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RESUMO

Duloxetina: desenvolvimento e validacao de métodos analiticos e estudos da
estabilidade

A duloxetina (DLX) é um duplo inibidor seletivo balanceado da recaptacdo de
serotonina e norepinefrina empregado para o tratamento do transtorno depressivo
maior e para o manejo da dor neuropatica diabética periférica. O objetivo deste
estudo foi desenvolver e validar métodos analiticos para determinacédo de DLX em
capsulas e realizar estudos da estabilidade do farmaco. A substancia usada como
padrdo de referéncia nas anadlises foi caracterizada por espectroscopia no
infravermelho, ressonancia magnética nuclear (RMN), calorimetria diferencial de
varredura e espectrometria de massas. As andlises qualitativas foram realizadas por
cromatografia em camada delgada (CCD), espectrofotometria na regido do
ultravioleta (UV) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) permitindo a
identificacao do farmaco no produto farmacéutico. A espectrofotometria UV, CLAE e
voltametria de redissolucado catédica (CSV) foram validadas para determinagéo
quantitativa de DLX em capsulas. Estes métodos propostos foram especificos,
robustos, lineares, precisos e exatos para determinacdo de DLX em microgranulos
de revestimento entérico. Estudos preliminares da estabilidade da DLX durante o
desenvolvimento do método indicativo de estabilidade por CLAE demonstraram que
o farmaco foi rapidamente degradado em meio acido, na presenca de perdxido de
hidrogénio e de radiagédo a luz UVC, enquanto que este foi mais estavel em meio
alcalino. A cinética de degradagao descreveu as mudangas na concentragdao da DLX
em condicdo 4cida e sob fotodegradacdo. A degradagado acida da DLX, em solugéo
de HCI 0,1 M, mostrou cinética aparente de zero ordem e a fotodegradagao
demonstrou uma cinética aparente de primeira ordem. O produto de degradagéo
principal observado na hidrélise acida (PDA-14) foi analisado e isolado por CCD
preparativa. Espectros de RMN-'H, RMN-'3C e COSY foram avaliados e a estrutura
do PDA-14 foi confirmada como 1-naftol. Esta substancia produz efeitos citotéxicos e
consequentemente o produto farmacéutico € uma capsula de gelatina contendo
microgranulos com revestimento entérico para evitar a degradagao acida da DLX no
estdbmago.

Palavras-chave: duloxetina, validacao, estudo de estabilidade, voltametria adsortiva

de redissolucao catddica, 1-naftol.
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ABSTRACT

Duloxetine: development and validation of analytical methods and stability
studies

The duloxetine (DLX) is a double balanced selective serotonin and norepinephrine-
reuptake inhibitor employed for the treatment of major depressive disorder and for
the management of diabetic peripheral neuropathic pain. The aim of this study was to
develop and validate analytical methods to the determination of DLX in capsules and
accomplish studies of this drug stability. The substance used as reference standard
in the analysis was characterized by infrared spectroscopy, nuclear magnetic
resonance (NMR), differential scanning calorimetry, and mass spectrometry. The
qualitative analyses were performed by thin layer chromatography (TLC), ultraviolet
spectrophotometry (UV), and high performance liquid chromatography (HPLC)
allowing the identification of the drug in pharmaceutical dosage form. The UV
spectrophotometry, HPLC, and cathodic stripping voltammetry (CSV) were validated
for quantitative determination of the DLX in capsules. These proposed methods were
specific, robust, linear, precise, and accurate to the determination of DLX in enteric-
coated pellets. Preliminary studies of DLX stability during the development of
stability-indicating HPLC method demonstrated that the drug was rapidly degraded in
acid medium, in the presence of hydrogen peroxide and light UVC radiation, while it
was more stable in alkali medium. The kinetics of degradation described the
concentration changes of DLX in acid condition and on photodegradation. The acid
degradation of DLX in 0.1M HCI solution showed apparent zero-order kinetics and
the photodegradation demonstrated apparent first-order kinetics. The main
degradation product observed in acid hydrolysis (DP-14) was analyzed and isolated
by TLC preparative. 'H NMR, *C NMR and COSY spectra were evaluated and the
structure of DP-14 was confirmed as 1-naphthol. This substance produces cytotoxic
effects and consequently the finished pharmaceutical dosage form is a gelatin
capsule containing enteric-coated pellets to avoid the acid degradation of DLX in the
stomach.

Keywords: duloxetine, validation, stability study, adsorptive cathodic stripping
voltammetry, 1-naphthol.
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1. Introducao

A depressao é uma condicao psiquiatrica extremamente comum, para a qual
existe uma série de teorias neuroquimicas e uma variedade correspondente de
diferentes tipos de farmacos usados em seu tratamento. Pesquisas sugerem que
desequilibrios apresentados em dois neurotransmissores, serotonina (5-
hidroxitriptamina, 5-HT) e norepinefrina (NE), possuem importante papel, nao
somente nos sintomas emocionais da depressdo, mas também nos sintomas fisicos

dolorosos, frequentemente associados com a doenca (STAHL, 2002).

O cloridrato de duloxetina (Figura 1) é um antidepressivo utilizado na
terapéutica atual devido a sua eficacia no tratamento do transtorno depressivo maior
(TDM) e para o manejo da dor neuropatica diabética periférica. Este farmaco é um
duplo inibidor balanceado da recaptacao de 5-HT e NE (BYMASTER et al., 2001).

WE; HCI

Figura 1 - Estrutura quimica do cloridrato de DLX.

A duloxetina (DLX) foi aprovada para uso clinico em agosto de 2004 pela
Food and Drug Administration (FDA). No Brasil, a DLX foi introduzida no mercado a
partir de 2005 com o nome comercial de Cymbalta® sob apresentacdo de capsulas
contendo microgranulos de cobertura entérica. O desenvolvimento e a
comercializagdo do produto sao de responsabilidade das industrias farmacéuticas Eli

Lilly and Company e Boehringer Ingelheim.




1. Introducao

A literatura apresenta varios trabalhos que empregam a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) na determinacdo de DLX em fluidos biolégicos (SILVA et
al., 2008; WALDSCHIMITT et al., 2007; MA et al., 2007; MALFARA et al., 2007;
MERCOLINI et al., 2007; SATONIN et al., 2007; SELVAN et al., 2007; JOHNSON et
al., 1996) e na analise de impurezas relacionadas (SONI, MARIAPPAN e
BANERJEE, 2005; OLSEN e ARGENTINE, 1996). A separacao enantiomérica do
farmaco foi proposta por técnicas de CLAE (RANE e SHINDE, 2008; YANG et al.,
2007) e de eletroforese capilar (LIU e NUSSBAUM, 1999; RICKARD e BOPP, 1994).

A espectrofotometria na regido do ultravioleta foi utilizada para
desenvolvimento e validagdo de um método para determinagédo quantitativa de DLX,
empregando a matéria-prima e um produto acabado comercializado somente na
india (KAMILA, MONDAL e GHOSH, 2007). Recentemente, a determinaco
quantitativa de DLX por CLAE foi descrita na literatura para analise da matéria-prima
(SRINIVASULU et al., 2009).

O cloridrato de DLX é instavel e degrada rapidamente, aproximadamente 15%
por hora, quando exposto as condicdes acidas (WELLS e LOSIN, 2008), porém a
literatura ndo apresenta estudos mais detalhados sobre a estabilidade do farmaco.
Portanto, neste trabalho foram realizados estudos da sua estabilidade, isolando e
elucidando o produto de degradacao majoritario gerado na hidrolise acida. Além
disso, foram desenvolvidos e validados métodos analiticos para analise de DLX no
produto farmacéutico comercializado mundialmente (Cymbalta®). Desta forma, este
trabalho contribuird para o controle de qualidade do medicamento em questao,
disponibilizando dados importantes, principalmente, sobre a sua estabilidade e
transmitindo, assim, uma maior seguranga para os pacientes que utilizam a DLX em

seu tratamento.
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2. Revisdo Bibliogréfica

2.1 Aspectos gerais

A depresséo € o mais comum dos disturbios afetivos, podendo variar desde
uma condicao muito branda, limitrofe da normalidade, até uma depressdo severa

(psicética) acompanhada de alucinagdes e delirios (RANG et al., 2004).

A teoria bioquimica da depressdo estd baseada na compreensdo do papel
dos neurotransmissores em todo o corpo. A hip6tese monoaminérgica sugere uma
base bioldgica para depressao, isto é, uma deficiéncia de 5-HT e/ou NE no sistema
nervoso central (HIRSCHFIELD, 2000). Supde-se que certos sintomas da depressao
sejam mediados pela 5-HT, como agressividade, apetite e libido. Por outro lado,
supde-se que a concentracao, o interesse e a motivagao sejam mediados pela NE.
Entretanto, os principais sintomas da depressdao incluem: humor depressivo,
ansiedade, dores, perda de energia e prejuizo da fungcao cognitiva, sendo que estes
nao estao claramente identificados com um ou com outro neurotransmissor
(Figura 2).

SEROTONINA NOREPINEFRINA

ELIEERWLELEY | depressivo | CONCENtragéo

ansiedade :
_ interesse
dores
perda de energia

apetite : N motivagédo
fungdes cognitivas

Figura 2- Dominios funcionais mediados pela 5-HT e NE (ELI LILLY, 2005).

Ha uma grande sobreposicdo dos sintomas mediados por estes dois

neurotransmissores, tornando impossivel determinar clinicamente se um paciente
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deprimido respondera melhor a um inibidor de recaptacao de 5-HT ou de NE. Além
disso, pelo fato de muitos pacientes apresentarem tanto os sintomas emocionais
quanto fisicos da depressao, usar um antidepressivo que atue tanto na 5-HT como
na NE pode aumentar a chance de melhora de todos os sintomas dos pacientes
(WECKER e CATALANO, 2006).

A DLX é um duplo inibidor potente e balanceado da recaptacao de 5-HT e NE.
A acao do farmaco potencializa a neurotransmisséo serotonérgica e noradrenérgica
ao bloquear a recaptacao de 5-HT e NE na sinapse. A DLX nao tem afinidade
significativa a maioria dos receptores de outros neurotransmissores (colinérgicos e
histaminérgicos) e também n&o inibe a enzima monoamino oxidase (MAQO) (FRAY et
al., 2006).

No Brasil, a DLX é comercializada sob nome de Cymbalta®, sendo produto
controlado da lista “C1” pela resolucdo RDC n°15/2007. O produto € produzido e
embalado pela industria farmacéutica Eli Lilly and Company (Indianpolis, EUA) e
distribuido pela Eli Lilly do Brasil (S&o Paulo, Brasil).

2.2 Duloxetina

2.2.1 Aspectos farmacologicos

O FDA aprovou o uso de DLX em doses entre 40-60 mg/dia para o tratamento
do TDM. A dose recomendada de DLX € de 60 mg, em dose Unica diaria. Estudos
demonstraram que a dose Unica de 60 mg de DLX é mais efetiva no tratamento do
TDM, do que o uso de 20 mg duas vezes ao dia (MALLINCKRODT et al., 2006).

Analises farmacocinéticas demonstraram que as concentragdes plasmaticas
maximas ocorrem 6 horas apds a ingestdo de uma dose de DLX. Além disso, esta
substancia apresenta um alto grau de ligagdo as proteinas plasmaticas (> 90%),
sendo metabolizada pelas isoenzimas 2D6 e 1A2 do sistema citocromo P450 (CYP)
e o0s principais metabdlitos circulantes parecem ndo contribuir significativamente
para atividade farmacolégica da DLX. A meia-vida de eliminacdo é de 12 horas,
sendo eliminado na urina (72%) e nas fezes (19%) (LANTZ et al., 2003).
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As reacOes adversas geralmente observadas estdo relacionadas a
constipacao, diarréia, xerostomia, ndusea, fadiga, tontura e insénia (NEMEROFF et
al., 2002). Existem varias interacdes que devem ser observadas com o uso de DLX e
demais substancias, tais como: farmacos metabolizados pela CYP1A2 (teofilina),
inibidores da CYP1A2, metabolizados pela CYP2D6 (desipramina, tolterodina),
inibidores da CYP2D6 (paroxetina), metabolizados pela CYP3A (horménios
anticoncepcionais orais), farmacos altamente ligados as proteinas plasmaticas,
alcool, lorazepam e inibidores da MAO (HUNZIKER et al., 2005).

2.2.2 Caracteristicas fisico-quimicas

2.2.2.1 Duloxetina (THE MERCK, 2001)

- Nome quimico: (+)-(S)-N-metil-y-(1-naftaleniloxi)-2-tiofenopropanamina
- CAS: 116539-59-4

- Férmula molecular: C1gH1gNOS

- Peso molecular: 297,42

2.2.2.2 Cloridrato de duloxetina (EMEA, 2005; ELI LILLY, 2005)

- CAS: 136434-34-9

- DCB: 03263

- Formula molecular: C1gH1gNOS. HCI

- Peso molecular: 333,88

- Solubilidade: levemente soluvel em agua e sua solubilidade ndo é pH
dependente

2.3 Métodos Analiticos

2.3.1 Espectrofotometria na regiao do ultravioleta

KAMILA, MONDAL e GHOSH (2007) apresentaram um método
espectrofotométrico UV para determinacdo de DLX, na matéria-prima e no produto

acabado (Duzela®, Sun Pharmaceutical Industries, india). O trabalho empregou adgua
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para o preparo das solugdes e o comprimento de onda utilizado para andlise foi de
290 nm.

2.3.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A CLAE é uma das técnicas analiticas mais utilizadas na determinacao
quantitativa de farmacos. A maioria dos cédigos oficiais preconiza a utilizacao desta
técnica em fungdo de suas inumeras vantagens como: precisdo, exatidao,

seletividade e capacidade de automacao.

A DLX é um antidepressivo relativamente novo no mercado, mas ja apresenta
um crescente numero de trabalhos publicados envolvendo a determinagdo deste
farmaco por CLAE. Estes trabalhos relatam a aplicagdo de CLAE na analise deste
farmaco em fluidos bioldgicos, matéria-prima e na determinagao de suas impurezas,

empregando diferentes condigdes cromatograficas, conforme Tabela 1.
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Tabela 1 — Revis@o bibliografica apresentando métodos de andlise empregados para determinagdo de DLX por CLAE em

diferentes condicoes cromatograficas.

Referéncia Amostra Fase movel Coluna Deteccéo
SRINIVASULU et al., Matéria- Acido trifluoroacético 0,1%, MeOH e tetrahidrofurano Zorabax XDB Cyg UV A=230 nm
2009 prima (60:20:20, v/v/v) (50 x 4,6 mm, 5um)
SILVA et al., 2008 Fluido Tampéao fosfato 50mM pH 3,8 e ACN (53:47, v/v) LiChrospher® 60 RP UV A=230 nm
biolégico (250 x 4,0 mm, 5um)
WALDSCHMITT et Fluido ACN, agua e tampéao fosfato pH 6,4 (50:50, v/v) LiChrospher® 100 CN UV A=218 nm
al., 2007 bioldgico (250 x 4,6 mm, 5um)
MA et al., 2007 Fluido ACN, MeOH e acetato de aménia 20mM pH 3,5 Hypersil Hypurity®-C1g Espectrometria
biolégico (42:20:38, v/v/v) (150 x 2,1 mm, 5um) de massa
MALFARA et al., Fluido A: ACN e MeOH (92:8, v/v), 35% LiChrospher® 60 RP UV =230 nm
2007 biolégico B: Tampao acetato de sodio 25mM pH 4,5, 65% (250 x 4,0 mm, 5um)
MERCOLINI et al., Fluido ACN e tampao fosfato 20 mM contendo 0,3% de Genisis®-Cg UV A=230 nm
2007 bioldgico trietilamina pH 3,0 (40:60, v/v) (150 x 4,6 mm, 5um,)
SATONIN et al., Fluido - Agua, ACN e 4cido férmico (80:20:0,1, v/v/v) Aquasil®-Cg Espectrometria
2007 biolégico - Agua, ACN e &cido acético (70:30:0,05, v/v/v) (150 x 2,0 mm, 5um) de massa
SELVAN et al., 2007 Fluido ACN e tampao acetato de aménio 5mM (45:55, v/v Gemini®-Cqs Espectrometria
bioldgico pH 3,5) (50 x 4,6 mm, 3um) de massa
SONI, MARIAPPAN  Impurezas Tampao fosfato 20 mM (pH 7,0) e ACN contendo 0,02% LichroCART RP-18° UV A=241 nm
e BANERJEE, 2005 dietilamina (85:15, v/v) (250 x 4,6 mm, 5um)
JASEN et al., 1998 Impurezas A: KH,PO, 25 mM (pH 3,0) e ACN (80:20, v/v) Zorbax SB — CN® Espectrometria
B: KH,PO,4 25 mM (pH 3,0): CAN (25:75, v/v) (250 x 4,6 mm, 5um) de massa
JOHNSON et al., Fluido Tampao acetato de amoénia Primesphere 5Cg HC® Aemis.= 525 nm
1996 biolégico 50 mM e ACN (21:79, v/v) (250 x 4,6 mm, 5um) Aexcit= 285 nm
OLSEN e Impurezas ACN, MeOH e Tetraidrofurano Zorbax RX-C1g° UV A=230 nm

ARGENTINE, 1996

(5um, 250 x 4,6 mm)

EoIEIboqIg OBSINGY 2
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Os trabalhos envolvendo fluidos biolégicos visam desenvolver e validar um
método de analise para a determinagdo quantitativa da DLX e seus metabdlitos
através de CLAE, possibilitando a sua aplicacdo na analise de rotina e servindo
também de subsidio para a aplicacdo em estudos farmacocinéticos (SILVA et al.,
2008; WALDSCHIMITT et al., 2007; MA et al., 2007; MALFARA et al., 2007;
MERCOLINI et al., 2007; SATONIN et al., 2007; SELVAN et al., 2007; JOHNSON et
al., 1996).

A determinacdo de DLX e suas impurezas através do método de CLAE foram
propostas por SONI, MARIAPPAN e BANERJEE (2005) e também por OLSEN e
ARGENTINE (1996). Os trabalhos procuraram desenvolver e validar um método
cromatografico seletivo, sensivel e preciso para determinacdo de DLX com a
presenca de impurezas relacionadas.

A deteccao de impurezas formadas pela interagdo do cloridrato de DLX com
polimeros entéricos (acetato succinato de hidroxipropilmetilcelulose e ftalato de
hidroxipropilmetilcelulose) foi avaliada no trabalho de JANSEN e colaboradores
(1998) aplicando a CLAE com deteccao UV. As impurezas formadas também foram
caracterizadas por espectrometria de massa, ressonancia magnética nuclear e

espectrofotometria de infravermelho.

A enantioseparagao da DLX e de seu R-enantibmero por CLAE foi proposta
usando amilose como fase estacionaria (RANE e SHINDE, 2008) e hidroxipropil-3-
ciclodextrina, como seletor quiral (YANG et al., 2007).

2.3.3 Voltametria

A voltametria € um dos mais difundidos métodos eletroanaliticos. Este método
permite a determinacdo de um grande numero de ions metélicos e compostos
organicos. A técnica se baseia no estudo das relagdes entre voltagem, corrente e
tempo, durante a eletrolise numa célula. O potencial aplicado entre dois eletrodos
proporciona a reducdo ou oxidacdo de uma espécie quimica, aplicando-se em

andlises qualitativas e quantitativas (SINKO, 2006).
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A literatura apresenta algumas publicagbes envolvendo a determinacao
voltamétrica para analise de substancias antidepressivas (NOUWS et al., 2005;
USLU e OZKAN, 2002; FARGHALY, 2000; FERANCOVA et al., 2000; SILVA et al.,
1999; BIRYOL, USLU e KUCUKYAVUZ, 1996).

O emprego do eletrodo gotejante de mercurio (Hanging Mercury Drop
Electrode, HMDE) foi proposto para analise de comprimidos de sertralina (NOUWS
et al., 2005) e também para os comprimidos de sulpirida (FARGHALY, 2000). O
antidepressivo nefazodona foi estudado eletroquimicamente através da investigacao
de varios sistemas tamp6es com diferentes valores de pH e empregando eletrodo de
carbono (USLU e OZKAN, 2002). FERANCOVA e colaboradores (2000) e BIRYOL,
USLU e KUCUKYAVUZ (1996) realizaram a analise voltamétrica em preparagées
farmacéuticas contendo amitriptilina e imipramina utilizando um eletrodo de pasta de
carbono. Para analise de capsulas de fluoxetina foi desenvolvido um método
eletroquimico através do HMDE (SILVA et al., 1999).

2.4 Estudo da estabilidade

Os parametros de estabilidade de um produto farmacéutico podem ser
influenciados por condicoes ambientais, tais como temperatura, luz, ar e umidade,
bem como o tipo de componente utilizado no recipiente de armazenamento (USP 31,
2008). Para verificar o impacto destes fatores sobre a estabilidade de farmacos ou
medicamentos séo realizados testes de estabilidade com o proposito de monitorar
reacdes de degradacgao e avaliar a cinética de degradacao do produto farmacéutico.

O cloridrato de DLX é instavel e degrada rapidamente, aproximadamente 15%
por hora, quando exposto as condi¢cdes acidas e consequentemente, a sua forma
farmacéutica € uma capsula de gelatina contendo microgranulos com cobertura
entérica (WELLS e LOSIN, 2008). Na literatura ndo existem estudos completos
sobre a estabilidade da DLX, no entanto, sdo descritos alguns trabalhos sobre outros
antidepressivos, como a fluoxetina. A DLX e a fluoxetina compartilham algumas
semelhangas estruturais, como o éter e a amina secundaria presentes nas

moléculas (Figura 3).
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Figura 3- Estrutura quimica da fluoxetina (A) e da DLX (B).

A fluoxetina apresenta trabalhos na literatura que demonstram a formacao de
produtos de degradacdo através de estudos de fotoestabilidade, sendo estes
conduzidos em meio aquoso (PETROVIC e BARCELO, 2007; LAM, YOUNG e
MABURY, 2005). Em ambos os estudos, a fluoxetina mostrou ser fotoreativa e os
produtos de fotodegradagcao foram identificados por cromatografia liquida de alta

eficiéncia acoplada a espectrometria de massa (CLAE-EM).
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3. Métodos para identificacdo da duloxetina

3.1 Introducao

A ressonancia magnética nuclear € uma das técnicas empregadas para
elucidacao estrutural, fornecendo informagdes fundamentais para propor a estrutura
de moléculas desconhecidas. A espectrometria de massas auxilia na identificagao
das substancias, pois proporciona conhecer a massa da molécula, bem como
fragmentos importantes devido as quebras da mesma (PRETSCH et al.,, 2000;
PAIVA et al., 2001).

A andlise espectrofotométrica no infravermelho (IV) € um dos métodos mais
empregados para identificacdo de farmacos, pois é capaz de diferenciar substancias
por menores que sejam as diferencas estruturais, com excecdo dos isébmeros
opticos. Com isso, através da andlise de um espectro obtido no infravermelho é
possivel visualizar as bandas caracteristicas de grupos funcionais que permitem a
obtencdo de informacbes estruturais Uteis para a identificagdo de substancias
(CIENFUGOS; VAITSMAN, 2000). Apesar de fornecer informagbes muito
importantes, o espectro de |V deve ser utilizado em conjunto com outros dados
espectrais para uma analise qualitativa completa (SILVERSTEIN e WEBSTER,
2000).

A andlise térmica, calorimetria diferencial exploratéria, € uma técnica sensivel
que permite avaliar as propriedades fisico-quimicas das substancias em fungédo da
temperatura, podendo indicar a pureza e a identidade de farmacos (USP 31, 2008).

A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica de facil execucao
e compreensao, versatil e de baixo custo. Este método permite identificar o farmaco
quando este é cromatografado juntamente com a substancia de referéncia, através
da comparagao dos valores obtidos de fator de retencéo (Rf). A utilizagdo de CCD
permite também verificar a presenca de impurezas e produtos de degradagcao na

amostra.
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3. Métodos para identificacdo da duloxetina

A absorcao de radiacéo ultravioleta (UV) por muitos compostos ocorre numa
faixa muito reduzida de comprimento de onda. Em consequéncia, a absorcao UV
oferece possibilidade menor para identificacdo de grupos funcionais do que outros
métodos espectroscopicos, como o infravermelho e ressonancia magnética nuclear
(CIENFUGOS; VAITSMAN, 2000). Mesmo assim, a espectrofotometria na regido do
UV é muito utilizada na identificacdo de substancias por ser um método simples, de

facil execugdo e de baixo custo no que diz respeito a reagentes.

A CLAE, quando utilizada para identificacdo de compostos, realiza a
comparacao entre os tempos de retencao obtidos para a solugdo amostra e para a
solugcéo padrdo do farmaco em estudo. A utilizagdo de um detector de arranjo de
fotodiodos permite, além da comparagdo do tempo de retencéo, verificar a
similaridade entre os espectros obtidos.

3.2 Objetivos especificos

- Caracterizar a substancia quimica de referéncia através das analises por
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN-'H) e de carbono
(RMN-'3C), calorimetria exploratéria diferencial (DSC), espectroscopia na

regido do infravermelho (V) e espectrometria de massas.

- Desenvolver métodos para identificacdo de DLX em capsulas utilizando a
cromatografia em camada delgada (CCD), espectrofotometria na regido do

UV e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

3.3 Materiais e métodos

3.3.1 Substancia quimica de referéncia (SQR)

Na realizagéo deste trabalho foi utilizado cloridrato de DLX SQR gentilmente
cedido pela Industria Farmacéutica Eli Lilly (Brasil) e também adquirido junto a
empresa Ecochem (Dinamarca).
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3. Métodos para identificacdo da duloxetina

As caracteristicas das SQRs séo as seguintes:
- Eli Lilly: teor declarado de 89,1% (base livre) e lote 032JD0.

- Ecochem: teor declarado 87,1% (base livre) e lote 061211.

3.3.2 Produto farmacéutico
Cépsulas contendo 60 mg de DLX, em microgranulos de cobertura entérica,

foram adquiridas no mercado sob o nome de Cymbalta® (Eli Lilly).

Cada cépsula contém:

- Cloridrato de DLX (equivalente a 60 mg de DLX);

- Excipientes: hidroxipropilmetilcelulose, acetato succinato de
hidroxipropilmetilcelulose, sacarose, esferas de agucar, talco, didéxido de
titanio e citrato de trietila.

3.4 Caracterizacao da SQR
3.4.1 Ressonancia magnética nuclear

3.4.1.1 Materiais e métodos

As andlises foram realizadas em espectréometro BRUKER (DPX400), no
Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear, Departamento de Quimica,
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). A DLX SQR foi solubilizada em
cloroférmio deuterado para obtencéo dos espectros de RMN-"H e de RMN-'3C.

3.4.1.2 Resultados e discussao

A estrutura quimica da DLX foi numerada para facilitar a atribuicdo dos sinais
obtidos nos espectros (Figura 4).
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3. Métodos para identificacdo da duloxetina

Figura 4- Estrutura quimica numerada da DLX.

A anélise do espectro de RMN-'H (Figura 5) apresenta um multipleto na
regido entre 2,60 — 2,65 ppm, com integral relativa a 4 hidrogénios, referentes aos
hidrogénios do grupamento CH; (17) ligado ao nitrogénio (16) e a um dos
hidrogénios ligados ao carbono 14. Estes hidrogénios do C14 apresentam um
desdobramento de sinal devido a serem protons diastereotépicos. Na regido
compreendida entre 2,70 — 2,80 ppm € possivel observar um multipleto, com integral
relativa de 1H, referente ao segundo hidrogénio do C14. Entre 3,10 — 3,20 ppm,
observamos um novo multipleto, com integral relativa a 2H, referente aos
hidrogénios ligados ao C15, que apresentam uma maior desblindagem, deslocando
este sinal para campo mais baixo. Em 5,91 ppm, podemos observar um tripleto, com
integral relativa de 1H com constante de acoplamento de 2,4 Hz, referente ao
hidrogénio do C12.

Na regidao compreendida entre 6,82 — 6,92 ppm, observamos um multipleto,
com integral relativa de 2H, referente aos hidrogénios ligados aos carbonos 18 e 19
do anel tiofeno.

Na regidao compreendida entre 7,10 — 8,30 ppm, observamos os hidrogénios
do sistema aromatico do anel naftaleno e ligados ao carbono 20 do anel tiofeno, que

aparecem como uma seérie de multipletos, com integral relativa de 8H.

20



3. Métodos para identificacdo da duloxetina

/24 969rP 962 WOZH
wdd (6073 0 WIWda
4 10" 0¥~ c3
wdd 007" 0- dé4
4 28" 096 ¥
udd 000 v¥ db4
w2 00°2e X2
sJajaweded 1070 HAN QF

007 Jd

0 a9

ZH 00°0 a1
0 ass

ou MOM

ZHW 9FT00EF Q0¥ 5
reegl 15
sJajaueyed Butssalodd - 24
ZHW ECrECET 00K 1045
8P 00 E- 11d
asn 09'L Id
HI TINN

=== [} TINNVH) ============
235 00000000 | 1o
3 0°00E 3l
asn 0§’k 30
asn 007 86 Ma
¥9 9

J3s Ga26/BrP 9 ov
ZH VPESLLOO S3d0T4
ZH FOE" 180G HMS
0 Sa

8 SN
£1202 1N3AT0S
9EGG9 ol

Bz 90ddNd

£l [eng uw G 0HE0bd
123ds WNY1SNT
cege awtl
£190£002 Ta3eg

SJ3laWeJed UOLITSINDIY - 24

1002 ONJ0td
7 ONdX3
turnpng 4 ELLY

sJajaweded ejeq juasdn)

"OpeJSINaP 01WI0)010[0 opuebaidwa X1a ep H,-NINY 8p 04108ds3 -G einbi4

c 4 9 8 01 cl
v e e b _LL;—LLL._._.__::__:__________:___:_.Z_,___f_,_._:_,_,___,:t_vF
oe=jro rr_ :.CETL_.CT' —
eI B= o slwlo|lojol o
N 1) Q| ||| |©
WO = s 0ol o
I B no# /ﬂo o||o)w] |©

(NS n

Ny NS e NS

|

o O MLV LPLULWWWWAOOO OO DN /_/_/.I_JL/_I:_I._/LrL/hnUB
o oo 999999[LLIIIIGEEBBEBBOET.IEI_.CEVVV.P[E_.C
o OO OYVEVVCJg/k..DPgleocavvgggsoegv.VEC.‘Q-.I.._HUBEI_B
~N O m OHDVE/_VOQQEBEOEQE.VI_QOBB,L[.VVBF:IET-OILQJC._S

wdd

[eabajul

wdd

21



3. Métodos para identificacdo da duloxetina

Na analise do espectro de RMN-'3C (Figura 6), podemos observar um sinal na
regiao de 32,94 ppm, referente ao carbono 14. Em 34,78 e 46,02 ppm, podemos
observar os sinais referentes aos carbonos 17 e 15 respectivamente. Em 73,14 ppm,

observamos um sinal referente ao C quiral 12.

Os sinais referentes aos carbonos do sistema aromatico e do anel tiofeno
podem ser observados em 107,23; 121,07; 121,86; 125,32; 125,46; 125,58; 125,62;
125,81; 126,39; 126,76; 127,50 e 134,48 ppm. Podemos destacar nestes sistemas,
os sinais em 142,92 e 152,45 ppm que sao referentes aos carbonos quaternarios 12

e 13 respectivamente.
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3. Métodos para identificacdo da duloxetina

3.4.2 Calorimetria exploratdria diferencial
3.4.2.1 Materiais e métodos

A analise da DLX SQR foi realizada 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. A velocidade de aquecimento foi de 10°C/min.

3.4.2.2 Resultado e discussao
A Figura 7 apresenta a curva de aquecimento obtida por DSC para a DLX
SQR.

DSC
mw B ] -
0.00- I Y —
ﬁ\\ ) »
L
|
Peak 169.25C ‘
Onset 168.22C
Endset 171.91C
-5.00- Heat -109.94J/g
-10.00-
100.00 ‘ 20000
Temp [C]

Figura 7- Curva de aquecimento obtida por DSC para DLX SQR.

Na literatura pesquisada ndo ha descricao da faixa ou do ponto de fusdo para
o cloridrato de DLX. No laudo de analise da industria farmacéutica Elli Lilly, enviado
juntamente com a SQR, apresenta o valor do ponto de fusdo de 171 °C determinado

através de analise térmica diferencial (DTA).
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3. Métodos para identificacdo da duloxetina

A chamada temperatura onset (Tonser) OU temperatura de extrapolacao da
linha de base representa a temperatura em que o evento térmico comeca a ser
observado e é a medida mais confiavel do que a temperatura maxima, a qual sofre
uma grande influéncia dos fatores experimentais, como a velocidade de
aquecimento (ARMIJO et al., 2004). A Tonser €ncontrada para a DLX SQR foi de
168,22 °C e a faixa de fusao obtida foi de 168,22 °C a 171,91 °C, estando préximo
ao ponto de fusdo indicado na literatura (171 °C) e sendo um indicativo da pureza da
amostra. Além disso, a pureza também é confirmada pela curva de DSC realizada
para DLX SQR (Figura 7), onde se observa um pico estreito e a temperatura de

fusao foi determinada facilmente.

3.4.3 Espectroscopia na regiao do infravermelho

3.4.3.1 Materiais e métodos

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho foi obtido em
espectrofotdmetro SHIMADZU, modelo FITR8300, utilizando pastilhas de brometo
de potassio contendo DLX SQR. As analises foram realizadas no Instituto de
Quimica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

3.4.3.2 Resultados e discussao
O espectro de absorcao da DLX SQR obtido por espectroscopia na regidao do

IV esta representado na Figura 8.

As atribuicbes das principais frequéncias caracteristicas da DLX SQR estao
apresentadas na Tabela 2.
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3. Métodos para identificacdo da duloxetina

Tabela 2- Frequéncias de absor¢ao das principais bandas de IV caracteristicas para
DLX SQR e suas respectivas atribuigdes.

Numero de onda (cm™) Atribuicao
3434 Deformagéao axial N-H
2958 Deformacéao axial assimétrica da ligagao C-H aromatico
2772 Deformacao axial simétrica da ligacao C-H da metila
2414 Deformagao axial dos cloridratos de aminas secundarias
1577 Deformacéo axial da ligagao C=C do tiofeno
1395 Deformacéao axial da ligagdo C=C do naftaleno
1266 Deformacéao axial assimétrica =C-O-C
1020 Deformagéao axial C-N

600-800 Deformacéao axial da ligacao C-S

A atribuicdo de algumas bandas caracteristicas da molécula de DLX foi
realizada com base na literatura pertinente (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000;
BARBOSA, 2007). A amina secundaria presente na molécula de DLX (Figura 1) é
caracterizada pelas bandas: 3434 cm™ (deformacdo axial N-H), 2772 cm’
(deformagao simétrica da ligagdo C-H da metila) e 1020 cm™ (deformagcéao axial C-N).
A banda de absorcdo acentuada em 1266 cm™ caracteriza a ligagdo do éter
presente na estrutura da molécula de DLX atraves da deformacao assimética =C-O-
C. O composto heterociclico tiofeno é caracterizado pelas bandas: 1577 cm’
(deformagao axial da ligacdo C=C) e de 600-800 cm™ (deformacdo axial da ligagao
C-S). Em 1395 cm™ a banda de absorgcdo acentuada é resultante da deformagao

axial da ligacdo C=C presente no composto aromatico naftaleno.

A andlise do espectro de IV demonstrou as bandas caracteristicas do
cloridrato de DLX permitindo a obtencao de informagdes estruturais Uteis, através de

grupos funcionais, para a sua identificagéo.
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3. Métodos para identificacdo da duloxetina

3.4.4 Espectrometria de massas

3.4.4.1 Materiais e métodos
O espectro de massas da DLX SQR foi obtido através da injecao direta da
amostra pelo método de EM-EM. As analises foram realizadas na Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo (USP).

A deteccdo do farmaco foi realizada por detector de espectrometria de
massas com interface de ionizagdo por eletrospray, operado no modo positivo (ES™).
A temperatura da fonte de ions e de dessolvatacdo foram 80 °C e 150 °C,
respectivamente. A voltagem do cone utilizada para andlise foi de 8 V. O
equipamento foi controlado pelo software MassLynx 4.1 para aquisicao e tratamento
dos dados.

3.4.4.1 Resultado e discussao

A Figura 9 apresenta o espectro de massas da DLX SQR.

ﬁ;ms scan cone 4 collision 6 (ACN:H20, 1:1+ 0.1% aciso acet)

:DULOXETINA CONE 4ACIDO DAUGHTER SCAN ESH+ 1 (0.027) Sm (Mn, 6x0.75) Daughters of 298ES+
\ 100 154.09 ' 5.16€5
i

|

%

Figura 9- Espectro de massas da DLX SQR.

O espectro de massas da DLX SQR (Figura 9) apresenta o ion molecular em
m/z 298,24, conferindo com o peso molecular da DLX. Além disso, no espectro foi

possivel evidenciar o pico base em m/z 154,09.
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3. Métodos para identificacdo da duloxetina

3.5 Métodos para identificacao de duloxetina em capsulas

Para as analises utilizando o produto farmacéutico primeiramente foi realizada
extracdo da substancia de interesse, eliminando assim possiveis interferentes, para
que posteriormente fossem efetuadas as analises de identificacdo da substancia

ativa.

3.5.1 Cromatografia em camada delgada
3.5.1.1 Materiais e métodos

Para analise por cromatografia em camada delgada foram utilizadas as
amostras de DLX SQR e de capsulas de DLX descritas nos itens 3.3.1 e 3.3.2,
respectivamente. O citalopram SQR foi empregado para determinacao do Rx.

A migragdo cromatografica foi realizada em cromatoplacas aluminizadas de
gel-silica 60 Fzs4 (Merck) com 12 cm de comprimento, 5 cm de largura e 0,25 mm de
espessura de camada absorvente. A identificagéo foi realizada através da lampada
de ultravioleta (UV) a 254 nm.

Foram preparadas, isoladamente, solugdes em acetonitrila com DLX SQR,
capsulas de DLX e de citalopram SQR na concentragdo final de 1000 ug/ml. As
solugcbes foram colocadas em banho de ultra-som por 15 minutos, sendo que a
solugéo preparada com o produto farmacéutico foi posteriormente filtrada com papel
de filtro.

O sistema eluente foi composto por acetato de etila, metanol e hidroxido de
amodnio, na proporgcao 85:10:5 (v/v/v), respectivamente. Os solventes empregados

foram adquiridos da Merck.

A aplicagcdo das solugdes descritas acima ocorreu com o auxilio de tubos
capilares a uma distancia de 1 cm da borda inferior da placa. A migragéao
cromatografica percorreu 10 cm a partir do ponto de aplicacdo. A visualizacao das
manchas foi realizada ap6s a evaporagao do solvente residual através da exposicao
a lampada UV a 254 nm, sendo posteriormente determinados os respectivos fatores

de retengao (Rf) e o Rx.

29



3. Métodos para identificacdo da duloxetina

3.5.1.2 Resultados

O sistema eluente composto pela mistura de acetato de etila, metanol e
hidréxido de aménio, na proporcao de 85:10:5 (v/v/v) e permitiu a identificacao
através das manchas das amostras (DLX SQR, capsulas de DLX e citalopram SQR).

Os valores de Rf estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 — Valores de Rf obtidos das amostras através da CCD.

Amostra Rf Rx
DLX SQR 0,49
Cépsulas de DLX 0,50 0,82
Citalopram SQR 0,60

RfpLx sar/Rfcitalopram saR-

O perfil cromatografico das amostras apds revelacao com luz ultravioleta a

254 nm pode ser visualizado na Figura 10.

Figura 10 — Cromatoplaca obtida através da analise das solu¢des de 1000 ug/ml de
DLX SQR (1), capsula de DLX (2) e citalopram SQR (3) utilizando a luz UV (254 nm)
para visualizagao.
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3. Métodos para identificacdo da duloxetina

3.5.1.3 Discussao

Para o desenvolvimento de um método destinado a identificacdo de DLX
através da CCD foi realizado um estudo inicial com a combinacdo de alguns
solventes organicos (acetato de etila, cloroférmio, metanol e hidréxido de aménio), a
fim de verificar qual o melhor sistema eluente a ser empregado na analise. Apos 0s
testes, o sistema acetato de etila, metanol e hidréxido de amdnio (85:10:5 v/v/v)
mostrou ser o mais adequado devido ao bom desempenho apresentando valor de Rf
0,5; aproximadamente e sem observacao de formacgao de cauda.

Os resultados obtidos sugerem a mesma identidade das amostras de DLX
SQR e de capsulas de DLX devido a similaridade no perfil cromatografico
demonstrado com a utilizagdo do revelador luz UV (254 mn). A proximidade entre os
valores de Rf € um indicativo da presenga do farmaco nas amostras, verificando,
assim, a eficiéncia do sistema cromatografico avaliado na identificacdo do
antidepressivo em estudo. Além disso, os resultados demonstraram a capacidade do
método desenvolvido em separar outra substancia antidepressiva inibidora da
recaptacéo da 5-HT, o citalopram (Figura 11). Assim sendo, os resultados obtidos na
cromatoplaca demonstraram a seletividade adequada entre os antidepressivos

empregados neste estudo, conforme verificado pelo valor de Rx obtido.

F

(L

Figura 11- Estrutura quimica do citalopram.

NZ

3.5.2 Espectrofotometria na regiao do ultravioleta

3.5.2.1 Materiais e métodos

As amostras de DLX SQR e de capsulas de DLX foram utilizadas para analise,

sendo estas descritas nos itens 3.3.1 e 3.3.2, respectivamente.
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3. Métodos para identificacdo da duloxetina

Foram empregados acetonitrila de grau analitico (Merck) e papel de filtro

(Framex) para o preparo das amostras.

O método foi desenvolvido em espectrofotometro UV/VIS SHIMADZU modelo

UV 160A equipado com cubetas de quartzo de 10 mm de caminho éptico.

As amostras foram preparadas em acetonitrila a uma concentragéo final de
20 pg/ml. As solugbes foram colocadas em banho de ultra-som por 15 minutos,
sendo que a solugcédo preparada com o produto farmacéutico foi posteriormente
filtrada com papel de filtro.

Os espectros foram obtidos a partir de leituras na faixa de comprimento de
onda entre 200 e 400 nm, utilizando o acetonitrila como branco. Estes espectros

foram sobrepostos e comparados quanto a seus perfis caracteristicos.

3.5.2.2 Resultados

Os espectros de absorgao na regido do ultravioleta das solu¢des de DLX SQR
e de capsulas de DLX em diferentes solventes estao representados nas Figuras 12,
13 e 14.

SAanp : EEF : 296 .8HM B.423A
+1.88A ' t t+

Ll
Lol

+8.88A

208 .8 98 .8(HM-DIU ., > 4@8?5

Figura 12— Perfil comparativo dos espectros de absor¢cao na regido do UV referentes
as solugdes de capsulas de DLX (A) e DLX SQR (B) preparadas em acetonitrila,
ambas a concentragao de 20 pg/ml.
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Figura 13— Perfil comparativo dos espectros de absor¢cao na regido do UV referentes
as solugdes de capsulas de DLX (A) e DLX SQR (B) preparadas em agua, ambas a
concentragéo de 20 pg/ml.
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Figura 14— Perfil comparativo dos espectros de absorcao na regido do UV referentes
as solucdes de capsulas de DLX (A) e DLX SQR (B) preparadas em metanol, ambas
a concentragao de 20 ug/ml.
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3.5.2.3 Discussao

Para o desenvolvimento do método espectrofotométrico, foram tracados os
espectros de absorcdo na regido do UV da solucao de capsulas de DLX e de DLX
SQR em diferentes solventes (acetonitrila, agua e metanol) na faixa de comprimento
de onda de 200 a 400 nm (Figuras 12, 13 e 14). Observou-se que o comprimento de
onda de maxima absorgcdo para o farmaco foi de 290 nm nos diferentes solventes
estudados. KAMILA, MONDAL e GHOSH (2007) desenvolveram um método
espectrofotométrico UV para analise de DLX (matéria-prima e produto acabado) e
também utilizaram para determinacdo do farmaco o comprimento de onda de

290 nm, empregando a agua como solvente.

As solugoes preparadas com o produto farmacéutico que utilizaram agua e
metanol, como solventes, apresentaram maior absor¢do no espectro do que as
solugdes obtidas com a DLX SQR (Figuras 13 e 14). Isto pode ser devido a
influéncia da absorcdo dos excipientes presentes na capsula de DLX através do
emprego destes solventes para o preparo das solugdes. Portanto, o solvente
utilizado para o preparo das amostras foi a acetonitrila devido a similaridade dos
espectros obtidos na analise de DLX SQR e de capsulas de DLX (Figura 12).

Os resultados obtidos indicam que a espectrofotometria UV €& util para
identificacdo da DLX, porém ndo € um método analitico especifico para este
farmaco. A falta de especificidade pode ser compensada pela andlise paralela

através de outras técnicas.

3.5.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

3.5.3.1 Materiais e métodos

As andlises cromatograficas foram conduzidas em cromatédgrafo a liquido de
alta eficiéncia AGILENT 1200 operado pelo programa ChemStation, B0201-
SR1[260]. O equipamento é composto de sistema quaternario de bombas (G1311A),
detector de UV (DAD G1315B), forno (G1316A) e auto-injetor (G1329A). A coluna
cromatografica ACE® C18 (250 mm X 4,0 mm, 5 um) foi utilizada nas anélises

descritas neste estudo.
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A fase movel foi preparada a partir da mistura de tampéao fosfato de potassio
monobasico 50 mM (pH 6,0; contendo 0,3% de trietilamina) e acetonitrila (ACN) na
proporcao de 60:40 (v/v). A fase mével foi filtrada através de membrana de nylon (47

mm x 0,45 um).
As condi¢6es cromatograficas para analise estdo descritas na Tabela 4.

Tabela 4 — Condigdes cromatogréaficas empregadas para andlise de DLX por CLAE.

Caracteristica Descricao

Coluna ACE® 5 C18 (250 mm x 4,0 mm, 5 um)

Fase Movel Tampéao fosfato monobéasico 50 mM (pH 6,0; contendo
0,3% de trietilamina) e ACN (60:40, v/v)

Fluxo da fase movel 1,0 ml/min

Volume de injegéo 20 ul

Comprimento de onda 230 nm

Temperatura de analise 25 °C

As amostras foram preparadas em acetonitrila e colocadas em banho de ultra-
som por 15 minutos. Posteriormente, as solugdes foram diluidas com a fase mével
para uma concentragdo final de 10 ug/ml. A filtragdo em membrana de nylon

precedeu a injecao das amostras no equipamento.

A DLX foi identificada no produto farmacéutico através da comparacao entre o
tempo de retencdo obtido na solucdo amostra e o verificado na solucdo de DLX
SQR.

3.5.3.2 Resultados

Os cromatogramas obtidos a partir da andlise de DLX SQR e das capsulas de
DLX podem ser visualizados na Figura 15, onde sdo demonstrados seus respectivos

tempos de retencéo.
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Figura 15 — Cromatogramas deslocados para a analise por CLAE das solugbes de
DLX SQR (A) e de capsulas de DLX (B) ambas a concentracdo de 10 pg/ml.
Condigdes cromatograficas: coluna ACE® 5 C18 (250 mm x 4,0 mm, 5um); fase
mével tampéo fosfato de potassio monobasico 50 mM (pH 6,0; contendo 0,3% de

trietilamnia) e acetonitrila (60:40, v/v); fluxo 1,0 ml/min; detecgdo UV A 230 nm;
temperatura de analise 25 °C.

3.5.3.3 Discussao

A fase mével composta por uma mistura de tampao fosfato 50 mM (pH 6,0;
contendo 0,3% de trietilamina) e acetonitrila (60:40, v/v) proporcionou uma analise
rapida com tempo de retencao semelhante para a DLX SQR e para solugdo amostra
das capsulas, sendo este 7,4 minutos, aproximadamente. Além disso, um pico

simétrico foi obtido, 0 que demonstra a eficacia do sistema empregado.

3.6 Conclusoes
- 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 DLX;

- Na curva de DSC a DLX SQR demonstrou um pico estreito e um valor de
ponto de fusdo semelhante ao preconizado na literatura, indicando a

pureza da substancia;
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A espectroscopia no IV permitiu a caracterizacao da DLX SQR através da
andlise das principais bandas apresentadas pelos grupos funcionais da

molécula do farmaco;

A andlise por espectrometria de massas permitiu a identificacdo da DLX

através da verificagdo da sua massa molecular;

O método desenvolvido por CCD mostrou-se adequado para a
identificacdo de DLX nas capsulas e seletivo diferenciando outro farmaco
antidepressivo;

A similaridade entre os espectros da solugdo de DLX SQR e das capsulas
de DLX demonstraram a viabilidade da utilizagdo do método por
espectrofotometria no UV para identificacdo de DLX no produto

farmacéutico empregando a acetonitrila como solvente;

Os tempos de retencdo semelhantes obtidos entre as solugdes do padrao
e da amostra de DLX permitiram a utilizacdo do método de CLAE para a

identificacdo de DLX nas capsulas.
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4.1 Introducao

O crescente avancgo tecnoldgico aplicado na industria farmacéutica faz com
que ela opere no mercado mundial como uma grande poténcia, produzindo novos

medicamentos para atender as necessidades de uma grande parcela da populagao.

Devido a complexidade envolvida na obtengdo de um produto farmacéutico,
faz-se necessaria a implementacéo e a execuc¢ao de um rigido controle de qualidade
para que o consumidor receba o produto em condigdes adequadas e padronizadas.

O controle de qualidade é fundamental no processo de desenvolvimento de
novos farmacos e de formas farmacéuticas associado ao controle aplicado nos
processos de producdo destes medicamentos, visando assim produzir, manter e
assegurar a qualidade e a eficacia para cada unidade do produto farmacéutico
(AVENDANO, 1993).

Para que um medicamento apresente o efeito terapéutico desejado, 0 mesmo
deve conter o teor declarado do farmaco. Para isto é imprescindivel a utilizagdo de
métodos analiticos sensiveis e especificos a forma farmacéutica e as propriedades

fisico-quimicas do farmaco.

A credibilidade nos procedimentos aplicados no controle de qualidade de
medicamentos € um fator essencial na industria farmacéutica, para isto é necessario
que o meétodo analitico empregado seja validado, assegurando, assim, a
confiabilidade dos resultados obtidos.

A validacdao de um método analitico € o processo pelo qual se estabelece,
através de estudos laboratoriais, que as caracteristicas de desempenho do método
satisfazem as exigéncias para a aplicagdo analitica pretendida (USP 31, 2008). As
caracteristicas de execugdao de um método sao expressas em termos de parametros
analiticos que devem ser determinados durante a validagcdo do mesmo. Estes
parametros visam verificar a linearidade, a precisao, a exatidao, a especificidade, os
limites de deteccao e de quantificagdao e a robustez do método de analise proposto

41




4. Validacdo dos métodos analiticos

(ICH, 2005; USP 31, 2008; BRASIL, 2003). A USP 31 (2008) e o ICH, International
Conference on Harmonization, (2005) reconhecem a nao necessidade da avaliagao
de todos os parametros analiticos para a validagdo de um método. O tipo de método
e seu respectivo uso determinam quais sdo os parametros a serem investigados
(SWARTZ; KRULL, 1998). E de responsabilidade do analista identificar os
parametros que sao relevantes para o desempenho do processo analitico (ERMER,
2001).

4.2 Objetivos especificos

Desenvolver e validar método por espectrofotometria na regido do UV para

andlise quantitativa de DLX no produto farmacéutico;

- Desenvolver e validar método através da CLAE para determinacao

quantitativa de DLX em capsulas;

- Desenvolver e validar método aplicando a voltametria de redissolucao

catédica para determinagéao quantitativa no produto farmacéutico;

- Analisar comparativamente os métodos propostos, neste trabalho, para

andlise quantitativa de DLX em capsulas;

4.3 Espectrofotometria na regiao do ultravioleta
4.3.1 Instrumental e condicoes de analise
O método foi desenvolvido em espectrofotdbmetro descrito no item 3.5.2.1.

As solugdes da DLX SQR e do produto farmacéutico foram preparadas em
acetonitrila e as leituras foram realizadas no comprimento de onda de 290 nm.

4.3.2 Avaliacao da especificidade

A especificidade do método foi avaliada através da investigacdo da possivel

interferéncia dos excipientes contidos no produto farmacéutico (Cymbalta®).
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4.3.2.1 Amostra simulada de excipientes

Foram preparadas solucbes de DLX SQR e da amostra simulada de
excipientes (ASE) em acetonitrila na concentragdo de 20 pug/ml, para avaliacdo da
especificidade do método por espectrofotometria na regidao do UV. A composicao de

ASE esta apresentada na Tabela 5.

As solugdes preparadas para o teste foram colocadas em banho de ultra-som
por 15 minutos, sendo que a solucdo elaborada com a ASE foi posteriormente
filtrada com papel de filtro.

Os espectros obtidos das solugbes foram comparados, verificando a possivel
interferéncia dos excipientes na determinacao do teor de DLX.

Tabela 5 — Composicao da ASE.

Excipiente Concentracao (%)*
Sacarose 65,0
Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) 10,0
Acetato succinato de HPMC 4,0
Talco 1,0
Dioxido de titanio 0,5
Citrato de trietila 1,0

* Determinadas de acordo com as especificagdes de
concentragoes percentuais médias descritas para cada
excipiente em qg.s.p 100% do farmaco (KIBBE, 2000;
SHIN-ETSU, 2008).

4.3.3 Linearidade

A linearidade do método analitico foi avaliada através da construcédo de trés
curvas padrdo, contendo sete niveis de concentracdes em cada uma delas. Para
construgao da curva padrao foi preparada uma solugdo de DLX SQR de 100 ug/ml,
em acetonitrila. A partir desta solucao foram transferidas aliquotas de 1,0; 2,0; 3,0;
4,0; 5,0; 6,0 e 7,0 ml, com auxilio de bureta, para baldes volumétricos de 20 ml.
Foram completados os volumes com a acetonitrila para a obtencédo de solugcbes em

concentracbes de 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0 e 35,0 ug/ml, respectivamente.
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Para cada concentracdo de analise foram preparadas solu¢cdes em triplicata, sendo

realizadas trés determinacdes por solugao.

As médias das absorvancias de DLX SQR, correspondentes a cada diluicao,
foram utilizadas para obtencao da curva padrao através da construcao de um grafico

de absorvancia versus concentragao.

A equacao da reta e o coeficiente de correlagao (r) da curva padrao foram
calculados e os resultados foram avaliados estatisticamente, através da andlise de
variancia (ANOVA).

4.3.4 Precisao

A precisdo do método analitico foi expressa através da repetibilidade e da
precisdo intermediaria do método, sendo calculado o desvio padrdo relativo (DPR)
obtido na determinacdo quantitativa de DLX em cépsulas. A repetibilidade foi
avaliada através da determinagdo do DPR obtido para andlise de seis amostras de
capsulas de DLX, sendo conduzidas as andlises durante 0 mesmo dia. Além disso,
também foi determinada a precisao intermediaria do método através de avaliagao

intradia e interdia do DPR apresentado em trés dias diferentes de analise.

4.3.4.1 Preparacao da solucao de duloxetina SQR

Pesou-se, exatamente, o equivalente a 10 mg de DLX SQR, transferiu-se
quantitativamente para baldo volumétrico de 100 ml com auxilio de um pequeno
volume de acetonitrila. O baldo volumétrico foi colocado em banho de ultra-som por
15 minutos, posteriormente o volume foi completado com mesmo solvente. Uma
aliquota de 5,0 ml dessa solugéo (100 pg/ml) foi transferida para baldo volumétrico
de 25 ml e o volume foi completado com a acetonitrila. A concentragéo final obtida
da solucao foi de 20 ug/ml de DLX SQR.

4.3.4.2 Determinacao de duloxetina em capsulas

A partir do peso médio de 20 capsulas de DLX, foi pesado, exatamente, o
equivalente a 10 mg de DLX da mistura dos microgranulos, sendo triturado o
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material diretamente no recipiente de pesagem. Posteriormente, transferiu-se o
material, quantitativamente, para baldo volumétrico de 100 ml com auxilio de um
pequeno volume de acetonitrila. O baldo volumétrico foi colocado em banho de ultra-
som por 15 minutos e, posteriormente, foi completado o volume com o mesmo
solvente e filtrado o seu conteudo com papel filtro. Foram transferidas aliquotas de
5,0 ml do filtrado para baldo volumétrico de 25 ml, onde o volume foi completado
com acetonitrila. A concentracao final obtida foi de 20 pg/ml de DLX, sendo realizada

analise em triplicata.

A concentracdo (Ca) em ug/ml das solugbes de DLX em capsulas foi

determinada pelo Esquema 1.

Ca= Aa.Csar
Asar

Esquema 1

Onde:
Aa = absorvancia da solucao de DLX em céapsulas;

Csar = concentragdo da solu¢cdo DLX SQR (ug/ml);

Asqr = absorvancia da solugdo DLX SQR.

As percentagens de DLX nas amostras das capsulas (Ca%) foram calculadas
segundo Esquema 2.

Ca% = Ca.100
Cr

Esquema 2

Onde:
Ca = concentragdo da solucdo de DLX em capsulas determinada neste
método (ug/ml);

Ct = concentragéo tedrica da solugdo de DLX em capsula (ug/ml).
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4.3.5 Exatidao

A exatidao foi avaliada através do teste de recuperagdo. Solugdes de DLX
SQR e de capsulas de DLX foram preparadas em acetonitrila, ambas em

concentracdo equivalente a 125 ug/ml de DLX.

Para a andlise foram transferidas, com auxilio de bureta, aliquotas de 2,0 ml
da solucéo de capsulas de DLX para balées volumétricos de 25 ml e estes foram
denominados amostra (A) e recuperacao (R, Rz e R3). Foram adicionadas aliquotas
de 1,0; 2,0 e 3,0 ml da solugdo de DLX SQR aos balées Ri, Rz e Rs,
respectivamente. Posteriormente, uma aliquota de 2,0 ml da solugdo de DLX SQR
foi transferida para baldo volumétrico de 25 ml, denominado de padrédo (P). A
acetonitrila foi utilizada para completar o volume dos balbes, sendo obtidas solucdes
com concentragdes finais de 10,0; 15,0; 20,0; 25,0 e 10,0 ug/ml, para os baldes

denominados A, R1, Rz, Rs e P, respectivamente.

A Tabela 6 representa, esquematicamente, o preparo das solugdes para o
teste de recuperacédo da DLX SQR.

Tabela 6 — Preparo das solugdes para realizacdo do teste de recuperacao utilizando
0 método de espectrofotometria por UV.

Volume da solucéo de Volume da solucéo de

Balédo capsulas de DLX DLX SQR Concentracao
volumétrico 125 ug/ml 125 pg/ml final
(ml) (ml) (ug/ml)
A 2,0 - 10,0
R 2,0 1,0 15,0
Ra 2,0 2,0 20,0
Rs 2,0 3,0 25,0
P - 2,0 10,0

*Concentracao de DLX.

As solugdes dos balées denominados A, P, Ry, Rz e Rz foram preparadas em

triplicata. Para cada solucao foram realizadas trés determinacgoes.
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As percentagens de recuperagao (R%) de DLX SQR foram calculadas pelo

esquema 3 (AOAC, 1990).

Onde:

R%=[ (Cr—Ca)] . 100
Cp

Esquema 3

Cr = concentracao da solucao contendo DLX SQR e de DLX das capsulas

determinada neste método (ug/ml);

Ca = concentragcdo da solucdo de DLX das capsulas determinada neste

método (ug/ml);

Cp = concentracdo de DLX SQR adicionada da solugdo resultante (ug/ml).

4.3.6 Resultados

4.3.6.1 Especificidade

4.3.6.1.1 Amostra simulada de excipientes

A Figura 16 apresenta a comparagao dos espectros de absorcao da solucao

de DLX SQR e da ASE.
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Figura 16- Sobreposicao dos espectros de absorgao obtidos por espectrofotometria
UV para as solugbées de DLX SQR (A) e de ASE (B) preparadas em acetonitrila na
concentragéo de 20 pg/ml.

4.3.6.2 Linearidade

Os valores de absorvancia obtidos para cada concentragdo analisada da
curva padrao estdo apresentados na Tabela 7.

A Figura 17 ilustra a representacdo gréafica da curva padrdo, bem como a

equacao da reta e coeficiente de correlacao obtidos através do método.

A Tabela 8 apresenta os valores da ANOVA realizada para avaliagdo da

linearidade do método.
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Tabela 7- Valores de absorvancia da DLX SQR obtidos através da
espectrofotometria na regido do UV para a construgéo da curva padréo.

Concentracao (ug/mil) Absorvancia* Absorvancia média DPR

0,105
5,0 0,104 0,105 0,95
0,106

0,202
10,0 0,204 0,204 0,75
0,205

0,307
15,0 0,307 0,306 0,37
0,305

0,411
20,0 0,412 0,411 0,37
0,409

0,515
25,0 0,511 0,513 0,41
0,512

0,612
30,0 0,613 0,612 0,16
0,611

0,715
35,0 0,712 0,714 0,24
0,715

* Cada valor é a média de trés determinagdes.
DPR — desvio padréo relativo
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Figura 17 — Representacgao gréafica da curva padrao de DLX obtida por

espectrofotometria na regido do UV.

Tabela 8 — ANOVA das absorvancias obtidas para a obtengédo da curva padrdo de
DLX através da espectrofotometria na regido do UV.

Fontes de variacao gl Somados quadrados Variancia F
ENTRE 6 0,8703 0,1451 66220*
- Regressao linear 1 0,1021 0,1021 267979*
- Desvio da linearidade 5 0,0000003067 0,61378 0,36
RESIDUO 14 0,00003067 0,000002190
TOTAL 20 0,8703

* significativo para p< 0,05.

4.3.6.3 Precisao

A Tabela 9 apresenta os resultados da avaliacdo interdia e intradia para
determinacdo de DLX em capsulas através do método analitico por
espectrofotometria na regido do UV.
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Tabela 9 — Avaliagao interdia e intradia para determinagdo de DLX em capsulas por
espectrofotometria na regido do UV.

Avaliacao intradia

Amostra Dia 1 (%) Dia 2 (%) Dia 3 (%)
1 99,35 100,63 100,16
2 101,78 100,16 99,84
3 101,54 99,29 100,65
4 100,49 101,27 100,08
5 101,46 100,40 99,11
6 100,97 101,03 99,52
Média (%) 100,93 100,46 99,89
DPR 0,89 0,70 0,54
Avaliacgao interdia
Média (%) 100,43
DPR 0,52

4.3.6.4 Exatidao

As percentagens de recuperacao obtidas a partir do teste de recuperacéo da
DLX SQR estéo apresentadas na Tabela 10.

Tabela 10 — Resultados experimentais referentes ao teste de recuperagao por
espectrofotometria na regido do UV.

Concentracao Recuperacgao Média
Adicionada (ug/ml) Recuperada (ug/ml)* (%) (%)
R 5,0 4,99 99,88
Ro 10,0 9,80 98,04 99,87
Rs 15,0 15,25 101,68

* Cada valor representa a média de nove determinagoes.

4.3.7 Discussao

A DLX apresenta dois comprimentos de onda caracteristicos em 230 nm e
290 nm, aproximadamente (Figura 16). Em 230 nm foi possivel verificar a absorgao
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dos excipientes contidos no produto farmacéutico. Portanto, o método
espectrofotométrico UV foi validado no comprimento de onda de 290 nm com a

utilizacao da acetonitrila como solvente, conforme demonstrado no item 3.5.2.3.

A linearidade do método foi avaliada através da construcdo de curva padrao
na faixa de concentracado de 5,0 a 35,0 ug/ml. Foram desenvolvidas trés curvas,
sendo calculadas as absorvancias médias obtidas para tragar uma curva padréao,
conforme Figura 17. Os resultados demonstram uma correlagdo linear entre as
absorvancias obtidas e a concentracdo de DLX SQR, apresentando a equacao da
reta y= 0,0204x + 0,002 e coeficiente de correlagao (r) de 1,000 determinado através
do estudo de regresséo linear. A analise da variancia (ANOVA) das absorvancias
obtida pela curva padrao demonstra que existe regressao linear e ndo ha desvio da
linearidade, apresentado na Tabela 8. Os resultados obtidos conferem a validade do

método desenvolvido em termos de linearidade.

A precisdo do método na determinacdo de DLX em capsulas foi expressa
através da repetibilidade e da preciséao intermediaria, sendo esta realizada em trés
dias diferentes. O valor percentual médio encontrado no doseamento das amostras
durante os trés dias foi de 100,93%, 100,46% e 99,89% do teor declarado de DLX. O
valor apresentado de desvio padrao relativo (DPR) maximo na avaliacao intradia foi
de 0,89%, conforme Tabela 9. Este resultado corresponde a repetibilidade do
método, onde foram realizadas determinagdes em uma mesma amostra homogénea
em condigdes idénticas e durante um curto intervalo de tempo de um dia. A preciséo
intermedidria exibe valores percentuais médios de trés dias diferentes de analise,
indicando os desvios padrbes relativos obtidos interdia. A Tabela 9 indica estes
valores, onde se verifica um teor médio de 100,43% (DPR= 0,52%) observado
interdia nas analises das amostras. Os baixos valores de DPR obtidos neste estudo

caracterizam o método como preciso.

A exatiddo do método proposto foi determinada através do teste de
recuperacao da DLX SQR, cujos resultados podem ser observados na Tabela 10. O
método desenvolvido demonstrou exatidao através dos resultados obtidos, exibindo

percentagem de recuperacao média de 99,87%.
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Com base na avaliacdo dos resultados obtidos através dos parametros
analiticos verificados no método por espectrofotometria UV para analise de DLX,
pode-se afirmar que o método foi validado de maneira satisfatéria e, portanto, é
adequado para o controle de qualidade deste antidepressivo.

4.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia
4.4.1 Instrumental e condi¢coes cromatograficas

O instrumental e o procedimento para andalise cromatografica foram descritos
no 3.5.3.1, bem como as condigbes analiticas empregadas para determinagdo de
DLX por CLAE foram apresentadas na Tabela 4.

4.4.2 Avaliacao da especificidade

Avaliou-se a especificidade do método analitico através da investigagdo da
possivel interferéncia dos excipientes, contidos no produto farmacéutico e dos
produtos de degradacado gerados em condicdes acida, alcalina, oxidativa e fotolitica
para a determinacao quantitativa de DLX. A pureza do pico do farmaco foi verificada
através do detector de arranjo de fotodiodos, empregando ferramentas disponiveis
no software ChemStation, B0201-SR1[260].

4.4.2.1 Amostra simulada de excipientes

Foram preparadas solu¢gdes de DLX SQR e de capsulas de DLX em fase
mével na concentracdo de 10 ug/ml, para avaliagao da especificidade do método por
CLAE. Paralelamente, uma solugéo de ASE foi preparada em fase mével na diluicdo
equivalente as solugdes de DLX SQR e do produto farmacéutico. A composicao de

ASE esta apresentada na Tabela 5.

As solucdes preparadas para o teste foram colocadas em banho de ultra-som
por 15 minutos, sendo que as solucdes elaboradas com o produto farmacéutico e a
ASE foram posteriormente filtradas com papel de filtro. A filtracdo em membrana de
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nylon com 0,45 um de didmetro de poro precedeu a injecao de todas as amostras no

equipamento.

Os cromatogramas obtidos das solugdes foram comparados, verificando a
possivel interferéncia dos excipientes na determinacao do teor de DLX.

4.4.2.2 Degradacao alcalina

A hidrélise alcalina foi conduzida através da preparacdo de uma solucao de
DLX SQR (1 mg/ml) em acetonitrila. Posteriormente, transferiu-se uma aliquota de
2,0 ml dessa solugéo para baldo volumétrico de 20 ml e completou-se o volume com
uma solucdo de NaOH 1 M, obtendo uma solugdao de DLX 100 ug/ml. Essa solucao
foi dividida em duas aliquotas de 10 ml, sendo que uma foi empregada para diluicao
e avaliacdo da hidrolise alcalina em tempo zero, empregando solugdo de HCI 1 M
para neutralizagdo. J4, a outra aliquota dessa solugao foi colocada em banho-maria
em temperatura de 70 °C, sendo retirada uma aliquota apds 1 hora e depois de 2
horas de analise. Posteriormente, transferiu-se 2,0 ml da solugao de DLX 100 pg/ml
(tempo= zero, 1h e 2h) para balao volumétrico de 20 ml, adicionou-se também 2,0 ml
de uma solugao de HCI 1 M e completou-se o volume com a fase mével. Portanto, a

concentracéo final da solugéo obtida foi de DLX 10 pg/ml.

4.4.2.3 Degradacao acida

O estudo de degradagéo acida foi conduzido através do emprego de uma
solugdo de HCI 0,1 M (hidrélise acida A) e de HCI 0,01 M (hidrélise acida B).
Primeiramente, pesou-se o0 equivalente a 10 mg de DLX SQR, transferiu-se para
baldo volumétrico de 10 ml e completou-se o volume com acetonitrila, obtendo uma
solucdo de DLX de 1 mg/ml. Posteriormente, transferiu-se uma aliquota de 2,0 ml
dessa solugédo para baldo volumétrico de 20 ml e completou-se o volume com a
solugdo de HCI 0,1 M (hidrdlise acida A) e de HCI 0,01 M (hidrdlise acida B), obtendo
duas solucdes de DLX 100 ug/ml. Essas solucdes foram divididas em duas aliquotas
de 10 ml, sendo que uma foi empregada para diluicdo e avaliagdo da hidrélise acida
(A e B) em tempo zero. Ja, a outra aliquota dessas solugdes foi colocada em banho-

maria em temperatura de 70 °C, sendo retiradas aliquotas ap6s 15 e 30 minutos
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(hidrolise acida A) e 15, 30 e 60 minutos (hidrélise acida B). Para obter uma solugcao
de DLX 10 ug/ml, transferiu-se 2,0 ml da solucdo de DLX 100 ug/ml, nos intervalos
de tempo determinados anteriormente e também 2,0 ml de uma solugdo de NaOH
01 M e de NaOH 0,01 M, afim de neutralizar a hidrélise acida A e B,
respectivamente. As aliquotas foram transferidas para baldo volumétrico de 20 ml e
completou-se o volume com a fase movel.

4.4.2.4 Degradacao oxidativa

A degradagédo oxidativa foi conduzida através do emprego de H>O. 30%
(degradagédo oxidativa A) e HxO. 3% (degradagdo oxidativa B). O estudo foi
conduzido através da preparacdo de uma solucdo de DLX SQR (1 mg/ml) em
acetonitrila. Posteriormente, transferiu-se uma aliquota de 2,0 ml dessa solu¢éo para
baldo volumétrico de 20 ml e completou-se o volume com HO, 30% (degradacao
oxidativa A) e H>0O, 3% (degradagao oxidativa B), obtendo duas solugdes de DLX
100 pg/ml. Essas solugdes foram divididas em duas aliquotas de 10 ml, sendo que
uma foi empregada para diluicdo e avaliacdo da degradagédo oxidativa (A e B) em
tempo zero. J4, a outra aliquota dessas solugdes foi colocada em banho-maria em
temperatura de 70 °C, sendo retirada aliquotas durante 15, 30 e 60 minutos
(degradagéo oxidativa A) e 1 hora e 2 horas (degradagédo oxidativa B). Para obter
uma solugéo de DLX 10 ug/ml, transferiu-se 2,0 ml da solu¢gdo de DLX 100 pg/ml,
nos intervalos de tempo determinados anteriormente, para baldo volumétrico de 20

ml e completou-se o volume com a fase moével.

4.4.2.5 Degradacao fotolitica

A avaliagdo da degradacao fotolitica foi desenvolvida em camara de vidro
espelhada internamente (10 x 17 x 17 cm) contendo lampada emissora da radiagédo
UVC (254 nm) (Ecolume ZW®, 254 nm, 15 W) e com monitoramento de temperatura
interna durante o experimento. Solu¢cdo de DLX SQR (1 mg/ml) foi preparada em
acetonitrila, sendo retiradas aliquotas e acondicionadas em cubetas descartaveis
(Ultra Vette®) colocadas a uma distancia de 10 cm da lampada emissora de radiacéo
ultravioleta. Os tempos avaliados de exposicdo das solugdes foram zero e 30

minutos. Posteriormente, para obter uma solu¢do de DLX 10 pg/ml, transferiu-se
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200 pl da solucdo de DLX 1 mg/ml, nos intervalos de tempo determinados
anteriormente, para baldo volumétrico de 20 ml e completou-se o volume com a fase
movel. A verificagdo da interferéncia do calor, dentro da cémara de vidro, foi
realizada através da colocacdo de uma cubeta contendo a amostra nas mesmas

condicoes, porém protegida com papel laminado.

4.4.3 Adequabilidade do sistema

A adequabilidade do sistema foi verificada durante a validagdo do método
através dos seguintes parametros: tempo de retengdo, numero de pratos teoricos
(N), fator de retencao (k’) e repetibilidade das injegdes.

4.4.4 Linearidade

A linearidade do método analitico foi avaliada através da construcédo de trés
curvas padrdo, contendo seis niveis de concentracbes em cada uma delas. Para
construgao da curva padrao foi preparada uma solugdo de DLX SQR de 50 ug/ml,
em acetonitrila. A partir desta solugéo foram transferidas aliquotas de 2,0; 3,0; 4,0;
5,0; 6,0 e 7,0 ml, com auxilio de bureta, para balées volumétricos de 25 ml. Foram
completados os volumes com a fase moével para a obtencdo de solugbes em
concentracdes de 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 12,0 e 14,0 ug/ml, respectivamente. Para cada
concentracao de analise, foram preparadas solugcées em triplicata, sendo realizadas

trés determinacdes por solugao.

As médias das areas absolutas de DLX SQR, correspondentes a cada
diluicao, foram utilizadas para obtencao da curva padrao através da construcdo de

um grafico de area versus concentragao.

A equacgao da reta e o coeficiente de correlagédo (r) da curva padrao foram
calculados e os resultados foram avaliados estatisticamente, através da andlise de
variancia (ANOVA).
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4.4.5 Precisao

A precisdo do método analitico foi expressa através da repetibilidade e da
precisdo intermediaria do método, sendo calculado o desvio padrao relativo (DPR)
obtido na determinacdo quantitativa de DLX em cépsulas. A repetibilidade foi
avaliada através da determinagdo do DPR obtido para andlise de seis amostras de
capsulas de DLX, sendo conduzidas as andlises durante o mesmo dia. Além disso,
também foi determinada a precisao intermediaria do método através de avaliagdo
intradia e interdia do DPR apresentado em trés dias diferentes de analise.

4.4.5.1 Preparacao da solucao de duloxetina SQR

Pesou-se, exatamente, o equivalente a 10 mg de DLX SQR, transferiu-se
quantitativamente para baldo volumétrico de 100 ml com auxilio de um pequeno
volume de acetonitrila. O baldo volumétrico foi colocado em banho de ultra-som por
15 minutos. Foi transferida aliquota de 2,5 ml dessa solugéo para baldo volumétrico
de 25 ml, onde o volume foi completado com a fase movel. A concentragéo final
obtida da solucao foi de 10 ug/ml de DLX SQR.

4.4.5.2 Determinacao de duloxetina em capsulas

A partir do peso meédio de 20 capsulas de DLX, foi pesado, exatamente, o
equivalente a 5 mg de DLX da mistura dos microgranulos, sendo triturado o material
diretamente no recipiente de pesagem. Posteriormente, transferiu-se o material,
quantitativamente, para baldo volumétrico de 50 ml com auxilio de um pequeno
volume de acetonitrila. O baldo volumétrico foi colocado em banho de ultra-som por
15 minutos e, posteriormente, foi filtrado o seu conteudo. Foram transferidas
aliquotas de 2,5 ml do filtrado para balao volumétrico de 25 ml, onde o volume foi
completado com a fase mdvel. A concentracao final obtida foi de 10 ug/ml de DLX,

sendo realizada analise em triplicata.

A concentragdo (Ca) em pg/ml das solugbes de DLX em capsulas foi
determinada pelo esquema 1 descrito no item 4.3.4.2.
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As percentagens de DLX nas capsulas (Ca%) foram calculadas pelo esquema

2 descrito no item 4.3.4.2.

4.4.6 Exatidao

Para a elaboragéo do teste de recuperacao foram preparadas solugcbes de
DLX SQR e de capsulas de DLX diluidas em acetonitrila, ambas em concentracao

equivalente a 50 pg/ml de DLX.

Para a andlise foram transferidas, com auxilio de bureta, aliquotas de 2,0 ml
da solucéo de capsulas de DLX para balées volumétricos de 25 ml e estes foram
denominados amostra (A) e recuperacao (R1, Rz e R3). Foram adicionadas aliquotas
de 1,0; 2,0 e 3,0 ml da solucdo de DLX SQR aos balées Ri, R: e Rs,
respectivamente. Posteriormente, uma aliquota de 2,0 ml da solugdo de DLX SQR
foi transferida para baldo volumétrico de 25 ml, denominado de padrao (P_. A fase
mével foi utilizada para levar ao volume final dos baldes, sendo obtidas solugdes
com concentragbes finais de 4,0; 6,0; 8,0; 10,0 e 4,0 pg/ml, para os baldes
denominados A, Ry, Rz, Rz e P, respectivamente.

A Tabela 11 representa, esquematicamente, o preparo das solugdes para o
teste de recuperacao da DLX SQR.

Tabela 11 — Preparo das solugbes para realizagdo do teste de recuperagao
utilizando o método de CLAE.

Volume da solucéo de Volume da solugdo de  Concentracao

Balao capsulas de DLX DLX SQR final
volumétrico 50 ug/ml 50 pg/ml (ng/ml)
(ml) (ml)
A 2,0 - 4,0
R 2,0 1,0 6,0
Ro 2,0 2,0 8,0
Rs 2,0 3,0 10,0
P - 2,0 4.0

* Concentracao de DLX.
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As solugdes dos baldes denominados A, P, R1, Rz e Rz foram preparadas em

triplicata. Para cada solucao foram realizadas trés determinacgoes.

As percentagens de recuperagédo (R%) de DLX SQR foram calculadas através

do esquema 3 descrito no item 4.3.5.

4.4.7 Avaliacao da robustez

A robustez do método foi avaliada através da constatagdo de suscetibilidade a
variagbes nas condigdes cromatograficas, tais como: comprimento de onda,
temperatura da coluna e alteragbes na fase movel (fluxo, proporcdo dos
componentes e pH da solugdo tampéo). Para a realizagdo deste ensaio foram
preparadas solucdes de DLX SQR e de capsulas de DLX em fase movel equivalente
a 10 ug/ml de DLX, para ambas. As solucdes foram preparadas em triplicata, sendo
realizadas trés determinacbes. Os parametros cromatograficos avaliados foram:
tempo de retencdo, nimero de pratos tedricos (N), simetria (T) fator de retencao (k)

e concentracao de DLX.

A fase movel foi preparada conforme descrito em 3.5.3.1 e avaliada a
mudanga no comprimento de onda, empregando para as analises 225 e 235 nm.
Além disso, foram investigadas alteracées na temperatura da coluna (20 e 30 °C) e
também a variacdo no fluxo da fase mével (0,8 e 1,2 ml/min). Para a avaliagdo da
proporcao dos constituintes da fase movel foram empregadas concentragdes de 45 e
50% de acetonitrila. O pH da solu¢ao tampéo fosfato de potassio monobasico 50 mM
também foi investigado, empregando valores de pH de 5,5 e 6,5.

4.4.8 Resultados

4.4.8.1 Especificidade

4.4.8.1.1 Amostra simulada de excipientes

A especificidade do método foi avaliada através da verificagao de interferéncia
dos excipientes na determinac¢ao do teor de DLX no produto farmacéutico.
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Os cromatogramas obtidos na analise das solugdes de DLX SQR, de
capsulas de DLX e da amostra simulada dos excipientes podem ser visualizados na

Figura 18 a-b.

4.4.8.1.2 Degradacao alcalina, acida, oxidativa e fotolitica

A Figura 18 c-h apresenta os cromatogramas da degradacédo de DLX SQR em

diversas condi¢gdes de degradacgao.
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Figura 18 a—h. Cromatogramas obtidos da solugdo de DLX (10 ug/ml): DLX SQR (a,
b1); DLX capsulas (b2), ASE (b3); NaOH 1 M por 2 horas (c); HCI 0,01 M por 30
minutos e produto de degradacao A1 (d); HCI 0,1 M por 30 minutos (e); H202 30%
por 15 minutos (f); H2O2 3% por 1 hora (g); fotodegradacao por 30 minutos e os
produtos de degradacdo P1, P2 e P3 (h). Condigcdes cromatograficas: coluna ACE®
5 C18 (250 mm x 4,0 mm, 5um); fase mével tampao fosfato de potassio monobasico
50 mM (pH 6,0; contendo 0,3% de trietilamina) e acetonitrila (60:40, v/v); fluxo 1,0
ml/min; deteccdo UV A 230 nm; temperatura de andlise 25 °C.
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4.4.8.2 Adequabilidade do sistema

Os parametros de adequabilidade do sistema obtidos pelo método
cromatografico mostraram o pico da DLX em 7,3 min, aproximadamente (Figura 18),
simetria (7= 1,35) e numero de pratos teoéricos (N= 13000), bem como a

repetibilidade entre as injecées (DPR= 0,8, n=6).

4.4.8.3 Linearidade

Os valores das areas absolutas referentes as concentragbes analisadas na
curva padrao por CLAE estado descritos na Tabela 12.

A Figura 19 demonstra a representacdo grafica da curva padrdo obtida e
também a equacgdo da reta e o coeficiente de correlacdo (r) determinados por

regressao linear.

A Tabela 13 apresenta os valores encontrados na analise de variancia
(ANOVA) para avaliagao da linearidade do método desenvolvido.
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Tabela 12— Areas absolutas de DLX SQR obtidas através de CLAE para a
construgao da curva padréo.

Concentracgdo (ug/ml)  Area absoluta* Area média DPR

622,91
4 617,72 620,55 0,42
621,03

955,22
6 970,40 965,63 0,93
971,28

1308,76
8 1296,09 1303,46 0,51
1305,52

1642,22
10 1643,66 1642,54 0,06
1641,73

1944,21
12 1940,32 1944,08 0,19
1947,71

2283,28
14 2273,90 2283,66 0,44
2293,81

* Cada valor é a média de trés determinagoes.
DPR — desvio padréao relativo
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Figura 19 — Representagao grafica da curva padréo de DLX obtida por CLAE.

Tabela 13 — ANOVA das éareas absolutas determinadas para a obtencao da curva
padrao de DLX através de CLAE.

Fontes de variacao gl Somados quadrados Variancia F
ENTRE 5 6064486,176 1212897,235 13983
- Regressao linear 1 6064114,232 6064114,232 69911,34*
- Desvio da linearidade 4 371,9440 92,9860 1,07
RESIDUO 12 10040,881 86,741
TOTAL 17 6065527,056

* significativo para p< 0,05.

4.4.8.4 Precisao

Os resultados encontrados na avaliagao interdia e intradia para determinacao

de DLX estdo indicados na Tabela 14.
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Tabela 14 — Avaliacao interdia e intradia para determinacao de DLX em capsulas por
CLAE.

Avaliacao intradia

Amostra Dia 1 (%) Dia 2 (%) Dia 3 (%)
1 100,12 101,20 99,48
2 100,67 100,56 99,52
3 102,60 100,48 99,17
4 101,01 100,48 99,87
5 102,85 98,73 99,28
6 101,20 99,44 101,31
Média (%) 101,41 100,15 99,77
DPR 1,07 0,89 0,79

Avaliacgao interdia
Média(%) 100,44
DPR 0,85

4.4.8.5 Exatidao

As percentagens de recuperacao obtidas a partir do teste de recuperacéo da

DLX SQR estao apresentadas na Tabela 15.

Tabela 15 — Resultados experimentais referentes ao teste de recuperacéo por CLAE.

Concentracao Recuperacgao Média
Adicionada (ug/ml) Recuperada (ug/ml)* (%) (%)
Ry 2,0 2,01 100,50
R 4,0 4,00 100,00 100,56
Rs 6,0 6,07 101,17

* Cada valor representa a média de nove determinagoes.

4.4.8.6 Avaliacao da robustez

Os resultados obtidos na determinacdo de DLX em capsulas através de
pequenas alteragdes nas condigdes cromatograficas otimizadas estdo demonstrados
na Tabela 16.
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Tabela 16 - Avaliacao da robustez do método de CLAE através da determinacao de
DLX em capsulas.

Parametro Condicao  DLX t° DLX N° T K
cromatografico (%) (min)
Comprimento de onda 225 99,32 7,117 11598 1,08 1,86
(nm) 235 99,23 7,133 11650 1,12 1,86
Temperatura 20 99,99 7,153 11714 1,35 1,87
(°C) 30 99,47 6,100 11542 1,33 1,85
Fluxo 0,8 100,38 9,183 14781 1,37 1,95
(ml/min) 1,2 100,65 6,187 12764 1,33 1,98
Acetonitrila (%) 45 100,95 5,305 12631 1,34 1,13
50 100,87 6,285 12867 1,31 1,91
pH da solugao 55 100,20 7,138 13956 1,33 1,86
tampao 6,5 99,95 7,841 12998 1,41 2,15

Normal® 100,22 7,305 13382 1,35 1,92

°t. tempo de retencdo, "N: numero de pratos tedricos, “T: simetria, “k: fator de
retencédo, °Condigdo normal: coluna ACE® C18 (250 x 4 6 mm, 5um) fase movel
tampao fosfato de potassio monobasico 50 mM (pH 6,0, acrescido de 0,3%
trietilamina) e acetonitrila (60:40, v/v); fluxo 1,0 ml/min; detecgéo UV A 230 nm;
temperatura de analise 25 °C.

4.4.9 Discussao

A otimizagdo das condi¢gdes cromatograficas empregadas na analise
quantitativa de DLX foi realizada, principalmente, através da escolha de um sistema
eluente adequado, uma vez que a composicdo da fase movel influencia
significativamente o desempenho e a resolucdo dos componentes de uma mistura
(USP 31, 2008). A fim de separar a DLX dos seus produtos de degradacao formados
sob condicbes forcadas, diferentes fases mdéveis foram utilizadas para obter um
método simples e rapido com um razoavel tempo de andlise. Proporcdes distintas de
solvente organico, como metanol e acetonitrila, foram avaliadas para constituir a fase
mével. A acetonitrila mostrou-se adequada porque proporcionou simetria no pico do

farmaco com um tempo de retencdo adequado, aproximadamente 7 minutos.

O pH do tampao desempenhou 0 maior papel na separagao dos produtos de

degradacdo. Quando o pH do tampdao foi ajustado para 3,0 com uma solucdo de
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acido fosforico (10%), a simetria do pico de DLX foi de 0,7 e o tempo de retencao
proximo a 4 minutos. Além disso, alguns dos produtos de degradacao co-eluiram.
Quando o pH foi elevado para 6,0 e a trietilamina foi adicionada na fase moével, a
simetria do pico da DLX e o tempo de retencdo se mostraram adequados,
melhorando também a resolugdo entre todos o0s seus produtos de degradacéo.
Assim sendo, a fase mével estabelecida foi a mistura de tampao fosfato de potassio
50 mM (pH 6,0, contendo 0,3% de trietilamina) e acetonitrila (60:40, v/v). A literatura
demonstrou um método indicativo de estabilidade para determinagdo de DLX
usando uma mistura complexa contendo 0,1% de acido trifluoroacético, metanol e
tetrahidrofurano (60:20:20, v/v/v) como fase mével (SRINIVASULU et al., 2009).

Os estudos de degradacao demonstram a especificidade quando o método é
desenvolvido como indicativo de estabilidade, principalmente quando poucas
informacdes estdo disponiveis sobre os seus potenciais produtos de degradacéao. O
ICH recomenda a realizagdo de teste de degradacéo para elucidar a caracteristica
de estabilidade dos farmacos (ICH, 2005). O teste de degradagado forcada pode
ajudar a identificar rapidamente os produtos de degradacao, estabelecer vias para
degradacao e determinar a estabilidade intrinseca da molécula. A estabilidade
hidrolitica e fotolitica, bem como a suscetibilidade para oxidacao, sdo requeridos nos

estudos de degradacao.

O cloridrato de DLX é instavel e degrada rapidamente, aproximadamente 15%
por hora, quando exposto as condicbes acidas e consequentemente a sua forma
farmacéutica € uma capsula de gelatina contendo microgranulos com cobertura
entérica (WELLS e LOSIN, 2008). A DLX foi rapidamente degradada em meio acido
e um principal produto de degradacao (A1) foi observado, sendo este simétrico (T=
1,1) e bem resolvido entre o pico do farmaco (R=17,6). O aumento da concentragao
do &cido elevou a formagéo do produto de degradacao principal (A1) e a area da
DLX caiu rapidamente (Figura 18 d-e). A oxidag¢do quimica da DLX com H>O2 3% ou
H.O. 30% foi drasticamente observada (Figura 18 f-g) e com a fotodegradacao
(Figura 18 h) foi evidenciada a geracao de trés produtos de degradacgédo (P1, P2 e
P3). Entretanto, SRINIVASULU e colaboradores (2009) observaram a degradacao
de DLX somente sobre condi¢coes de hidrélise acida e também determinaram que

sobre outras condi¢des de degradacao forgcadas este farmaco foi estavel.
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O método desenvolvido neste trabalho por CLAE foi validado através da
avaliagdo dos seguintes parametros analiticos: robustez, especificidade, linearidade,
precisdo e exatidao.

Na robustez do método de CLAE foram verificadas pequenas alteracées nos
parametros cromatograficos, tais como: tempo de retengcdo, numero de pratos
tedricos (N), fator de retencao (k), simetria (T) e concentracao de DLX. Os valores
calculados de simetria para cada condicao cromatografica foram aceitaveis, pois se
encontram na faixa de 0,8 < T < 1,5 (USP, 2008). O fator de retencédo deve estar na
faixa de 0,5 < k< 10 (SNYDER, 1997). Os valores de k obtidos estao proximos de
2,0 indicando uma adequada retengdo e o numero de pratos teéricos demonstrou a
medida da eficiéncia da coluna em diferentes condic¢des. O fluxo (0,8 e 1,2 ml/min) e
o percentual de acetonitrila (45 e 50%) resultaram em mudangas no tempo de
retencdo em comparacao com a condicdo proposta normal. Entretanto, nenhuma
mudancga significativa foi observada a respeito na determinagdo quantitativa de DLX
(Tabela 16).

A pesquisa de possivel interferéncia na determinagdo quantitativa de DLX foi
avaliada através do teste de especificidade realizado a partir da investigagdo dos
excipientes utilizados na capsula e dos produtos de degradacdo formados em
solugao, a partir de condicdes de degradacao acida, alcalina, oxidativa e fotolitica. A
solucdo de amostra simulada dos excipientes (Figura 18 b) nao interferiu na analise
quantitativa de DLX, visto que o cromatograma nao apresentou nenhum pico com
retencao similar ao antidepressivo em estudo. A pureza do pico cromatografico para
DLX demonstrou que este foi puro em todos os casos indicando que n&o havia
moléculas adicionais que estavam co-eluindo com a DLX e evidenciando a
disponibilidade do método em estimar evidentemente o farmaco de interesse na
presenca de potenciais interferentes. Portanto, pode-se considerar o método
especifico, uma vez que, este demonstrou a capacidade de separar e de quantificar
o farmaco sem a interferéncia dos seus produtos de degradacdo e dos excipientes
contidos no produto farmacéutico.

A linearidade do método foi avaliada através da construcdo de uma curva
padrao com faixa de concentracédo entre 4,0 e 14,0 ug/ml. Foram desenvolvidas trés

curvas, sendo evidenciada uma correlacao linear entre as areas médias obtidas e a
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concentracdo de DLX SQR. A curva padrdao estd apresentada na Figura 15. O
estudo de regressao linear permitiu obter a equacao da reta y= 165,57x — 30,149 e
um coeficiente de correlacao (r) de 0,9998. A linearidade do método foi comprovada
através dos dados da ANOVA, onde foi verificada regressao linear significativa
(p<0,05) e nao foi demonstrado desvio da linearidade na faixa de concentracao
estudada (4,0 — 14,0 ug/ml), conforme Tabela 13. Os resultados obtidos demonstram
a validade do método em relagéo a linearidade.

A precisado do método para determinacdo de DLX em capsulas foi investigada
através da repetibilidade e da precisédo intermediaria, sendo esta ultima realizada em
trés dias diferentes. Os valores percentuais médios encontrados no doseamento das
amostras, durante os trés dias de andlise, foram de 101,41% (DPR= 1,07%),
100,15% (DPR= 0,89%) e 99,77% (DPR=0,79%), conforme Tabela 14. Os baixos
valores de DPR obtidos durante a analise de repetibilidade indicam a precisdo do
método e demonstram que € possivel realizar determinagdes de DLX nas mesmas
condicoes para uma amostra homogénea durante o curto intervalo de tempo de um
dia. A precisdo intermedidria exibiu valores percentuais médios de trés dias
diferentes de analise, indicando os desvios padrdes relativos obtidos intradia e
interdia. O teor médio observado interdia nas analises das amostras foi de 100,44%
com DPR de 0,85. Os baixos valores de DPR obtidos neste estudo caracterizam a
precisdo do método.

A exatiddo do meétodo proposto foi determinada através do teste de
recuperacao da DLX SQR, cujos resultados podem ser observados na Tabela 15. O
método desenvolvido demonstrou exatiddo através dos resultados obtidos, exibindo
percentagem de recuperacao média de 100,56%.

Com base na avaliacdo dos resultados obtidos através dos parametros
analiticos verificados no método de cromatografia liquida de alta eficiéncia para
andlise de DLX, é possivel afirmar que o método foi validado de maneira satisfatéria

e, portanto, € adequado para o controle de qualidade deste antidepressivo.
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4.5 Voltametria de redissolucao catodica

4.5.1 Instrumental e condi¢coes voltamétricas

As medidas voltamétricas foram realizadas em polarégrafo 675VA (Methrom,
Suica), empregando o eletrodo de referéncia Ag/AgCI/KCI 3 M, eletrodo auxiliar de
platina e eletrodo de trabalho de mercurio de gota pendente (HMDE). As analises

foram realizadas pela voltametria de redissolug&o catodica (CSV).

O eletrélito suporte utilizado foi o tampao Ringer pH 12 contendo 1% de
acetonitrila. O tampéao Ringer foi constituido da mistura da solu¢do de NaOH 0,1 M e
do tampao fosfato de sodio bibasico 0,1 M (60:40, v/v). A purga com nitrogénio foi
realizada na célula voltamétrica durante 300 segundos, o tempo de deposi¢do 15
segundos no potencial de -1,1 V. A varredura catddica foi realizada entre -1,1 a
-1,6 V com velocidade de 6,6 mV/s.

4.5.2 Otimizacao das condico6es voltamétricas

4.5.2.1 Preparacao da solucao de duloxetina SQR

Pesou-se, exatamente, o equivalente a 10 mg de DLX SQR, transferiu-se
quantitativamente para baldo volumétrico de 10 ml com auxilio de um pequeno
volume de acetonitrila. O baldo volumétrico foi colocado em banho de ultra-som por
15 minutos e o volume foi completado com acetonitrila. Foi transferida aliquota de
1,0 ml dessa solugao para baldo volumétrico de 10 ml completando o volume com a

acetonitrila. A concentracao final obtida da solu¢édo foi de 100 ug/ml de DLX SQR.

A otimizag&o das condigbes voltameétricas ocorreu através da transferéncia de
10 ml do eletrdlito suporte e 200 pl da solugdo de DLX SQR 100 ug/ml para a célula

voltamétrica. A concentragao final de DLX SQR na célula foi de 2 pg/ml.

4.5.2.2 Estudo do potencial de deposicao
Avaliou-se o efeito do potencial de deposi¢gao no sinal voltamétrico da DLX. O
potencial estudado foi de 0,0 V até -1,3 V com a solugdo de DLX SQR na

concentragao de 2 pg/ml.
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4.5.2.3 Estudo do tempo de deposicao

Neste estudo observou-se a influéncia do tempo de deposicao na corrente
gerada. O tempo de deposicao estudado foi de 0,0 segundos até 300 segundos com

a solucao de DLX SQR na concentragao de 2 pg/ml.

4.5.3 Validacao do método voltamétrico

4.5.3.1 Especificidade

A especificidade do método de CSV foi avaliada através da verificagdao de
interferéncia dos excipientes na determinagdo do teor de DLX no produto

farmacéutico.

Foi preparada solugdo de 100 ug/ml de DLX SQR em acetonitrila.
Paralelamente, uma solucdo de ASE foi preparada em acetonitrila na diluicao
equivalente a solugcdo de DLX SQR. A composi¢cdo de ASE estd apresentada na
Tabela 5.

As solugdes preparadas para o teste foram colocadas em banho de ultra-som
por 15 minutos, sendo que a solucdo elaborada com a ASE foi posteriormente
filtrada com papel de filtro. A filtracdo em membrana de nylon com 0,45 um de
didametro de poro precedeu a introducédo de 200 ul da solucdo de ASE para a célula

voltamétrica contendo 10 ml do eletrdélito suporte.

Os voltamogramas obtidos das solucdes foram comparados, verificando a

possivel interferéncia dos excipientes na determinagao do teor de DLX.

4.5.3.2 Linearidade

A linearidade do método analitico foi avaliada através da construgcédo de trés
curvas padrao, contendo cinco niveis de concentragées em cada uma delas. Para
construcao da curva padrao foi preparada uma solugcao de DLX SQR de 100 ug/ml,
em acetonitrila. A partir desta solucao foram transferidas aliquotas de 100,0; 200,0;
300,0; 400,0 e 500,0 ul, com auxilio de micropipeta automatica de volume variavel

para cada célula voltamétrica contendo 10 ml do eletrélito suporte. As solucoes
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obtidas na célula voltamétrica foram das seguintes concentragdes de 1,0; 2,0; 3,0;
40 e 5,0 ug/ml, respectivamente. Para cada concentragdo de analise foram

realizadas trés determinagdes por solugao.

As médias das correntes de DLX SQR, correspondentes a cada diluicéao,
foram utilizadas para obtencéo da curva padrao através da constru¢ao de um grafico

de corrente versus concentragao.

A equacgao da reta e o coeficiente de correlagédo (r) da curva padrao foram
calculados e os resultados foram avaliados estatisticamente, através da andlise de
variancia (ANOVA).

4.5.3.3 Precisao

A precisdo do método analitico foi expressa através da repetibilidade e da
precisdo intermediaria do método, sendo calculado o desvio padrao relativo (DPR)
obtido na determinacdo quantitativa de DLX em cépsulas. A repetibilidade foi
avaliada através da determinacdo do DPR obtido para andlise de seis amostras de
capsulas de DLX, sendo conduzida as analises durante o mesmo dia. Além disso,
também foi determinada a precisao intermediaria do método através de avaliagdo
intradia e interdia do DPR apresentado em trés dias diferentes de analise.

4.5.3.3.1 Preparacao das solucoes

4.5.3.3.1.1 Preparacao da solucao de duloxetina SQR

Descrito no item 4.5.2.1.

4.5.3.3.1.2 Determinacao de duloxetina em capsulas

A partir do peso médio de 20 capsulas de DLX, foi pesado, exatamente, o
equivalente a 2,5 mg de DLX da mistura dos microgranulos, sendo triturado o
material diretamente no recipiente de pesagem. Posteriormente, transferiu-se o
material, quantitativamente, para balao volumétrico de 25 ml com auxilio de um

pequeno volume de acetonitrila. O baldo volumétrico foi colocado em banho de ultra-
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som por 15 minutos e, posteriormente, foi completado o volume com acetonitrila e o
seu conteudo foi filtrado com papel de filtro. A concentracao final obtida da solucao
foi de 100 pg/ml de DLX. Posteriormente, foi transferida aliquota de 200 ul dessa
solucédo, previamente filtrada em membrana de nylon com 0,45 um de didmetro de
poro, para célula voltamétrica contendo 10 ml do eletrdlito suporte. A concentragdo

tedrica final de DLX na célula foi de 2 ug/ml, sendo a andlise realizada em triplicata.

A concentragdo (Ca) em pg/ml das solugbes de DLX em capsulas foi
determinada pelo esquema 1 descrito no item 4.3.4.2.

As percentagens de DLX nas capsulas (Ca%) foram calculadas pelo esquema
2 descrito no item 4.3.4.2.

4.5.3.4 Exatidao

Para a elaboracdo do teste de recuperacao foram preparadas solugdes de
DLX SQR e de capsulas de DLX diluidas em acetonitrila, ambas em concentragéo

equivalente a 100 pug/ml de DLX.

Para a andlise foram transferidas, com auxilio micropipeta automatica de
volume variavel, aliquotas de 200,0 ul da solucao de capsulas de DLX para célula
voltamétrica. Além disso, foram adicionadas aliquotas de 50,0; 100,0 e 200,0 ul da
solucdo de DLX SQR na célula. As solucbes com concentragdes finais de 2,5; 3,0 e
4,0 pg/ml foram denominados recuperagdao (Ri, R> e Rs), respectivamente.
Posteriormente, uma aliquota de 200,0 pl da solucao de DLX SQR e das capsulas
de DLX foram transferidas para célula voltamétrica, sendo denominados de padréao

(P) e amostra (A), respectivamente.

A Tabela 17 representa, esquematicamente, o preparo das solugdes para o

teste de recuperacao da DLX SQR.
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Tabela 17 — Preparo das solugbes para realizacao do teste de recuperacao
utilizando o método de CSV.

Volume da solucéo de Volume da solugdo de  Concentracao

Célula capsulas de DLX DLX SQR final de DLX
voltamétrica 100 ug/ml 100 ug/ml (ng/ml)
(ul) (ki)
A 200,0 - 2,0
R1 200,0 50,0 2,5
Ro 200,0 100,0 3,0
R 200,0 200,0 4,0
P - 200,0 2,0

As solugbes obtidas na célula voltamétrica denominados A, P, Ry, Rz e R3
foram preparadas em duplicata. Para cada solugdo foram realizadas trés
determinagdes.

As percentagens de recuperagédo (R%) de DLX SQR foram calculadas através
do esquema 3 descrito no item 4.3.5.

4.5.3.5 Avaliacao da robustez

A robustez do método foi avaliada através da constatagdo de suscetibilidade a
variagdes nas condigdes voltamétricas, tais como: potencial de deposicao, pH e

concentragao de acetonitrila no eletrélito suporte.

Para a realizacao deste ensaio foram preparadas solucdes de DLX SQR e de
capsulas de DLX em acetonitrila equivalente a 100 ug/ml de DLX, para ambas. As
solugdes foram preparadas em duplicata, sendo realizadas trés determinagdes.
Avaliou-se a concentracdo de DLX através da andlise voltamétrica.

O potencial de deposigao foi otimizado conforme descrito em 4.5.2.2 e foram
avaliadas mudancgas de -1,0 e -1,2 V na determina¢do quantitativa de DLX em
capsulas. Para a avaliagdo da proporcao dos constituintes do eletrélito suporte foram
empregadas concentragdes de 0,5 e 1,5% de acetonitrila. O pH do eletrdlito suporte

também foi investigado, empregando valores de pH de 11,5 e 12,5.
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4.5.4 Resultados

4.5.4.1 Otimizacao das condicoes voltamétricas

As Figuras 20 e 21 demonstram o estudo para otimizacdo das condicbes de

analise do método voltamétrico.
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Figura 20- Efeito do potencial de deposicao no HMDE para anélise de DLX por CSV.
Condigbes voltamétricas: eletrdlito suporte tampao Ringer (pH 12, 1% de
acetonitrila), purga N2> 300 segundos, tempo de deposicdo 15 segundos, velocidade
6,6 mV/s.
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Figura 21- Efeito do tempo de deposicdo no HMDE para analise de DLX por CSV.
Condigbes voltamétricas: eletrdlito suporte tampao Ringer (pH 12, 1% de
acetonitrila), purga N> 300 segundos, potencial de deposicao -1,1 V, velocidade 6,6
mV/s.
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4.5.4.2 Especificidade

Os voltamogramas obtidos na andlise das solucbées de DLX SQR e da

amostra simulada de excipientes podem ser visualizados na Figura 22.
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Figura 22- Sinais voltamétricos da solugdo de DLX SQR (a) e de ASE (b) na
concentracao de 2 pug/ml. Condigdes voltamétricas: eletrélito suporte tampao Ringer
(pH 12, 1% de acetonitrila), purga N2 300 segundos, potencial de deposicéo -1,1 V,
tempo de deposicéo 15 s, velocidade 6,6 mV/s.

4.5.4.3 Linearidade

Os valores de correntes de picos referentes as concentracdes analisadas na
curva padrao por CSV estédo descritos na Tabela 18.

A Figura 23 demonstra a representagdo grafica da curva padrao obtida e
também a equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo (r) determinados por
regressao linear. A Figura 24 representa o voltamograma obtido para o estudo de

linearidade.

A Tabela 19 apresenta os valores encontrados na analise de variancia
(ANOVA) para avaliagao da linearidade do método desenvolvido.
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Tabela 18— Correntes de pico para DLX SQR obtidas através de CSV para a
construgao da curva padréo.

Concentracao (ug/mil) I (nA)* Corrente média DPR

11,34
1 11,14 11,29 1,17
11,39

17,35
2 17,84 17,67 1,55
17,81

29,57
3 28,86 29,29 1,28
29,43

41,23
4 40,84 40,94 0,61
40,76

48,53
5 48,26 48,35 0,33
48,25

* Cada valor € a média de trés determinagoes.
DPR — desvio padrao relativo
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Figura 23 — Representacao grafica da curva padrao de DLX obtida por CSV.

Tabela 19 — ANOVA das correntes determinadas para a obtencao da curva padrao
de DLX através de CSV.

Fontes de variacao gl Soma dos quadrados Variancia F
ENTRE 4 2873,00 718,4 11130
- Regressao linear 1 765,0 456,9 2390*
- Desvio da linearidade 3 0,078 0,089 0,54
RESIDUO 10 0,6457 0,06457
TOTAL 14 2874,00

* significativo para p< 0,05.

4.5.4.4 Precisao

Os resultados encontrados na avaliagao interdia e intradia para determinacao

de DLX estdo indicados na Tabela 20.
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Tabela 20 — Avaliacao interdia e intradia para determinacao de DLX em capsulas por
CSV.

Avaliacao intradia

Amostra Dia 1 (%) Dia 2 (%) Dia 3 (%)
1 103,88 101,06 100,12
2 99,60 99,49 100,16
3 101,66 99,57 99,98
4 99,84 100,45 99,53
5 102,58 100,60 99,64
6 100,26 101,27 101,11
Média (%) 101,30 100,41 100,09
DPR 1,68 0,74 0,56
Avaliacgao interdia
Média(%) 100,60
DPR 1,17

4.5.4.5 Exatidao

As percentagens de recuperacao obtidas a partir do teste de recuperacéo da
DLX SQR estao apresentadas na Tabela 21.

Tabela 21 — Resultados experimentais referentes ao teste de recuperagéo por CSV.

Concentracao Recuperacao Média
Adicionada (ug/ml) Recuperada (ug/ml)* (%) (%)
Ry 0,5 0,503 100,58
Ro 1,0 1,004 100,37 100,45
Rs 2,0 2,008 100,41

* Cada valor representa a média de seis determinagoes.

4.5.4.6 Avaliacao da robustez

Os resultados obtidos na determinacdo de DLX em capsulas através de

pequenas alteracbes nas condicées voltamétricas otimizadas estdo demonstrados
na Tabela 22.
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Tabela 22 - Avaliacdo da robustez do método voltamétrico através da determinagéo
de DLX em capsulas.

Variavel Condicao DLX (%)
Potencial de deposigao (E)
-1,0V pH=12 100,51
-11V Tq=15s 100,10
-1,2V 99,09
pH
11,5 E=-1,1V 99,71
12,0 Tq=15s 100,10
12,5 101,08
Acetonitrila (%)
0,5 E=-1,1V 100,14
1,0 Tq=15s 100,10
1,5 101,16

Td: tempo de deposigéo; E: potencial de deposigcao

4.5.5 Discussao

A voltametria estuda as relagbes entre a voltagem, a corrente e o tempo,
durante a eletrélise numa célula voltamétrica. Assim, nessa técnica, as informagdes
sobre o analito sdo obtidas por meio da medigdo da magnitude da corrente elétrica
que surge no eletrodo de trabalho ao se aplicar um potencial entre este eletrodo e
um eletrodo auxiliar. O paréametro ajustado € o potencial (E) e o pardmetro medido &
a corrente resultante (). O registro da corrente em funcdo do potencial é
denominado voltamograma. A magnitude da corrente obtida pela transferéncia de
elétrons durante um processo de oxi-reducdo pode ser relacionada com a
quantidade de analito presente na interface do eletrodo/solucdo e
consequentemente, na célula eletroquimica (VOGEL, 1992).

Com relagdo ao eletrodo de trabalho, existem diversos tipos, variando-se
desde o material empregado na sua construgéo, até sua morfologia e dimensdes. O
eletrodo mais empregado em voltametria é o eletrodo de mercurio de gota pendente
(HMDE). Esse apresenta como vantagem o fato de que cada gota nova pode ser
facilmente formada e este processo de renovagao remove problemas que possam
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ser causados por contaminacdo de uma analise prévia. A Figura 20 demonstra o
comportamento voltamétrico da DLX no HMDE na faixa de potenciais de -1,1 a
-1,6 V, empregando o tampao Ringer (pH 12) contendo 1% de acetonitrila como

eletrolito suporte.

A escolha da técnica voltamétrica a ser utilizada esté relacionada com o tipo e
a qualidade de informacao qualitativa/quantitativa que se quer obter a respeito do
analito ou do processo que envolve a interagdo entre o analito e o eletrodo de
trabalho. Existem diversas técnicas voltamétricas: voltametria de pulso normal
(NPV), voltametria de pulso diferencial (DPV), voltametria de pulso reverso (RPV),
voltametria de onda quadrada (SW), voltametria de corrente alternada (AC) e
voltametria ciclica (CV). A escolha de cada uma delas depende do analito e da

concentracdo do mesmo, entre outros fatores.

A voltametria de redissolugcédo catddica (CSV) tem sido empregada em uma
grande variedade de compostos organicos de interesse quimico e farmacéutico
devido a forte tendéncia que essas substancias possuem de adsorverem na
superficie do eletrodo de mercurio (EL-MAALI, 2004). A CSV é caracterizada por ser
realizada em duas etapas diferentes: a etapa da deposicdo e a etapa da
redissolucdo. A etapa de deposicao é feita eletroanaliticamente aplicando-se o
potencial de deposicdo (Ed) durante um determinado tempo e com agitacdo da
solugdo. O tempo de deposicao (Td) é escolhido em funcédo da espécie eletroativa
durante o qual a espécie de interesse sera adsorvida sobre a superficie do eletrodo
de trabalho. A Figura 21 demonstra que no tempo 0,0 até 90 segundos a corrente
permanece constante, portanto foi empregado o tempo de 15 segundos de
deposicdo. Apdés o término da etapa de deposi¢cdo, procede-se a etapa de
redissolugdo, em que, as espécies que foram adsorvidas na superficie do eletrodo
sdo reduzidas gerando um sinal analitico. Esse sinal € a corrente originada no
processo de redissolugdo a qual é usada para a determinagdo da concentragdo da
espécie (SKOOG, 2007).

A varredura catodica entre -1,1 a -1,6 V demonstrou que a DLX possui um
sinal voltamétrico caracteristico no potencial de -1,3 V, aproximadamente (Figura
22). Neste potencial foi possivel verificar que nao existe sinal voltamétrico dos

excipientes contidos no produto farmacéutico. Portanto, podera ser realizada a
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determinacdo quantitativa de DLX no potencial de -1,3 V sem a interferéncia dos

excipientes, assim demonstrando a especificidade do método.

A linearidade do método foi avaliada através da construcao de curva padrao,
na faixa de concentracdo de 1,0 a 5,0 pg/ml. Foram desenvolvidas trés curvas,
sendo calculadas as correntes médias obtidas para tragar uma curva padréao,
conforme Figura 23. Os resultados demonstram uma correlagéo linear entre as
correntes obtidas e a concentragdo de DLX SQR, apresentando a equagéo da reta
y= 9,739x + 0,291 e coeficiente de correlacdo (r) de 0,9951 determinado através do
estudo de regressao linear. A analise da variancia (ANOVA) das correntes obtidas
pela curva padrdo demonstra que existe regresséo linear e ndo ha desvio da
linearidade, apresentado na Tabela 19. Os resultados obtidos conferem a validade
do método desenvolvido em termos de linearidade.

A precisdo do método na determinacdo de DLX em capsulas foi expressa
através da repetibilidade e da preciséao intermediaria, sendo esta realizada em trés
dias diferentes. O valor percentual médio encontrado no doseamento das amostras
durante os trés dias foi de 101,30%, 100,41% e 100,09% do teor declarado de DLX.
O valor apresentado de desvio padrao relativo (DPR) maximo na avaliagao intradia
foi de 1,68, conforme Tabela 20. Este resultado corresponde a repetibilidade do
método, onde foram realizadas determinagbes em uma mesma amostra homogénea
em condigdes idénticas e durante um curto intervalo de tempo de um dia. A precisao
intermedidria exibe valores percentuais médios de trés dias diferentes de analise,
indicando os desvios padrdes relativos obtidos interdia. A Tabela 20 indica estes
valores, onde se verifica um teor médio de 100,60% (DPR= 1,17) observado interdia
nas analises das amostras. Os baixos valores de DPR obtidos neste estudo

caracterizam o método como preciso.

A exatiddo do método proposto foi determinada através do teste de
recuperacao da DLX SQR, cujos resultados podem ser observados na Tabela 21. O
método desenvolvido demonstrou exatiddo através dos resultados obtidos, exibindo
percentagem de recuperacao média de 100,45%.
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A robustez do método por CSV foi avaliada por pequenas modificagcbes nas
condicoes voltamétricas. Entretanto, nenhuma mudanca significativa foi observada

na determinacgao quantitativa de DLX (Tabela 22).

Com base na avaliacdo dos resultados obtidos através dos parametros
analiticos verificados no método voltamétrico para andlise de DLX, pode-se afirmar
que o método foi validado de maneira satisfatéria e, portanto, € adequado para o

controle de qualidade deste antidepressivo.

4.6 Analise comparativa dos métodos analiticos

A andlise da variancia (ANOVA) foi o tratamento estatistico aplicado para a
comparacao entre os resultados obtidos pelos métodos analiticos validados neste
trabalho. Para este teste foram utilizados os valores alcangados na determinagcao de
DLX em capsulas através de espectrofotometria na regiao do UV, CLAE e CSV.

4.6.1 Resultados

A Tabela 23 apresenta os resultados obtidos na determinacdo quantitativa de

DLX em céapsulas pelos métodos analiticos validados neste trabalho.

O tratamento estatistico dos valores obtidos pelos diferentes métodos

quantitativos propostos neste trabalho esta demonstrado na Tabela 24.

Tabela 23 — Resultados obtidos na determinagdo de DLX em cépsulas por
espectrofotometria na regidao do UV, CLAE e CSV.

Espectrofotometria UV CLAE CSv
Teor (%)* 100,43 100,44 100,60
DPR 0,52 0,85 1,17

* Cada valor representa a média de dezoito determinacdes.
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Tabela 24 — ANOVA dos valores obtidos na determinagédo de DLX em céapsulas por
espectrofotometria na regido do UV, CLAE e CSV.

Fontes de Variacao GL Soma de Quadrados Variancia F
ENTRE 2 4,325 2,163 2,055
RESIDUO 51 53,67 1,052
TOTAL 53 58,00
p=0,1386

4.6.2 Discussao

O resultado da ANOVA demonstrou que ndo ha diferenca significativa entre
os métodos desenvolvidos, em um nivel de significancia de 5%, conforme
apresentado na Tabela 24. Estes resultados comprovam que os métodos
desenvolvidos sdo intercambiaveis, sendo adequados para a determinagéao

quantitativa de DLX no produto farmacéutico.

A escolha da espectrofotometria na regido do UV, CLAE ou CSV para ser
aplicada como um método de controle de qualidade na determinagdo quantitativa de
DLX em capsulas devera ser em fungao, principalmente, das vantagens que cada
técnica proporciona. Assim sendo, a espectrofometria na regido do UV é uma
técnica simples e, no entanto, se a amostra apresentar algum produto de
degradacédo da DLX esta técnica ndo seria capaz de discrimina-los devido a falta de
seletividade deste método. Ja, o método cromatografico foi desenvolvido como
indicativo da estabilidade da DLX, sendo possivel determinar quantitativamente o
farmaco, no produto farmacéutico, na presenca dos seus produtos de degradagéao
gerados em diferentes condi¢des (acida, alcalina, oxidativa e fotolitica). Por fim, se
salienta as vantagens que a técnica voltamétrica pode proporcionar como um
método de controle de qualidade na determinacao quantitativa de DLX em cépsulas,
tais como: rapidez na analise, consumo reduzido de solventes e geracdo de

residuos.
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4.7 Conclusoes

- A determinagdo de DLX em capsulas por espectrofotometria na regiao
do UV empregando o comprimento de onda de 290 nm e acetonitrila

como solvente demonstrou ser especifica, linear, precisa e exata;

- A CLAE, nas condi¢gdes experimentais estabelecidas, demonstrou
especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez para a

determinacao quantitativa de DLX na sua forma farmacéutica;

- O método desenvolvido por CSV foi validado adequadamente,
demonstrando ser especifico, linear, preciso, exato e robusto para
analise quantitativa de DLX em capsulas;

- Analise comparativa entre os métodos propostos (espectrofotometria na
regiao do UV, CLAE e CSV) para a determinagao quantitativa de DLX
demonstrou ndo haver diferenca estatisticamente significativa entre

eles.
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5. Estudo da estabilidade

5.1 Introducao

A degradacdo compreende uma ou mais reagbes quimicas, cuja velocidade
pode ser calculada através de equacdes cinéticas. O estudo da cinética de
degradagdo é fundamental para o estudo da estabilidade de preparacoes
farmacéuticas. Apresenta como objetivos obter, experimentalmente, os dados
cinéticos e correlaciona-los, por equagdes matematicas, além de propor mecanismos
para as reagdes de degradacao e estabelecer condigbes para acelerar ou diminuir a
velocidade das reacdes (NUDELMAN, 1975).

As velocidades de reagao podem classificar-se como de ordem zero, primeira
ordem ou segunda ordem, de acordo com o0s expoentes que afetam as
concentragbes dos reagentes. A ordem da reacdo € uma grandeza experimental,
determinada a partir da lei de velocidade da reacdo quimica, verificando-se a

concentragcado de amostras retiradas no decorrer do tempo (NUDELMAN, 1975).

A reacdo de ordem zero ocorre quando a velocidade de reagcdo €
independente da concentracdo da substancia ativa. Nesse caso, um gréafico de
concentracdo (C) em funcdo do tempo (f) d4 origem a uma reta, cuja inclinacéo
corresponde a constante de velocidade da reacao (k). Quando a velocidade da
reacdo depende da concentracdo do reagente, a reagdo segue uma cinética de
primeira ordem, obtendo-se uma reta com a representagdo do logaritmo da
concentracao (log C) em funcao do tempo (f). A cinética de segunda ordem ocorre
quando a velocidade de reagcao depende da concentragdo de dois reagentes, ou a
segunda poténcia da concentragdo de um deles. Para esse tipo de reacédo, a
representacado do inverso da concentragdo (7/C) em funcdo do tempo (t) fornece
uma reta (NUDELMAN, 1975; LACHMAN et al., 2001).

O estudo preliminar da estabilidade da DLX foi realizado em condigcbes
hidroliticas (acida ou basica), oxidativa e fotolitica empregando a SQR, conforme
apresentado no capitulo 4. Considerando a instabilidade da DLX frente a condicao
acida e também frente a luz, realizou-se a cinética de degradacdo nestas duas
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condicoes em solugdes do produto farmacéutico para definir a ordem de reagéo e a
velocidade da reacdo de degradagcdo da DLX. Além disso, neste capitulo também
foram descritos o isolamento e a identificagdo do produto de degradacao majoritario

formado em condigcao &cida.

5.2 Objetivos especificos

- Realizar estudo da cinética de degradacéo da DLX frente a hidrélise acida e a
luz UVC, empregando a solucao do produto farmacéutico;

- Isolar o produto de degradagédo majoritario gerado na hidrélise acida da DLX
(PDA-14) através de cromatografia em camada delgada preparativa;

- ldentificar e caracterizar o PDA-14 através de RMN-'H, RMN-'3C, COSY,
CLAE e CCD.

5.3 Estudo da cinética de degradacao

5.3.1 Cinética de degradacao acida

5.3.1.1 Materiais e métodos

O estudo da cinética de degradacado acida foi conduzido em solugao do
conteudo das capsulas de DLX através do emprego da solugdao de HCI 0,1 M. Para
realizacdo da determinagdo quantitativa foram utilizadas as condi¢des
cromatograficas descritas na Tabela 4, usando o método validado e indicativo de

estabilidade proposto no capitulo 4.

5.3.1.2 Preparacao da solucao de duloxetina SQR

Pesou-se, exatamente, o equivalente a 10 mg de DLX SQR, transferiu-se
quantitativamente para baldo volumétrico de 100 ml com auxilio de um pequeno
volume de acetonitrila. O baldo volumétrico foi colocado em banho de ultra-som por

15 minutos e o volume completado com acetonitrila. Foi transferida aliquota de 1,0
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ml dessa solugao para baldo volumétrico de 10 ml, e o volume foi completado com a

fase mével. A concentragao final obtida da solugéo foi de 10 ug/ml de DLX SQR.

5.3.1.3 Preparacao da solucao amostra de DLX

A partir do peso médio de 20 capsulas de DLX, foi pesado, exatamente, o
equivalente a 25 mg de DLX da mistura dos microgranulos, sendo triturado o
material diretamente no recipiente de pesagem. Posteriormente, transferiu-se o
material, quantitativamente, para baldo volumétrico de 100 ml e procedeu-se a
diluicdo com acetonitrila. O baldo volumétrico foi colocado em banho de ultra-som
por 15 minutos e, posteriormente, o volume foi completado com mesmo solvente,
obtendo-se uma suspensao de DLX de 250 pg/ml. A suspensao foi filtrada e uma
aliquota de 20,0 ml dessa solugao foi transferida para baldo volumétrico de 50 ml,
completando-se o volume com solugédo de HCI 0,1 M, (100 pug/ml). Esta solugéo foi
dividida, posteriormente, em duas aliquotas: a primeira foi submetida a hidrélise
acida em tempo zero, empregando uma solu¢do de NaOH 0,1 M para neutralizagdo
e a segunda aliquota foi colocada em banho-maria em temperatura de 70 °C, sendo
retirada aliquotas apdés 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos.

Para obter uma solugdo de DLX 10 pg/ml, transferiu-se 1,0 ml da solugao de
DLX 100 pg/ml, nos intervalos de tempo determinados anteriormente e também 1,0
ml de uma solucao de NaOH 0,1 M. A aliquota foi transferida para baldo volumétrico

de 10 ml e completou-se o volume com a fase moével.

5.3.2 Estudo da cinética de fotodegradacao

5.3.2.1 Materiais e métodos

A avaliacdo da cinética de fotodegradacao foi desenvolvida em camara de
vidro espelhada internamente (10 x 17 x 17 cm) contendo lampada emissora da
radiagdo UVC (254 nm) (Ecolume ZW®, 254 nm, 15 W) e com monitoramento de
temperatura interna durante o experimento. A verificacdo da interferéncia do calor,
dentro da camara de vidro, foi realizada através da colocagdo de uma cubeta

contendo a amostra nas mesmas condigbes, porem protegida com papel laminado.
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Para realizagdo da determinacdo quantitativa foram utilizadas as condicoes
cromatograficas descritas na Tabela 4, usando o método validado e indicativo de

estabilidade proposto no capitulo 4.

5.3.2.2 Preparacao da solucao de duloxetina SQR

A preparagao da solugao de DLX SQR utilizada nesse estudo foi preparada

de acordo com o descrito no item 5.2.1.2.

5.3.2.3 Preparacao da solucao amostra de DLX

Para realizagdo do estudo de fotodegradacéo, a solugdo de amostra de DLX
(250 pg/ml) foi preparada conforme item 5.2.1.3. Aliquotas foram acondicionadas em
cubetas descartaveis (Ultra Vette®) e colocadas inclinadas a uma distancia de 10 cm
da lampada emissora de radiacao ultravioleta. Os tempos avaliados de exposicao
das solucdes foram zero, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 minutos. Posteriormente, para obter uma
solucédo de DLX 10 pg/ml, transferiu-se 1,0 ml da solugédo de DLX 250 pg/ml, nos
intervalos de tempo determinados anteriormente, para baldo volumétrico de 25 ml e

completou-se o volume com a fase movel.

5.3.3 Calculos cinéticos

A ordem da reacao para a cinética de degradacéao acida e da fotodegradacao
da DLX foi determinada representando a concentracdo residual do farmaco em
funcdo do tempo (reacao de ordem zero), In da concentracdo em funcao do tempo
(reacao de primeira ordem) e inverso da concentracdo em funcao do tempo (reagao
de segunda ordem). Os coeficientes de regressao linear (r) foram obtidos, sendo que
o coeficiente mais proximo da unidade indica a ordem da reagdo. Os parametros
cinéticos da constante de velocidade de reacao (k), periodo de vida util 90% (tgo%),

tempo de meia-vida (t12) foram obtidos.
O modelo cinético pode ser representado pelos seguintes esquemas:

C= Cyp— kt (reacao de ordem zero)
Esquema 4
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InC= InCy — kt (reacao de primeira ordem)

Esquema 5

1/C= 1/Cy + kt (reacao de segunda ordem)

Esquema 6

Onde:
Co= concentracao de DLX no tempo zero;
C= concentracao de DLX apds a reacao no tempo f;

k= constante de reagéo.

5.3.4 Resultados

A Tabela 25 apresenta os valores de concentragcdes de DLX, logaritmo natural
da concentracéo (In C) e o inverso da concentracao (1/C), utilizados para construgéao
dos graficos e definicdo da ordem da reacdo no estudo de degradacao da cinética

acida.

Tabela 25- Estudo da cinética de degradacao acida da DLX.

Tempo (min) Concentracao de InC 1/C
DLX (ug/ml)
0 10,25 2,327 0,098
5 9,36 2,236 0,107
10 8,51 2,141 0,118
15 7,64 2,034 0,131
20 6,71 1,904 0,149
25 5,70 1,741 0,175
30 4,99 1,608 0,200
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As Figuras 24, 25 e 26 apresentam as representacdes graficas das cinéticas

de degradacdo acida

respectivamente.

de ordem zero, primeira ordem e segunda ordem,

Concentracao (ug/ml)
_07
o
o

y=-0,1776x + 10,258
r =0,9995

5 10 15
Tempo (min)

20 25 30

Figura 24- Representacéo grafica da cinética de ordem zero para degradagao acida

de DLX.
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4
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c y =-0,0242x + 2,3612
— 1,000 A r =0,9944
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Figura 25- Representacéo grafica da cinética de primeira ordem para degradagéo

acida de DLX.
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0,200 ~ *
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Figura 26- Representacao gréafica da cinética de segunda ordem para degradacao
acida de DLX.

De acordo com os valores encontrados dos coeficientes de correlagéo,
verificou-se que a degradagédo da amostra das capsulas de DLX em condigédo acida

obedece a uma cinética de ordem zero.

A partir da definicio da ordem da reacdo, calculou-se a constante da

velocidade de degradacéo (k), valor de tgge, € t1/2.

Os valores de k em cada tempo foram calculados a partir da equagédo de
ordem zero descrita no esquema 4. O valor médio foi obtido a partir da média
aritmética dos valores de k para cada tempo de exposicdo ao acido. O valor de k
médio foi de 0,1766 pg ml"'min™.

Os valores de tgg9 € t1,2 foram calculados a partir dos seguintes esquemas:

tgo%= 0,1 Co/k
Esquema 7

ti2= Co/2k
Esquema 8

O valor de tgp foi de 5,8019 minutos, ou seja, tempo na qual 90% da
concentracdo do farmaco se encontra inalterada. O valor de ti» foi de 29,0096
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minutos, ou seja, tempo necessario para a concentracao do farmaco decair a 50%

da concentracao inicial.

Os cromatogramas obtidos no estudo da cinética de degradacao acida estao

apresentados na Figura 27.
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Figura 27 — Estudo da cinética de degradacao acida das solugdes de DLX (10 ug/ml)
nos tempos: zero, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos, onde (A) DLX e (B) produto de
degradacgdo majoritario. Condicdes cromatogréaficas: coluna ACE® C18 (250 x 4,6
mm, 5um); fase movel tampao fosfato de potassio monobasico 50 mM (pH 6,0,
acrescido de 0,3% trietilamina) e acetonitrila (60:40, v/v); fluxo 1,0 ml/min; deteccéo
UV A 230 nm; temperatura de analise 25 °C.

A Tabela 26 apresenta os valores de concentragdes de DLX, logaritmo natural
da concentracéo (In C) e o inverso da concentracao (1/C), utilizados para construgéao
dos graficos e definicdo da ordem da reagao no estudo da fotodegradag¢ao da DLX.
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Tabela 26- Estudo da cinética de fotodegradacéao da DLX.

Tempo (min) Concentracao de InC 1/C
DLX (ug/ml)
0 10,31 2,333 0,997
2 8,65 2,158 0,116
4 7,47 2,010 0,134
6 6,07 1,803 0,165
8 5,565 1,714 0,180
10 4,43 1,488 0,226
12 4,32 1,463 0,231

As Figuras 28, 29 e 30 apresentam as representagdes graficas das cinéticas
de fotodegradacdo de ordem zero, primeira ordem e segunda ordem,
respectivamente.

12,00 -
10,00 ¢

y =-0,5061x + 9,7214

8,00 - r=09779

6,00 -
4,00 -
2,00 -
0,00 \ \ \ \ \ \

Concentracao (ug/ml)

Tempo (min)

Figura 28- Representacao gréafica da cinética de ordem zero para
fotodegradacéo de DLX.
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Figura 29- Representacao grafica da cinética de primeira ordem para
fotodegradacéao de DLX.
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Figura 30- Representacéo grafica da cinética de segunda ordem para
fotodegradacéo de DLX.

De acordo com os valores encontrados dos coeficientes de correlacéo,
verificou-se que a degradacao da amostra das capsulas de DLX sob exposicao a luz

UVC obedece a uma cinética de primeira ordem.

A partir da definicho da ordem da reacdo, calculou-se a constante da
velocidade de degradacéo (k), valor de tgge, € t1/2.
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Os valores de kK em cada tempo foram calculados a partir da equacao de
primeira ordem descrita no esquema 4. O valor médio foi obtido a partir da média
aritmética dos valores de k para cada tempo de exposicao frente a luz UVC. O valor
de k médio foi de 0,0819 min™",

Os valores de tgg9 € t1,2 foram calculados a partir dos esquemas 9 e 10.

too= 0,106/k
Esquema 9

ti0= In2/k
Esquema 10

O valor de tgg9, foi de 1,2943 minutos e o valor de t» foi de 8,4636 minutos.

Os cromatogramas obtidos no estudo da cinética de fotodegradagdo estao
apresentados na Figura 31.

mAU
120 |

100 "\ H Co

Figura 31 — Estudo da cinética de fotodegradagéo das solugdes de DLX (10 pg/ml)
nos tempos: zero, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 minutos, onde (A) DLX & (B) produto de
degradacdo majoritario. Condlgoes cromatograflcas coluna ACE® C18 (250 x 4,6
mm, 5um); fase movel tampao fosfato de potassio monobasico 50 mM (pH 6, O
acrescido de 0,3% trietilamina) e acetonitrila (60:40, v/v); fluxo 1,0 ml/min; detecgéo
UV A 230 nm; temperatura de analise 25 °C.
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5.3.5 Discussao

No estudo de cinética de degradacao foi empregado o método validado e
indicativo da estabilidade apresentado no capitulo 4, j& que esse permitiu realizar a
determinacao quantitativa de DLX frente aos produtos de degradacao formados nas
condi¢oes acida e fotolitica conduzidas neste estudo. A resolugéo entre os picos dos
produtos de degradacao gerados e o pico do farmaco foi adequada (Figuras 27 e
31). Além disso, a pureza do pico de DLX ndo demonstrou interferéncia dos produtos
de degradacao formados para a determinacao quantitativa deste farmaco.

Na condicao acida a avaliagcao dos resultados obtidos através das Figuras 24,
25 e 26 permitiu determinar o melhor coeficiente de correlagdo (r= 0,9995),
sugerindo que a degradagédo da amostra obedece a uma cinética de ordem zero nas
condi¢oes utilizadas neste estudo, ou seja, a velocidade de decomposicdo do
farmaco independe da concentracdo dos reativos (LACHMAN et al., 2001). Neste
tipo de reacao o fator limitante pode ser, por exemplo, a solubilidade do farmaco no
meio acido. Portanto, somente a quantidade do farmaco que se encontra em solucao
se degrada. A medida que o farmaco é consumido na reacdo de degradacio, a sua
concentracado na solucao reduz progressivamente e o restante se dissolve até que
todo o farmaco tenha reagido. Portanto, a reacdo de degradagcdo ndao depende da

concentracao total do farmaco, mas somente da fragcdo que se encontra em solucao.

A avaliacdo dos resultados através das Figuras 28, 29 e 30 permitiu
determinar o melhor coeficiente de correlacdo (r= 0,9913), sugerindo que a
degradagdo da amostra segue uma cinética de primeira ordem nas condigdes de
fotodegradacéao utilizadas neste estudo, ou seja, a velocidade de decomposi¢cao do
farmaco ¢é diretamente proporcional a concentracdo de um dos reagentes
(LACHMAN et al., 2001). A temperatura interna da camara de vidro manteve-se
estavel e a analise da solugdo amostra protegida com papel laminado mostrou-se
também estavel durante o periodo de tempo do estudo, indicando que a temperatura
nao influenciou na degradagdo do farmaco e que esta ocorreu apenas pela
exposicao a radiagao UV.

Os estudos de cinética de degradacao indicaram que, sob exposicao a luz
UV, a DLX degrada rapidamente, sendo a constante de velocidade de degradacao
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(k) média de 0,0819 min™, tee, de 1,2943 minutos e ti» de 8,4636 minutos. Na
condicdo &cida, o valor de k médio foi de 0,1766 ug ml'min™, tgoe, de 5,8019 minutos
e t12 de 29,0096 minutos.

As analises dos cromatogramas obtidos demonstraram a labilidade da DLX
em solucéo frente a condicdo acida e fotolitica realizadas neste estudo cinético
(Figuras 27 e 31). Além disso, foi possivel visualizar a formagao de um produto de
degradagdo majoritario com tempo de retengdo aproximado de 14 minutos, em
ambas as condi¢des. O produto farmacéutico contendo a DLX é comercializado na
apresentacéo de capsulas contendo microgranulos com revestimento entérico, o que
demonstra a preocupagao da industria farmacéutica Elli Lilly na prote¢éo do farmaco
frente a luz e também na exposicdo deste ao meio acido. Portanto, realizou-se a
escolha da condi¢do acida para prosseguir com os estudos de estabilidade, ja que é
possivel verificar a rapida e elevada formacao do produto de degradacao majoritario
(PDA-14, Figura 27), diferentemente do que é observado na condicdo de
fotodegradacéao (Figura 31).

5.4 Isolamento do produto de degradacao maijoritario acido (PDA-14)

5.4.1 Preparacao da amostra de DLX

A suspensdo de amostra de DLX (1 mg/ml) foi preparada em acetonitrila.
Posteriormente, transferiu-se uma aliquota de 25,0 ml dessa suspensao para balao
volumétrico de 50 ml e completou-se o volume com HCI 0,1 M, obtendo uma solugao
de DLX 500 pg/ml. A solugéo foi colocada em banho-maria em temperatura de 70 °C
por 1 hora. Apos este periodo a solucdo foi neutralizada com uma quantidade
adequada da solucao de NaOH 0,1 M e concentrada em evaporador rotatério até a

reducéo de 47% do volume inicial, aproximadamente.

5.4.2 Cromatografia em camada delgada preparativa

Foram preparadas no laboratério placas de silica gel 60 GFzs4 (Merck), com
espessura de 0,5 mm e dimensao 20 x 20 cm. O sistema eluente foi constituido de
cloroférmio e metanol (80:20, v/v).
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A solucdo da amostra degradada em condicdo acida foi posteriormente
concentrada em evaporador rotatério e aplicada nas placas. Estas foram transferidas
para cubas previamente saturadas com o sistema eluente proposto. As manchas
foram visualizadas através da luz UVC (254 nm), sendo posteriormente marcadas e
raspadas com auxilio de espatula. O material foi extraido da silica com metanol
(Merck) e filtrado a vacuo, através de vidro sinterizado. A solugéo resultante foi
concentrada em evaporador rotatério até a secura e mantida em dessecador até ser
realizada a verificacdo da pureza do produto de degradacao isolado empregando o
método de CLAE desenvolvido neste trabalho e descrito no item 4.4. Apos ser
constatada a pureza do produto de degradacao isolado de diversas placas, estas
fracoes foram reunidas para elucidagao estrutural do PDA-14.

5.4.3 Resultados

O cromatograma obtido apds a purificacdo do PDA-14 por CCD preparativa

encontra-se na Figura 32.
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Figura 32- Cromatograma do produto de degradacao acida (PDA-14) isolado em
CCD preparativa e sua respectiva curva de pureza do pico. Condicoes
cromatograficas: coluna ACE® 5 C18 (250 mm x 4,0 mm, 5um); fase mével tampao
fosfato de potassio monobasico 50 mM (pH 6,0; contendo 0,3% de trietilamnia) e
acetonitrila (60:40, v/v); fluxo 1,0 ml/min; deteccao UV A 230 nm; temperatura de
andlise 25 °C.
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5.4.4 Discussao

As condicbes utilizadas para realizacao da cromatografia em camada delgada
preparativa foram estabelecidas apds testes preliminares, os quais incluiram
diferentes sistemas eluentes. Primeiramente foi testado o sistema eluente
constituido de acetato de etila, metanol e hidroxido de amdnio (85:10:5 v/v/v). Neste
sistema foi verificado que o PDA-14 apresentou um valor de Rf elevado a e na
avaliacao através do CLAE se mostrou muito impuro. Portanto, o uso de cloroférmio
e metanol (80:20, v/v) mostrou ser mais adequado para o isolamento do PDA-14.

A purificagdo do produto de degradacao foi verificada por CLAE. Através dos
cromatograma obtido foi possivel observar que o PDA-14 se encontra puro (Figura
32), ndo havendo outros picos referentes a impurezas. O rendimento obtido na etapa
de isolamento do PDA-14 de DLX foi de 15 mg, aproximadamente.

A molécula de DLX apresenta em sua estrutura um oxigénio (Figura 33.1),
sendo este protonado sob condi¢bes &cidas e proporcionando a geracao de um
produto intermediario (Figura 33.2). Posteriormente, ocorre a cissdao da molécula
original formando um outro produto intermediario (Figura 33.3). Além disso, também
ocorre a formacdo do 1-naftol (Figura 33.4) e este pode ser o caminho mais
favoravel da hidrolise acida da DLX. Isto se deve a elevada estabilidade do
carbocation formado, (vizinho do anel aromatico), quando o 1-naftol deixa a molécula
DLX (Figura 33.3). Esta estrutura € mais estavel do que o produto intermediario
formado inicialmente (Figura 33.2) devido a localizacao da carga positiva num atomo
menos eletronegativo (carbono). Subsequentemente, o produto intermediario (Figura
33.3) reage para formar novas espécies e o 1-naftol (Figura 33.4) é obtido como um
produto de degradacdo estavel, permitindo uma andlise direta por RMN-'H e de
RMN-"3C.
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Figura 33- Caminho de degradacao da molécula de DLX.

5.5 Identificacao do PDA-14

5.5.1 Materiais e métodos

5.5.1.1 Ressonancia magnética nuclear

A elucidagao estrutural do PDA-14 foi realizada através da analise por
RMN-'H, RMN-'®C e bidimensional, COSY. As andlises foram realizadas em
espectrometro BRUKER (DPX400), no Laboratério de Ressonancia Magnética
Nuclear, Departamento de Quimica, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

O PDA-14 foi solubilizado em cloroférmio deuterado para obtengao dos espectros.

5.5.1.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

O equipamento e as condigdes de andlise foram descritos previamente no
item 3.5.3.1.

As amostras de 1-naftol e 2-naftol foram preparadas com acetonitrila e
colocadas em banho de ultra-som por 15 minutos. Posteriormente, as solugdes

foram diluidas com a fase mével para uma concentracao final de 10 ug/ml. Uma
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pequena quantidade de PDA-14 foi solubilizada em acetonitrila, realizando a filtragao

em membrana de nylon e precedendo a injecao das amostras no equipamento.

Foi realizada uma comparacao entre o tempo de retencao e o espectro obtido
em detector de arranjo de fotodiodo nas solu¢des contendo PDA-14, 1-naftol e 2-

naftol.

5.5.1.3 Cromatografia em camada delgada

Para analise por cromatografia em camada delgada foram utilizadas DLX
SQR, PDA-14 e 1-naftol.

A migracdo cromatografica foi realizada em cromatoplacas aluminizadas de
gel-silica 60 Fzs4 (Merck) com 12 cm de comprimento, 5 cm de largura e 0,25 mm de
espessura de camada absorvente. O sistema eluente foi constituido de cloroférmio e
metanol (80:20, v/v). A identificagdo foi realizada através da visualizagdo das

manchas obtidas sob a luz de UV a 254 nm.

Foram preparadas, isoladamente, solugdes em acetonitrila contendo DLX
SQR e 1-naftol na concentracao final de 500 pug/ml. As solugdes foram colocadas em
banho de ultra-som por 15 minutos. Uma pequena quantidade da solugdo amostra
de DLX, submetida ao HCI 0,1 M a 70 °C por 1 hora, foi aplicada diretamente na
cromatoplaca.

5.5.2 Resultados

O espectro de RMN-'H do PDA-14 encontra-se apresentado na Figura 34. Os
deslocamentos quimicos (38), multiplicidade, constante de acoplamento (J) e o
nuamero de hidrogénios dos sinais observados no espectro estdo apresentados na
Tabela 27.
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A estrutura quimica do PDA-14 foi numerada para facilitar a atribuicdo dos

sinais obtidos nos espectros (Figura 35).

Figura 35- Estrutura quimica do PDA-14 numerada.

Tabela 27- Valores de deslocamentos quimicos (ppm), multiplicidade, constante de
acoplamento (J), numero de hidrogénios e as atribuicdes para o espectro de RMN-
'H do PDA-14.

o (ppm) Multiplicidade® e Numero de Atribuicio®
constante de hidrogénios
acoplamento (J)

5,53 s 1 1
6,68 d (6,8 Hz) 1
7,22 t (7,8 Hz) 1
7,38-7,45 m 1 4,7¢8
7,74-7,77 m 1
8,13-8,16 m 1

& s= singleto, d= dubleto, m= multipleto.
® Figura 35.

A Figura 36 e a Tabela 28 apresentam o espectro de RMN-"°C do PDA-14 e

as atribuicdes realizadas para os sinais observados.
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Tabela 28- Valores de deslocamentos quimicos (ppm) e atribuicdo dos carbonos
para o espectro de RMN-'3C do PDA-14.

8 (ppm) Atribuicao®
108,74 2
120,74 4
121,42 9
124,31 3
125,29 10
125,80 8
126,41 7
127,66 6
134,70 5
151,14 1

& Figura 35.

O espectro COSY do PDA-14 encontra-se demonstrado na Figura 37.
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Figura 37- Espectro COSY do PDA-14.

As Figuras 38 a-c representam os cromatogramas e os espectros de absorcao
na regidao do UV obtidos em detector de arranjo de diodos para PDA-14, 1-naftol e 2-

naftol, respectivamente.
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Figura 38 a-c - Cromatogramas obtidos para PDA-14 (a), 1-naftol (b) e 2-naftol (c).
Condigdes cromatograficas: coluna ACE® 5 C18 (250 mm x 4,0 mm, 5um); fase
mével tampao fosfato de potassio monobasico 50 mM (pH 6,0; contendo 0,3% de

trietilamnia) e acetonitrila (60:40, v/v); fluxo 1,0 ml/min; deteccdo UV A 230 nm;
temperatura de analise 25 °C.
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Figura 39- Cromatoplaca obtida pela analise das solugées de DLX SQR (1), e 1-
naftol (2) e DLX submetida ao HCI 0,1 M a 70 °C por 1 hora (3), utilizando a luz UV
(254 nm).

5.5.3 Discussao

A identificacdo do produto de degradacdo acida da DLX, denominado de
PDA-14 foi realizada ap6s consideracdo sobre o caminho de degradacao deste
farmaco (Figura 33) aliado as analises dos espectros de RMN-'H, RMN-'°C e
bidimensional, COSY.

No espectro de RMN-'H (Figura 34 e Tabela 27), o hidrogénio ligado ao C2
aparece como um dubleto em 6,68 ppm, referente ao acoplamento entre os
hidrogénios do C2,3. Os hidrogénios do C3 estao descritos como um tripleto em 7,22
ppm, este fato ocorre devido ao acoplamento entre os hidrogénios do C3,2 e C3,4.
Para confirmar estas atribuicbes, o espectro bidimensional COSY foi realizado
mostrando a correlacdo 'H-'H da molécula proposta (Figura 37). O espectro de
COSY permitiu a confirmagé@o do PDA-14 como a estrutura do 1-naftol (Figura 35). A
primeira correlacdo pode ser evidenciada entre os hidrogénios do C2 (d-6,68 ppm) e
os hidrogénios do C3 (t-7,22 ppm), permitindo o primeiro sistema spin (Figura 37A).
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Os hidrogénios do C3 tem o segundo sistema spin (Figura 37B) formado pela

correlacao entre os hidrogénios do C2 e do C4.

As analises dos dados estabelecidos pelos experimentos de RMN permitiram
a caracterizagdo do PDA-14 como 1-naftol. Para ajudar na confirmagdo desta
estrutura, uma amostra comercial do 1-naftol foi analisada por CLAE e por CCD. O
tempo de retencdo e o espectro obtido, com auxilio do detector de arranjo de
fotodiodos, na CLAE (Figura 38 a-b), bem como o valor de Rf obtido foi 0 mesmo da
solucéo de DLX submetida ao HCI 0,1 M a 70 °C por 1 hora (Figura 39), confirmando
que PDA-14 é o 1-naftol. Além disso, uma analise por CLAE foi conduzida com o 2-
naftol (Figura 38 c) demonstrando tempo de retencéo e espectro diferenciados do 1-
naftol e do PDA-14.

O 1-naftol desempenha papel produzindo efeitos citotdxicos pela formacao do
1,2-naftoquinona e/ou 1,4-naftoquinona, quando metabolizado devido a redugao de
um elétron para radicais naftosemiquinona (DOHERTY et al., 1984). Estes podem
covalentemente ligar em macromoléculas celulares importantes ou entrar no ciclo
redox com oxigénio molecular por meio disso gerando espécies ativas de oxigénio
(CROERA et al., 2008). Portanto, o produto farmacéutico contendo DLX disponivel
no mercado (Cymbalta®) ¢é apresentado na forma de cdapsulas contendo
microgranulos com revestido entérico para evitar a degradacao acida do farmaco no
estbmago, uma vez que, seu produto de degradacdo majoritario € o 1-naftol que
apresenta efeitos citotoxicos.

5.6 Conlcusoes

- O estudo da cinética de degradacao da DLX sugere que a degradacao

acida da amostra obedece a uma cinética de ordem zero;

- Os resultados da cinética de fotodegradacdo da DLX sugerem uma

degradacéao de primeira ordem para amostra;

112



5. Estudo da estabilidade

- O produto majoritéario da degradacao acida (PDA-14) foi isolado com
pureza adequada através da cromatografia em camada delgada
preparativa;

- O PDA-14 foi identificado como 1-naftol através das analises RMN-'H,
RMN-"3C, COSY, CLAE e CCD.
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6. Conclusbes gerais

As analises por RMN-"H e RMN-'3C, DSC, espectroscopia na regido do IV e

espectrometria de massas permitiram a caracterizacdo da DLX SQR.

Os métodos desenvolvidos através da CCD, espectrofotometria na regiao do UV
e CLAE permitiram a identificacao da DLX, assegurando a presenga do farmaco
no produto farmacéutico.

Os meétodos propostos por espectrofotometria UV, CLAE e voltametria de
redissolucdo catédica foram validados adequadamente e demonstraram
especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez para andlise
quantitativa de DLX em capsulas.

A analise comparativa entre os métodos propostos para a determinagéo
quantitativa de DLX demonstrou ndo haver diferenca estatisticamente

significativa entre eles, sendo caracterizada a equivaléncia dos mesmos.

Os estudos da cinética de degradacao acida e de fotodegradagdo demonstraram
que a degradacao da DLX obedeceu a uma cinética de ordem zero e primeira

ordem, respectivamente.

O produto majoritario formado na degradacao acida, denominado de PDA-14, foi
isolado por cromatografia em camada delgada preparativa com pureza

adequada.

As andlises por RMN-'H, RMN-'3C, COSY, CLAE e CCD foram analisados e

permitiram a elucidacao do PDA-14 como 1-naftol.
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ABSTRACT

A stability-indicating LC assay method was developed for the quantitative
determination of duloxetine (DLX) in pharmaceutical dosage form in the presence of
its degradation products and kinetic determinations were evaluated in acid conditions
and light UVC exposure. Chromatographic separation was achieved by use of ACE®
C18 column (250 x 4.0 mm, 5 um). The mobile phase was established by mixing
aqueous 50 mM potassium phosphate buffer (pH 6.0 containing 0.3% triethylamine)
and acetonitrile (60:40, v/v). DLX was rapidly degraded in acid medium, in the
presence of hydrogen peroxide and light UVC radiation, while it was more stable in
alkali medium. The described method was linear over a range of 4.0-14.0 ug mL™ for
determination of DLX (r= 0.9998). The precision was demonstrated by relative
standard deviation (RSD%) of intra-day (RSD= 0.79 - 1.07%) and inter-day studies
(RSD= 0.85%). The mean recovery was found to be 100.56%. The acid degradation
of DLX in 0.1M HCI solution showed an apparent zero-order kinetics (k= 0.177 min™")
and the photodegradation demonstrated an apparent first-order kinetics (k = 0.082
min~'). The developed method was found to be simple, specific, robust, linear,
precise, and accurate for the determination of DLX in enteric-coated pellets.

KEYWORDS: duloxetine, stability-indicating assay, stress degradation study, kinetic
degradation.

1. Introduction

Major depressive disorder (MDD) is a chronic, recurrent iliness associated with
a broad range of symptoms leading to significant functional impairment, morbidity,
and in severe cases, increased risk of mortality (1). The duloxetine hydrochloride
[(+)-(S)-N-methyl-3-(1-naphthalenyloxy)-2-thiophenepropanamine hydrochloride]
(Fig. 1), has been approved for the treatment of MDD and for the management of
diabetic peripheral neuropathic pain (2). It is a balanced selective serotonin and
norepinephrine-reuptake inhibitor.

Fig. 1



The LC determination of duloxetine (DLX) in biological fluid studies has been
reported in literature with mass spectrometry detection (3-5), fluorescence (6), and
UV detection (7-8). Recently, an HPLC method to separate the enantiomers of DLX
was reported (9). The simultaneous estimation of the key intermediates for chemical
synthesis of DLX was determined by LC methods using UV detection (10-11).
Literature has demonstrated that a stability-indicating LC method for determination of
DLX in the presence of its impurities and degradation products generated from forced
decomposition studies (12) was developed. Nevertheless, this study assayed the
DLX in bulk material and employed a complex mobile phase. Thus, the aim of our
study was to develop and validate a simple stability-indicating LC method, which
allowed the determination of DLX in pharmaceutical dosage form, and to determine
the kinetics of degradation describing the concentration changes of DLX in acid

condition and on photodegradation.
2. EXPERIMENTAL

2.1 MATERIALS

Duloxetine hydrochloride reference standard (89.1% of DLX free base) was
obtained from Eli Lilly (Sdo Paulo, Brazil). Duloxetine capsules (Cymbalta® 60 mg)
containing enteric-coated pellets were purchased from the market. The excipients
contained in the pharmaceutical dosage form (hypromellose, hydroxypropyl
methylcellulose acetate succinate, sucrose, talc, titanium dioxide, and triethyl citrate)
were all of pharmaceutical grades and acquired from different distributors.
Acetonitrile LC grade was purchased from Tedia (Fairfield, CA, USA), and o-
phosphoric acid, potassium dihydrogen phosphate and triethylamine were obtained

from Merck (Darmstadt, Germany).

2.2 Apparatus and chromatographic conditions

The LC system consisted of AGILENT 1200 (Santa Clara, CA, United States)
model equipped with a photodiode-array detector (DAD G1315B), degasser
(G1322A), pump (G1311A), autosampler (G1329A), and HPLC column compartment



(G1316A). The output signal was monitored and processed using a ChemStation,
B0201-SR1[260].

The mobile phase was established by mixing aqueous 50 mM potassium
phosphate buffer (pH 6.0 containing 0.3 % triethylamine) and acetonitrile in ratio
60:40 (v/v). Separation was achieved by using ACE® C18 column (250 x 4.0 mm, 5
um, Aberdeen, Scotland), and the flow rate was 1.0 mL min™". The HPLC column was
maintained at 25 °C and the detector was set at a wavelength of 230 nm. The

injection volume was 20 pL.

2.3 Preparation of standard and sample solutions

Stock standard solution of DLX (100 ug mL™") was prepared in acetonitrile. An
aliquot of this solution was diluted in the mobile phase to obtain the final
concentration of 10 pg mL™" of DLX.

To prepare a sample solution, twenty weighed capsules of Cymbalta® (60 mg
of DLX) were ground and an amount of powder equivalent to 10 mg of active
compound was diluted with acetonitrile. The sample solution was filtered and the
appropriate aliquot was diluted in the mobile phase to obtain a final solution

containing 10 pg mL™" of DLX.

2.4 Method validation

The validation procedure for the analysis of DLX by LC method followed the
International Conference on Harmonization (ICH) guideline and United States
Pharmacopoeia (13-15). The performance parameters evaluated in this method were
specificity, robustness, linearity, limit of detection (LOD), limit of quantitation (LOQ),

precision, and accuracy.

2.4.1 Specificity

The specificity of the LC method was evaluated to ensure that there was no
interference from the excipients contained in pharmaceutical product or from

products resulting from forced degradation.



Solutions containing 1 mg mL™" of the drug were prepared in acetonitrile for the
stress degradation studies. An appropriate aliquot was transferred into a volumetric
flask and the volume was completed with 0.1 M NaOH, 0.01 M HCI, 0.1 M HCI, 3%
H,O, or 30% H,O, to give a final concentration of 100 pg mL™" of DLX. These
solutions were subjected to heating at 70 °C. The hydrolytic study was carried out in
0.1 M NaOH for 2 h, 0.01 M HCI for 60 min and with 0.1 M HCI for 30 min. The
oxidative reaction was performed in 3% H2O, for 1 h and with 30% H>O, for 15 min.
For LC analyses, 2.0 mL aliquots of the above solutions were transferred to 20 mL
volumetric flasks, neutralized as needed, and each sample diluted to the mark with
mobile phase.

The stress degradation study in direct UV radiation (254 nm) was performed
exposing the DLX solution in acetonitrile (1 mg mL™") for 30 min at room temperature
in a photostability chamber (1.0 x 0.17 x 0.17 m) with mirrors and equipped with UV-
C lamps (Ecolume ZW®, 254 nm, 15 W), and UV cuvettes (Ultra Vette®, Sdo Paulo,
Brazil) were used as a container for samples. Samples submitted to identical
conditions, but protected from light, were used as a control. Peak purity test
performed by photodiode array detector (PDA) was useful to show that the analyzed

chromatography peak did not contain more than one substance.

2.4.2 Robustness

Chromatographic parameters (peak retention time, theoretical plates, tailing
factor, retention factor, and repeatability) were evaluated using both samples and
reference substance solutions (10 pg mL™") changing wavelength (225 and 235 nm),
column temperature (20 and 30 °C), flow rate (0.8 and 1.2 mL min™), acetonitrile
concentration (45 and 50%), and buffer pH (5.5 and 6.5).

2.4.3 Linearity, LOD and LOQ

The linearity was evaluated at seven concentrations in the range of 4.0 - 14.0
ug mL" of DLX. Results were analyzed by the linear regression analysis, which was

calculated by the least square method.



LOD and LOQ were determined by reducing the concentration of a standard
solution until the DLX peak response was approximately three or ten times, greater

than the noise, respectively.
2.4.4 Precision

The precision of the reported method for the determination of DLX was studied
using the parameters repeatability (intra-day) and intermediate precision (inter-day).
It was expressed as relative standard deviation (RSD) at series of measurements.
The repeatability of this method was verified on the same day, at the same
concentration and under the same experimental conditions for each of the samples
evaluated. The intermediate precision, which is the inter-day variation at the same
concentration level, was determined on three consecutive days. In order to evaluate
the precision of the method, six solutions were prepared (10 ug mL™") and the amount

was determined in pharmaceutical dosage form.

2.4.5 Accuracy

The accuracy of the method was determined through the recovery test of the
samples, using known amounts of DLX reference standard. For LC method, aliquots
of 1.0, 2.0 and 3.0 mL of a DLX standard solution (50 ug mL™) were added to three
sample solutions containing a fixed amount of DLX (4 ug) in acetonitrile, respectively.
Therefore, this recovery study was performed at a final concentration solution of 6.0,
8.0 and 10.0 pg mL™" DLX. All solutions were prepared in triplicate and analyzed.

2.4.6 System suitability test

System suitability tests were performed to ensure that the LC system and
procedure are capable of providing quality databased on USP 31 requirements (15).
The system suitability parameters include DLX retention time, tailing factor and
number of theoretical plates, as well as the peak area relative-standard deviation

(RSD, n= 6) of reference standard.



2.5 Kinetic determinations

The kinetics of acid degradation of DLX was evaluated in 0.1M HCI at 70 °C
for different times. Capsules of Cymbalta® containing enteric-coated pellets were
ground and an amount of powder equivalent to 25 mg of DLX was dissolved in 100
mL acetonitrile. The solution was filtered and an aliquot was transferred into 50 mL
volumetric flask and diluted with 0.1M HCI to 100 ug mL™" DLX. This solution was
placed at 70 °C and evaluated for time intervals of 0, 5, 10, 15, 20, 25, and 30 min.
Three samples were analyzed for each time interval. After the required time, aliquots
of 1 mL were transferred to a 10 mL volumetric flask then neutralized with 1 mL 0.1 M
NaOH. This solution was diluted with mobile phase to 10 ug mL" for the LC

determinations.

Stock solutions (100 pug mL™") of DLX capsules in acetonitrile were prepared.
The kinetics of photodegradation was performed exposing the solutions contained in
quartz cells in the chamber (Section 2.4.1). The UVC radiation was carried out for 0,
2, 4,6, 8,10, and 12 min. Three samples were analyzed for each time interval. After
the required time, aliquots of 1 mL were transferred to a 10 mL volumetric flask and

diluted with mobile phase to 10 ug mL™ for the LC determinations.

The concentrations of the remaining DLX determined at the different time
intervals in kinetics determination were used in the plots. The plots were (a) values of
concentration against time (zero-order kinetics), (b) In of concentration versus time
(first-order kinetics), and (c) reciprocal of concentration versus time (second-order
kinetics). The kinetic parameters such as apparent order degradation rate constant

(k), half-life (t12) and tgo were obtained.
3. Results and Discussion

3.1 Development of LC method

Regulatory agencies recommend the use of stability-indicating methods (16)
for the analysis of stability samples (17). Thus, stress studies are required in order to
generate the stressed samples, method development and method validation (18). In



order to separate DLX and degradation products produced under stressed
conditions, different mobile phases were used and adjusted to obtain a rapid and
simple assay method with a reasonable run time, suitable retention time and the
sharpness of the peak. Distinct proportions of organic solvent (methanol and
acetonitrile) were evaluated and the acetonitrile was chosen because it improved the
retention time and symmetry of DLX peak. Buffer pH played a major role in
separating all the degradation products of DLX. When the pH of the buffer was
adjusted to 3.0 with phosphoric acid solution, the tailing factor of the DLX peak was
0.7 and the retention time of DLX was around 4 min. Besides, some of its
degradation products were co-eluted. When pH increased towards basic side (pH
6.0) and triethylamine was added in the mobile phase, the symmetry of the DLX peak
and retention time were improved. The resolution among all its degradation products
was also improved. Thus, the mobile phase was established by mixing aqueous 50
mM sodium phosphate buffer (pH 6.0 containing 0.3% triethylamine) and acetonitrile
(60:40, v/v). The literature has demonstrated a stability-indicating LC method for
determination of DLX using the complex mixture of aqueous 0.1% trifluoroacetic acid,
methanol, tetrahydrofuran (60:20:20, v/v/v) as mobile phase (12). However, the

mobile phase established in our study is very simple.

3.2 Method validation

3.2.1 Specificity

Forced degradation or stress testing is undertaken to demonstrate specificity
when developing stability-indicating methods, particularly when little information is
available about potential degradation products. The ICH guideline entitled “Stability
Testing of New Drug Substances and Products” requires the stress testing to be
carried out to elucidate the inherent stability characteristics of the active substances
(14). Stress testing of the drug substance can help identify the likely degradation
products, which can in turn help establish the degradation pathways and the intrinsic
stability of the molecule and validate the stability-indicating power of the analytical
procedures used. Hydrolitic and photolytic stabilities as well as susceptibility to
oxidation are required. The use of an ideal stability-indicating method quantifies the

drug per se and also resolves its degradation products.



Stress degradation studies on DLX revealed the drug behavior, as
summarized in chromatograms (Fig. 2a-h). Upon heating the drug in 0.1 M NaOH at
70 °C for 2 h, 20% fall in the original drug peak area was observed and no additional
peaks were observed in the chromatograms (Fig. 2c). However, when the drug was
exposed to acid, UVC radiation and H>O, degradation products were otained (Fig.
2d-h). In acidic conditions (0.01M HCI or 0.1M HCI) the generation of a main
degradation product, A1 in 13.8 min (Fig 2 d-e), was observed. Duloxetine
hydrochloride is unstable and degrades rapidly (~ 15% per hour) when exposed to
acidic conditions and consequently, the finished pharmaceutical dosage form is a
gelatin capsule containing enteric-coated pellets (19). DLX was rapidly degraded in
acid medium and the main degradation product was observed (A1). It was symmetric
(Tailing factor= 1.1) and well resolved from the drug peak (RS= 17.6). The increase
concentration of acid raised the formation of main degradation product and the area
of DLX decreased drastically (Fig. 2e).

Fig. 2a-h

The DLX solution was exposed to chemical oxidation with 3% H2O, for 1h or
30% H20, for 15 min, the chromatographic peak corresponding to the parent drug
diminishes about 90 and 70%, respectively. Besides, no generation of the
degradation products could be observed under these experimental conditions (Fig.
2f-g). The exposure of the drug to short-wavelength UVC radiation resulted in its
rapid decomposition, and three unidentifiable products, P1, P2 and P3 were obtained
(Fig. 2h). Thus, our study demonstrated that DLX was degraded in acid medium, in
the presence of hydrogen peroxide and light UVC radiation too (Fig. 2c-g).
Nevertheless, Srinivasulu et al. (2009) observed DLX degradation only under acid
hydrolysis, and determined that under other stress conditions this drug was found to
be stable.

The excipients of Cymbalta® capsule did not cause interference in the DLX
analysis, which indicated the specificity of the method (Fig. 2b). The peak purity
indices of the drug in all stressed solutions, determined with a PDA detector under
the optimized chromatographic conditions, were found to be higher than 0.9997. This
demonstrated that it was pure in all cases indicating that no additional peaks were



co-eluting with the DLX and evidencing the ability of the method to assess
unequivocally the drug of interest in the presence of potential interferences. In order
to consider an assay method specific, it should demonstrate that it could separate
and quantify the drug from a physical mixture of the drug, degradation products and

excipients.

3.2.2 Robustness

The robustness of the method was examined by small variations of critical
parameters, and percent of DLX, retention time (R:), number of theoretical
plates/meter (N), tailing factor (7), and retention factor (k) were evaluated (Table 1).

Table 1

The robustness study has been proved that in every employed condition, the
chromatographic parameters agreed with established values and the assay data
remained acceptable (14). A tailing factor of 1 refers to a symmetric peak. The
calculated values for the tailing factor for each chromatographic condition were in the
acceptable range of 0.8 < T < 1.5 (15). The retention factor should be in the range of
0.5 < k< 10 (20). The k values obtained around 2.0 indicating optimum separation
and the number of theoretical plates demonstrated the measure the column efficiency
in different conditions. Flow rate (0.8 and 1.2 mL min™") and percent of acetonitrile (45
and 50%) resulted in changes in the retention time in comparison with the proposed
normal condition. However, no significant changes were observed regarding

quantitation of DLX.

3.2.3 Linearity, LOD and LOQ

The standard curves for DLX were constructed and demonstrated to be linear
in the concentration range of 4-14.0 ug mL™". The representative linear equation was
y=165.57x—30.1349, where x is the concentration (ug mL™") and y is the peak area.
The standards deviation of slope and intercept were 0.8713 and 8.387, respectively.
The correlation coefficient was r= 0.9998. Linearity data were validated by the
analysis of variance (ANOVA), which demonstrated significant linear regression and



no significant linearity deviation (p < 0.05). LOD and LOQ were 0.26 and 0.78 pug mL’
! respectively. This low values obtained were indicative of the high sensitivity of the
method.

3.2.4 Precision

Precision values obtained for the determination of DLX in samples with their
RSD are shown in Table 2.

Table 2

The variability of the results for determination of DLX was low. RSD values
were lower than 1.1% for intra-day, and values for inter-day were 0.85% for DLX in

pharmaceutical dosage form, confirming the good precision of the method.
3.2.5 Accuracy

Accuracy was evaluated by the simultaneous determination of the analytes in
solutions prepared by the standard addition method. Three different concentrations of
DLX standard were added to Cymbalta® capsule solution. The mean recovery was

found to be 100.56% (Table 3) and this value showed that the method was accurate.
Table 3
3.2.6 System suitability test
The system suitability parameters evaluated, under the experimental
conditions, showed a single peak of the drug around 7.3 min (Fig. 2a), tailing factor

(T= 1.35) and number of theoretical plates (N= 13,000), as well as the peak area
relative-standard deviation (RSD= 0.8%, n = 6).



3.3 Kinetic determinations

Most of the degradation reactions of pharmaceuticals occur at finite rates and
are chemical in nature. These reactions are affected by conditions such as solvent,
concentration of reactants, temperature, pH of the medium, radiation energy, and the
presence of catalysts. The order of the reaction is described based on the reaction
rate and on the concentration of the reactant. The degradation of most
pharmaceuticals can be classified as zero order, first order or pseudo-first order (21).
Thus, kinetic studies of decomposition of drugs using stability testing techniques are
essential for the quality control of such products. In our study, the kinetic investigation
of acid degradation and photodegradation was carried out.

The values of concentration, In of concentration and reciprocal of
concentration of the remaining drug versus time for kinetic determination under acid
condition are shown in Table 4. Through the evaluation of the correlation coefficients,
it could be concluded that the acid degradation of DLX in 0.1M HCI solution showed
an apparent zero-order kinetics (r= 0.9995) under the experimental conditions
applied. The calculated zero-order degradation rate constant was k = 0.177 min™",

t10= 29.0 min and tgo= 5.8 min were obtained.

The solutions employed in the kinetic determination of the photodegradation
developed a yellow color and were found to be around 57.0% of DLX, degraded in 12
min. The values of concentration, In of concentration and reciprocal of concentration
of the remaining drug versus time are shown in Table 5. The correlation coefficient
(n observed under the experimental conditions applied in photodegradation study
was 0.9913. It was obtained in the course of this kinetic determination when the In of
concentration of drug remaining versus time was plotted. Therefore, the kinetic model
for first-order degradation process was confirmed. The calculated first-order
degradation rate constant was carried out and k = 0.082 min™", ty,,= 8.5 min and tg=

1.2 min were obtained.

Table 3 and 4



5. Conclusion

This paper has reported for the first time a simple analytical method for
quantitative determination of DLX in pharmaceutical dosage form. The developed
and validated LC method according to guidelines was simple, specific, linear, precise,
accurate, and stability-indicating. DLX was rapidly degraded in acid medium, in the
presence of hydrogen peroxide and light UVC radiation, while it was more stable in
alkali medium. The acid degradation showed apparent zero-order kinetics and the
photodegradation demonstrated apparent first-order kinetics. Kinetic parameters of
degradation rate constant, ti» and tgo could be predicted. The proposed LC method
presented the ability to separate DLX from all its degradation products and therefore

can be applied in stability testing of the commercially available DLX capsules.
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Figure legends
Fig. 1. The chemical structure of duloxetine hydrochloride

Fig. 2a—h. Chromatograms obtained from DLX (10.0 pg mL"): DLX reference
substance (a); DLX reference standard (b1), DLX capsule (b2) and excipients
simulated sample (b3); basic hydrolysis 0.1 M NaOH 2h (c); acid hydrolysis 0.01 M
HCI 30 min and degradation product A1 (d); acid hydrolysis 0.1 M HCI 30 min and
degradation product A1 (e); oxidative degradation 30% H>O. 15 min (f); oxidative
degradation 3% H2O, 1 h (g); photodegradation 30 min and degradation products
P1, P2 and P3 (h). Chromatographic conditions: ACE® C18 column (250 x 4.0 mm, 5
um); 50 mM potassium phosphate buffer (pH 6.0 containing 0.3% triethylamine) and
acetonitrile (60:40, v/v), flow rate 1.0 mL min™*; UV detection at 230 nm.



Table legends

Table 1. Robustness experiments of LC method for determination of DLX.

Table 2. Inter and intra-day assay variation of DLX by proposed method.

Table 3. Recovery of standard solution added to commercially available sample.

Table 4. Kinetics of acid degradation in 0.1M HCI for DLX solution.

Table 5. Kinetics of photodegradation for DLX solution.



O !

WI:;HCI

Fig. 1.



1204 1404
DLX b2
1204
1004
80
bl
60
b3
40
I
20
0
1o B 4 i : 5 1o m
mAU ] mAU ]
DLX DLX
80 80
60 60
404 40
Al
20 201
R L
10 A 4 i i 5 5 o o T mi
Al 100
DLX
o P 15 mi 1 T 3 T % T
mAU ] mau]
DLX
P1 P2
DLX
MU\_— "
10 2 14 mi i & } Yy 2 T mi




Table 1.

Chromatographic Condition ~ DLX R? DLX N® TC K
parameter (%) (min)
Wavelength 225 99.32 7117 11,598 1.08 1.86
(nm) 235 99.23 7.133 11,650 1.08 1.86
Temperature 20 99.99 7.153 11,714 1.35 1.87
(°C) 30 99.47 7.100 11,542 1.33 1.85
Flow rate 0.8 100.38 9.183 14,781 1.37 1.95
(mL min'1) 1.2 100.65 6.187 12,764 1.33 1.98
Acetonitrile (%) 45 100.95 5.305 12,631 1.34 1.13
50 100.87 6.285 12,867 1.31 1.91
pH buffer 55 100.20 7.138 13,956 1.33 1.86
solution 6.5 99.95 7.841 12,998 1.41 2.15

Normal®  100.22 7.305 13,382 1.35 1.92

2 R;: retention time

® N number of theoretical plates/meter

¢ T: tailing factor

9 k: retention factor

¢ Normal condition (mobile phase): ACE® C18 column (250 x 4.0 mm, 5 um); 50 mM
potassium phosphate buffer (pH 6.0 containing 0.3% triethylamine) and acetonitrile

(60:40, v/v), flow rate 1.0 mL min™; UV detection at 230 nm



Table 2.

Sample Experimental Value DLX RSD? RSD"
(mg/capsule) Days amount (mg) (%) Intra-day Inter-day
(%) (%)
1 60.85 101.41 1.07
60 mg 2 60.09 100.15 0.89 0.85
3 59.86 99.77 0.79

& Mean of six samples in triplicate (n=6)

b =18



Table 3.

Amount Amount found % Recovery® + Mean % Recovery
added (ng mi™ RSD%
(ng mi™)
2.0 2.01 100.50 + 1.16
4.0 4.00 100.00 + 0.21 100.56
6.0 6.07 101.17+0.26

@ Each value is a mean of three determinations.



Table 4.

Time (min) Concentration of DLX In Concentration  1/Concentration

(ug mL™)

0 10.25 2.327 0.098
5 9.36 2.236 0.107
10 8.51 2.141 0.118
15 7.64 2.034 0.131
20 6.71 1.904 0.149
25 5.70 1.741 0.175
30 4.99 1.608 0.200
r 0.9995 0.9944 0.9797

" Zero-order kinetics (k= 0.177 min™", t;2= 29.0 min and tgo= 5.8 min)



Table 5.

Time (min) Concentration of DLX In Concentration  1/Concentration

(wg mL™)
0 10.31 2.333 0.997
2 8.65 2.158 0.116
4 7.47 2.010 0.134
6 6.07 1.803 0.165
8 5.55 1.714 0.180
10 4.43 1.488 0.226
12 4.32 1.463 0.231
r 0.9779 0.9913 0.9897

" First-order kinetics (k=0.082 min~", ;o= 8.5 min and tgo= 1.2 min)






