIR, marca Shimadzu, modelo 8001.

4.4.2.2.1. Resultados

O espectro na regiao do IV do PEA em pastilha de KBr, na faixa de 600 a

3800 cm™", esta apresentado na Figura 4.4.

Absorvancia

v T v T v T v T v T v T v T v T
3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800

Comprimento de onda (cm™)

FIGURA 4.4. Espectro de absor¢ao na regido do IV do PEA em pastilhas de KBr.
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A fim de verificar a presenca de bandas adicionais no espectro de absorgao
na regido do infravermelho do PEA, as quais poderiam ser caracterizadas como

impurezas, realizou-se a comparagao desse com o espectro presente na bibliografia

(MOFFAT et al., 2004).

Os espectros na regiao do IV do PEA e do padrao de entacapona (MOFFAT

et al., 2004) estdo sobrepostos na Figura 4.5.

[ransmitance

!
I

FIGURA 4.5. Espectros sobrepostos na regido do IV (650 a 2000 cm™) do (a) padréo
de entacapona publicado em MOFFAT e colaboradores (2004) e (b) do PEA em

pastilhas de KBr.

A identificacdo dos grupamentos quimicos caracteristicos de cada banda de

absorgao do espectro do PEA encontra-se descrita na Tabela 4.1.
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TABELA 4.1 Frequéncias de absorgéo das principais bandas do espectro na regiao
do IV do PEA e suas respectivas atribuicbes (WIKBERG et al., 1993; PAVIA et al.,
2001a; SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

Freqgiiéncia (cm™) Atribuigdo

3400 Deformacao axial de OH

2260 — 2240 Deformacao axial de CN

1610 Deformacgao axial CO de amida
1620 Deformagao axial C=C

1550 Deformacao axial assimétrica de NO,
1450 Deformacao angular de CH,
1375 Deformacgao angular 2 CH;
1350 Deformacao axial simétrica NO,
1220 Deformacgao angular de CO de fenol

4.4.2.3. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN 'H) e de carbono (RMN '3C)

Os espectros de RMN 'H e de RMN '®C do PEA foram realizados em
equipamento Varian, modelo YH-300 de 300 MHz para hidrogénio e 75 MHz para

carbono, utilizando dimetilsulféxido deuterado (DMSOqs) como solvente.

4.4.2.3.1. Resultados

O espectro de RMN "H do PEA esta apresentado na Figura 4.6.
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FIGURA 4.6. Espectro de RMN "H em DMSOgs do PEA.

As atribuicdes do espectro de RMN 'H, bem como a estrutura quimica de
entacapona indicando essas atribuicdo, estdo apresentadas nas Tabelas 4.2 € na

Figura 4.7, respectivamente.

TABELA 4.2. Atribuicdes do espectro de RMN '"H do PEA em DMSOgs (GOTTLIEB
et al., 1997, LEPPANEN et al., 2000; LEPPANEN et al., 2001; PAVIA et al., 2001b).

Hidrogénio Deslocamento Multiplicidade Numero de Interpretacao
quimico (ppm) hidrogénios

A 1,18 multipleto 6 2 CH;s

- 2,10 multipleto - Acetonitrila*

- 2,50 multipleto - Solvente
(DMSOQOgg)

B 3,40 multipleto 4 2 CH,

Cc 7,78 dubleto 1 H do aromatico

D 7,95 singleto 1 H da liga dupla

E 7,60 dubleto 1 H do aromatico

* impureza da extragao
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FIGURA 4.7. Estrutura quimica de entacapona e respectivas atribuicbes do espectro
de RMN 'H em DMSOgg,

O espectro de RMN "°C do PEA esta apresentado na Figura 4.8.

(1,3,2,12)
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FIGURA 4.8. Espectro de RMN *C em DMSOgs do PEA.

As atribuicdes do espectro de RMN ' C, bem como a estrutura quimica de
entacapona indicando essas atribuicdo, estdo apresentadas nas Tabelas 4.3 e na

Figura 4.9, respectivamente.
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TABELA 4.3 Atribuicdes do espectro de RMN "°C do PEA em DMSOg (LEPPANEN
et al., 2000; LEPPANEN et al., 2001; PAVIA et al., 2001b).

Carbono Deslos:a{nento Interpretagao | Carbono Desloc’:ar_nent InterPreta

quimico o quimico Gao
(ppm) (ppm)

C1 122,7 C aromatico | C8 104,7 C=

C2 1177 C aromatico | C9 162,7 CcC=0

C3 118,6 C aromatico | C10 43,1 R-CHz-N

C4 145,1 C aromatico | C11 12,7 R- CH3

C5 147,3 C aromatico | C12 116,3 C=N

C6 137,2 C aromatico | C13 39,5 R-CH»>-N

C7 148,1 C=C C14 13,5 R- CHs

Os demais picos préximos ao deslocamento de 40 ppm correspondem ao
solvente DMSOgys (GOTTLIEB et al., 1997).

(14)

FIGURA 4.9. Estrutura quimica da entacapona e respectivas atribuicoes do espectro
de RMN *C em DMSOygs

4.4.2.4. Volumetria em meio nao-aquoso
4.4.2.4.1. Condigoes volumétricas

A USP 30 (2007) e a F. Bras. IV, 1988 descrevem uma série de condi¢des para
a realizagao da volumetria em meio ndo-aquoso para determinagado quantitativa de

acidos fracos.
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A Tabela 4.4 descreve as condigdes volumétricas utilizadas para determinagao

quantitativa do PEA.

TABELA 4.4. Condicbdes volumétricas utilizadas para determinacdo quantitativa do
PEA.

Descricao Condigao

Titulante Metdxido de sodio 0,05N SV
Solvente Dimetilformamida
Detecgao do ponto final Potenciométrica - Eletrodo combinado

de pH Digimed DME-CV1

4.4.2.4.2. Preparagao e padronizagdo da solugcao de metéxido de sodio
0,05 N SV

Pesou-se, cuidadosamente, 1,25 g de sodio metalico com auxilio de 75 ml de
metanol (P. A.) e deixou-se em repouso até ocorrer a solubilizacdo. Transferiu-se
para baldao volumétrico de 11 e completou-se o volume com tolueno. Para realizar a
padronizacao foram pesados, aproximadamente, 40 mg de padrao primario de acido
benzoico (Merck), diluido em 40 ml de dimetilformamida e foi adicionado duas gotas
de indicador azul de timol 1% (p/V) em dimetilformamida. A titulacao foi realizada até
o ponto final, visualizado por uma coloragao azul intensa. O ensaio de padronizagao

foi realizado em triplicata e adaptado a partir do descrito na USP 30 (2007).

4.4.2.4.3. Analise volumétrica do PEA

Pesou-se o equivalente a 90 mg do PEA e dilui-se em 80 ml de
dimetilformamida. Agitou-se levemente com auxilio de magneto até ocorrer a
solubilizagdo e titulou-se com solugdo de metoxido de sédio 0,05 N SV. Para
verificar a variagao do potencial em milivolt (mV) e determinagédo do ponto final foi

utilizado aparelho medidor de pH Digimed DM-20.

As solucdes tituladas foram protegidas com filme de vedacdo (Para-film®)

para evitar a exposicdo excessiva ao dioxido de carbono. A interferéncia do didxido
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de carbono foi determinada procedendo a titulagdo de 80 ml de dimetilformamida,

como branco da amostra.

A equivaléncia do ponto final foi de 1 ml de metdxido de sédio 0,05 N SV para

cada 15,265 mg de entacapona no PEA.

4.4.2.44. Resultados

Os resultados referentes a determinagao quantitativa do PEA por volumetria

em meio ndo-aquoso estdo apresentados na Tabela 4.5.

TABELA 4.5. Determinacao quantitativa do PEA por volumetria em meio nao-
aquoso.

Amostra Teor (%) Média (%) DPR

1 97,45
98,67

2

3 98,24 98,00 0,44
4 98,01

5 97,64

6

97,99

4.5. Discussao

Para a realizagcdo da extracdo do farmaco entacapona a partir dos
comprimidos revestidos foram utilizados, individualmente, trés solventes: etanol,
mistura de acetato de etila e hexano (1:1) e acetonitrila. A utilizacdo da mistura de
acetato de etila e hexano (1:1) baseou-se na literatura, pois a mesma foi utilizada
por KARLSSON e WIKBERG (1992) para extragdo de entacapona do plasma. A
escolha de etanol e acetonitrila foi baseada na polaridade intermediaria dos mesmos
(5,2 e 6,2, respectivamente), solventes com polaridade superior a mistura de acetato

de etila e hexano (2,15), porém em comparagé&o com a agua (9,0), menos polares. A
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utilizacao da agua foi descartada devido a baixa solubilidade do farmaco nesse meio
(EMEA, 2005).

A extracdo do farmaco entacapona a partir dos comprimidos revestidos
resultou em trés produtos de extragao, denominados: produto de extragdo em etanol
(PEE), produto de extragao em acetato de etila e hexano 1:1 (PEAH) e produto de
extragdo em acetonitrila (PEA). Para caracterizagdo de entacapona nesses produtos
foram realizados ensaios por DSC. As técnicas de espectroscopia na regido do 1V,
RMN 'H e RMN '3C foram utilizadas posteriormente apenas para caracterizagdo do
PEA. A determinagdo quantitativa do teor de entacapona no PEA foi realizada

utilizando a volumetria em meio n&o-aquoso.

A utilizacdo da analise térmica por DSC para determinagao da pureza de um
produto farmacéutico é realizada assumindo que qualquer impureza presente
diminuira e alargara a faixa de fusao caracteristica do produto puro. Isto significa que
o perfil do pico de uma substancia pura apresenta-se extremamente afilado em um
espectro de DSC, no entanto, se existirem impurezas, nota-se a diminuicdo na
temperatura da faixa de fusdo e o pico torna-se mais alargado ou ainda o
aparecimento de outros picos (FORD e TINMINS, 1989).

Os resultados da curva de pureza realizados no PEE (Figura 4.1)
apresentaram uma faixa de fusdo extremamente alargada (153,45 °C a 159,79°C) e
inferior em relacdo a citada na literatura (162 °C a 163 °C), indicando,
possivelmente, que alguns dos adjuvantes da formulagdo foram extraidos
juntamente com o farmaco entacapona, o que pode ser caracterizado como
impurezas no produto de extragdo. Resultados semelhantes foram encontrados com
o PEAH (Figura 4.2), a faixa de fusdo mostrou-se alargada e inferior (157,9 °C a
163,96 °C) a citada na literatura, o que caracteriza, também, a presenca de

impurezas nesse produto.

O ensaio realizado para avaliar a pureza do PEA (Figura 4.3) apresentou uma
faixa de fusao de 160,61°C a 165,60°C, semelhante a preconizada na literatura,
indicando um bom indice de pureza. Diante dos resultados obtidos nas analises por
DSC, procedeu-se a caracterizagao apenas do produto de extragcdo obtido em
acetonitrila (PEA).
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A espectroscopia no IV determina informagdes estruturais sobre a molécula
em estudo. As absorg¢des das ligagbes presentes na molécula sdo determinadas em
faixas do espectro na regido do |V, através da analise de bandas caracteristicas dos

grupos funcionais presentes (PAVIA et al., 2001a).

O espectro de absorgao no IV pode ser utilizado como a impressao digital da
molécula, ou seja, comparando o espectro de absorgao no IV de duas substancias,
pode-se estabelecer se as mesmas sdo idénticas. Se o espectro infravermelho
coincidir banda a banda, pode-se concluir, na maioria dos casos, que as substancias

apresentam a mesma identidade (PAVIA et al., 2001a).

O espectro de absor¢cdao no IV do PEA mostrou-se similar ao espectro
apresentado por MOFFAT e colaboradores (2004) para o padrdo de entacapona,
demonstrando que o produto extraido tratava-se do farmaco em questdo. A
interpretacado das bandas permitiu a obtencéo de informacdes estruturais, através de

grupos funcionais, que também confirmaram a identificagdo da molécula.

A caracterizagdo do PEA também foi realizada através da RMN 'H e
RMN "C. A ressonancia magnética nuclear é uma técnica extremamente eficaz para
caracterizar exatamente uma estrutura quimica em matérias-primas e produtos

acabados. A técnica também permite a deteccédo de impurezas (WATSON, 2005b).

Os resultados obtidos nos ensaios de RMN 'H e RMN *C para o PEA
demonstraram que os sinais obtidos estdo de acordo com as atribuicbes esperadas
para a molécula de entacapona. A comparacdo com espectros da literatura
(LEPPANEN et al., 2000; LEPPANEN et al., 2001) facilitou a interpretagdo, bem
como, a literatura pesquisada confirmou os resultados obtidos (PAVIA et al., 2001b).
Conforme verificado nas Figuras 4.6 e 4,8, os sinais referentes aos substituintes da
etila da amida apresentaram-se largos em ambos o0s espectros, no entanto,
conforme LEPPANEN e colaboradores (2001), esses resultados devem-se a
dificuldade de rotagcdo dos substituintes da etila, causada pela conformagéo planar

do grupamento ciano.

A volumetria em meio ndo-aquoso € uma técnica rapida e exata que permite a
quantificacdo de farmacos denominados acidos ou bases fracas, os quais nao

podem ser quantificados em meios aquosos (F. Bras. 1V, 1988; USP 30, 2007). Por
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essa razao, tais métodos sao extremamente utilizados pelos Codigos Oficias para
quantificacdo de farmacos em matérias-primas. O farmaco entacapona como € um
acido fraco (pKa = 4,5) foi quantificado por essa técnica utilizando deteccéo
potenciométrica do ponto final e solucado de metdxido de sodio 0,05 N SV como
titulante. A utilizagdo do indicador utilizado na padronizagao da solugdo titulante
(azul de timol 1% em dimetilformamida) n&do foi possivel, devido a interferéncia

provocada pela cor alaranjada no ponto final.

Os resultados da determinacdo quantitativa em meio nao-aquoso
demonstraram um bom indice de pureza do PEA (98,00%), confirmando os
resultados anteriormente encontrados na caracterizagéo através das outras técnicas,
viabilizando sua utilizagdo. Diante desses resultados, o PEA, foi definido como

substancia quimica de trabalho (SQT) de entacapona nesse trabalho.

4.6. Conclusoes

» O PEE apresentou faixa de fusdo que diferiu daquela preconizada na

literatura;

» O PEAH apresentou faixa de fusao préxima a preconizada na bibliografia, no
entanto um pico adicional proximo a faixa de fusao caracteristica do farmaco,

0 que sugere a presenga de impurezas;

» O PEA apresentou faixa de fusdo semelhante a preconizada na bibliografia,
bem como, espectro na regiao do IV com a presenca de todas as bandas

presentes no espectro do padréo de entacapona;

> A interpretagdo do espectro de RMN 'H e RMN "C demonstrou que os sinais
obtidos estdo de acordo com as atribuicbes esperadas para a molécula de

entacapona;

» O resultado da quantificagcdo por volumetria em meio nao-aquoso com
metoxido de sbédio demonstrou a alta pureza de entacapona no PEA
(98,00%);
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» Tendo em vista os resultados obtidos caracterizou-se o PEA, como
substancia quimica de trabalho (SQT) de entacapona, utilizando-a no

desenvolvimento e validacido dos métodos propostos nesta dissertacao.
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DETERMINAGCAO QUALITATIVA

5.1. Introdugao

A identificacdo de farmacos em produtos acabados pode ser realizada através
da aplicagdo de técnicas como a cromatografia em camada delgada (CCD), a
espectrofotometria na regido do UV e do visivel e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE).

A CCD é uma técnica de separagcao que oferece facil compreensao e
execugao, separagbes em breve espaco de tempo, versatilidade, grande
reprodutibilidade e baixo custo (LOPES, 1997). A verificagdo da seletividade do
método proposto pode ser realizada através da aplicacdo de um farmaco

estruturalmente semelhante ao farmaco teste.

A identificagdo de farmacos por espectrofotometria na regido do UV e do
visivel é realizada através da comparagao do espectro da solugdo amostra com o
espectro de uma solugao padrao do mesmo farmaco em determinada concentracao.
Além disso, verifica-se se os produtos apresentam os mesmos comprimentos de
onda maximos e minimos de absor¢do. Mesmo n&do sendo um método seletivo,

possui ampla aplicagao nos Cédigos Oficiais (F. Bras. IV, 1988).

A CLAE, quando utilizada para identificacdo de compostos, realiza a
comparacgao entre os tempos de retencao obtidos para o pico da solugdo amostra e
da solugédo padrao do mesmo farmaco. A utilizacdo de um detector de arranjo de
fotodiodos permite, além da comparacdo do tempo de retencdo, verificar a

similaridade entre os espectros obtidos.
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5.2. Objetivos especificos

& Desenvolver método por CCD, espectrofotometria na regido do UV e do visivel e

CLAE para identificagao de entacapona nos comprimidos revestidos.

5.3. Parte experimental
5.3.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)

As solugbes da substéncia quimica de referéncia de adrenalina (Merck), da
SQT de entacapona e da solucdo amostra dos comprimidos de entacapona foram
preparadas em metanol na concentragao de 1 mg/ml. As solugdes foram mantidas
em ultra-som por 15 minutos, com posterior filtracdo da solugdo amostra dos

comprimidos em papel filtro quantitativo Framex, modelo 389".

O desenvolvimento cromatografico foi realizado em placas cromatograficas
aluminizadas de silica-gel 60 Fzs4 (Merck). As aplicacdes das solugcbes foram
realizadas nas placas, as quais foram transferidas para cubas, previamente
saturadas com o sistema eluente, constituido de uma mistura de isobutanol,
metanol, agua e acido féormico anidro (66,7:9,5:9,5:14,3). Ap6s o desenvolvimento
dos cromatogramas, as placas foram retiradas da cuba e mantidas a temperatura
ambiente para secar. A seguir, realizou-se a visualizagdo das manchas, através da
exposicdo das placas a lampada de UV 254 nm Vilber Lourmat 6 LC.
Posteriormente, o Rx e os fatores de retengdo (Rf) referentes aos farmacos
aplicados foram determinados. Com excegao da agua, os solventes utilizados foram

de grau analitico.

5.3.1.2. Resultados

O cromatograma obtido por CCDE nas condi¢des descritas acima, bem como

os valores de Rf estdo apresentados na Figura 5.1.
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Rf = 0,66

Rf=0,38

FIGURA 5.1. Cromatograma e Rf obtidos por CCD na analise da solucdo da SQT de
entacapona (1), solu¢do amostra dos comprimidos de entacapona (2) e da solugéo
de adrenalina (3), revelados por luz UV 254 nm.

O Rx obtido entre o Rf da entacapona e o Rf da adrenalina foi de 1,74.

5.3.2. Espectrofotometria na regiao do UV e do visivel
5.3.2.1. Determinacao da solubilidade da SQT de entacapona

A determinacdo da solubilidade da SQT de entacapona foi realizada para
verificar quais solventes poderiam ser utilizados como diluentes nos métodos
qualitativos e quantitativos a serem desenvolvidos. Esse ensaio foi realizado
conforme descrito na F. Bras. IV, 1988, através do método de partes, porém, ao
invés de pesar 1 g da SQT de entacapona, pesou-se 10 mg. Os solventes utilizados
para verificacao da solubilidade foram: etanol, metanol, acetonitrila, acetato de etila,
acido cloridrico 0,1 M, hidroxido de sodio 0,1 M e solugdes tampdes fosfato pH 6,5,
pH 7,0 e pH 7,5, mantidos a temperatura ambiente. Os solventes orgéanicos
utilizados foram de grau analitico e as solugdes reagentes e solugdes tampdes

foram preparadas de acordo com a USP 30 (2007).
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5.3.2.2. Condigoes espectrofotométricas

Foram tragados espectros de absor¢gdo molecular na regido do ultravioleta e
do visivel, das solugbes de SQT e dos comprimidos de entacapona, na
concentragédo de 10 ug/ml, diluidas em acetonitrila, metanol, etanol e tampéao fosfato
pH 7,5. As analises espectrofotométricas foram realizadas em espectrofotdmetro
ultravioleta Shimadzu, modelo UV-160A, utilizando cubetas de quartzo de 10 mm.
Todos os procedimentos realizados foram protegidos da luz.

5.3.2.3. Resultados

Os resultados da determinacdo da solubilidade da SQT de entacapona,
realizados conforme o método de partes descrito na F. Bras. IV, 1988, estdo

descritos na Tabela 5.1.

TABELA 5.1. Determinagao da solubilidade da SQT de entacapona conforme a F.
Bras. IV, 1988.

Solvente Solubilidade

Etanol Pouco soluvel

Metanol Ligeiramente soluvel
Acetonitrila Ligeiramente soluvel

Acido cloridrico 0,1 M Praticamente insoluvel ou insoluvel
Hidréxido de sédio 0,1 M Ligeiramente soluvel
Tampao fosfato pH 6,5 Muito pouco soluvel
Tampao fosfato pH 7,0 Pouco soluvel

Tampao fosfato pH 7,5 Pouco soluvel

Acetato de etila Muito pouco soluvel

Os espectros sobrepostos das solugbes da SQT de entacapona e da amostra
dos comprimidos de entacapona, diluidas em acetonitrila a 10 pg/ml estédo

apresentados na Figura 5.2.
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FIGURA 5.2. Espectros sobrepostos na regido do UV (200 a 400 nm) da solugéo da
SQT de entacapona (a) e da solugdo amostra dos comprimidos de entacapona (b)
em acetonitrila a 10 pg/ml.

Os espectros sobrepostos das solugdes da SQT de entacapona e da amostra
dos comprimidos de entacapona, diluidas em metanol a 10 pg/ml estéo

apresentados na Figura 5.3.
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FIGURA 5.3. Espectros sobrepostos na regido do UV e do visivel (200 a 500 nm) da
solugdo da SQT de entacapona (a) e da solugdo amostra dos comprimidos de
entacapona (b) em etanol a 10 ug/ml.
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Os espectros sobrepostos das solugdes da SQT de entacapona e da amostra
dos comprimidos de entacapona, diluidas em metanol a 10 pg/ml estéo

apresentados na Figura 5.4.
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FIGURA 5.4. Espectros sobrepostos na regido do UV e do visivel (200 a 500 nm) da
solugdo da SQT de entacapona (a) e da solugdo amostra dos comprimidos de
entacapona (b) em metanol a 10 ug/ml.

Os espectros sobrepostos das solugbes da SQT de entacapona e da amostra
dos comprimidos de entacapona, diluidas em metanol a 10 pg/ml estéo

apresentados na Figura 5.5.
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FIGURA 5.5. Espectros sobrepostos na regido do UV e do visivel (200 a 500 nm) da
solugao da SQT de entacapona (a) e da solugdo amostra dos comprimidos de
entacapona (b) em solugdo tampéao pH 7,5 a 10 ug/ml.
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5.3.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
5.3.3.1. Condigoes cromatograficas

As andlises cromatograficas foram realizadas em cromatégrafo a liquido
Shimadzu equipado com controlador de sistema SCL10-ADvp operado pelo
programa Class VP 6.12 SP2. O equipamento € composto de sistema binario de
bombas LC-10ADvp, detector de arranjo de fotodiodos SPD- M10ADvp, forno CTO-
10ACvp e auto-injetor SIL-10ADvp.

As condigdes cromatograficas definidas para identificagdo e quantificagéo de

entacapona por CLAE estdo apresentadas na Tabela 5.2.

TABELA 5.2. Condigdes cromatograficas definidas para identificagdo e
quantificacdo de entacapona nos comprimidos revestidos por CLAE.

Parametro Descrigao

Fase moével Agua pH 3,0 (ajustado com acido fosférico
10%) e acetonitrila (65:35)

Fluxo 2,0 ml/min

Coluna ACE® octadecilsilano (250 mm x 4 mm, 5 ym
de diédmetro interno)

Deteccao 305 nm, detector de arranjo de fotodiodos
Temperatura do forno 25°C
Volume injetado 20 pl

Os componentes da fase mével foram misturados e filtrados, sob vacuo,
através de membrana de nylon de 0,45 uym e 47 mm de diametro interno e
desgaseificados com gas hélio por 15 minutos. A coluna foi previamente estabilizada
com a fase mével durante 15 minutos a um fluxo de 2,0 ml/min. Apods estabilizagao
do sistema, as solugdes da SQT de entacapona e dos comprimidos de entacapona,

previamente filtradas em membrana de nylon Millex® 0,45 ym, marca Millipore, foram
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injetadas no cromatégrafo a liquido em um volume de 20 pl. Todos os

procedimentos realizados foram protegidos da luz.

5.3.3.2. Resultados

Os cromatogramas sobrepostos da SQT de entacapona e da solugdo amostra
dos comprimidos de entacapona, na concentracdo de 20 pg/ml em metanol, estéo

apresentados na Figura 5.6.
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FIGURA 5.6. Cromatogramas sobrepostos da SQT de entacapona (a) e da solugéo
amostra dos comprimidos de entacapona (b) em metanol a 20 pg/ml.
Condi¢des cromatograficas: fase movel constituida de agua pH 3,0 (ajustado com
acido fosférico 10 %) e acetonitrila (65:35, v/v), fluxo de 2,0 ml/min, coluna ACE®
octadecilsilano (250 mm x 4,6 mm; 5 ym), deteccdo em A de 305 nm, volume de
injecao 20 pl, temperatura de analise 25 °C.

A Figura 5.7 apresenta os espectros sobrepostos de absorgdo na regidao do
UV (200 a 370 nm), obtidos em detector de arranjo de fotodiodos, do apice dos picos
de entacapona nas solugdes da SQT e amostra dos comprimidos em metanol a

20 pg/ml.
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FIGURA 5.7. Espectros sobrepostos de absor¢ao na regidao do UV (190 a 370 nm)
obtidos em detector de arranjo de fotodiodos, acoplado ao sistema de CLAE, da
solugao da SQT e da solugao amostra dos comprimidos de entacapona em metanol
a 20 pg/ml.

5.4. Discussao

Para o desenvolvimento do método de identificagao por CCD foram testadas
diversas combinagdes de solventes organicos a fim de verificar qual sistema eluente
permitiria a obtencdo de Rf e Rx adequados para a separagao de entacapona e
adrenalina. O sistema eluente que proporcionou a melhor separacado dos farmacos,
com fatores de retencao satisfatérios, foi constituido de uma mistura de isobutanol,
metanol, agua e acido férmico anidro (66,7:9,5:9,5:14,3). A utilizacao do método por
CCD permitiu identificar o farmaco entacapona em comprimidos, quando esse foi
analisado juntamente com a SQT de entacapona, através da comparagdo dos
valores dos fatores de retengdo (Rf) obtidos. Além disso, os resultados
demonstraram a capacidade do método desenvolvido de separar substancias com
estruturas quimicas semelhantes (entacapona e adrenalina), ou seja, apresenta
seletividade adequada para diferencia-las, conforme verificado pelo valor de Rx
obtido (1,74). Diante dos resultados, sugere-se a mesma identidade das amostras
dos comprimidos de entacapona com a SQT de entacapona, devido a similaridade
no perfil cromatografico e aos valores de Rf obtidos. Os valores de Rf obtidos de
0,38 e 0,66 para adrenalina e entacapona, respectivamente, mostraram-se

adequados para analises qualitativas.
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A determinagdo da solubilidade na SQT de entacapona foi util para verificagao
dos solventes nos quais a solubilidade do farmaco fosse igual ou superior a 1 mg/mi
e, posteriormente, utiliza-los no desenvolvimento de métodos qualitativos e

quantitativos por espectrofotometria na regiao do UV.

Os espectros na regidao do UV, na faixa de 200 a 400 nm, obtidos para a
solucdo da SQT de entacapona e para a solugcdo amostra dos comprimidos de
entacapona em acetonitrila (Figura 5.2) apresentaram maximos e minimos de
absorgcdo nos mesmos comprimentos de onda. Nessas condi¢des, o comprimento de
onda de absorcdao maxima de entacapona foi de 305 nm. Os espectros obtidos em
etanol (Figura 5.3), metanol (Figura 5.4) e solugcdo tampao fosfato pH 7,5 (Figura
5.5), na regido do UV e do visivel (200 a 500 nm), apresentaram maximos e minimos
de absorcdo nos mesmos comprimentos de onda para as solugcdes da SQT e para a
amostra dos comprimidos de entacapona. Os comprimentos de onda maximos
obtidos foram de 303 nm e 387 nm para etanol, 303 nm e 385 nm para metanol e
305 nm e 378 nm para a solugdo tampdo pH 7,5. Diante desses resultados,
verificou-se a adequabilidade dos métodos desenvolvidos para identificacdo de
entacapona nos comprimidos revestidos por espectrofotometria na regido do UV e

do visivel.

A semelhanga entre os tempos de retengao relativos obtidos (tr = 6,7 minutos)
no método por CLAE para a SQT de entacapona e para solugdo amostra dos
comprimidos de entacapona (Figura 5.6), bem como a similaridade entre os
respectivos espectros (Figura 5.7) permitiram identificar entacapona na forma
farmacéutica. Os resultados demonstraram a adequabilidade do método para

identificacdo de entacapona nos comprimidos.

5.5. Conclusoes

» O método proposto por CCD mostrou-se adequado para identificagdo de
entacapona nos comprimidos revestidos, bem como seletividade para

diferenciar produtos estruturalmente semelhantes;
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» A obtencao de espectros com os mesmos comprimentos de onda maximos e
minimos de absorcdo, para as solu¢des da SQT e da amostra de entacapona
em acetonitrila, demonstrou a viabilidade da utilizacdo do método por
espectrofotometria na regido do UV para identificagdo de entacapona nos

comprimidos revestidos;

» A obtencao de espectros com os mesmos comprimentos de onda maximos e
minimos de absorcdo, para as solu¢des da SQT e da amostra de entacapona
em etanol, metanol e solugdo tampdo fosfato pH 7,5, demonstrou a
viabilidade da utilizagcdo do método por espectrofotometria na regido do UV e

do visivel para identificagao de entacapona nos comprimidos revestidos;

» Os semelhantes tempos de retencao obtidos para as solugdes da SQT e da
amostra de entacapona demonstraram a viabilidade da utilizacdo do método

por CLAE para identificagcado de entacapona nos comprimidos revestidos.
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6.1. Introdugao

A espectrofotometria na regidao do UV/visivel € um método muito utilizado no
controle de qualidade de produtos farmacéuticos pelo potencial da grande maioria
dos farmacos de absorver energia nessas regides. Mesmo apresentando
seletividade dependente do grupamento croméforo presente, o método apresenta
uma série de aplicagcdes na quantificacdo de farmacos em produtos farmacéuticos
onde nao existe a interferéncia dos excipientes, determinacédo de pKa, liberacdo do
farmaco em ensaios de dissolugdo, monitoramento da cinética de degradacgao e
identificacdo de farmacos através do comprimento de absorcdo maxima em
determinado solvente (WATSON, 2005a).

A CLAE é o método quantitativo que apresentou o maior desenvolvimento nos
ultimos anos, principalmente em relagdo as inovagdes em colunas e softwares de
controle dos equipamentos. Por essa razao, € o método de escolha da Industria
Farmacéutica para a realizagdo do controle de qualidade de seus produtos e o

método mais preconizado pelos Cédigos Oficiais (WATSON, 2005c).

A validacdo de um método analitico € o processo pelo qual se estabelece,
através de estudos laboratoriais, se os parametros de desempenho analitico do
método contemplam as exigéncias para a aplicagdo analitica pretendida (BRASIL,
2003, ICH, 2005; USP 30, 2007). Os estudos para validacdo dos métodos analiticos
por espectrofotometria na regido do UV e por CLAE sao realizados de acordo com
os principais Cédigos Oficiais, avaliando os seguintes parametros de desempenho
analitico: especificidade, linearidade, precisdo (repetibilidade e preciséo
intermediaria), exatidao e robustez (BRASIL, 2003, ICH, 2005; USP 30, 2007).

A especificidade do método analitico por CLAE pode ser realizada através do
estudo de degradagdo forgada do farmaco, o qual proporciona identificar os
provaveis produtos de degradacéo, definir as rotas de degradagao, a estabilidade da
molécula e validacdo de um método indicativo de estabilidade (ICH 2003). A

utilizacao de um detector de arranjo de fotodiodos na CLAE permite a verificacdo da
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pureza do pico e deteccado de qualquer impureza coeluindo junto ao pico do farmaco
em estudo (ERMER, 2001; BRASIL, 2003, ICH, 2005).

Além de ensaios pontuais a robustez pode ser avaliada através da realizagao
de um estudo fatorial, utilizando desenho experimental de Plackett-Burman, o qual
permite a variacdo de um numero relativamente grande de fatores em um numero
relativamente pequeno de experimentos (SNYDER et al., 1997; HEYDEN et al.,
2001).

Para o desenvolvimento e validacgo do método quantitativo para
determinagcdo de entacapona em comprimidos revestidos por CLAE foram
otimizados e adaptados métodos descritos na literatura para quantificacdo de
entacapona em fluidos bioldgicos, conforme os trabalhos descritos no item 3.4 da
revisdo bibliografica (KARLSSON e WIKBERG, 1992; WIKBERG et al., 1993;
RAMAKRISHNA et al., 2005).

6.2. Objetivos especificos

% Desenvolver e validar método por espectrofotometria na regido do UV para

determinacéo quantitativa de entacapona em comprimidos revestidos;

& Desenvolver e validar método por CLAE, indicativo de estabilidade, para

determinagao quantitativa de entacapona em comprimidos revestidos;

& Comparar estatisticamente os métodos propostos através de Teste t de Student,

presumindo variancias equivalentes.
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6.3. Parte experimental

6.3.1. Validagdao do método quantitativo por espectrofotometria na regidao do
uv

6.3.1.1. Equipamento e condi¢oes espectrofotométricas

As analises espectrofotométricas foram realizadas em espectrofotémetro
ultravioleta Shimadzu, modelo UV-160A, utilizando cubetas de quartzo de 10 mm. As
solucdes da SQT e da amostra dos comprimidos de entacapona foram preparadas
empregando acetonitrila como diluente e deteccdo a 305 nm. Todos os

procedimentos realizados foram protegidos da luz.

6.3.1.2. Especificidade

Avaliou-se a especificidade do método analitico através da preparacédo de
uma solugao placebo com os excipientes da formulacdo (NOVARTIS, 2004), a fim
de verificar a interferéncia dos mesmos na determinagao quantitativa de entacapona

no seu comprimento de onda maximo de absor¢ao (305 nm).

Para a preparacao do placebo, os excipientes foram individualmente pesados,
triturados e homogeneizados em gral. A fungcédo e a propor¢do dos excipientes
presentes na formulagdo de Comtan® foram determinadas de acordo com as
especificagdes de concentragdes percentuais médias descritas por KIBBE (2000) e

estao apresentados na Tabela 6.1.

A solugdo placebo foi preparada a partir da pesagem da mistura dos
excipientes equivalentes a meio peso médio dos comprimidos de entacapona e
transferidos quantitativamente para baldo volumétrico de 100 ml com auxilio de
60 ml de acetonitrila. Manteve-se em ultra-som por 15 minutos e agitagdo mecanica
por mais 15 minutos. O volume foi completado e a solucéo filtrada. Transferiu-se
uma aliquota de 2 ml dessa solugao para baldo volumétrico de 20 ml e completou-se
o volume com acetonitrila. Realizou-se nova diluicdo, transferindo-se 2 ml para balao

volumétrico de 20 ml e completando o volume com acetonitrila.
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TABELA 6.1. Excipientes farmacéuticos presentes nos comprimidos revestidos de
entacapona (Comtan®), com sua respectiva fungao e proporc¢ao (KIBBE, 2000).

Excipiente Funcao Proporcao
proposta*
Celulose microcristalina Desintegrante / diluente 30,0%
Manitol Aglutinante seco / diluente 30,0%
Croscarmelose sodica Desintegrante 2,0%
Oleo vegetal hidrogenado Lubrificante 0,5%
Hidroxipropil metilcelulose Revestimento 1,0%
Polissorbato 80 Agente de molhabilidade / 1,0%
revestimento
Glicerol a 85% Revestimento 1,0%
Sacarose Aglutinante seco 2,0%
Estearato de magnésio Lubrificante 1,0%
Dioxido de titanio Pigmento 0,5%
Oxido de ferro amarelo Pigmento 0,05%
Oxido de ferro vermelho Pigmento 0,05%

* g.s.p- 100% com o farmaco entacapona.

6.3.1.3. Linearidade

A linearidade do método analitico foi avaliada através da construcao de trés

curvas padrao, contendo seis concentracdes.

A partir de uma solugéo estoque da SQT de entacapona (100 ug/ml), em

acetonitrila, foram realizadas as diluicdes de acordo com a Tabela 6.2.
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TABELA 6.2. Preparacgao da curva padrao para avaliacdo da linearidade do método
analitico por espectrofotometria na regido do UV.

N Volume de solugao Balao Concentragao
estoque (ml) volumeétrico (ml) final (ng/ml)
1 3,0 100 3,0
2 2,0 50 4,0
3 5,0 100 5,0
4 4,0 50 8,0
5 5,0 50 10,0
6 5,0 25 20,0

As médias das absorvancias, correspondentes a cada diluicdo, foram

utilizadas para plotagem de um grafico de absorvancia versus concentragao.

A equacado da reta e o coeficiente de correlagéo (r) da curva padrdao foram
determinados através do estudo de regressdo linear pelo método dos minimos

quadrados e analisados através da analise de variancia (ANOVA).

6.3.1.4. Precisao

A precisdo do método analitico, realizada através da repetibilidade e da
precisdo intermediaria, foi avaliada através da determinacdo do desvio padrao
relativo (DPR) entre os resultados obtidos na determinacdo quantitativa de

entacapona nos comprimidos revestidos.

Para a determinacao da repetibilidade, o DPR foi calculado a partir da analise
de sete amostras em um mesmo dia. Para a determinacdo da preciséao
intermediaria, as analises referentes ao terceiro dia foram realizadas por um analista
diferente (analista B) e foi avaliada através da determinagdo do DPR entre os

resultados obtidos durante os trés dias de analise da repetibilidade.
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6.3.1.4.1. Preparacgao da solugao da SQT de entacapona

Pesou-se, exatamente, o equivalente a 20 mg da SQT de entacapona,
transferiu-se quantitativamente para baldo volumétrico de 20 ml e completou-se o
volume com acetonitrila. Uma aliquota de 2 ml dessa solugao foi transferida para
baldo volumétrico de 20 ml e o volume completo com o mesmo diluente. A partir
dessa solucéo, transferiu-se 2 ml para baldo volumétrico de 20 ml e completou-se o
volume com acetonitrila, de modo a obter solugdo a 10 ug/ml de entacapona.

6.3.1.4.2. Preparacgao da solugao amostra dos comprimidos

Determinou-se o peso médio de 20 comprimidos revestidos, os quais foram
triturados a po fino. Pesou-se, exatamente, o equivalente a 100 mg de entacapona,
transferiu-se quantitativamente para baldo volumétrico de 100 ml com auxilio de 60
ml de acetonitrila e manteve-se em ultra-som por 15 minutos e agitagdo mecanica
por mais 15 minutos. O volume foi completado e a solugao filtrada. Transferiu-se
uma aliquota de 2 ml dessa solugao para baldo volumétrico de 20 ml e completou-se
o volume com acetonitrila. A partir dessa solucdo, transferiu-se 2 ml para balao
volumétrico de 20 ml e completou-se o volume com acetonitrila, de modo a obter

solugéo a 10 ug/ml de entacapona.

A concentragdo (Ca), em ug/ml, das solugdes amostra de entacapona foi

determinada conforme a equacéo que segue:

oy (Aa*Cqr)

ASQT

Onde:

Aa = absorvancia absoluta da solugido amostra de entacapona;

Cgor = concentragdo da solugéo da SQT de entacapona;

A, = absorvancia absoluta da solugédo da SQT de entacapona.
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O teor (C%) de entacapona nos comprimidos revestidos foi calculado

conforme a equagao que segue:

(Ca*100)
Ct

C%=

Onde:

Ca = concentracédo da solugédo amostra de entacapona

Ct = concentragao tedrica da solugdo amostra de entacapona

6.3.1.5. Exatidao

Para a realizagdo do teste de exatiddo, determinado através do método de
adicdo de padrao, aliquotas de 5,0 ml da solucdo amostra dos comprimidos de
entacapona, com concentragdo tedrica de aproximadamente 100 ug/ml em
acetonitrila foram transferidas para balées volumétricos de 50 ml, os quais foram
denominados A, R1, R2 e R3. Posteriormente, foram adicionadas aliquotas de 1,0,
2,0 e 5,0 ml de uma solugdo da SQT de entacapona a 100 ug/ml nos baldes
denominados R1, R2 e R3, respectivamente, em triplicata. Uma aliquota de 5,0 ml
foi transferida para um baldo volumétrico de 50 ml, o qual foi denominado P. O
volume das solugdes foi completado com acetonitrila. A Tabela 6.3. exemplifica a

preparacdo das solugdes acima.

TABELA 6.3. Preparagcao das solugdes para realizacdo da exatiddo do método por
espectrofotometria na regido do UV através do teste de recuperagéo.

Amostra Volume (ml) de Volume (ml) de solugdo Concentracao
solugao amostra da SQT de entacapona (ng/ml)*
(100 pg/ml)* (100 pg/ml)
A 5,0 - 10,0
R1 5,0 1,0 12,0
R2 5,0 2,0 14,0
R3 5,0 5,0 20,0
P - 5,0 10,0

* concentragao tedrica
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O teor recuperado da SQT de entacapona (R%) foi calculado a partir da

equacao que segue:

R% = [(CR—_CA]*loo

SQT
Onde:

C; = concentragdo da solugdo amostra (ug/ml) adicionada da SQT de

entacapona.

C, = concentracao da solu¢cado amostra de entacapona (ug/ml);

Csor = concentragao da solugéo da SQT de entacapona adicionada (ug/ml).

6.3.1.6. Robustez

Os fatores e niveis estudados para a realizagao do estudo de robustez estao

apresentados na Tabela 6.4.

TABELA 6.4. Fatores e niveis estudados para realizagao do teste de robustez.

Fatores Nominal Nivel (-1)  Nivel (+1)
Tempo de agitagdo mecanica (min.) 15 12 18
Tempo de agitagdao em ultra-som (min.) 15 12 18
Comprimento de onda (nm) 305 302 308

Os seguintes experimentos, nos niveis especificados, foram realizados para
determinacao do efeito dos fatores em teste, de acordo com a Tabela 6.5. Para
completar o numero de fatores do desenho experimental foram utilizados fatores

dummy, os quais nao apresentam significado fisico (HEYDEN et al., 2001).
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TABELA 6.5. Desenho experimental de Plackett-Burman selecionado para
verificacdo da robustez do método analitico por espectrofotometria na regido do UV.

Exp Sonicagéo A Dummy  Dummy Dummy Agitagdo Dummy
1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1
2 -1 +1 +1 +1 -1 +1 -1
3 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1
4 +1 -1 -1 +1 +1 +1 -1
5 -1 +1 -1 -1 +1 +1 +1
6 +1 -1 +1 -1 -1 +1 +1
7 +1 +1 -1 +1 -1 -1 +1
8 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

Os efeitos dos fatores em analise foram calculados de acordo com a seguinte

equacgao:

EDRCING

" N/2 N/2

Onde:

E, = efeito do fator em analise;

ZY(+) e ZY(—) = soma das respostas onde o fator em analise esta nos
niveis extremos (+) e (-), respectivamente;
N = numero de experimentos do desenho experimental.

A estimativa do erro do experimento foi obtida de acordo com a seguinte

equacao:

E — ZEdzummy

n

erro

Onde:

E. = estimativa do erro aleatério do experimento;
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Z EZ = soma quadrada dos n ¢ dummy.

dummy

Calculado os efeitos dos fatores (E,) e do erro do experimento (E,),

determinou-se a significAncia dos fatores em analise através da realizagdo do Teste

t de Student, da seguinte maneira:

Onde:

E, = efeito do fator em analise;
E. = estimativa do erro aleatério do experimento.

O valor de t calculado foi comparado com t critico bicaudal para um nivel de

significancia de 5% (a=0,05) e 4 graus de liberdade (gl).

6.3.2. Resultados
6.3.2.1. Especificidade

O espectro de absor¢cao no ultravioleta da solucédo placebo dos comprimidos

em acetonitrila, na faixa de 200 a 400 nm, esta apresentado na Figura 6.1.
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FIGURA 6.1. Espectro de absor¢ao na regido do UV da solugdo placebo dos
excipientes dos comprimidos em acetonitrila, na faixa de 200 a 400 nm.
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O espectro de absor¢ao na regidao do UV demonstra que nao existiu
interferéncia dos excipientes da formulacdo no comprimento de onda maximo de

entacapona (305 nm).

6.3.2.2. Linearidade

As absorvancias obtidas na realizagdo da curva padrao da SQT de
entacapona em acetonitrila a 305 nm, para o método por espectrofotometria na

regidao do UV, estdo descritas na Tabela 6.6.

TABELA 6.6. Absorvancias obtidas no método por espectrofotometria na regido do
UV a 305 nm para realizagado da curva padrdao em acetonitrila.

Concentragao Absorvancias Absorvancia DPR
(ng/ml) média

0,194
3,0 0,196 0,194 0,79
0,193

0,265
4,0 0,265 0,264 0,44
0,263

0,327
5,0 0,328 0,328 0,30
0,329

0,529
8,0 0,530 0,529 0,29
0,527

0,663
10,0 0,662 0,662 0,09
0,662

1,320
20,0 1,310 1,317 0,49
1,322
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A partir das absorvancias obtidas na faixa de concentragdo estudada foram
calculados a equacao da reta e o coeficiente de correlagéo (r) (Figura 6.2) para
avaliar, estatisticamente, através da analise da varidancia (ANOVA) os resultados

obtidos.

y = 0,06599x - 0,00072
r = 0,99996

Absorvancia (mAU)

0 5 10 15 20 25

Concentragao (ng/ml)

FIGURA 6.2. Representacdo grafica da curva padrdo, da equacédo da reta e do
coeficiente de correlacdo da SQT de entacapona em acetonitrila obtida pelo método
por espectrofotometria na regido do UV a 305 nm.

A Tabela 6.7 apresenta os resultados dos tratamentos estatisticos sobre os

valores experimentais obtidos para a curva padrdao da SQT de entacapona.

TABELA 6.7. Analise da variancia (ANOVA) das absorvancias obtidas por
espectrofotometria na regido do UV.

Fontes de variagao gl Soma dos Variancia F
quadrados

ENTRE 5 2577775167 0,515555033 63561,58*

- regressao linear 1 2,577696085 2,577696085 317798,1*

- desvio de 4  7,90821x10°  1,97705x 10° 2,44

linearidade

RESIDUO 12 9,73333 x 10™ 0,000008111 -

TOTAL 17 2,57787250 - -

* significativo para p < 0,05
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6.3.2.3. Precisao
6.3.2.3.1. Repetibilidade e precisao intermediaria

A Tabela 6.8. apresenta os resultados de repetibilidade e de precisao
intermediaria do método analitico por espectrofotometria na regido do UV, obtidos

durante os trés dias de analise.

TABELA 6.8. Resultados da repetibilidade e da precisdo intermediaria do método
analitico por espectrofotometria na regido do UV em acetonitrila a 305 nm.

Repetibilidade Precisao
Amostra intermediaria
Dia 1 Dia 2 Dia 3*
1 103,30 97,59 103,00
2 103,62 100,52 101,24 102,02
3 103,94 99,55 100,44 99,72
4 101,35 99,05 100,59
5 100,10 99,87 103,12 102,25
6 100,84 101,46 103,66
7 100,97 100,00 103,68
Média (%) 102,02 99,72 102,25 101,33
DPR 1,52 1,21 1,41 1,38
* analista B

6.3.2.4. Exatidao

A Tabela 6.9 apresenta os resultados do estudo de exatiddo, realizado
através do método de adi¢cao de padrao, do método analitico por espectrofotometria

na regiao do UV.
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TABELA 6.9. Resultados referentes ao estudo de exatidao, realizado através do
método de adicdo de padréo, por espectrofotometria na regido do UV a 305 nm.

Concentragao adicionada Porcentagem Média (%) DPR
(ug/ml) recuperada (%)
97,00
2,0 99,50 98,50 1,34
99,00
99,25
4,0 98.50 98,50 0,76
97,75
98,60
10,0 98.20 97,87 0,97
96,80

6.3.2.5. Robustez

A Tabela 6.10 apresenta os resultados dos teores de entacapona, obtidos em

cada experimento, para avaliacao da robustez do método analitico.

68



DETERMINAGAO QUANTITATIVA

TABELA 6.10. Teores de entacapona, obtidos em cada experimento, para avaliagao
da robustez do método analitico por espectrofotometria na regido do UV.

Experimento Teor de entacapona (%)

1 100,10
103,00
100,90
101,50
104,10
102,40
101,00

o N o a0 A~ WD

104,50

A Tabela 6.11 apresenta os efeitos dos fatores em analise e o valor de t
calculado.

TABELA 6.11. Resultados dos efeitos e t calculado para os fatores analisados no
estudo da robustez por espectrofotometria na regido do UV.

Fator Efeito t calculado
Tempo de agitagao 0,56 1,14
mecanica

Tempo de agitagdo em -0,94 -1,94
ultra-som

Comprimento de onda -0,12 -0,25

tian(0,05; 4) = 2,78; Erro experimental (E¢) = 0,487.

6.3.3. Discussao

A espectrofotometria na regidao do UV, por ser um método facil, rapido e de
custo relativamente baixo, tem sido amplamente utilizada para a determinagao
quantitativa de farmacos (CLURCZAK, 1998).
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Na literatura pesquisada foi encontrado apenas um método para quantificagao
de entacapona em matéria-prima e em comprimidos. O método descrito por
espectrofotometria na regido visivel, baseava-se na reagao colorimétrica do farmaco
entacapona com cloreto férrico e ferrocianeto de potassio e leitura da absorvancia a
689 nm (RAJESWARI et al., 2006). Diante disso, objetivou-se a validagdo de um
método simples por espectrofotometria na regido do UV para determinagao

quantitativa de entacapona em comprimidos revestidos.

Para realizar a validacdo do método quantitativo por espectrofotometria na
regidao do UV foram testados os seguintes solventes: solugdo tampéo fosfato 0,05 M

pH 7,5, etanol, metanol e acetonitrila.

Devido ao baixo custo, o primeiro solvente avaliado foi a solugdo tampéo
fosfato 0,05 M pH 7,5. Durante a preparacgao, verificou-se que a solugao estoque de
1 mg/ml apresentava uma coloragdo alaranjada escura, a qual poderia ser um
indicativo da degradagao do farmaco. A determinacao da estabilidade foi verificada
através das leituras da absorvéncia em 378 nm de uma solugdo a 10 yg/ml em
tempos pré-determinados. Os resultados demonstraram a instabilidade de
entacapona nessa solugao, pois a degradagao em 10 minutos foi de 1% e, em 150
minutos, chegou a 5%. Esses resultados podem estar correlacionados a oxidagao de
grupamentos fendlicos, conforme ocorre com a adrenalina em meio neutro e alcalino
(FU e SIBLEY, 1977; USP 30, 2007).

Outro solvente utilizado para verificar a possibilidade de validagdo do método
foi etanol. Os resultados preliminares demonstraram que o farmaco apresentou dois
comprimentos de onda de absor¢do maximos (303 nm e 387 nm) e em ambos
apresentou especificidade e estabilidade. No entanto, apenas em 303 nm o método
apresentou linearidade na faixa estudada de 4 uyg/ml a 25 pg/ml. Os testes de
repetibilidade e precisao intermediaria demonstraram a precisdo do método, porém o
mesmo nao apresentou exatiddo. A exatiddo, avaliada através do calculo de
recuperacao, apenas € demonstrada se a absorvancia apresentar um crescimento
proporcional ao aumento da concentragdo, o que nao foi verificado com a utilizacao
do solvente etanol, ou seja, 0 método nao atendeu a Lei de Lambert-Beer (PAVIA et
al., 2001c; MENDHAM et al., 2002a).
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Alternativamente, realizou-se a curva padrdao utilizando metanol, porém
verificou-se 0 mesmo comportamento de falta de proporcionalidade entre os

resultados de concentragao e leitura da absorvancia.

Os resultados preliminares para avaliar a possibilidade de validacdo do
método utilizando solventes como solugado tampéo fosfato pH 7,5, etanol e metanol
nao foram satisfatorios. Devido a boa solubilidade da SQT de entacapona em
acetonitrila optou-se por utilizar esse solvente para validacdo do método analitico.

Inicialmente, realizaram-se estudos para verificar a estabilidade do farmaco
em acetonitrila, através da leitura da absorvancia de uma solugdo a 10 pg/ml, em
tempos pré-determinados. Os resultados demonstraram que o farmaco manteve-se

estavel nesse meio, por, no minimo, 24 horas.

A especificidade do método analitico por espectrofotometria na regido do UV
utilizando acetonitrila como diluente foi avaliada através da pesquisa da possivel
interferéncia dos excipientes da formulagdo na determinagdo quantitativa de
entacapona. O espectro de absorgédo no ultravioleta da solugcéo placebo, na faixa de
200 a 400 nm (Figura 6.1), constatou que ndo houve interferéncia dos excipientes da
formulagcdo no comprimento de onda maximo de entacapona em acetonitrila

(305 nm), demonstrando a especificidade do método analitico.

A linearidade do método analitico, avaliada através da construgcao de trés
curvas padréo, foi determinada a partir do coeficiente de correlagdo (r) (Figura 6.2) e
da ANOVA (Tabela 6.7). O valor do coeficiente de correlagdo (r = 0,99996),
determinado através do estudo de regressao linear, demonstrou a existéncia de uma
relagao entre as absorvancias obtidas e a concentracdo da SQT de entacapona, ou
seja, existia evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regresséo
(SHABIR, 2003). A ANOVA das absorvancias obtidas demonstrou que existia

regressao linear e ndo havia desvio da linearidade para p < 0,05.

A precisdo do método analitico foi demonstrada através da repetibilidade
(intra-dia) e da preciséo intermediaria (entre-dias). Os valores experimentais obtidos
para a determinacdo quantitativa de entacapona nos comprimidos revestidos,
durante os trés dias de analise, foram de 102,02%, 99,72% e 102,25%. O valor

maximo de DPR obtido para analise da repetibilidade foi de 1,52% no primeiro dia de
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analise. A precisao intermediaria foi avaliada através da determinacéo do DPR entre
os trés dias de analise realizados para determinacao da repetibilidade do método. O
teor médio de entacapona foi 101,33% nos comprimidos e o DPR obtido de 1,38,
demonstraram a precisao intermediaria do método. Os resultados de DPR obtidos
inferiores a 2,0, conforme preconiza a literatura, demonstraram a precisdao do
método analitico em termos de repetibilidade e precisdo intermediaria (BRASIL,
2003; ICH, 2005; USP 30, 2007).

A exatiddo do método analitico por espectrofotometria na regido do UV foi
determinada através do teste de recuperagdo. As porcentagens médias de
recuperacéo estiveram na faixa de 97,87% a 98,50% (Tabela 6.9), o que

demonstrou a exatiddo do método proposto.

A analise dos resultados do estudo de robustez, realizada através do calculo
dos efeitos de cada fator estudado e determinacido do Teste t de Student,
demonstrou que os fatores estudados, tempo de agitagdo mecéanica e em ultra-som
e comprimento de onda, ndo apresentaram efeito significativo sobre a quantificacéo
do entacapona em comprimidos por espectrofotometria na regido do UV. A analise
estatistica realizada pelo Teste t de Student, (Tabela 6.11), demonstrou que né&o
ocorreu diferenga significativa entre o efeito obtido no ensaio para cada fator com o
valor de tpos 4 bicaudal tabelado em 2,78. O erro experimental do método
apresentou valor de 0,487. Diante disso, demonstrou-se que, em relagcdo a esses

fatores, o método foi robusto.

Considerando os resultados dos parametros analiticos avaliados, concluiu-se
que o método espectrofotométrico na regido UV foi adequado para determinacéo

quantitativa de entacapona nos comprimidos revestidos.
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6.3.4. Validagcao do método quantitativo por cromatografia em fase liquida de
alta eficiéncia (CLAE)

6.3.4.1. Equipamento e condi¢des cromatograficas

Os equipamentos e condigdes cromatograficas utilizadas estdo descritos no
item 5.3.3.1.

6.3.4.2. Especificidade

A especificidade do método analitico foi avaliada através da verificacdo da
interferéncia dos excipientes da formulagcédo e dos produtos de degradacéao forgada,
formados a partir da SQT e do produto acabado de entacapona, com o pico de
entacapona. A pureza do pico do farmaco foi verificada utilizando as ferramentas
disponiveis no software Class VP Versdo 5.42. A interferéncia dos reagentes
utilizados para realizagdo da degradacao forgada foi avaliada através da preparagao

de um branco da solugéo.

6.3.4.2.1. Solugao placebo

Avaliou-se a seletividade do método analitico através da preparagcéo de uma
solugcédo placebo com os excipientes da formulacdo (NOVARTIS, 2004), de acordo

com a Tabela 6.1.

A solugdo placebo foi preparada a partir da pesagem da mistura dos
excipientes equivalentes a Y2 do peso médio dos comprimidos de entacapona e
transferidos quantitativamente para baldo volumétrico de 100 ml com auxilio de
60 ml de metanol. Manteve-se em ultra-som por 15 minutos e agitagdo mecanica por
mais 15 minutos. Completou-se o volume com o mesmo solvente e filtrou-se.
Transferiu-se uma aliquota de 2 ml dessa solugao para balao volumétrico de 50 ml e

completou-se o volume com metanol.
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6.3.4.2.2. Hidrdlise acida e aquecimento a 80 °C

Devido a baixa solubilidade de entacapona em meio acido (LEPPANEN et al.,
2000; SAVOLAINEN et al., 2000), a hidrolise nessas condigdes foi realizada a partir
de solugao metandlica da SQT de entacapona a 1 mg/ml. Transferiu-se uma aliquota
de 2 ml dessa solucédo para baldo volumétrico de 20 ml e completou-se o0 volume
com acido cloridrico 0,1 M, de modo a obter solu¢do a 0,1 mg/ml. Essa solugéo foi
dividida em duas aliquotas de 10 ml. A primeira aliquota foi utilizada para preparar a
proxima diluicdo (tempo zero) e a segunda aliquota foi mantida por 2 horas a 80 °C
em banho de agua. Apds transferiu-se uma aliquota de 4 ml de cada uma das
solugcdes para baldes volumétricos de 20 ml e completou-se os volumes com
metanol, para obter solugdo a 20 ug/ml. A hidrdlise acida do produto acabado foi
realizada de acordo com o mesmo procedimento descrito para a SQT de

entacapona, porém, apos a primeira diluicdo, a solugao foi agitada e filtrada.

6.3.4.2.3. Hidrolise alcalina

A hidrdlise alcalina foi realizada através da diluicdo de 10 mg da SQT de
entacapona em 10 ml de hidréxido de sédio 0,1 M, obtendo solugao a 1 mg/ml. Apos
foram retiradas aliquotas de 2 m dessa solugdo nos tempos zero, 1 hora e 2 horas,
transferidas para baldo volumétrico de 20 ml e adicionado 2 ml de acido cloridrico
0,1 M para neutralizagdo. O volume foi completado com metanol, de modo a obter
solugéo a 0,1 mg/ml. Realizaram-se novas diluicbes em metanol para obter solugdes
a 20 pg/ml. A degradacao forgada em meio alcalino para o produto acabado foi
realizada de acordo com o procedimento descrito para a SQT de entacapona,

porém, apds a primeira diluigdo, a solugao foi agitada e filtrada.

6.3.4.2.4. Degradacao oxidativa e aquecimento a 80 °C

Devido a baixa solubilidade de entacapona em peroxido de hidrogénio,
verificada em testes preliminares, a degradacédo oxidativa foi realizada através da
diluicdo de 2,0 ml de uma solugdo da SQT de entacapona a 1 mg/ml em metanol em

20 ml de peréxido de hidrogénio 30%, de modo a obter solugdo a 0,1 mg/ml. Essa
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solucéao foi dividida em duas aliquotas de 10 ml. A primeira aliquota foi utilizada para
preparar a proxima diluigdo (tempo zero) e a segunda aliquota foi mantida por 2
horas a 80 °C em banho de agua. Apds transferiu-se uma aliquota de 4 ml de cada
uma das solugdes para baldes volumétricos de 20 ml e completou-se os volumes
com metanol, para obter solugcédo a 20 ug/ml. A degradacéao forcada em peréxido de
hidrogénio para o produto acabado foi realizada de acordo com o procedimento
descrito para a SQT de entacapona, porém apos a primeira diluicdo a solugao foi
agitada e filtrada. Alternativamente, realizou-se a degradacédo oxidativa utilizando

peroxido de hidrogénio 3% e temperatura a 80 °C em banho de agua.

6.3.4.2.5. Degradacao fotolitica

A degradagao fotolitica foi realizada diluindo 10 mg da SQT de entacapona
em 10 ml de metanol, de modo a obter solugdo a 1 mg/ml. Transferiu-se essa
solugdo para cubetas descartaveis de quartzo Plastibrand®, as quais foram
colocadas sob incidéncia direta a uma distancia de 10 cm da lampada Ecovolume®
30 Watts, emissora de luz ultravioleta de 254 nm por 15 minutos, em camara de
vidro espelhada internamente (100x16x16 cm). Apdés o tempo decorrido, as
amostras foram retiradas e diluidas em metanol até concentracido tedrica de 20
Mg/ml. A verificagdo da interferéncia do calor, dentro da cémara de vidro, foi
realizada através da colocacdo de uma cubeta contendo a amostra nas mesmas
condigdes, porém protegida com papel laminado. A degradagdo forgada em
condicbes fotoliticas para o produto acabado foi realizada de acordo com o
procedimento descrito para a SQT de entacapona, porém apdés a primeira diluicao a

solucgéo foi agitada e filtrada.

6.3.4.2.6. Homogeneizado dos produtos de degradacao forcada

A especificidade do método analitico por CLAE também foi verificada na
presenca de todos os produtos de degradacdo forgcada obtidos nas diferentes
condicdes realizadas. Para isso, uma solugdo com aliquotas equivalentes da ultima

diluicdo de cada condigédo de degradacéo forgada foi preparada e injetada.
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6.3.4.3. Linearidade

Avaliou-se a linearidade do método analitico através da construgao de trés

curvas padrao, contendo seis concentragoes.

A partir da solugéo estoque da SQT de entacapona (250 pg/ml) em metanol,
foram realizadas as seguintes dilui¢oes, utilizando 0 mesmo solvente para completar

o volume, de acordo com a Tabela 6.12.

TABELA 6.12. Preparacdo da curva padrdo para avaliacdo da linearidade do

método analitico por CLAE.

N Volume de solugao Balao Concentragao
estoque (ml) volumétrico (ml) final (ug/ml)
1 2,0 50 10,0
2 3,0 50 15,0
3 4,0 100 20,0
4 5,0 50 25,0
5 3,0 25 30,0
6 4,0 25 40,0

As médias das areas, correspondentes a cada diluicdo, foram utilizadas para

plotagem de um grafico de absorvancia versus concentragao.

A equacado da reta e o coeficiente de correlagédo (r) da curva padrdao foram
determinados através do estudo de regressdo linear pelo método dos minimos

quadrados e analisados através da analise de variancia (ANOVA).
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6.3.4.4. Precisao

A precisdo do método analitico por CLAE foi avaliada e calculada conforme o
item 6.3.1.4, descrito no método espectrofotométrico, a partir da preparagao das

solucdes padrao e amostra, conforme abaixo.

6.3.4.4.1. Preparagéao da solugdo da SQT de entacapona

Pesou-se, exatamente, o equivalente a 25 mg da SQT de entacapona,
transferiu-se quantitativamente para baldo volumétrico de 100 ml e completou-se o
volume com metanol. Uma aliquota de 4 ml dessa solugao foi transferida para balao
volumétrico de 50 ml e o volume foi completado com 0 mesmo solvente, de modo a

obter uma solugdo com concentragao de 20 ug/ml de entacapona.

6.3.4.4.2. Preparacgao da solugao amostra dos comprimidos

Determinou-se o peso médio de 20 comprimidos revestidos, os quais foram
triturados a po fino. Pesou-se, o equivalente a 50 mg de entacapona e transferiu-se
quantitativamente para baldo volumétrico de 100 ml com auxilio de 60 ml de
metanol. A solugdo foi mantida em ultra-som por 15 minutos e agitada
mecanicamente por mais 15 minutos. Completou-se o volume com o mesmo
solvente e filtrou-se. Uma aliquota de 2 ml dessa solucao foi transferida para balao
volumétrico de 50 ml e o volume foi completado com o0 mesmo solvente, de modo a

obter uma solugdo com concentragao teodrica de 20 ug/ml de entacapona.

6.3.4.5. Exatidao

Para a realizagao do teste de exatidao, determinado através do método de
adicdo de padrao, aliquotas de 4,0 ml da solugdo amostra dos comprimidos de
entacapona, com concentragéo teorica de aproximadamente 0,5 mg/ml em metanol,
foram transferidas para baldes volumétricos de 100 ml, os quais foram denominados
A, R1, R2 e R3. Posteriormente, foram adicionadas aliquotas de 1,0, 2,0 e 4,0 ml de

uma solugdo da SQT de entacapona na concentragao de 0,5 mg/ml nos baldes
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denominados R1, R2 e R3, respectivamente, em triplicata. Uma aliquota de 4,0 ml
foi transferida para um baldo volumétrico de 100 ml, o qual foi denominado P. O

volume das solugdes foi completado com metanol.

A Tabela 6.13 exemplifica a preparacao das solucdes utilizadas no teste de

exatidao através do método de adi¢cado de padréo.

TABELA 6.13. Preparacdo das solugcbes para o teste de exatiddo do método
analitico por CLAE, através do método de adi¢ao de padrao.

Amostra Volume da solugao Volume da solugdaoda Concentragao
amostra (0,5 mg/ml)* SQT de entacapona (0,5 (ng/ml)*
mg/ml)
A 4,0 - 20,0
R1 4,0 1,0 25,0
R2 4,0 2,0 30,0
R3 4,0 4,0 40,0
P - 4,0 20,0

* concentragao tedrica

O teor recuperado da SQT de entacapona foi calculado de acordo com o item
6.3.1.5.

6.3.4.6. Robustez

Os fatores e niveis estudados para a realizagao do estudo de robustez estao

apresentados na Tabela 6.14.
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TABELA 6.14. Fatores e niveis estudados para realizagado do teste de robustez por
CLAE.

Nivel estudado Nivel estudado
Fatores Nominal
(-1) (+1)
pH da agua 3,0 2,7 3,3
% de acetonitrila 35 33 37
Temperatura do forno (°C) 25 20 30
Fluxo (ml/min.) 2,0 1,8 2,2
. A (nm) 305 302 308
Marca da coluna Ace® Ace® Hypersil®

Os fatores estudados foram examinados de acordo com o desenho
experimental fatorial para 7 fatores, totalizando 8 experimentos. Para cada
experimento foram realizadas inje¢des para a solugdo da SQT e para a solugéo
amostra dos comprimidos de entacapona a 20 pg/ml. O pardmetro avaliado no
ensaio da robustez foi o conteudo percentual de entacapona na amostra testada. A
Tabela 6.15 apresenta o desenho experimental de Plackett-Burman, bem como os

experimentos realizados.

TABELA 6.15. Desenho experimental de Plackett-Burman para verificagdo da
robustez do método analitico por CLAE.

Experimento pH Coluna Dummy  Detector % ACN Temp. Fluxo

1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1

2 -1 +1 +1 +1 -1 +1 -1

3 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1

4 +1 -1 -1 +1 +1 +1 -1

5 -1 +1 -1 -1 +1 1 +1

6 +1 -1 +1 -1 -1 +1 +1

7 +1 +1 -1 +1 -1 -1 +1

8 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

79



DETERMINAGCAO QUANTITATIVA

Os efeitos dos fatores em analise foram calculados de acordo com a seguinte

equacgao:

DN CIDNIC

i N/2 N/2

Onde:

E, = efeito do fator em analise;

ZY(+) e ZY(—) = soma das respostas onde o fator em analise esta nos
niveis extremos (+) e (-), respectivamente;
N = numero de experimentos do desenho experimental.

A interpretacdo estatistica foi realizada utilizando algoritmo de Dong para
estimativa do erro experimental (DONG apud HEYDEN et al., 2001). A utilizagdo do
célculo a partir do fator dummy nao € indicada, pois o estudo ficaria apenas com um

grau de liberdade.

Pelo método de Dong, uma estimativa inicial do erro é obtida da seguinte

maneira:
S, =15xmedianalE;|
Onde:

S, = estimativa inicial do erro e mediana|Ei| = mediana em modulo dos efeitos

dos fatores do experimento.

O valor 1,5 na equacado acima é apropriado para variaveis aleatdrias que

possuem distribuicdo normal N(0,0?). Quando E, s&o realizag6es independentes de
uma distribuicdo, a mediana dos efeitos absolutos |Ei| € aproximadamente 0,675 o
e, assim, S, é uma estimativa do erro experimental (DONG apud HEYDEN et al.,
2001). A partir de S,, pode-se estimar o erro padréo (s,) como:

SE

s, =4/“=— para todos |E;| <2,55,
n
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Onde:

E, = efeitos dos fatores menores que 2,5S, e
n = numero de efeitos absolutos menores que 2,55, .

Usando s, ao invés de S, evita-se a super estimativa do erro. O fato de
eliminar efeitos que excedem o limite de 2,55, segue a premissa de

p(|E|>2,5S,) ~ 0,01, para distribuigdo normal.

A significancia dos fatores em analise é determinada através da realizagao do

Teste t de Student, da seguinte maneira:

t=—-2% Onde:

E, = efeito do fator em analise;

s, = estimativa do erro padrdo do experimento.

6.3.4.7. Adequabilidade do sistema

A adequabilidade do sistema foi verificada diariamente durante a validacédo do
método através dos seguintes parametros: fator de cauda (TF), pratos tedricos (N),
fator de capacidade (k), resolugdo (R) e precisdo instrumental (repetibilidade das

injecoes).

6.3.5. Resultados
6.3.5.1. Especificidade
6.3.5.1.1. Solugao placebo

A Figura 6.3 apresenta os cromatogramas sobrepostos das solug¢des placebo

e amostra dos comprimidos de entacapona obtidas por CLAE.
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FIGURA 6.3. Cromatogramas sobrepostos da solucédo placebo dos excipientes dos
comprimidos (a) e da solugdo amostra dos comprimidos de entacapona (b), em
solugdo metandlica. Condi¢gdes cromatograficas: fase movel constituida de agua pH
3,0 (ajustado com acido fosférico 10 %) e acetonitrila (65:35, v/v), fluxo de 2,0
ml/min, coluna ACE® octadecilsilano (250 mm x 4,6 mm; 5 um), deteccdo em A de
305 nm, volume de injegao 20 ul, temperatura de analise 25 °C.

6.3.5.1.2. Hidrdlise acida e aquecimento a 80 °C

A Figura 6.4 apresenta o cromatograma da degradacéo forcada da SQT de
entacapona em condi¢des acidas e aquecimento.
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FIGURA 6.4. Cromatograma da degradagao forcada da SQT de entacapona em
condigbes acidas (HCI 0,1 N) e aquecimento (80 °C) por 2 horas por CLAE.
Condi¢des cromatograficas: fase movel constituida de agua pH 3,0 (ajustado com
acido fosférico 10 %) e acetonitrila (65:35, v/v), fluxo de 2,0 ml/min, coluna ACE®
octadecilsilano (250 mm x 4,6 mm; 5 ym), deteccdo em A de 305 nm, volume de
injecao 20 pl, temperatura de analise 25 °C.
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6.3.5.1.3. Hidrolise alcalina

A Figura 6.5 apresenta o cromatograma da degradacgéo forcada da SQT de
entacapona em condi¢des alcalinas.
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FIGURA 6.5. Cromatograma da degradacgao forcada da SQT de entacapona em
condigdes alcalina (NaOH 0,1 N) por 2 horas por CLAE. Condi¢des cromatograficas:
fase moével constituida de agua pH 3,0 (ajustado com acido fosférico 10 %) e
acetonitrila (65:35, v/v), fluxo de 2,0 ml/min, coluna ACE® octadecilsilano (250 mm x
4,6 mm; 5 ym), deteccdo em A de 305 nm, volume de injecao 20 pl, temperatura de
analise 25 °C. Escala em aumento para verificagdo dos produtos de degradacéo
entre 2,0 a 6,5 minutos.

6.3.5.1.4. Degradacgéao oxidativa e aquecimento a 80 °C

A Figura 6.6 apresenta o cromatograma da degradagéo forcada da SQT de

entacapona em H,0, 30% e aquecimento a 80 °C.
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FIGURA 6.6. Cromatograma da degradacgao forcada da SQT de entacapona em
H202 30% a 80 °C por CLAE. Condigbes cromatograficas: fase movel constituida de
agua pH 3,0 (ajustado com acido fosférico 10 %) e acetonitrila (65:35, v/v), fluxo de
2,0 ml/min, coluna ACE® octadecilsilano (250 mm x 4,6 mm; 5 ym), deteccdo em A
de 305 nm, volume de injecdo 20 ul, temperatura de analise 25 °C. Escala em
aumento para verificagao dos produtos de degradacéao entre 3,0 a 6,5 minutos.
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6.3.5.1.5. Degradacao fotolitica

A Figura 6.7 apresenta o cromatograma da degradacgéo forcada da SQT de

entacapona sob luz ultravioleta a 254 nm.

e
P
ol Jh .
T T T T T T T T
o 2 [} & g L] 12 14 15 13

FIGURA 6.7. Cromatograma da degradacgao forgada da SQT de entacapona sob luz
ultravioleta 254 nm, por 15 minutos, por CLAE. Condi¢gbes cromatograficas: fase
movel constituida de agua pH 3,0 (ajustado com acido fosférico 10 %) e acetonitrila
(65:35, v/v), fluxo de 2,0 ml/min, coluna ACE® octadecilsilano (250 mm x 4,6 mm; 5
pgm), deteccdo em A de 305 nm, volume de injecdo 20 pl, temperatura de analise 25
°C.

A Figura 6.8 apresenta os espectros sobrepostos da SQT de entacapona e do

produto de fotodegradacgéo obtido em condigdes fotoliticas.
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FIGURA 6.8. Espectros sobrepostos de absorg¢ao na regido do UV (190 a 370 nm)
obtidos em detector de arranjo de fotodiodos, acoplado ao sistema de CLAE, do
farmaco entacapona (a) e do produto de fotodegradacédo (b). Condi¢des
cromatograficas: fase movel constituida de agua pH 3,0 (ajustado com acido
fosférico 10 %) e acetonitrila (65:35, v/v), fluxo de 2,0 ml/min, coluna ACE®
octadecilsilano (250 mm x 4,6 mm; 5 ym), detecgdo em A de 305 nm, volume de
injecao 20 pl, temperatura de analise 25 °C.
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6.3.5.1.6. Homogeneizado dos produtos de degradagao forgada

A Figura 6.9 apresenta o cromatograma da mistura dos produtos de
degradacgado forcada da solugdo amostra dos comprimidos de entacapona nas

diferentes condigdes de estresse.
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FIGURA 6.9. Cromatograma obtido da mistura dos produtos de degradagao forgada
da solucdo amostra dos comprimidos de entacapona nas diferentes condi¢gdes de
estresse. Condi¢gdes cromatograficas: fase moével constituida de agua pH 3,0
(ajustado com acido fosférico 10 %) e acetonitrila (65:35, v/v), fluxo de 2,0 ml/min,
coluna ACE® octadecilsilano (250 mm x 4,6 mm; 5 ym), deteccdo em A de 305 nm,
volume de inje¢ao 20 ul, temperatura de analise 25 °C.

A curva de pureza do pico de entacapona, obtido da mistura dos produtos de
degradagado forcada da solugdo amostra dos comprimidos de entacapona nas

diferentes condi¢des de degradacgao forcada esta apresentada na Figura 6.10.

TSN
D002 0406

6.5 .0 T8 2.0
min

Impurity Mot Detected

FPeak purty index 1.000000
ingle point threshaold ;. 0.991365
Mlinimum peak punty index oh3Z

FIGURA 6.10. Curva de pureza do pico de entacapona obtido da mistura dos
produtos de degradacdo forgada da solugdo amostra dos comprimidos de
entacapona nas diferentes condi¢cdes de estresse.
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6.3.5.2. Linearidade

A Tabela 6.16 apresenta os valores experimentais obtidos na construcédo das
curvas padrao de entacapona. A representacdo da curva e a equacao da reta,
obtidas por regressao linear pelo método dos minimos quadrados, encontram-se na
Figura 6.11.

TABELA 6.16. Areas médias obtidas na realizacdo da curva padrdo da SQT de
entacapona em metanol por CLAE.

Concentragio Areas obtidas* Area média DPR
(ng/ml)

336937,25 0,24
10,0 337837,00 337787,50
338588,25

508821,75 1,32
15,0 512833,00 514565,90
522043,00

679719,75 1,04
20,0 693524,25 687671,67
689771,00

862921,00 0,70
25,0 871753,00 869768,50
874631,50

1064046,25 0,12
30,0 1062617,00 1063949,90
1065168,50

1411817,25 0,50
40,0 1417386,25 1418337,00
1425807,50

* Cada valor representa a média de trés determinagdes
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FIGURA 6.11. Representagao grafica da curva padrédo, da equacgéo da reta e do
coeficiente de correlacdo da SQT de entacapona em metanol obtida por CLAE.

A Tabela 6.17 apresenta os resultados dos tratamentos estatisticos realizados
sobre os valores experimentais obtidos para a curva padrdo da SQT de entacapona

para avaliacdo da linearidade por CLAE.

TABELA 6.17. Analise da variancia (ANOVA) das areas obtidas por CLAE.

Fontes de variagao gl Soma dos Variancia F
quadrados

ENTRE 5 2,28957 x 10'*  4,57913 x 10 " 14208,97*

- regressio linear 1 2,2892 x 10'? 2,2892 x 10'? 71033,5*

- desvio de linearidade 4 366228010,8 91557002,71 2,84

RESIDUO 12 386724556 32227046,34 -

TOTAL 17  2,28995 x 10" - -

* significativo para p < 0,05.
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6.3.5.3. Precisao

Os resultados de precisao (repetibilidade) e precisao intermediaria do método

proposto por CLAE encontram-se na Tabela 6.18.

TABELA 6.18. Resultados da repetibilidade e da precis&o intermediaria do método
analitico por CLAE a 305 nm.

Repetibilidade Precisao
Amostra intermediaria
Dia 1 Dia 2 Dia 3*
1 100,23 100,86 100,31
2 101,06 100,90 100,75
99,69
3 100,64 101,67 101,46
4 98,79 101,90 102,33 100,88
5 99,40 100,86 101,34
100,87
6 98,83 99,27 98,67
7 98,86 100,71 101,24
Média (%) 99,69 100,88 100,87 100,48
DPR 0,95 0,84 1,14 0,68
* analista B

6.3.5.4. Exatidao

Os resultados do estudo de exatidao, realizado através do método de adicéo

de padrao, estao descritos na Tabela 6.19.
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TABELA 6.19. Resultados referentes ao estudo de exatiddo do método analitico por
CLAE, realizado através do método de adi¢cao de padréo.

Concentragao Porcentagens Média DPR (%)
adicionada (pg/ml) recuperadas (%) (%)
98,74
5,0 99,83 99,63 0,81
100,31
101,72
10,0 102,51 102,26 0,46
102,55
101,17
20,0 101,62 101,92 0,92
102,98

6.3.5.5. Robustez

A Tabela 6.20 apresenta os resultados da porcentagem de entacapona, na

solugao amostra, obtida em cada experimento.

TABELA 6.20. Resultados referentes a porcentagem de entacapona, obtida em
cada experimento, do teste de robustez.

Experimento Porcentagem de entacapona (%)

1 100,41
101,83
101,21
100,05
99,43
100,44

102,97

0o N o a A~ WD

101,14
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A Tabela 6.21 apresenta os efeitos dos fatores em analise e o valor de t
calculado.

TABELA 6.21. Resultados dos efeitos e t calculado para os fatores em analise no
estudo da robustez por CLAE.

Fator Efeito t calculado
pH da agua 0,07% 0,08
Marca da coluna 0,45% 0,57
A (nm) 1,16% 1,48
% de acetonitrila -1,32% -1,68
Temperatura do forno ( °C) -0,99% -1,27
Fluxo (ml/min) 0,16% 0,20

tian(0,05; 7) = 2,36; Erro experimental (E.) = 0,785.

6.3.5.6. Adequabilidade do sistema

A Tabela 6.22 apresenta os resultados dos parametros de adequabilidade do

sistema obtidos pelo método cromatografico e os valores preconizados.

TABELA 6.22. Parametros aproximados de adequabilidade do sistema obtidos
experimentalmente e os recomendados para CLAE (FDA, 1994; SHABIR, 2003).

Parametro Recomendagao Fotodegradado Entacapona
Fa}or de capacidade K> 9 4.4 5.1

(k)

Repetibilidade das  npp < 5o, 25 0,23% 0,26%
injecoes

Resolugao (R) R>2 2,90

Fator de cauda (TF) TF <2 1,10 1,13

Pratos teéricos (N) N > 2000 9700 10900
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6.3.6. Discussao

As melhores condigbes cromatograficas foram definidas apds o teste de
diferentes propor¢cbes de solventes organicos (acetonitrila e metanol) e agua,
ajustada em diferentes valores de pH na fase moével. A utilizagdo de agua pH 3,0
(ajustada com acido fosférico 10%) e acetonitrila (65:35) mostrou-se adequada,
proporcionando um tempo de retencdo reprodutivel de, aproximadamente, 6,7
minutos para entacapona, excelente eficiéncia (10000 pratos tedricos) e simetria
(1,1) e boa resolugéo (2,9) entre o farmaco e o produto de fotodegradacéo, com

tempo de retencao de, aproximadamente, 6,0 minutos.

A proporgcao de acetonitrila teve influéncia direta no tempo de retengcao do
farmaco e na resolugdo entre entacapona e o produto de fotodegradagdo. Com a
concentragdo de 35% de acetonitrila obteve-se os melhores resultados, pois
apresentou boa resolugéo (2,9) e tempos de retengcdo adequados para anadlises de
rotina de controle de qualidade. A utilizacao de 30% de acetonitrila na fase moével
melhorou a resolugéo entre os picos (4,1), no entanto, os tempos de retengédo foram
de 9,2 e 10,8 minutos para o fotodegradado e a entacapona, respectivamente. Ao
contrario, com a utilizagao de 40% de acetonitrila, os tempos de retencédo diminuiram

para 4,1 e 4,5 minutos e a resolugao foi de apenas 2,0.

O pH da agua, ajustado em 3,0, da fase mével foi definido em fungédo da
melhor simetria e aumento do numero de pratos tedricos. Verificou-se a
proporcionalidade entre a diminuicdo do pH da agua e a melhora dos parametros de
conformidade do sistema, no entanto, fases moveis com pH abaixo de 3 provocam
diminuicdo no tempo de vida util das colunas cromatograficas (SNYDER et al.,
1997). Esses resultados devem-se ao pka do farmaco (4,5), o qual em pH 3,0 esta

praticamente na forma n&o-ionizada.

O tempo de retengao, obtido em, aproximadamente, 6,7 minutos, mostrou-se
adequado para analises de rotina em controle de qualidade. O comprimento de onda
selecionado de 305 nm foi escolhido por apresentar maior absor¢gdo (mAU) em

funcao das concentracdes de entacapona avaliadas.

A partir da definicdo das condi¢gbes cromatograficas, procedeu-se a validagao

do método indicativo de estabilidade de entacapona por CLAE.
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A especificidade do método por CLAE foi avaliada através da verificagao da
interferéncia dos excipientes da formulagdo e através da degradacéo forcada da
SQT de entacapona e dos comprimidos de entacapona em condi¢gdes hidroliticas

acidas e alcalinas, fotolitica e oxidativas.

O cromatograma da solugdo placebo dos comprimidos (Figura 6.3)
demonstrou que nao existia interferéncia dos excipientes da formulagdo no tempo de
retencao atribuido a entacapona no comprimento de onda de absor¢édo maxima (305
nm). Esses resultados foram corroborados pela andlise da pureza do pico de
entacapona (99,99%), obtido da solugdo amostra dos comprimidos, no qual n&o
foram detectadas impurezas. Dessa forma, concluiu-se que nao existiam excipientes

coeluindo junto ao pico de entacapona.

Os estudos de degradagdo forgada sao realizados para degradar as
substancias deliberadamente para o desenvolvimento de métodos analiticos

indicativos de estabilidade e conhecimento das rotas de degradagao (ICH, 2003).

A realizagdo dos estudos da degradacéo forgada em meio acido (HCI 0,1 M)
demonstrou que, mesmo apds aquecimento da solugao acida a 80 °C por 2 horas,
ndo ocorreu degradacao da SQT (Figura 6.4) e dos comprimidos de entacapona. A
area do pico de entacapona, em ambas as solug¢des, manteve-se similar a obtida na
solugédo de SQT preparada em condi¢des normais de analise, ndo sendo detectados
picos adicionais nos cromatogramas. Além disso, os resultados de determinacdo da
curva de pureza dos picos de entacapona na SQT e nos comprimidos revestidos
demonstraram a pureza do pico de entacapona. Os resultados demonstraram que o
farmaco entacapona e o produto acabado de entacapona apresentaram-se estaveis

em meio acido nas condicdes estudadas.

Em relagdo a degradacdo forcada em condi¢cdes alcalinas, os resultados
demonstram que nado houve degradacao do farmaco no tempo zero na SQT e nos
comprimidos de entacapona, porém quando realizada a analise da solugido mantida
em NaOH 0,1 M por 1 hora, observou-se o aparecimento de picos referentes a
produtos de degradagao em torno de 2,7 e 6,2 minutos e a redugéo da area relativa
referente a entacapona. Os teores residuais de entacapona na SQT foram de

88,88% e 74,18%, apos 1 hora e 2 horas em contato com a solugdo alcalina,
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respectivamente. A degradacdo da solugdo amostra dos comprimidos foi similar,
apresentando teores de 89,12% e 74,55%, respectivamente. No entanto, os
resultados de determinacdo da curva de pureza dos picos de entacapona na SQT
(100,00%) e nos comprimidos revestidos (99,99%) demonstraram que os produtos
formados nao interferiram na quantificacdo de entacapona. Verificou-se, também,
quando se analisou os cromatogramas em 305 nm, que as areas dos picos de
degradagdo formados nao foram equivalentes ao decréscimo da area de
entacapona. Provavelmente, esses resultados devem-se a formagao de produtos de
degradacdo com baixo peso molecular ou com absor¢ao em outro comprimento de
onda, conforme verificado com o produto em 2,7 minutos, onde a absorgdo maxima
era em 254 nm e 280 nm. Esses resultados também podem estar correlacionados
com a oxidagao de grupamentos fendlicos (FU e SIBLEY, 1977; USP 30, 2007).

Em relacdo a exposi¢cao do farmaco em H,O,, os resultados demonstraram
que nao houve degradacéao instantanea de entacapona na SQT e nos comprimidos
quando expostos a degradagao forgada em H,0O, 3%. No entanto, quando expostos
em Hy0, 30% e aquecimento a 80 °C durante 2 horas observou-se a formacao de
produtos de degradacdo em 4,2 e 6,2 minutos. A area de entacapona diminuiu
aproximadamente 65% em ambas as solug¢des, porém os produtos de degradagao
formados ndo apresentaram area correspondente a esse decréscimo em 305 nm. A
analise do espectro do produto de degradagéo obtido em 4,2 minutos, demonstrou
que o mesmo apresentava maximos de absorcdo em 240 nm e 262 nm. A analise
em outros comprimentos de onda também nao detectou picos adicionais. A injegao
de uma solugdo branco do H,O, permitiu verificar que os picos com tempos de
retencdo de 1,65 e 2,15 minutos (Figura 6.6) referiam-se ao estabilizante presente
no peroxido de hidrogénio. A analise de pureza do pico de entacapona na SQT
(100,00%) e nos comprimidos (99,99) demonstrou a seletividade do método
proposto nessas condigdes. A degradagao nessas condigdes pode estar relacionada
a oxidagao do grupamento fendlico (FU e SIBLEY, 1977;USP 30, 2007).

Os espectros dos produtos de degradagdao formados em 6,2 minutos em
condigdes alcalinas e condi¢cdes oxidativas foram similares ao espectro do produto

de fotodegradacao.
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A degradacao forcada em luz ultravioleta de 254 nm demonstrou que as
solugbes de entacapona na SQT (Figura 6.7) e nos comprimidos revestidos
degradam em condi¢des fotoliticas. A area do pico de entacapona em ambas as
solugdes decresceu em torno de 11% e visualizou-se a presenga de um pico
adicional, com tempo de retengcado de aproximadamente 6,0 minutos. Os espectros
sobrepostos da entacapona e do produto de fotodegradagdo (Figura 6.8)
demonstraram a similaridade entre os dois produtos, indicando uma possivel
isomerizagao do farmaco entacapona, conforme verificado por KARLSSON e
WIKBERG (1992) e LEHTONEN e colaboradores (1999). Os resultados de
determinagao da curva de pureza dos picos de entacapona na SQT (100,00%) e nos
comprimidos revestidos (100,00%) demonstraram que o produto formado n&o
interferiu na quantificacdo de entacapona, garantindo a seletividade do método

analitico.

Devido ao comportamento do farmaco em condigbes fotoliticas, essa
condigao foi utilizada para determinagédo da cinética de degradacgao e realizagdo do

espectro de massas do fotodegradado, conforme o Capitulo V deste trabalho.

Além da seletividade demonstrada na presencga dos produtos de degradagao
forcada, formados individualmente em cada condigcdo de estresse, a mistura de
todos os produtos degradacdo formados também demonstrou a seletividade do
método por CLAE, conforme verificado pelo resultado de pureza do pico de

entacapona (Figura 6.10).

Os resultados de degradacao forgcada também possibilitaram concluir que o
método por espectrofotometria na regido do UV possivelmente ndo apresentara
especificidade suficiente para quantificacdo de entacapona na presenga do produto
de degradacao formado em condi¢des fotoliticas, devido a absorgdo de ambos em
305 nm.

A linearidade do método analitico, avaliada através da construgcao de trés
curvas padrao, foi determinada a partir do coeficiente de correlagéo (r) e da analise
da variancia (ANOVA) (Figura 6.11 e Tabela 6.17, respectivamente). A equacao da
reta obtida através da regressdo linear pelo método dos minimos quadrados
(y = 36167,86136x — 29156,464) e o valor do coeficiente de correlagao (r = 0,9998)
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indicaram a existéncia de relacao entre as areas obtidas e a concentracdo da SQT
de entacapona, ou seja, existe evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha
de regressao (SHABIR, 2003). Os resultados obtidos na ANOVA das absorvancias
obtidas demonstram que a regressao foi significativa e que nédo ocorreu desvio da

linearidade na faixa de concentracao estudada (10 — 40 ug/ml).

A precisdo do método analitico foi demonstrada através da repetibilidade e da
precisdo intermediaria (Tabela 6.18). Os valores experimentais obtidos para a
determinacado quantitativa de entacapona nos comprimidos revestidos durante trés
dias de analise foram de 99,69%, 100,88% e 100,87%. O valor maximo de DPR foi
de 1,14, obtido no primeiro dia de analise da repetibilidade. A precisao intermediaria,
avaliada através da determinacdo do DPR entre os dias de analise da repetibilidade
do método, apresentou teor médio de entacapona de 100,48% nos comprimidos e
DPR de 0,68. Os resultados de DPR obtidos inferiores a 2,0, conforme preconiza a
literatura, demonstraram a precisdao do método analitico em termos de repetibilidade
e precisdo intermediaria (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 30, 2007).

A exatiddo do método analitico por CLAE foi determinada através do teste de
recuperacao. As porcentagens meédias de recuperagao encontradas (Tabela 6.19)
apresentaram valores na faixa de 99,63% a 102,26%, demonstrando a exatidao do

meétodo proposto.

A robustez do método analitico foi avaliada através de um desenho
experimental de Plackett-Burman, experimento de dois niveis que permite realizar a
variagdo de um numero relativamente elevado de fatores em um numero
relativamente pequeno de experimentos. Os fatores selecionados representam
aqueles mais susceptiveis a mudancas quando o método é transferido para outros
laboratdrios, analistas ou instrumentos e que, potencialmente, podem influenciar a
resposta (HEYDEN et al., 2001). A analise dos resultados do estudo de robustez,
realizada através do calculo dos efeitos de cada fator estudado e determinacdo do
Teste t de Student, demonstrou que os fatores avaliados nao apresentaram efeito
significativo sobre a quantificagdo de entacapona nos comprimidos revestidos por
CLAE. A analise estatistica realizada pelo Teste t de Student (Tabela 6.21)
demonstrou que nao existiu diferenga significativa entre o efeito obtido no ensaio

para cada fator com o valor de t(o s, 7); bicaudal tabelado (2,36). O erro experimental
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do método apresentou valor de 0,785. Desta forma, demonstrou-se que em relagao

a esses fatores, o método é robusto.

O conhecimento dos produtos de degradacédo formados durante os ensaios
de degradacao forgada permitiu verificar que a interferéncia mais significativa seria
do produto formado pela degradacdo fotolitica. Devido a isso, a avaliacdo da
possivel interferéncia desse produto foi avaliada diariamente antes da realizac&o da
validagdo do método proposto. A analise dos parametros de conformidade do
sistema permitiu verificar a adequabilidade do método proposto por CLAE (Tabela
6.22). O resultado do fator de capacidade (k’) demonstrou que o pico do produto de
fotodegradacdo e o pico de entacapona apresentavam um tempo de retencao
adequado, com uma separacao eficiente dos picos referentes ao solvente e a fase
movel. O baixo DPR obtido no teste de repetibilidade das inje¢des garantiu que o
sistema instrumental estava em condicbes de produzir resultados confiaveis. A
resolucao (R) encontrada entre o pico do fotodegradado e o pico de entacapona
superior a 2 garante que, mesmo na presenc¢a dos produtos de degradacgéao forcada
formados nesse estudo, a quantificagdo de entacapona sera exata e precisa. Os
demais parametros de conformidade do sistema avaliados, fator de cauda (FT) e
pratos tedricos (N), apresentaram resultados que garantem que o método proposto é

adequado para a quantificacdo de entacapona em comprimidos revestidos.

Considerando os resultados dos parametros analiticos avaliados, concluiu-se
que o método por CLAE foi adequado para determinagao quantitativa de entacapona

nos comprimidos revestidos.

6.4. Analise estatistica comparativa dos métodos

Para verificar a capacidade de utilizar indistintamente os métodos desenvolvidos
por espectrofotometria no UV e por CLAE para quantificagdo de entacapona nos
comprimidos revestidos, realizou-se a analise estatistica comparativa entre os
resultados obtidos de repetibilidade para os dois métodos propostos, utilizando o

Teste t de Student, presumindo variancias equivalentes.
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6.4.1. Resultados

Na Tabela 6.23 estdo apresentados os valores médios obtidos na
determinacdo do teor de entacapona através dos métodos propostos por
espectrofotometria na regido do UV e por CLAE, bem como a comparagao entre os

mesmos, efetuada através do Teste t de Student.

TABELA 6.23. Analise comparativa dos métodos propostos por UV e CLAE
utilizando Teste t de Student.

Parametros Variavel 1 (UV) Variavel 2 (CLAE)
Média 101,33 100,48
Variancia 3,15 1,21
Observagoes 21 21
Variancia agrupada 2,18 -
Hipétese de diferenga média 0 -

gl 40 ;
Estatistica t (t calculado) 1,86 -

t critico bi-caudal 2,02 (p<0,05) -

6.4.2. Discussao

O resultado do Teste t de Student, presumindo variancias equivalentes e
p<0,05, demonstrou nao haver diferenca significativa entre os métodos propostos
por espectrofotometria na regido do UV e por CLAE, para quantificagdo de
entacapona nos comprimidos revestidos, ou seja, os métodos podem ser
intercambiaveis. Porém, cabe salientar, que se a amostra apresentar produtos de
degradacdao, o método por espectrofotometria na regido do UV nao pode ser
utilizado, considerando a possivel interferéncia do produto de fotodegradagdo em
305 nm.
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6.5. Conclusoes

» O método desenvolvido e validado por espectrofotometria na regido do
UV apresenta especificidade, linearidade, precisdo, exatidao e robustez,
ou seja, adequado para o controle de qualidade de rotina de comprimidos

de entacapona;

» O método desenvolvido e validado por CLAE apresenta especificidade,
linearidade, precisdo, exatiddo e robustez, ou seja, adequado para o

controle de qualidade de rotina de comprimidos de entacapona;

» Os métodos validados por espectrofotometria na regido do UV e por
CLAE, para a determinacado quantitativa de entacapona nos comprimidos
revestidos, ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas

de acordo com o Teste t de Student, presumindo varidncias equivalentes.

6.6. Artigo publicado
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METODO DE DISSOLUCAO

7.1. Introducgao

A absorcdo de farmacos apds administragcdo oral, a partir de formas
farmacéuticas solidas, depende da liberagdo do mesmo da sua forma farmacéutica,
da dissolugdo ou solubilizagdo sob condigbes fisiologicas e da permeabilidade
através das membranas. Fatores relacionados ao paciente, tais como fisiologia da
membrana, fluxo sanglineo e pH do trato gastrintestinal, bem como fatores
relacionados ao farmaco e a formulagao, como solubilidade e natureza quimica do
farmaco, polimorfismo, coeficiente de particdo, quiralidade, tamanho de particula,
entre outros, tornam o processo de absorcdo complexo e variavel. Qualquer fator
que afete a desagregacdo ou a dissolucdo pode afetar a biodisponibilidade do
farmaco (SHARGEL et al., 2005).

A classificagdo biofarmacéutica do farmaco pode ser utilizada no
desenvolvimento do método de dissolucdo e verificacdo da possibilidade de

realizagcao de correlagao in vivo-in vitro (CIVIV).

De acordo com AMIDON e colaboradores (1995), os farmacos podem ser

classificados em quatro classes biofarmacéuticas:
» Classe 1: alta solubilidade e alta permeabilidade;
» Classe 2: baixa solubilidade e alta permeabilidade;
» Classe 3: alta solubilidade e baixa permeabilidade;
» Classe 4: baixa solubilidade e baixa permeabilidade;

A CIVIV é esperada quando a dissolucao € a etapa limitante da absor¢ao do
farmaco na circulagdo, ou seja, para aqueles com baixa solubilidade. Por essa
razao, se o farmaco é altamente permeavel e a dissolugdo é a etapa limitante da

absorgao (classe 2), € muito provavel o desenvolvimento de uma CIVIV (AMIDON et
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al., 1995; FDA, 2000; ROHRS, 2001). Porém, para farmacos da classe 4, como a
entacapona, além da dissolugao do farmaco, a permeabilidade também é uma etapa
limitante de absorgéo, e consequentemente, uma CIVIV torna-se limitada ou néo é
esperada (AMIDON et al., 1995).

Além da possibilidade da CIVIV, o método de dissolugdo € requisito
fundamental na industria farmacéutica para assegurar a qualidade lote a lote do
produto farmacéutico, desenvolvimento de novas formulagdes e garantir a qualidade
ap6s mudancgas na formulacdo e no processo de producdo, avaliar a qualidade da
formulagcdo em funcédo do tempo e condigcdes de armazenamento durante o periodo
de validade do produto (FDA, 1997; MARQUES e BROWN, 2002). Devido a isso, 0
método de dissolugdo € exigido pelo FDA para todos os produtos apresentados

como formas farmacéuticas solidas de uso oral (SHARGEL et al., 2005).

O método de dissolucdo avalia a quantidade de farmaco dissolvido, em um
determinado volume de meio, mantida a temperatura de 37 °C = 0,5 °C, apos
determinado periodo, utilizando equipamento com dispositivo para promover
agitacdo do meio em uma determinada velocidade (F. Bras. IV ed, 1988; USP 30,
2007).

O percentual de dissolugao pode ser influenciado por diversos fatores, dentre
0s quais o processo de fabricacdo da forma farmacéutica, os tipos e quantidades de
excipientes utilizados, o teor de agua e as propriedades fisico-quimicas do farmaco
(SKOUG et al., 1997).

A selecéo criteriosa das condi¢gdes de ensaio deve ser orientada no sentido
de obter o maximo poder discriminativo, resultar na capacidade de detecgdo de
eventuais desvios dos padrées de qualidade inicialmente propostos e distinguir
mudangas significativas na composi¢ao ou no processo de produgdo (MANADAS et
al., 2002; USP 30, 2007). Um perfil de dissolugdo adequado apresenta 100% de
liberagdo do farmaco entre 45 e 60 minutos, ou seja, perfis com liberagdo do
farmaco muito rapida ndo demonstram poder discriminativo. Em relacédo a perfis de
dissolugcdo muito lentos, alteragdes no tipo de aparelhagem, velocidade de rotacéao e
meio de dissolucdo podem ser realizadas (FORTUNATO, 2005). Além disso, o
conhecimento das propriedades fisico-quimicas do farmaco, como pKa, solubilidade,
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funcdo da relacdo pH/tensoativo e estabilidade em fungdo do pH sdo de suma
importancia (SKOUG et al., 1997).

Os meios de escolha mais usuais para o desenvolvimento do método de
dissolugéo sao acido cloridrico diluido, solugdes tampdes na faixa de pH fisiolégico,
agua e tensoativos (polissorbatos 80, sais biliares e laurilsulfato de sédio). A escolha
do meio ideal para ensaios de rotina deve estar relacionada com a capacidade
discriminativa, estabilidade do farmaco no meio e relevancia do desempenho in vivo-
in vitro, quando possivel. Durante os estudos preliminares para desenvolvimento do
meétodo, a determinacao do pH antes e apds a realizacdo do método pode ser util
(USP 30, 2007).

A literatura pesquisada (FDA, 2006) apresenta as condigdes do método de
dissolugdo para comprimidos de entacapona, no entanto ndo sdo indicadas as
condigdes para quantificagcdo do farmaco dissolvido. Diante disso, justifica-se o
desenvolvimento e validagdo de um método de dissolucéo discriminativo, ou seja, o
qual apresente uma velocidade de dissolugdo adequada para comparacgao de perfis
de dissolucédo de diferentes formulacdes e realizacido do controle de qualidade de

rotina dos comprimidos de entacapona.

A validacao de métodos analiticos para dissolugdao de formas farmacéuticas
sélidas deve incluir a avaliagcdo da especificidade, estabilidade do farmaco no meio
de dissolugdo, precisdo, exatidao, linearidade e robustez. Porém, para a
determinacdo das melhores condicbes, também devem ser realizados testes de
solubilidade e interferéncia de filtros (USP 30, 2007).

7.2. Objetivos especificos

% Desenvolver e validar método de dissolugdo para comprimidos revestidos de

entacapona.
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7.3. Parte Experimental
7.3.1. Desenvolvimento do método de dissolugao
7.3.1.1. Equipamentos e condi¢coes do método de dissolugao

Utilizou-se para o desenvolvimento e validacdo do método de dissolucao
equipamento de dissolugdo SOTAX, modelo AT7, cromatografo a liquido Agilent,
modelo 1200 Series utilizando coluna cromatografica Agilent Eclipse® XDB
octadecilsilano (150 mm x 4,6 mm, 5 ym de didametro interno) e espectrofotdmetro
ultravioleta Shimadzu, modelo UV-160A.

Para a definicdo das condicbes do ensaio de dissolugdo mais adequadas,
foram avaliados os meios que apresentaram condigdo sink ou proximas a
solubilizagdo da dose do farmaco (200 mg) em um volume de 900 ml de meio de
dissolucdo, previamente mantidos em ultra-som por 15 minutos para desaeracéo. A
temperatura foi mantida constante a 37,0 °C £ 0,5 °C e como aparelhagem foram
utilizadas pas a 30 rpm e 50 rpm. Para o desenvolvimento do ensaio de dissolugao

foram realizados testes iniciais em trés comprimidos.

Aliquotas de 10 ml do meio de dissolugdo foram manualmente retiradas nos
intervalos de 5, 10, 15, 30, 60 e 120 minutos e imediatamente filtradas em filtro
quantitativo Framex, modelo 389'. Transferiu-se 5 ml do filtrado para baldo
volumétrico de 25 ml e completou-se o volume com metanol, de modo a obter

solugéo na concentracéo de 44,44 ug/ml.

O meio de dissolucdo nao foi reposto, porém as devidas corre¢cdes de
concentracao foram realizadas. Com base nos resultados preliminares obtidos nos
perfis de dissolugéo, realizou-se a validagdo do método, realizando as coletas nos
seguintes intervalos de tempo: 3, 6, 9, 12, 15, 30 e 60 minutos, utilizando 900 ml de

meio tampao acetato pH 5,3.

As condicbes cromatograficas para determinagcao do teor de entacapona
dissolvida estdo apresentadas na Tabela 5.2, com exce¢cdo da marca e do

comprimento da coluna, que nesse ensaio, foi de 150 mm.
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7.3.2. Determinacao da solubilidade da SQT de entacapona

A determinacdo da solubilidade da SQT de entacapona foi avaliada através

da preparagéo de uma solugéo saturada (2 mg/ml) nos seguintes meios:
> Agua ultrapura;
» Tampao biftalato acido 0,05 M pH 3,5;
» Tampéo acetato 0,05 M pH 4,5, pH 5,1, pH 5,3 € 5,5;
» Tampao fosfato 0,05 M pH 5,8, pH 6,0, pH 6,5, pH 7,0 e pH 7,5;

» Dodecil sulfato de sodio (SDS) 0,25% (p/V) pH 5,0, 0,375% (p/V) pH
5,0 e 0,5% (p/V) pH 5,0.

Os meios tamponados utilizados nesse ensaio foram preparados de acordo
com a USP 30 (2007) e as solugdes foram mantidas em banho de agua a 37,0 °C

1 0,5 °C e agitadas, a cada 10 minutos, em agitador de vértex.

Aliquotas de 10 ml dessas solugdes foram retiradas 1 hora e 2 horas apds o
inicio do experimento e filtradas através de filtro de membrana de 0,45 um.
Transferiu-se 1 ml desse filtrado para baldo volumétrico de 20 ml e completou-se o
volume com metanol de modo a obter solugdo na concentragcdo tedrica de
100 ug/ml. A determinagcédo da solubilidade foi realizada utilizando as condi¢des

cromatograficas descritas na Tabela 5.2 do método validado por CLAE.

7.3.4. Estabilidade das solugoes de entacapona SQT e dos comprimidos de

entacapona nos meios de dissolugao

Foram preparadas solugdes da SQT de entacapona e da amostra dos
comprimidos, nas mesmas condi¢des do meétodo de dissolucdo, comparando as
areas obtidas das solugcbes mantidas a temperatura de 37,0 °C + 0,5 °C por 2 horas
e a temperatura ambiente por 24 horas, com a mesma solugao obtida no tempo
zero. A determinacdo da estabilidade foi realizada utilizando as condi¢des

cromatograficas descritas na Tabela 5.2 do método validado por CLAE.
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7.3.4.1. Preparagao da solugcao da SQT de entacapona

Foram pesados, exatamente, 11,11 mg da SQT de entacapona e transferidos
quantitativamente para baldao volumétrico de 50 ml. Adicionou-se 5 ml de metanal,
manteve-se em ultra-som por 30 minutos e completou-se o volume com solugao
tampao acetato pH 5,3 (Solugcdo A). Transferiu-se 5 ml dessa solugédo para balédo
volumétrico de 25 ml e completou-se o volume com solugédo tampao acetato pH 5,3,
de modo a obter uma solugdo com concentracdo de 44,44 yg/ml de entacapona
(Solugéo B). A area obtida para essa solug¢ao foi considerada como o tempo zero no

estudo da estabilidade.

Para verificar a estabilidade da Solugédo A, estocou-se, ao abrigo da luz, uma
aliquota de 10 ml dessa solugdo, a 37,0 °C = 0,5 °C, durante 2 horas.
Posteriormente, realizou-se uma diluigdo em tampao acetato pH 5,3, de modo a

obter uma solugdo com concentragao de 44,44 ug/ml de entacapona

A estabilidade da Solucédo B foi verificada apds 24 horas da preparacdo. A
solugéo foi mantida em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A estabilidade da
SQT de entacapona também foi verificada realizando a diluicdo da Solugédo A em

metanol e analisada apds 24 horas.

7.3.4.2. Preparacgao da solugao amostra

Foram pesados, exatamente, o equivalente a 11,11 mg de entacapona a partir
do peso médio dos comprimidos e transferidos quantitativamente para balao
volumétrico de 50 ml com auxilio de 30 ml de solugdo tampé&o acetato pH 5,3.
Manteve-se em ultra-som por 30 minutos e completou-se o volume com o0 mesmo
solvente (Solugdo A). Essa solugao foi filtrada em filtro quantitativo Framex e uma
aliquota de 5 ml foi transferida para baldao volumétrico de 25 ml e o volume
completado com solugédo tampao acetato pH 5,3, de modo a obter uma solugédo com
concentragédo de 44,44 pg/ml de entacapona (Solugédo B). A area obtida para essa

solucao foi considerada como tempo zero no estudo da estabilidade.
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Posteriormente, prepararam-se as solugdes para verificagdo da estabilidade
da solugdo B em tampéao acetato pH 5,3 e em metanol, conforme descrito no item
7.3.4.1 para a SQT de entacapona.

7.3.5. Influéncia do filtro

Prepararam-se solugbes da SQT de entacapona e da amostra dos
comprimidos nas mesmas condigdes do método de dissolugdo, comparando a
concentragdo antes e apdés as filtragbes realizadas, empregando a

espectrofotometria na regidao do UV a 305 nm.

7.3.5.1. Preparacgao da solugao da SQT de entacapona

Foram pesados, exatamente, 11,11 mg da SQT de entacapona e transferidos
quantitativamente para baldo volumétrico de 50 ml. Para ocorrer a solubilizagao
foram adicionados 5 ml de metanol e a solugao foi mantida em ultra-som por 30
minutos. O volume foi completado com solugdo tampdo acetato pH 5,3 e,
posteriormente, homogeneizado (Solugdo A). Transferiu-se uma aliquota de 5 ml
dessa solugao para baldao volumétrico de 50 ml e completou-se o volume com o
metanol, de modo a obter uma solugdo com concentragdo de 22,22 ug/ml de
entacapona. A leitura da absorvancia dessa solucdo a 385 nm foi utilizada como

referéncia (sem filtragéo).

Para a verificacado da interferéncia dos filtros utilizados, a Solucao A foi filtrada
em papel de filtro quantitativo Framex, diluida em metanol a 22,22 ug/ml de
entacapona e filtrada em membrana filtrante de nylon de 0,45 uym. Realizou-se a
leitura da absorvancia dessa solu¢cao a 305 nm e comparou-se o resultado com o

obtido com a leitura da solugcao sem filtracao.
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7.3.5.2. Preparagao da solugao amostra

Pesou-se, exatamente, o equivalente a 11,11 mg de entacapona a partir do
peso médio dos comprimidos e transferiu-se quantitativamente para baldo
volumétrico de 50 ml com auxilio de 30 ml de solugdo tampao acetato pH 5,3. A
solugdo foi mantida em ultra-som por 30 minutos, o volume foi completo com o
mesmo solvente e homogeneizado (Solugdo A). Centrifugou-se a 3000 rpm por 10
minutos, transferiu-se uma aliquota de 5 ml dessa solugao para baldo volumétrico de
50 ml e completou-se o volume com metanol, de modo a obter uma solugdo com
concentragao de 22,22 ug/ml de entacapona. A leitura da absorvancia dessa solugéo

a 305 nm foi utilizada como referéncia (sem filtracao).

Para a verificacdo da interferéncia dos filtros utilizados, a Solugéo A foi filtrada
em papel de filtro quantitativo Framex, posteriormente diluida em metanol a
22,22 pg/ml de entacapona e filtrada em membrana filtrante de nylon de 0,45 ym.
Realizou-se a leitura da absorvancia a 305 nm e comparou-se o resultado com o

obtido com a leitura da solugao sem filtragao.

7.3.6. Validagao do método de dissolucao
7.3.6.1. Especificidade

Transferiu-se o equivalente a 1 peso médio da mistura dos excipientes, de
acordo com o especificado na Tabela 6.1, para uma cuba de dissolugao, utilizando
900 ml do meio de dissolugdo selecionado. Utilizou-se rotacdo de 150 rpm por 1
hora e como aparelhagem pas (USP 30, 2007). Posteriormente ao ensaio de
dissolugdo, aliquotas de 10 ml foram coletadas e filtradas utilizando papel filtro
quantitativo Framex, diluidas no meio de dissolucdo a concentracdo tedrica de
10 pg/ml e analisadas por espectrofotometria na regido do UV. O mesmo
procedimento foi realizado para a determinacao da especificidade por CLAE, porém
as amostras foram diluidas em metanol a concentragdo tedrica de 44,44 pg/ml,
fitradas em membrana de nylon de 0,45 ym e injetadas. As amostras foram

preparadas em duplicata.
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7.3.6.2. Linearidade

Avaliou-se a linearidade do método analitico através da construgao de trés

curvas padrao, preparadas em um mesmo dia, contendo seis concentragdes.

Pesou-se 20 mg da SQT de entacapona e transferiu-se para baldo
volumétrico de 100 ml com auxilio de 5 ml de metanol. Completou-se o volume com
solugédo tampao acetato pH 5,3, de modo a obter solugédo a 200 ug/ml. A partir dessa
solugédo foram realizadas as seguintes diluicdes, utilizando solugdo tamp&o acetato

pH 5,3 para completar o volume, de acordo com a Tabela 7.1.

TABELA 7.1. Preparacao da curva padrao para avaliacdo da linearidade do método
analitico por CLAE para o método de dissolugéo.

N Volume de solugao Balao Concentragao
estoque (ml) volumétrico (ml) final (ug/ml)
1 1,0 20 10,0
2 2,0 20 20,0
3 3,0 20 30,0
4 4,0 20 40,0
5 5,0 20 50,0
6 6,0 20 60,0

As médias das areas, correspondentes a cada diluigdo, foram utilizadas para
plotagem de um grafico de absorvancia versus concentragédo. A equacéo da reta e o
coeficiente de correlagdo (r) da curva padrao foram determinados através do estudo
de regressao linear pelo método dos minimos quadrados e analisados através da

analise de variancia (ANOVA).

7.3.6.3. Precisao
7.3.6.3.1. Preparacao da solugdo da SQT de entacapona

Foram pesados, exatamente, 11,11 mg da SQT de entacapona e transferidos

quantitativamente para baldao volumétrico de 50 ml. Adicionou-se 5 ml de metanal,
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manteve-se a solugdo em ultra-som por 30 minutos e completou-se o volume com
solucado tampao acetato pH 5,3. Uma aliquota de 5 ml dessa solugao foi transferida
para balao volumétrico de 25 ml e o volume foi completado com metanol, de modo a
obter uma solugdo com concentracdo de 44,44 ug/ml de entacapona.
Posteriormente a solugao foi filtrada através de membrana filtrante de nylon de

0,45 ym e analisada por CLAE.

7.3.6.3.2. Preparacgao da solugao amostra dos comprimidos

Para a preparacao da solugao amostra foram retiradas aliquotas de 10 ml de
cada cuba de dissolugdo e filtradas em papel de filtro quantitativo Framex.
Transferiu-se uma aliquota de 5 ml dessa solugao para baldo volumétrico de 25 ml e
completou-se o volume com o metanol, de modo a obter uma solugdo com
concentragao tedrica de 44,44 ug/ml de entacapona. Posteriormente a solugao foi

filtrada através de membrana filtrante de nylon de 0,45 ym e analisada por CLAE.

7.3.6.4. Exatidao

Foram pesados 1 g da SQT de entacapona e transferidos quantitativamente,
com auxilio de 50 ml de metanol, para baldo volumétrico de 100 ml. Manteve-se a
solucado em ultra-som por 30 minutos e completou-se o volume com solugédo tampao
acetato de sddio pH 5,3. Dessa solugao foram transferidos 16 ml, 20 ml e 24 ml para
as cubas de dissolucado, contendo a mistura dos excipientes correspondente a um
peso médio, equivalente a 80%, 100% e 120% da concentracdo do farmaco
(44,44 pg/ml). Procedeu-se ao ensaio de dissolugdo nas condigbes selecionadas
durante 60 minutos. Decorrido o tempo de analise, aliquotas de 10 ml foram
retiradas do meio de dissolucédo e filtradas em filtro quantitativo Framex. Transferiu-
se aliquotas de 5 ml dessas solugdes para balao volumétrico de 25 ml e completou-
se os volume com metanol, de modo a obter solu¢des a 35,56, 44,44 e 53,33 pg/ml.
Posteriormente, as solugbes foram filtradas através de membrana filtrante de nylon
de 0,45 um.
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7.3.6.5. Robustez

A robustez do método foi avaliada no desenvolvimento do método de

dissolucéo, utilizando como parametro critico o pH do meio de dissolucao.

7.4. Resultados

7.4.1. Desenvolvimento do método de dissolugao

7.4.1.1. Determinacgao da solubilidade da SQT de entacapona

A Tabela 7.2 apresenta os resultados da solubilidade da SQT de entacapona

nos meios estudados.

TABELA 7.2. Solubilidade da SQT de entacapona a 37,0 °C + 0,5 °C.

Meio Solubilidade (pg/ml) Solubilidade (pg/ml)
1° hora 2° hora
Agua 68,63 66,69
Tampao biftalato pH 3,5 98,97 147,11
Tampao acetato pH 4,5 93,92 142,62
Tampao acetato pH 5,1 165,42 197,43
Tampao acetato pH 5,3 219,22 234,85
Tampao acetato pH 5,5 259,32 324,08
Tampao fosfato pH 5,8 305,00 623,05
Tampao fosfato pH 6,0 648,36 1013,67
Tampao fosfato pH 6,5 1085,90 *
Tampao fosfato pH 7,0 1340,33 *
Tampao fosfato pH 7,5 * *
SDS 0,25% (p/V) pH 5,0 139,21 162,25
SDS 0,375% (p/V) pH 5,0 205,50 202,92
SDS 0,50% (p/V) pH 5,0 261,40 287,35

* aparecimento de picos relacionados a degradagao do farmaco.
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7.4.1.2. Verificagao dos perfis de dissolugao

A Tabela 7.3 apresenta os resultados do teor de entacapona dissolvida nos
seguintes meios de dissolugdo: solugdes tampdes acetato pH 5,1, 5,3 e 5,5 e
tampao fosfato pH 5,8, utilizando pas a 50 rpm e coletas em 5, 10, 15, 30, 60 e 120

minutos.

TABELA 7.3. Resultados comparativos da quantidade de entacapona dissolvida
para obtencao do perfil de dissolugao de comprimidos em solugdes tampdes acetato
pH 5,1, 5,3 e 5,5 e tampao fosfato pH 5,8, utilizando pas a 50 rpm (n = 3).

Tempo Tampao pH 5,1 TampaopH5,3 TampaopH5,5 Tampao pH 5,8

(min) (% dissolvida) (% dissolvida) (% dissolvida) (% dissolvida)
5 36,73 37,86 50,71 58,39

10 63,23 77,68 81,69 88,64

15 71,66 88,56 94,76 95,01

30 82,64 96,11 98,50 100,31

60 90,49 99,67 102,49 102,18
120 94,10 99,75 99,86 102,00

Os perfis de dissolugdo obtidos nos tampdes acetato pH 5,1, 5,3 e 55 e

tampéo fosfato pH 5,8 estdo apresentados na Figura 7.1.
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FIGURA 7.1. Perfis de dissolugcdo de comprimidos de entacapona nos meios de
dissolucdo de tampao acetato e fosfato, utilizando pas a 50 rpm e coletas em 5, 10,
15, 30, 60 e 120 minutos.
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A Tabela 7.4 apresenta os resultados do teor de entacapona dissolvida nos
seguintes meios de dissolugdo: solugdes de SDS 0,25%, 0,375% e 0,5%, ajustados
com acido fosférico 0,1% até pH 5,0, utilizando pas a 50 rpm e coletas em 5, 10, 15,

30, 60 e 120 minutos.

TABELA 7.4. Resultados comparativos da quantidade de entacapona dissolvida
para obtencao do perfil de dissolucdo de comprimidos em solugdes tampdes acetato
pH 5,1, 5,3 e 5,5 e tampao fosfato pH 5,8, utilizando pas a 50 rpm (n = 3).

Tempo SDS 0,25% SDS 0,375% SDS 0,50%
(min) (% dissolvida) (% dissolvida) (% dissolvida)
5 21,25 42,46 48,52

10 52,64 71,01 78,55

15 61,35 77,56 88,41

30 69,61 85,53 97,28

60 71,77 87,85 102,69
120 71,33 91,71 101,30

A Figura 7.2 apresenta os perfis de dissolugdo obtidos nas solugbes de SDS

0,25%, 0,375% e 0,5%, ajustados com acido fosforico 0,1% até pH 5,0.
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FIGURA 7.2. Perfis de dissolucdo de comprimidos de entacapona nos meios de
dissolugdo contendo SDS em diferentes concentragbes (0,25, 0,375 e 0,5%),
utilizando pas a 50 rpm e coletas em 5, 10, 15, 30, 60 e 120 minutos.
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A Tabela 7.5 apresenta uma comparagdo entre os valores referentes a

quantidade de entacapona dissolvida nas solugdes de SDS 0,5% e na solugao de

tampao acetato de sddio pH 5,3, utilizando pas a 50 rpm e coletas realizadas em 3,
6, 9, 12, 15, 30 e 60 minutos.

TABELA 7.5. Resultados comparativos da quantidade de entacapona dissolvida
para obtencao do perfil de dissolugao de comprimidos em SDS 0,5% e em solugéo
tampao acetato de sodio pH 5,3, utilizando pas a 50 rpm e coletas em 3, 6, 9, 12, 15,
30 e 60 minutos (n = 12).

Tempo Tampao pH 5,3 DPR SDS 0,5% DPR
(min) (% dissolvida) (% dissolvida)

3 22,40 33,45 17,87 40,27
6 60,90 12,95 58,28 17,23
9 77,19 7,57 77,33 9,87
12 84,01 5,77 84,78 6,24
15 90,06 4,15 89,32 3,72
30 95,01 2,73 98,90 2,57
60 99,44 2,59 102,44 0,97

7.4.1.3. Estabilidade das solugoes de entacapona SQT e dos comprimidos de

entacapona no meio de dissolugao e no diluente

Os resultados referentes a estabilidade das solu¢cdes da SQT de entacapona

e da solugao amostra dos comprimidos estdo descritos na Tabela 7.6.

120



METODO DE DISSOLUCAO

TABELA 7.6. Resultados da estabilidade das solugdes da SQT e da amostra dos
comprimidos de entacapona em tampao acetato de sodio pH 5,3 e metanol.

Condicao

SQT tempo zero em tampao pH 5,3

SQT mantida a 37,0 °C * 0,5 °C por 2 h em
tampao pH 5,3
SQT mantida a temp. ambiente por 24 h em
tampao pH 5,3

SQT mantida a temperatura ambiente por
24 h em metanol

Solugao amostra (comprimidos) tempo
zero em tampao pH 5,3

Solugao amostra (comprimidos) mantida a
37,0 °C 0,5 °C por 2 h em tampao pH 5,3

Solugao amostra (comprimidos) mantida a
temp. ambiente por 24 h em tampao pH 5,3

Solugao amostra (comprimidos) mantida a
temp. ambiente por 24 h em metanol

Concentragao % de
(ng/ml)* entacapona

44,44 -
43,89 98,76
43,33 97,50
44,31 99,70
44,44 -
43,92 98,84
43,44 97,74
44,20 99,46

* media de 2 determinagoes

7.4.1.4. Influéncia dos filtros

Os resultados referentes a influéncia dos filtros na filtracdo das solugdes da

SQT de entacapona e da solugdo amostra dos comprimidos estdo descritos na

Tabela 7.7.

TABELA 7.7. Resultados referentes a determinacdo da influéncia dos filtros na
filtracdo da SQT de entacapona e na solu¢gdo amostra.

Solucgao Concentragao % de
(ng/ml)* entacapona

SQT sem filtragao 22,22 -

SQT filtrada 22,06 99,27

Amostra dos comprimidos centrifugada 22,22 -

Amostra dos comprimidos filtrada 22,05 99,23

* média de 2 determinagbes

121



METODO DE DISSOLUCAO

7.4.2. Validagao do ensaio de dissolugao
7.4.2.1. Especificidade

O espectro de absorgcdo no ultravioleta da solugcdo placebo em tampéo

acetato de sédio pH 5,3, na faixa de 200 a 400 nm esta apresentado na Figura 7.3.

+8.808 . N — . HH
2pa.a SB.8(HHM-DIV. 400.8

FIGURA 7.3. Espectro de absor¢édo na regido do UV da solugdo placebo dos
excipientes dos comprimidos em tampao acetato pH 5,3, na faixa de 200 a 400 nm.

A Figura 7.4 apresenta o cromatograma da solugdo placebo em tampao

acetato de sodio pH 5,3 e metanol.
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FIGURA 7.4. Cromatograma obtido através da analise por CLAE da solugao placebo
dos excipientes da formulacdo em tampao acetato de sodio pH 5,3 e metanol a
305 nm. Condigbes cromatograficas: fase movel constituida de agua pH 3,0
(ajustado com &cido fosférico 10 %) e acetonitrila (65:35, v/v), fluxo de 2,0 ml/min,
coluna Agilent Eclipse® XDB octadecilsilano (150 mm x 4,6 mm; 5 um), deteccdo em
A de 305 nm, volume de injecéo 20 pl, temperatura de analise 25 °C.
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7.4.2.2, Linearidade

As areas obtidas na realizacdo da curva padrdao da SQT de entacapona em

metanol a 305 nm estdo apresentadas na Tabela 7.8.

TABELA 7.8. Areas médias obtidas na realizagdo da curva padrdo da SQT de
entacapona por CLAE.

Concentragao

Areas obtidas* Area média DPR
(ng/ml)

289,0010
10,0 293,7985
298,2582

293,6859 1,58

626,5881
20,0 625,1282
635,9461

629,2208 0,93

952,0292
30,0 968,2144
9741775

964,8070 1,18

1302,8840
40,0 1311,1100
1306,3980

1306,7973 0,32

1648,7380
50,0 1624,4840
1656,6740

1643,2987 1,02

1994,7220
60,0 1990,6410
2002,2870

1995,8833 0,30

* média de 3 determinagoes

A partir das areas obtidas foram calculados a equacéo da reta e o coeficiente

de correlagao (r), conforme a Figura 7.5.
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FIGURA 7.5. Representagdo grafica da curva padréo, da equacgédo da reta e do
coeficiente de correlagdo de SQT de entacapona em metanol por CLAE.

A Tabela 7.9 apresenta os resultados dos tratamentos estatisticos realizados
sobre os valores experimentais obtidos para a curva padrdo da SQT de entacapona

para avaliacdo da linearidade por método de dissolugao por CLAE.

TABELA 7.9. Analise da variancia (ANOVA) das areas obtidas por CLAE.

Fontes de variagcao gl Soma dos Variancia F
quadrados

ENTRE 5 6064486,176 1212897,235 13983,13*

- regressao linear 1 6064114,232 6064114,232 69911,34*

- desvio de linearidade 4 371,9440 92,9860 1,07

RESIDUO 12 1040,881 86,741 -

TOTAL 17 6065527,056 - -

* significativo para p < 0,05.

124



METODO DE DISSOLUCAO

7.4.2.3. Precisao

Os resultados de repetibilidade do método analitico, avaliado através dos
valores de DPR obtidos nas diferentes concentragcées da curva padrdo, podem ser

visualizados na Tabela 7.8. O DPR maximo obtido foi de 1,58.

Os resultados de precisdo intermediaria do método de dissolucdo estao

apresentados na Tabela 7.10.

TABELA 7.10. Resultados de precisao intermediaria do método de dissolugdo por
CLAE utilizando diferentes analistas.

Tempo Analista A Analista B Diferenga percentual entre
(min) (% dissolvida) (% dissolvida) analistas

3 20,32 24,49 4,17

6 59,60 62,19 2,59

9 75,15 79,24 4,09

12 81,84 86,20 4,36

15 89,23 90,90 1,67

30 94,76 95,27 0,51

60 100,13 98,75 1,38

A Figura 7.6 apresenta o cromatograma sobreposto da SQT de entacapona e
da solucdo amostra de entacapona obtido na determinagcdo quantitativa do teor

dissolvido de entacapona por CLAE.
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FIGURA 7.6. Cromatogramas sobrepostos da SQT de entacapona (a) e da solugao
amostra dos comprimidos de entacapona (b) em metanol a 44,44 ug/ml. Condi¢des
cromatograficas: fase movel constituida de agua pH 3,0 (ajustado com acido
fosforico 10 %) e acetonitrila (65:35, v/v), fluxo de 2,0 ml/min, coluna Agilent Eclipse®
XDB octadecilsilano (150 mm x 4,6 mm; 5 ym), detecgdo em A de 305 nm, volume
de injegao 20 ul, temperatura de analise 25 °C.

7.4.2.4. Exatidao

A Tabela 7.11 apresenta os resultados referentes ao estudo de exatidao

realizado através do método de adicao de padrao por CLAE.

TABELA 7.11. Resultados referentes ao estudo de exatiddo do método analitico por
CLAE, realizado através do método de adicdo de padréao.

Concentragao adicionada Concentragoes % de recuperagao
(ng/ml) recuperadas (pug/ml)*
35,44 99,66
35,56 34,85 98,00
44,71 100,61
44,44 44,49 100,11
54,22 101,67
53,33 53,78 100,84

* média de 2 determinagbes
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7.4.2.5. Robustez

As diferengas verificadas nos perfis de dissolugédo entre as solugdes tampéao
acetato de sédio pH 5,1, pH 5,3 e pH 5,5, apresentados na Figura 7.1 e na Tabela

7.3, foram utilizadas para avaliar a robustez do método de dissolugao.

7.4.3. Perfil de dissolugao

Os resultados obtidos para o perfil de dissolugéo (n = 12) estédo representados

na Figura 7.7.
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FIGURA 7.7. Perfil de dissolugdo de comprimidos de entacapona em tampao
acetato pH 5,3, utilizando aparelhagem pas a 50 rpm.

7.5. Discussao

O farmaco entacapona é rapidamente absorvido pelo organismo, atingindo
concentracdo plasmatica maxima em aproximadamente 1 hora, no entanto,
apresenta uma grande variagéo intra e inter-individual e biodisponibilidade média de
apenas 35%. De acordo com esses dados e, conforme afirmado por HEIMBACH e
colaboradores (2003), o farmaco pertence a classe 4 da classificacdo
biofarmacéutica, apresentando problemas significativos para liberagdo a partir da

forma farmacéutica. Por essa razédo, a sintese de pro-farmacos tem sido objetivo de
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uma série de pesquisas cientificas para melhora-la (LEPPANEN et al., 2000;
SAVOLAINEN et al., 2000; HEIMBACH et al., 2003). A possibilidade de realizagao
de CIVIV para farmacos de classe 4 aumenta quanto maior for a biodisponibilidade
do farmaco. Conforme estudos de correlagao realizado para capsulas gelatinosas de
ritonavir, farmaco de classe 4, a CIVIV foi possivel, pois a biodisponibilidade era de
70% (ROSSI et al., 2007).

O desenvolvimento do ensaio de dissolucdo baseou-se nas propriedades
fisico-quimicas da entacapona, a qual apresenta solubilidade dependente do pH,
devido ao seu carater acido fraco (HEIMBACH et al., 2003). A elevagao do pH
aumenta a ionizagao do farmaco e, com isso, sua solubilidade aumenta (ROHRS,
2001). Em virtude do pKa da entacapona (4,5), realizaram-se testes de solubilidade
em pH uma unidade abaixo (pH 3,5), no préprio pKa (pH 4,5) e acima desse valor
(5,1 a 7,5). A utilizagcado de dodecilsulfato de sédio (SDS) como meio de dissolugao

também foi avaliada devido a baixa solubilidade do farmaco.

A determinagdo da solubilidade da SQT de entacapona, realizada no
desenvolvimento do método de dissolucdo, foi avaliada para determinacdo dos
provaveis meios de dissolugdo que apresentavam condi¢cdo sink, definida como uma
quantidade de solvente nao inferior a 3 vezes o volume de meio necessario para
obter uma solugdo saturada do farmaco (MARQUES e BROWN, 2002; USP 30,
2007).

Os resultados de solubilidade do farmaco demonstram que apenas o meio de
dissolucdo em tampao fosfato pH 6,5 apresentou condigdo sink. Os meios
tamponados em pH acima de 6,0 indicaram o inicio de degradagdo do farmaco,
verificada pelo aparecimento de picos adicionais nos cromatogramas, e com isso,
nao foram avaliados. A utilizacdo de meios de dissolucdo que ndo apresentam
condigao sink € justificada se os mesmos apresentarem perfis de dissolugdao mais
discriminativos. Assim sendo, realizaram-se os estudos preliminares em tampao
acetato pH 5,1, 5,3 e 5,5, tampao fosfato pH 5,8 e SDS 0,25%, 0,375% e 0,5%,
meios onde a solubilidade do farmaco era total ou préxima a essa condi¢ao, ou seja,
200 mg de entacapona em 900 ml de meio (MARQUES e BROWN, 2002; USP 30,
2007).
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Conforme SAVOLAINEN e colaboradores (2000) e LEPPANEN e
colaboradores (2000), a solubilidade de entacapona em meios acidos € muito baixa

e, por essa razao, nao foi avaliada.

Os perfis de dissolugao foram realizados em duas etapas, utilizando pas a
50 rpm e 900 ml de meio de dissolugcéo a 37 °C + 0,5 °C. Na primeira etapa foram
testados como meios de dissolugdo as solug¢des tampdes acetato (pH 5,1, 5,3 e 5,5)
e fosfato (pH 5,8) e na segunda etapa foram testadas solu¢des de SDS 0,25, 0,375
e 0,5% (p/V) pH 5,0.

Na primeira etapa, o perfil de dissolucido obtido com a solugdo tampao acetato
pH 5,1 (Figura 7.1 e Tabela 7.3) apresentou velocidade de dissolugao lenta
comparada aos outros meios utilizados, porém o teor médio de farmaco dissolvido
em 120 minutos foi de 94,83%, indicando que ocorreu a saturagcdo do meio de
dissolucdo com o farmaco entacapona. Esse resultado € comprovado pelo ensaio de
solubilidade do farmaco nesse meio, no qual, a solubilidade foi de 197,43 pg/ml,
abaixo da solubilidade tedrica total de 222,22 ug/ml, ou seja, um comprimido de 200

mg de entacapona em 900 ml do meio de dissolucéo.

A utilizacdo da solugdo tampao acetato pH 5,3 apresentou velocidade de
dissolucdo superior aquela obtida com a solugao tampéao acetato pH 5,1, como meio
de dissolugado. Entretanto, o percentual de dissolugdo em 60 minutos foi de 99,44 %,

demonstrando adequada solubilizagdo de entacapona nessas condicoes.

Os resultados obtidos demonstram que os meios de dissolugao tampao
acetato pH 5,5 e tampéo fosfato pH 5,8 apresentaram uma rapida velocidade de
dissolugdo de entacapona, com teor de farmaco dissolvido de 94,76% e 95,01%,

respectivamente, em apenas 15 minutos.

Alternativamente, testou-se a reducéo da velocidade de rotacido das pas para
30 rpm para a solugcdo tampao acetato de sodio pH 5,5 e para a solugado tampao
fosfato de potassio pH 5,8, porém os resultados ndo foram satisfatorios. A
porcentagem de dissolugéo para a solugdo tampéo acetato de sodio pH 5,5 e para a
solugédo tampéo fosfato de potassio pH 5,8 foi de apenas 74,81% e 83,27% em 120
minutos, respectivamente, demonstrando que a velocidade de agitacao influenciava

a dissolugao de entacapona.
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Apos verificacdo dos resultados obtidos com as solugdes tampdes acetato e
fosfato, realizou-se o perfil de dissolugdo em SDS pH 5,0 em diferentes
concentragdes (0,25, 0,375 e 0,5%), com o objetivo de verificar se esses meios
apresentavam melhor perfil discriminativo em comparagdo com os resultados
obtidos com as solugdes tampdes. A utilizagdo das solugdes ajustadas a pH 5,0 é
justificada pela baixa solubilidade de entacapona nesse pH (SAVOLAINEN et al.,
2000).

O perfil de dissolugdo obtido com a solugdo de SDS 0,25% (p/V) pH 5,0
(Figura 7.2) demonstrou uma velocidade de dissolugéo lenta comparada aos demais
meios utilizados, porém a quantidade de farmaco dissolvida foi de apenas 68,49%
em 60 minutos, semelhante a obtida em 30 minutos, demonstrando que ocorreu a
saturacdo do meio de dissolucdo. Esse resultado esta relacionado com a baixa
solubilidade do farmaco nesse meio (162,25 ug/ml), conforme demonstra a Tabela
7.2.

A utilizagdo do meio de dissolugdo contendo SDS 0,375% (p/V) pH 5,0
apresentou comportamento semelhante, no entanto, a quantidade dissolvida em 120
minutos foi de 89,3%, superior ao encontrado anteriormente, porém ainda com uma

liberagao incompleta devido a baixa solubilidade nesse meio (202,92 ug/ml).

O perfil de dissolugédo utilizando SDS 0,5% (p/V) pH 5,0 apresentou o perfil de
dissolucdo mais lento e alcangou, em 60 minutos, a dissolu¢do da quantidade total
de farmaco presente nos comprimidos. A solubilidade do farmaco apresentou valor
de 287,35 pg/ml, abaixo da condi¢cao sink, porém, acima da concentragdo minima

para solubilizagdo de 100% da dose (222,22 ug/ml).

Os resultados da determinacdo da solubilidade e dos perfis de dissolugao
realizados em diferentes concentracées de SDS pH 5,0 demonstraram a existéncia
de uma relagao de proporcionalidade entre 0 aumento da solubilidade e o aumento

da concentracao de tensoativo.

De acordo com os resultados, os perfis de dissolucdo que apresentaram
maior capacidade de poder discriminativo foram a solu¢ao de SDS 0,5% (p/V) pH
5,0 e a solucédo tampéo acetato de sédio pH 5,3, ambas utilizando pas a 50 rpm. A

Tabela 7.5 demonstra a semelhanga entre os perfis de dissolugéo obtidos nesses
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dois meios de dissolucédo. A escolha da solugdo tampéo acetato de sdédio pH 5,3
baseou-se na capacidade tamponante desse meio, diferentemente do observado
com a solucdo de SDS, onde se verificou uma diminuicdo de 0,3 unidades de pH
apos a realizacdo do ensaio de dissolucdo. Outros fatores determinantes devem-se
a dificuldade em trabalhar com solugcédo de SDS, em virtude da formagao de espuma,
bem como a maior variabilidade obtida (DPR) nos primeiros pontos do perfil de
dissolugdo. Sugere-se que a alta variabilidade obtida no primeiro tempo de coleta (3
minutos) em ambos os meios, deve-se a baixa porcentagem de entacapona

dissolvida.

Em relagdo aos resultados obtidos com a solugdo tampao acetato de sodio
pH 5,3, como meio de dissolugédo, a porcentagem de entacapona dissolvida de,
aproximadamente, 100% foi alcancada entre 30 e 60 minutos, demonstrando-se
adequada conforme FORTUNATO (2005). Os resultados apresentaram uma rapida
liberagdo de entacapona nos primeiros pontos do perfil de dissolugdo (3 a 15
minutos), tornando-se mais lenta com o decorrer do ensaio. Conforme se verificou
nos ensaios de desenvolvimento do método, a utilizacdo de meios de dissolucao
onde a solubilidade de entacapona é menor proporcionaram uma liberacéo lenta,
porém incompleta da quantidade total do farmaco (solugéo tampao acetato de sédio
pH 5,1). A utilizagdo da solugdo tampéo fosfato de sédio pH 5,3 proporcionou um
perfil de dissolugdo mais discriminativo, em comparagdo aos outros meios
pesquisados, bem como a completa dissolugdo do farmaco. Os meios com maior

solubilidade proporcionam uma dissolugado do farmaco muito rapida.

A determinagéao da estabilidade de entacapona na SQT e nos comprimidos de
entacapona no meio de dissolugcdo e no solvente utilizado para realizar as diluicbes
foi importante para verificar se o farmaco mantinha-se estavel durante o tempo de
analise (USP 30, 2007). Os resultados demonstraram que o farmaco entacapona
manteve-se estavel em tampao acetato pH 5,3 durante 2 horas a 37 °C, no entanto,
quando permanecia na mesma solugdo por 24 horas, degradava mais que o
percentual permitido pela literatura de 2% (USP 30, 2007). Diante desses resultados,
avaliou-se a utilizagdo de metanol para realizagdo da segunda diluicdo e os
resultados obtidos demonstraram a melhor estabilidade do farmaco nessas

condicoes.
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O ensaio para verificagado da interferéncia dos filtros utilizados demonstrou
gue os mesmos n&o adsorveram o farmaco e podem ser utilizados com seguranga

no método de dissolugao.

Diante dos resultados foi realizada a validacdo do método de dissolucéo
utilizando solugéo tampao acetato de sodio pH 5,3 como meio de dissolucéo, a
37 °C £ 0,5 °C, previamente desaerado em ultra-som por 15 minutos, e como
aparelhagem foram utilizadas pas a 50 rpm. O método escolhido para a validagéo
apresentou o pH semelhante ao descrito pelo FDA (pH 5,5), porém como
demonstraram os resultados, pequenas alteracbées no pH do meio de dissolucao
alteram significativamente a liberagcdo do farmaco. Outra diferenca encontrada
refere-se ao tipo de sal utilizado para preparagédo da solugéo tampéo, o FDA (2006)
preconiza fosfato de potassio, no entanto, a USP utiliza acetato de sédio para

preparacao do pH 5,5.

Na avaliacdo da especificidade (Figura 7.3), verificou-se que existia
interferéncia dos excipientes da formulagdo em 385 nm, comprimento de onda
maximo de entacapona em tampao acetato de sédio pH 5,3 e metanol, utilizando o
método por espectrofotometria na regido do UV. A interferéncia dos excipientes,
calculada em relagado a absorvancia da solugao da SQT de entacapona na mesma
concentracao, foi de 3,0%, superior ao estabelecido de até 2%, tornando a aplicagao
desse método inviavel (USP 30, 2007). A utilizagdo de outro comprimento de onda,
conforme sugere a USP 30 (2007), foi descartada devido a constante interferéncia
dos excipientes na faixa de 220 a 400 nm. Diante disso, optou-se por utilizar a CLAE

para determinag¢ao da quantidade de entacapona dissolvida.

De acordo com SKOUG e colaboradores (1997), os métodos desenvolvidos
para a determinagdo quantitativa de farmacos em matéria-prima e produtos
acabados, impurezas ou produtos de degradagao séo geralmente adaptaveis para
uso na determinacdo da quantidade de farmaco dissolvido em ensaios de
dissolucdo. Com isso, o método validado nesse trabalho por CLAE, descrito no
Capitulo Ill, serviu como base para essa finalidade. No entanto, para avaliar a
porcentagem de farmaco dissolvido, optou-se pela utilizagdo de uma coluna analitica
de 150 mm de comprimento com o objetivo de diminuir o tempo de analise, o qual foi

de, aproximadamente, 3,5 minutos. A curva de pureza (99,99%) do pico de
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entacapona comprovou que nao existiam possiveis impurezas ou interferentes da

formulagao coeluindo com o pico de entacapona em 305 nm.

O cromatograma obtido para a solugdo placebo em tamp&o acetato de sédio
pH 5,3 com diluicdo final em metanol (Figura 7.4), utilizado para avaliar a
especificidade por CLAE, demonstrou que, no tempo de retencédo relativo a
entacapona, ndo foi observada interferéncia dos excipientes da formulacao,
indicando a especificidade do método. Diante desse resultado, procedeu-se a

validacao do método de dissolucdo por CLAE.

A linearidade do método analitico foi determinada a partir do coeficiente de
correlagao (r) (Figura 7.5) e da analise da variadncia (ANOVA) (Tabela 7.9). A
equagao da reta obtida através da regressdo linear pelo método dos minimos
quadrados (y = 33,98632x — 50,57224) e o valor do coeficiente de correlagéo
(r = 0,99998) indicaram a existéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de
regressao (SHABIR, 2003). Os resultados obtidos na ANOVA demonstram que a
regressao foi significativa (F = 69912,75) e o valor de F calculado para o desvio da
linearidade (F = 1,07) foi inferior ao valor de F tabelado para p<0,05, demonstrando

linearidade na faixa de concentracao estudada (10 — 60 ug/ml).

A precisdo do método de dissolugao foi avaliada através da repetibilidade e
da precisdo intermediaria. A repetibilidade, determinada a partir do calculo do DPR
de multiplas injegdes realizadas na determinacdo da linearidade do método,
demonstrou que o valor maximo encontrado foi de 1,58, abaixo do preconizado de
2,0, demonstrando a repetibilidade do método de dissolugcéao (USP 30, 2007).

A precisao intermediaria foi determinada através da realizagdo do perfil de
dissolugdo em dias diferentes por dois analistas. De acordo com os resultados
apresentados na Tabela 7.10, a diferenca entre as médias de dissolugdo dos dois
analistas nos tempos com dissolugao abaixo de 85% foi inferior a 10%. A maior
diferenca obtida entre os analistas ocorreu no tempo de 12 minutos, com um valor
de 4,36%. Nos tempos de dissolugao acima de 85%, a maior diferenga obtida foi de
1,67% no tempo 15 minutos. Esses resultados demonstraram a precisdo do método
de dissolugao (USP 30, 2007).
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A exatiddo do método de dissolugao foi determinada através do teste de
recuperacao, no qual quantidades conhecidas da SQT de entacapona em solucao
foram adicionadas ao placebo da formulagdo nas cubas de dissolugcdo. As
percentagens médias de recuperagdo (Tabela 7.11) na faixa de 98,00 a 101,67

demonstraram a exatidao do método proposto.

Em relagcado as especificacdes para a determinacao da quantidade de farmaco
dissolvido, os Codigos Oficiais preconizam uma quantidade minima dissolvida em
funcdo do tempo, porém o FDA recomenda apenas especificagdo em um unico
ponto de 85% de farmaco liberado em 60 minutos ou menos para farmacos
altamente soluveis. As Farmacopeéias Americana, Britanica e Brasileira preconizam,
geralmente, entre 70 e 75% de quantidade de farmaco dissolvido em 30 ou 45
minutos. Como a entacapona nao pertence a classe de farmacos de alta
solubilidade, sugere-se, como especificacdo, 70% de farmaco dissolvido em

60 minutos.

De acordo com os resultados obtidos no desenvolvimento do método de
dissolucdo, o fator mais critico para avaliacdo da robustez foi o pH da solugao
tampao acetato. Todo o desenvolvimento do método de dissolucédo foi baseado na
solubilidade do farmaco em fungdo do pH e, de acordo com os resultados de
solubilidade e perfil de dissolugdo entre as solugbes com pH 5,1, 5,3 e 5,5,
considerou-se necessario, para evitar possiveis variagées nos resultados no perfil de

dissolucao e no teor de dissolucdo, uma exata preparagao da solugao tampao.

Devido a fotolabilidade de entacapona verificada em estudos anteriores, o

equipamento de dissolugao foi protegido da luz durante a execugdo dos ensaios.

7.6. Conclusoes

> Os ensaios de solubilidade realizados confirmaram as caracteristicas dos
acidos fracos, os quais apresentam aumento da solubilidade em fun¢gdo do aumento
do pH na faixa proxima ao pKa. Além disso, os ensaios de solubilidade permitiram

verificar a instabilidade de entacapona em solugées tampdes com pH acima de 6,5.
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> A utilizacdo de solugdo tampao acetato pH 5,3 apresentou o perfil com a
maior capacidade de poder discriminativo entre os meios testados, pois alcangou
uma velocidade de dissolucdo lenta, o que permite a possibilidade de detectar
desvios de fabricagao, garantir reprodutibilidade lote a lote e a comparacgao de perfis

de dissolugao de formulagdes diferentes.

> O método de dissolugdo desenvolvido e validado utilizando CLAE para
determinacdo da quantidade dissolvida de entacapona em solugdo tampao acetato
de sddio pH 5,3 apresentou especificidade, linearidade, precisao e exatidao, ou seja,
adequado para realizagdo do controle de qualidade de rotina dos comprimidos

revestidos do farmaco;
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8.1. Introducgao

O teste de estabilidade fornece informagdes sobre como a qualidade da
matéria-prima ou mesmo do produto acabado variam frente a variagdes aos
diferentes fatores analisados, como temperatura, umidade, luz, rea¢des de hidrodlise
e reagdes de oxidacdo (KOMMANABOYINA e RHODES, 1999). Além disso, a
estabilidade depende das propriedades fisicas e quimicas dos farmacos, excipientes
e embalagens utilizados (MATTHEWS, 1999).

De acordo com o ICH (2003), os testes de estabilidade devem ser conduzidos
em duas etapas: testes acelerados e testes confirmatérios. Os testes acelerados de
estabilidade (degradacgéao forgada) servem para identificar os fatores que provocam a
degradacdo do farmaco, selecionar os critérios de conducado dos testes e para
avaliar a adequabilidade das técnicas analiticas. Os estudos confirmatorios devem
ser realizados para propiciar informagcbes necessarias sobre a manipulacio,

embalagem e rotulagem dos produtos.

As reagdes de degradacdo de um produto farmacéutico ocorrem em
velocidades definidas, sdo de natureza quimica e dependem de varias condigcoes,
como, por exemplo, concentragdo dos reagentes, temperatura, pH, radiagdo ou
presenca de catalisadores. No entanto, para definir-se a ordem e a velocidade de
reacdo sao necessarios estudos de cinética quimica, os quais podem ser
classificados em reagdes de ordem zero, primeira ordem ou segunda ordem. Nas
reacdes de ordem zero, a velocidade é independente da concentracédo, nas reacoes
de primeira ordem, a velocidade de degradacédo é dependente da concentragéo e
nas reagdes de segunda ordem, a velocidade de reacdo é dependente de dois
fatores (LACHMAN et al., 2001).

A luz é um fator ambiental capaz de fornecer energia necessaria para
desencadear reagdes de degradagao de acordo com o comprimento de onda (A)

emissor da radiagado luminosa. Quanto menor o A da radiagdo, maior energia €
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absorvida por mol de reagente, e com isso, mais rapida a degradagao (LACHMAN et
al., 2001). Uma série de reacdes pode ser iniciada fotoquimicamente, tais como:
hidrélise, oxidacdo, isomerizagao, abertura de anel, polimerizacdo ou remogao de

varios substituintes, como halogénios ou grupos carboxilicos (TANNESEN, 2001).

O estudo preliminar de estabilidade de entacapona foi realizado através da
degradagdo forcada do farmaco e dos comprimidos revestidos, para o
desenvolvimento de um método analitico indicativo de estabilidade (Capitulo Ill) e

através do estudo de cinética de degradagao.

A cinética de degradacéo foi calculada em condigbes fotoliticas para definir a
ordem e a velocidade da reagdo de degradacdo da solugdo metandlica de

entacapona.

8.2. Objetivos especificos

& Determinar a cinética de degradagao da solugdo metandlica de entacapona nos

comprimidos revestidos a partir do estudo preliminar de fotoestabilidade;

& Sugerir a provavel identificagdo do produto de degradagéo formado em condigdes

fotoliticas por espectrometria de massas.

8.3. Parte Experimental

8.3.1. Avaliagdo da cinética de degradacao da solucdao de entacapona nos

comprimidos revestidos em condi¢oes fotoliticas
8.3.1.1. Condigoes do estudo

A determinagdo da cinética de degradacdo da solugdo de entacapona nos
comprimidos revestidos foi realizada utilizando lampada emissora de luz UV
germicida Ecolume ZW (254 nm) de 30 W, mantida em camara horizontal de vidro
espelhada internamente (100x16x16 cm). As solugbes amostras foram colocadas

em cubetas descartaveis de quartzo Plastibrand® com 10 mm de caminho 6ptico.
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A verificagdo da temperatura interna foi realizada com auxilio de um
termometro digital de maxima e minima, marca Incoterm®. Para a realizagéo da
determinagdo quantitativa foram utilizadas as condigdes cromatograficas descritas
na Tabela 5.2 do método validado por CLAE.

8.3.1.2. Preparacgao das solugoes
8.3.1.2.1. Preparacgao da solugao da SQT de entacapona

A solucdo da SQT de entacapona utilizada nesse estudo foi preparada de

acordo com o descrito no item 6.3.4.4.1, na concentracao de 20 pg/ml.

8.3.1.2.2. Preparacgao da solugao amostra dos comprimidos

Para a preparacdo da solugcdo amostra dos comprimidos de entacapona,
foram pesados, exatamente, o equivalente a 50 mg de entacapona, transferidos para
baldo volumétrico de 50 ml com auxilio de 30 ml de metanol e mantidos em ultra-
som por 15 minutos. Agitou-se mecanicamente por mais 15 minutos e o volume foi
completado com o mesmo solvente, de modo a obter solugdo com concentragao
teérica de 1 mg/ml de entacapona. Posteriormente, realizou-se a filtragdo e
transferiu-se, quantitativamente, com auxilio de pipeta automatica Brand, aliquotas
de 500 pl dessa solugdo para cubetas descartaveis, vedadas com para-film®. Essas
cubetas foram colocadas em camara de vidro espelhada a 10 cm de exposi¢cao da
ldmpada emissora da luz ultravioleta 254 nm, as quais permaneceram sob
exposig¢ao da luz durante os seguintes tempos: 5, 10, 20, 30, 40, 60 e 120 minutos.
Em cada intervalo de tempo foram retiradas trés cubetas contendo as amostras.
Transferiu-se, quantitativamente, o volume total de cada cubeta para baldes
volumétricos de 25 ml e completou-se o volume com metanol, de modo a obter trés
solugdes, em cada intervalo de tempo, na concentracédo tedrica de 20 ug/ml de
entacapona. Uma cubeta contendo a amostra, porém protegida da radiagcéo
luminosa com papel aluminio, foi colocada na céamara de vidro espelhada para

verificagdo da influéncia da temperatura na degradagdo da amostra.
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8.3.1.3. Definicao da ordem de reacao

A ordem de reacgao foi definida através dos resultados de concentragcéo de

entacapona, obtidos em cada tempo de exposig¢ao, para constru¢ao dos graficos de:
> Tempo de exposigao da amostra a radiagao UV (min.) X concentragao (ug/ml)
para ordem zero;

> Tempo de exposigdo da amostra a radiacdo UV (min.) X logaritmo da
concentracéo (ug/ml) para primeira ordem;

> Tempo de exposicdo da amostra a radiacdo UV (min.) X 1/concentragdo

(ug/ml) para segunda ordem.

8.3.2. Resultados

Os cromatogramas sobrepostos das solugdes de entacapona no tempo zero
(sem exposigdo) e expostas a radiagdo UV por 10 e 120 minutos estdo

apresentados na Figura 8.1.
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FIGURA 8.1. Cromatogramas sobrepostos das solu¢des de entacapona expostas a
radiacdo UV 254 nm por CLAE — (a) tempo zero: sem exposi¢éo, (b) 10 minutos de
exposicao e (c¢) 120 minutos de exposig¢do. Condi¢cdes cromatograficas: fase mével
constituida de agua pH 3,0 (ajustado com acido fosforico 10 %) e acetonitrila (65:35,
v/v), fluxo de 2,0 ml/min, coluna ACE® octadecilsilano (250 mm x 4,6 mm; 5 pm),
deteccdo em A de 305 nm, volume de injegcdo 20 ul, temperatura de analise 25 °C.
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A Tabela 8.1 apresenta as areas obtidas apds exposicdo da solugdo dos

comprimidos de entacapona a luz UV 254 nm, em diferentes tempos.

TABELA 8.1. Areas obtidas apds exposicdo da solucdo dos comprimidos de
entacapona expostos a luz UV 254 nm para determinacdo da cinética de
degradacéo por CLAE.

Tempo
(minutos)

Area*

Area média

DPR

0

768389,00
765348,00

766868,50

0,28

706850,50
715409,00
720024,00

714094,50

0,94

10

698129,50
686648,50
684618,50

689798,83

1,06

20

657520,50
633069,00
658997,50

649862,33

2,24

30

594996,00
595804,00
603239,50

598013,17

0,76

40

560421,00
575992,00
576428,50

570947,17

1,60

60

513608,50
553268,50
524195,50

530357,50

3,87

120

366966,50
399704,50
400807,00

389159,33

4,94

* média de 3 determinagdes.
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A Tabela 8.2 apresenta os valores de concentragdes, logaritmo da
concentracdo (Log C) e inverso da concentragédo (1/C) utilizados para construgéo

dos gréficos e definigdo da ordem da reagéo.

TABELA 8.2. Valores de concentragdes, logaritmo da concentracdo (Log C) e
inverso da concentragao (1/C) obtidos para construgdo dos graficos e definicdo da
ordem da reagao.

Tempo (min.) Concentragao Log C 1/C
(Hg/ml)

0 20,0260 1,3016 0,0499
5 18,7088 1,2720 0,0535
10 18,0134 1,2556 0,0555
20 16,9705 1,2297 0,0589
30 15,6165 1,1936 0,0640
40 14,8382 1,1714 0,0674
60 13,8498 1,1414 0,0722
120 10,1625 1,007 0,0984

As Figuras 8.2, 8.3 e 8.4 apresentam as representagdes graficas das cinéticas

de degradagao de ordem zero, primeira ordem e segunda ordem, respectivamente.
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FIGURA 8.2. Representagao grafica da cinética de ordem zero para degradagao de
entacapona em condi¢des fotoliticas.
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FIGURA 8.3. Representacao grafica da cinética de primeira ordem para degradacgao
de entacapona em condic¢odes fotoliticas.
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FIGURA 8.4. Representacao grafica da cinética de segunda ordem para degradagao
de entacapona em condic¢des fotoliticas.

De acordo com os valores encontrados dos coeficientes de correlacéo,
verificou-se que degradacdo da amostra dos comprimidos de entacapona em

condicdes fotoliticas obedece a uma cinética de segunda ordem.

A partir da definicio da ordem da reagdo, calculou-se a constante das

velocidades de degradagéo (k) e o valor de tyoe,.

Os valores de k em cada tempo foram calculados a partir da seguinte

equacao:
1/C =1/Co+kt
Onde:

C = concentragao de entacapona no tempo t
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Co = concentragdo inicial d entacapona

O valor de k médio foi obtido a partir da média aritmética dos valores de k,

para cada tempo de exposigao.

O valor de taw foi calculado a partir da seguinte equacao:

tyom, =1/9KCO

O valor encontrado de k médio foi 0,000485 min ™’

, semelhante ao obtido pela
equacao da reta (0,0003). O valor de tew foi de 11,45 minutos, ou seja, tempo

necessario para a concentragao do farmaco decair a 90% da concentragao inicial.

8.3.3. Discussao

A avaliacdo da estrutura quimica de um farmaco pode indicar possiveis rotas
de degradacdo que a mesma pode sofrer. A presenga de grupos funcionais como,
nitro, nitroso, cetona, sulfona, duplas e triplas ligacbes s&o mais susceptiveis a
degradacgao por radiacdo luminosa. A sensibilidade a degradagdo de um farmaco
sera maior a medida que aumenta o numero desses grupamentos cromoforos e,
especialmente, se estiverem conjugados, permitindo a interagdo entre os elétrons
livres. Para que uma reacgao fotoquimica ocorra € necessario que a molécula em
estudo apresente maximos de absorgcao na regido de amplitude da fonte de radiagao
e quanto mais proximos os maximos de absorcdo estiverem da luz visivel, mais
fotolabel serd a substancia (NUDELMAN, 1975). Devido a isso, a absorgdo em
254 nm e a presenga de grupamentos nitro, duplas e uma tripla ligagées na molécula
de entacapona é um forte indicativo da susceptibilidade de degradagcdo em

condigdes fotoliticas empregadas nesse estudo.

A determinacdo da cinética de reagdo de degradagdes fotoquimicas é
complexa devido ao numero de variaveis envolvidas, tais como, os diferentes
espectros de distribuicdo da fonte luminosa, a intensidade e o comprimento de onda
dos foétons incidentes, as propriedades espectrais das substancias, o tamanho e a
forma do recipiente de acondicionamento (YOSHIOKA e STELLA, 2000).
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A determinacdo das areas de entacapona para determinagédo da cinética de
fotodegradagdo foi realizada utilizando o método validado e indicativo de
estabilidade proposto nessa dissertacdo e apresentado no Capitulo Ill. A curva de
pureza do pico de entacapona demonstrou que o produto de fotodegradacéo,
mesmo apresentando um tempo de retengao proximo (6,0 minutos), nao interfere na
quantificacdo de entacapona. A resolugao obtida de 2,9 minutos entre o produto de
fotodegradacao e o farmaco entacapona (Tabela 6.22) garantiu a adequabilidade do

método para o estudo da cinética de degradagao em condigdes fotoliticas.

A avaliagao dos resultados, ilustrados nas Figuras 8.2, 8.3 e 8.4, demonstrou
que a reagcdo de segunda ordem apresentou o melhor coeficiente de correlagéao
(r = 0,9953), sugerindo que a degradagdo da amostra dos comprimidos de
entacapona em condigdes fotoliticas obedece a uma cinética de segunda ordem nas
condigdes utilizadas no estudo, ou seja, a velocidade de reagdo é dependente de
dois reagentes (NUDELMAN, et al., 1975; LACHMAN et al., 2001).

A temperatura interna da camara de vidro manteve-se em torno de 32 °C e a
area da solugdo amostra, utilizada como controle térmico, manteve-se estavel
durante o periodo de tempo do estudo. Esse resultado demonstra que a degradacgéao

do farmaco, nas condi¢des do estudo, nao foi influenciada pela temperatura.

A acentuada degradacao de entacapona observada nas condi¢des fotoliticas
empregadas justifica o revestimento da forma farmacéutica estudada utilizando
dioxido de titanio e oxidos de ferro. Devido a capacidade de absorverem radiagao
abaixo de 400 nm, os oxidos de ferro amarelo e vermelho sdo utilizados na

formulagdo para diminuir a fotodegradacéo do farmaco (THOMA, 1996).

A partir da similaridade entre os espectros obtidos do farmaco entacapona e
do produto de fotodegradagdo visualizadas durante a degradacdo forcada em
condigdes fotoliticas (Figura 6.8) e referéncias (KARLSSON e WIKBERG, 1992;
LEHTONEN et al., 1999), onde a luz poderia provocar a isomerizagédo do farmaco
em solucéo, realizou-se a técnica de espectrometria de massas dos produtos. Essa
técnica possibilita a determinacdo da massa molecular e do espectro de massas de
uma substancia, bem como a obtencado de informacgdes estruturais da molécula, a

partir da medida da massa dos fragmentos produzidos (McMURRY, 2000).
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8.4.1. Espectrometria de massas do produto de fotodegradagao
8.4.1.1. Equipamento e condigoes espectrométricas

A técnica utilizada para identificacdo do produto de degradacéo foi a CLAE

acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM/EM).

A separacao cromatografica entre o farmaco e o produto de degradagao foi
realizada em cromatégrafo a liquido Shimadzu e coluna analitca ACE®
octadecilsilano (150 mm x 4,6 mm, 5 ym de didametro interno). O equipamento,
equipado com controlador de sistema SCL10-ADvp e controlado pelo programa
MassLynx (Versdo 3.5), opera com sistema binario composto por bombas LC-
10ADvp, forno CTO-10ACvp e auto-injetor SIL-10ADvp. A fase movel utilizada foi
uma mistura de agua pH 3,0 (ajustado com acido acético glacial 10%) e acetonitrila
(65:35), fluxo isocratico de 1 ml/minuto, com raz&o de split de 1:5. O volume de

injecao foi de 20 pl (via injetor automatico do CLAE).

A deteccdo do farmaco foi realizada por detector de espectrometria de
massas Micromass® modelo Quattro LC, equipado com duplo quadrupolo e uma
interface de ionizagéo por eletrospray, operado no modo negativo (ES’). O gas de
nebulizagdo e dessolvatagao foi nitrogénio, enquanto argdnio foi utilizado como gas
de colisdo. Os parametros operacionais fixados foram: fluxo de gas para nebulizagao
de 51 I/h, fluxo de gas para dessolvatagdo de 372 I/h, voltagem de cone de 50 V,
voltagem do capilar de 2,95 kV, potencial de entrada de 42 V, energia de colisdo de
5 V, potencial de saida na célula de colisdo de 50 V, temperaturas da fonte de ions
de 130 °C e da sonda de 300 °C.

Os cromatogramas foram registrados no modo de varredura (MS-SCAN)
para verificar a massa molecular dos produtos presentes na amostra degradada e no
modo de monitorizagdo com reagdo multipla (MRM), utilizando a transigdo m/z de

304 > 62 para entacapona e o produto de fotodegradagao.
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8.4.1.2. Preparacgao da solucgao fotodegradada

Para a realizacdo do ensaio foi utilizada solucdo da SQT de entacapona
(1 mg/ml), preparada de acordo com o item 6.3.4.2.5, exposta a luz ultravioleta de
254 nm durante 15 minutos. A partir dessa solugao foram realizadas diluicbes

sucessivas em metanol até concentracao de 5 pg/ml.

8.4.2. Resultados

A Figura 8.5 apresenta o cromatograma realizado pelo método de CLAE
acoplada a detector de massas (CLAE-EM) de varredura (MS-Scan) para verificagéo
dos produtos presentes na amostra degradada com massa molecular de 304, pelo
método de ES" e em escala de aumento o cromatograma obtido nas mesmas
condicdes de analise por CLAE-UV a 305 nm.

1004

7,88

7,10

[
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FIGURA 8.5. Cromatograma obtido de degradagao forcada da SQT de entacapona
sob luz ultravioleta 254 nm por CLAE-EM de varredura (MS-Scan) da massa
molecular de 304. Escala em aumento do cromatograma obtido nas mesmas
condigdes de analise por CLAE-UV a 305 nm.

As figuras 8.6 e 8.7 apresentam os espectros de massas dos produtos obtidos

em 7,1 e 7,8 minutos.
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FIGURA 8.6. Espectro de massas do produto obtido em 7,1 minutos pelo método de

CLAE-EM.
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FIGURA 8.7. Espectro de massas do produto obtido em 7,8 minutos pelo método de

CLAE-EM.

O espectro de massas de uma injecao direta da amostra pelo método de EM-

EM esta apresentado na Figura 8.8.
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FIGURA 8.8. Espectro de massas para identificacdo do fragmento majoritario a partir

da massa molecular de 304 por EM/EM.

A Figura 8.9 apresenta o cromatograma obtido por CLAE-EM/EM no modo

MRM-ESI, utilizando as transi¢coes 304,1 > 66,2.
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FIGURA 8.9. Cromatograma obtido por CLAE-EM/EM no modo MRM-ESI’, utilizando

a transicao 304,1 > 66,2.
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8.4.3. Discussao

Um espectrometro de massa é um dispositivo que considera diretamente os
constituintes moleculares: prétons, néutrons e elétrons. As diferencas na
composi¢cao das moléculas (elementos quimicos presentes ou em seus arranjos) séo
exploradas nessa técnica. Diante disso, a seletividade é a principal vantagem da

espectrometria de massas sobre outras técnicas (SKOOG, 2002).

Além disso, o equipamento permite a sua utilizagdo em técnicas acopladas
(CLAE-EM), as quais tém a capacidade de separar misturas complexas, identificar e
quantificar compostos em uma unica operagao. Essas técnicas estdo sendo muito
utilizadas, porém apresentam algumas limitagées devido a complexidade e custo do

equipamento e a qualificagado do analista (MENDHAM et al., 2002b).

Apoés ajuste das condigcdes do espectrometro, realizou-se ensaio por CLAE
acoplada a detector de massas (CLAE-EM), fazendo uma varredura para verificagéo
da massa dos produtos majoritarios na amostra. A analise do cromatograma obtido
verificou a presencga de dois picos em 7,1 e 7,8 minutos. Os espectros referentes a
estes picos confirmaram que estes apresentaram a mesma massa molecular
majoritaria de 304 (ES’), conforme apresentam as Figuras 86 e 8.7,
respectivamente. Corroboram com essas informagdes os estudos anteriores de
degradacgéao forgcada em condigdes fotoliticas realizados por CLAE/UV (Figura 8.5 —
escala em aumento), os quais verificaram a presenca de dois produtos com tempos
de retencdo préximos, um dos quais atribuido ao produto de fotodegradagdo e o

outro ao farmaco entacapona.

Uma vez confirmada a massa do composto majoritario (304), realizou-se a
fragmentagcdo do mesmo através da injecdo direta da amostra. Apos ajuste das
condigdes instrumentais pelo método de EM-EM, obteve-se como fragmento
majoritario uma massa de 66,2 (Figura 8.8). O conhecimento desse fragmento foi de
suma importancia para a realizacao da analise por CLAE-EM/EM, uma vez que,

nessas condigdes, a especificidade e seletividade sdo garantidas.

Apds conhecimento do fragmento majoritario de entacapona, realizou-se
uma analise por CLAE-EM/EM para verificar se os compostos obtidos em 7,1 e 7,8

minutos apresentavam o mesmo padrédo de fragmentacdo, utilizando a transigao
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304,1 > 66,2. Nesse modo de analise sequencial (CLAE-EM/EM), o espectrometro
de massas funciona como um duplo filtro de massa, no primeiro estagio a massa
molecular é selecionada e, posteriormente € induzida a quebra da molécula. Os
fragmentos formados s&o analisados em um segundo estagio e, como o perfil dos
fragmentos gerados depende da estrutura da molécula original, a identificacdo da

substancia torna-se ainda mais precisa (SKOOG, 2002).

O cromatograma obtido (Figura 8.9) verificou que os produtos com tempos de
retencado de 7,1 e 7,8 minutos apresentavam a mesma transicao de 304,1 > 66,2. A
obtencdo de produtos com mesma massa molecular e mesmo espectro de massas
pode ser indicativo da isomeria geométrica desses produtos (ZHAO et al., 2004;
PAN et al., 2005; LIANG et al., 2006). KESKI-HYNNILA e colaboradores (1998)
também obtiveram espectros de massas semelhantes para os produtos de
metabolizacdo de entacapona: glicuronidicos E-entacapona e Z-entacapona,

confirmando os resultados obtidos nesse ensaio.

De acordo com esses resultados sugere-se que o produto de degradagao
forcada sob luz ultravioleta 254 nm seja o isbmero geométrico Z-entacapona.
Entretanto, a conclusdao definitiva sobre a identificacdo do produto de
fotodegradagcdo como o isbmero geométrico Z-entacapona apenas sera possivel
através da utilizacdo de uma substéncia quimica de referéncia do isémero ou
realizacdo do isolamento dessa substancia e analise por RMN'H, no qual
poder-se-ia verificar as diferentes constantes de acoplamento (J) entre os
hidrogénios atribuiveis & ligacdo dupla. Em relacdo ao espectro de RMN'C,
esperam-se alteragbes nos deslocamentos dos carbonos préximos a dupla ligagéo,

conforme verificado por CARDOSO (2000), para a molécula de terbinafina.

8.4.4. Conclusoes

> A degradacdo da amostra dos comprimidos de entacapona em condigdes
fotoliticas obedeceu a uma cinética de segunda ordem, ou seja, a velocidade de

reacao é dependente de dois fatores;
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> Sugere-se que o produto de degradagao formado em condigdes fotoliticas
seja o isbmero geométrico Z-entacapona, pois apresentou a mesma massa

molecular e 0 mesmo espectro de massas do isbmero E-entacapona.
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Embora a entacapona faca parte da lista de farmacos e produtos acabados
considerados de alta prioridade para elaboracdo de monografias da USP, néao
existem, até o presente, monografias para a matéria-prima e comprimidos de
entacapona. Além disso, na literatura pesquisada até o desenvolvimento desse
trabalho, somente constava um artigo publicado descrevendo o controle de
qualidade do farmaco e de comprimidos revestidos utilizando espectrofotometria no

visivel para determinacao quantitativa de entacapona (RAJESWARI et al., 2006).

Devido a falta da substancia quimica de referéncia de entacapona para
desenvolvimento desse trabalho, realizou-se a extragcao e caracterizagao do farmaco
a partir dos comprimidos revestidos. A caracterizacdo do PEA por calorimetria
exploratoria de varredura (DSC), espectroscopia no infravermelho (IV), ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN'H) e carbono (RMN'™C) permitiu verificar
que o PEA apresentava alto teor de pureza. No entanto, apenas a quantificacdo do
mesmo por volumetria em meio ndo-aquoso garantiu que o teor de entacapona no
produto de extracdo estava adequado para utilizagdo como substancia quimica de
trabalho (SQT).

A validagdo do método por espectrofotometria na regido do UV simples, sem
a necessidade de derivatizacao e complexagao, permitiu a determinacao qualitativa
e quantitativa de uma maneira rapida e usual, de extrema importancia para o

controle de qualidade de rotina de entacapona nos comprimidos revestidos.

Os estudos de degradacéo forgcada realizados no farmaco entacapona e na
amostra dos comprimidos de entacapona proporcionou o conhecimento das
provaveis rotas de degradacéo e a validacdo do método indicativo de estabilidade.
Os resultados obtidos nos ensaios de degradacdo demonstraram a instabilidade de
entacapona em condic¢des fotoliticas, oxidativas e alcalinas. O cromatograma obtido

através do homogeneizado dos produtos de degradacgao (Figura 6.9) e a curva de

157



DISCUSSAO GERAL

pureza obtida para o pico de entacapona nessas condigdes (Figura 6.10),

demonstrou a seletividade do método por CLAE.

A validagcdo do método por CLAE, com a utilizagdo de condi¢gdes usuais de
coluna (C18) e detector (UV) e sem a necessidade de adicdo de sais para
tamponamento da fase movel, permitiu a determinagao qualitativa e quantitativa de
uma maneira rapida e eficiente. Além disso, a capacidade do método de separagao
de entacapona e seu provavel isbmero geométrico, principal impureza da rota de
sintese e produto de degradacdo formado em condi¢cdes fotoliticas, garante a
validacdo de um método cromatografico indicativo de estabilidade, extremamente util

para o controle de qualidade de rotina de comprimidos de entacapona.

Os métodos propostos neste trabalho para quantificacdo de entacapona em
comprimidos foram comparados estatisticamente através do Teste t de Student,
presumindo variancias equivalentes. O resultado demonstrou que n&o ocorreu
diferenca significativa entre os mesmos e, com isso, os métodos por CLAE e por UV

sdo intercambiaveis se a amostra ndo apresentar produtos de degradacgao.

O desenvolvimento e a validagcdo de um método de dissolugao, utilizando
solucao tampao acetato de sddio pH 5,3 e pas a 50 rpm, mostrou-se extremamente
util para realizagdo do controle de qualidade dos comprimidos de entacapona. A
obtencdo do perfil de dissolugdo nessas condicbes demonstrou a provavel
capacidade do método de detectar desvios de fabricagédo, garantir reprodutibilidade

lote a lote e comparar formulagdes diferentes.

A determinacao da cinética de degradacdo em condi¢des fotoliticas definida
como de segunda ordem permitiu prever o grau de transformag¢éo ocorrido durante o
periodo do estudo. A alta velocidade de degradacdo do farmaco em solugao permitiu
detectar a acentuada labilidade em condicbes fotoliticas, informacdo de extrema
importancia para a produgao, controle de qualidade, armazenamento e embalagem

de matérias-primas e comprimidos.

A realizagcdo da técnica por espectrometria de massas gerou informagdes
importantes, onde sugere-se que o produto de fotodegradagao de entacapona seja o
isdbmero geomeétrico Z-entacapona, porém o isolamento e a analise de ressonancia

magnética nuclear necessitam ser realizados para confirmagéo.
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» O PEA, caracterizado por DSC, espectroscopia na regigo do IV, RMN 'H e
RMN " C e quantificado por volumetria em meio ndo-aquoso com metdxido
de sédio demonstrou um alto indice de pureza. Tendo em vista os resultados
obtidos foi utilizado como substancia quimica de trabalho (SQT) de
entacapona e utilizado no desenvolvimento e validagdo dos métodos

propostos;

» Os meétodos propostos por CCD, espectrofotometria na regido do UV e CLAE
demonstraram-se adequados para identificacdo de entacapona em

comprimidos revestidos;

» Os métodos propostos por espectrofotometria na regido do UV e CLAE
demonstraram especificidade, linearidade, precisao, exatidao e robustez, ou
seja, adequados para o controle de qualidade de rotina de comprimidos de
entacapona. Além de nao apresentaram diferencas estatisticamente
significativas de acordo com o Teste t de Student, presumindo variancias

equivalentes;

» O método de dissolugao desenvolvido e validado utilizando CLAE para
determinacdo da quantidade dissolvida de entacapona em solugcdo tampao
acetato de sodio pH 5,3 foi considerado adequado para o controle de

qualidade de rotina dos comprimidos revestidos do farmaco;

» A degradagdo da amostra dos comprimidos de entacapona em condi¢oes
fotoliticas obedeceu a uma cinética de segunda ordem, ou seja, a velocidade

de reacao é dependente de dois fatores;

» Sugere-se que o produto de degradacgédo formado em condi¢des fotoliticas
seja o isbmero geométrico Z-entacapona, pois apresentou a mesma massa

molecular e 0 mesmo espectro de massas do farmaco entacapona.
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