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Resumo

Palavras-chave: Diosmina, hesperidina, analise, teor e dissolugao.

Diosmina e hesperidina sdo flavonoides utilizados no tratamento dos
disturbios venosos e da circulagcéo periférica de retorno. Estes principios ativos
agem basicamente de trés formas na circulagdo de retorno: prolonga a atividade
da norepinefrina pariental das veias, aumentando o ténus venoso e reduzindo a
venostase; na micro-circulagdo, reduz a hiper-permeabilidade capilar e reduz a
fibrindlise e nos vasos linfaticos, aumenta a freqliéncia e a intensidade das
contragdes. Na realizacdo da presente trabalho foram desenvolvidas e validadas
as técnicas para a analise de dissolugdo e determinagdo do teor de ambos os
principios ativos, diosmina e hesperidina, na associagéo proposta. A quantificagéo
dos principios ativos foi feita em um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE)
acoplado a um detector DAD, usando como fase movel uma mistura de
acetonitrila:acido acético glacial:metanol:agua (2:6:28:66 v/v) e um fluxo de 1,5
mL/min, e como fase estacionaria uma coluna X-Terra C-18 com 150 mm de
comprimento e 4,6 mm de didmetro interno com particulas 5 ym, a coluna foi
aquecida a 40 °C. Os compostos foram detectados em 275 nm. As analises de
dissolucao foram realizadas utilizando o] meio tampao tris-
hidroximetilaminometano pH 12,4 + 1% de lauril sulfato de sodio, 900 mL, aparato
II'a 100 rpm durante 60 minutos. Os resultados obtidos mostraram que ambas as
metodologias, teor de diosmina e hesperidina e dissolucdo de ambos,
apresentaram resposta linear. Foram encontrados coeficientes lineares de 0,9954
para diosmina e 0,9992 para hesperidina na analise de teor, e de 0,9984 para
diosmina e 0,9947 para hesperidina na analise de dissolugéo. Assim chegou-se a
conclusdo de que as técnicas analiticas propostas sdo especificas, sensiveis,
precisas, exatas e robustas para a analise quantitativa e de dissolugdo da
associacao de diosmina 450 mg e hesperidina 50 mg na forma farmacéutica

comprimido revestido.
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Abstract

The Diosmina and Hesperidin are flavonoids used in disorders venous and
disorders of the peripheral circulation of retorn treatment. These active principles
act basically in three ways in the circulation of return: extending the activity of
norepinephrine pariental of the veins, increasing venous tone, and reducing
venostase, in micro-circulation, reduces the capillary hyper-permeability and
reduces the fibrinolysis; in lymphatic vessels, increases the frequency and the
intensity of contractions. In carrying out this work, techniques for analysis of
dissolution and determination of the level of actives principles, Diosmine and
Hesperidin in the proposed combination, were developed and validated. The
quantification of active principles was performed by a high performance liquid
chromatography (HPLC) coupled to a PDA detector, using as mobile phase with a
flow rate of 1,5 mL per minute of a mixture of acetonitrile: glacial acetic acid:
methanol: water (2:6:28:66 v / v), using a stainless steel column (15cm x 4,6mm)
packed with octadecylsilyl silica gel for chromatography (5um) (X terra) maintained
at a temperature of 40°. The compounds were detected at 275nm. The analysis of
dissolution were performed using tris-hidroximetilaminometano as buffered
medium pH 12, 4 + 1% of lauryl sodium sulfate, 900 mL, apparatus Il and rotate
the paddle at 100 revolution per minute for 60 minutes. The results showed that
both methods, assay of diosmine and hisperidin and dissolution of both, showed
linear response. It were found linear coefficients of 0.9954 for diosmina and 0.9992
for hesperidin in the analysis of assay, and 0.9984 for diosmina and 0.9947 for
hesperidin in the analysis of dissolution. Thus it was concluded that the analytical
techniques proposed are specific, sensitive, precise, accurate and robust for the
quantitative analysis and dissolution of the association of diosmine 450 mg and

hesperidin 50 mg in coated tablet form.
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1. Introducao

O tratamento conservador das doengas do sistema circulatério depende em
grande parte da mudancga de habitos de vida, alimentacéo e pratica de atividade fisica
adequada, correcao de fatores de risco e de condigcbes desencadeantes e tratamento
farmacolégico de doengas associadas. Por outro lado, a utilizagcdo de drogas com a
finalidade de melhorar a qualidade de vida do paciente portador de vasculopatia
periférica € uma pratica freqlente e obviamente necessaria. Portanto é de suma
importancia que o angiologista e ou cirurgido vascular estejam familiarizados com os
conceitos fisiopatolégicos e as opcgdes terapéuticas da especialidade médica
(ARAUJO, 2002).

A doenga venosa dos membros inferiores certamente é a causa mais frequente
de procura da especialidade. Dependendo do estagio evolutivo pode manifestar-se
através de varios sinais e sintomas, muitas vezes subjetivos podendo variar desde a
sensacgdo de peso nas pernas, desconforto, inquietagédo, cansago, parestesias, caibras
e edema até as alteragbes troficas (hiperpigmentagdo, lipodermatoesclerose,
eczemas) e ulceragdo cutanea. A ocorréncia de varizes como componente do quadro
de insuficiéncia venosa crénica pode ser primaria, congénita ou secundaria.
Excetuando-se o quadro agudo da trombose venosa profunda onde o tratamento
farmacologico com heparina e anticoagulantes orais é inquestionavel, nos casos
cronicos desde os mais leves até os mais severos a utilizagdo de drogas com o
objetivo especifico de mitigar os sintomas da insuficiéncia venosa devem ser
considerados com parcimbnia e certamente sdo coadjuvantes na terapia destas
condi¢cdes (ARAUJO, 2006).

Alguns flavonodides apresentam acdo farmacolégica sobre o processo
inflamatério. Dentre eles estdo a diosmina e a hesperidina, componentes especificos
do tratamento de transtornos perivenosos e proé-inflamatérios. Os flavondides s&o
conhecidos como inibidores da atividade de enzimas envolvidas na transformacao dos
acidos graxos polissaturados da membrana citoplasmatica. A hesperidina tem
propriedades venotdnica, vasoproteora e antivaricos e atua sobre a micro-circulacao,
aumentando a resisténcia e a permeabilidade, protegendo o endotélio. Além destas
propriedades antiinflamatérias, os flavondides apresentam efeitos analgésicos e
antiagregante plaquetario. Tanto a diosmina quanto a hesperidina, reduzem o edema
induzido por obstrugdo venosa (GRANADOS, 2003). Estudos clinicos recentes

reportam a utilizagdo de diosmina e hesperidina no tratamento de ulcera venosa da



perna, hemorréida e como agentes preventivos do cancer de célon (EL-SHAFAE; EL-
DOMIATY, 2001).

A andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa,
combinada com diferentes detectores € comumente utilizada como método analitico
para separacao de flavondides (KANAZE, et. al., 2003). Alguns métodos de analise
por HPLC foram relatados para a determinagéo de diosmina e hesperidina, isoladas ou
em associagdo. No entanto, estes métodos possuem algumas desvantagens, como:
(a) a utilizacdo de acidos e outras misturas terciarias ou quaternarias na fase movel,
(b) gradiente de eluicdo, consequentemente um longo tempo de andlise, (c) néo
envolvem padréo interno, (d) o uso de Aalcalis fortes (por exemplo, NaOH) para
extracao dos flavondide (EL-SHAFAE; EL-DOMIATY, 2001).

Para a associagcéo diosmina e hesperidina na forma comprimido revestido, de
uso bastante difundido no Brasil, ndo existem andlises quimicas descritas em
farmacopéias e/ou formularios oficiais, existindo artigos cientificos que relatam
metodologias para quantificacdo das duas substancias. Sendo assim, os objetivos
principais do presente trabalho foram desenvolver e validar métodos analiticos para o
controle de qualidade da associacdo diosmina e hesperidina presentes no
medicamento de referéncia comercializado no Brasil (Daflon®) e no medicamento
similar de uma empresa nacional de grande porte, utilizando a técnica de separagao
por cromatografia liquida de alta eficiéncia e detec¢ao por espectrofotometria UV, além
de desenvolver e validar um método de dissolucao para a associagdo de diosmina e
hesperidina na forma farmacéutica de comprimido revestido. E importante ressaltar
que a metodologia desenvolvida deve se aplicar ao medicamento teste e ao
medicamento de referéncia, para que posteriormente seja efetuado o teste de
equivaléncia farmacéutica.

A validacdo da metodologia analitica se faz necessario quando ndo existem
analises descritas em farmacopéias e/ou formularios oficiais devidamente
reconhecidos pela ANVISA, sempre que de forma direta ou indireta o processo de
fabricagéo dos farmacos tenha sido alterado pela utilizagdo de novos equipamentos,
quando houver duvida da qualidade final do produto e em caso de implantagdo de um

processo ou método analitico novo (VALENTINI, 2002).



2. Revisao da literatura

2.1. Flavonodides

O termo “flavonodide” se deriva do latim flavus, que significa amarelo, apesar de
grupos como os dos flavondis e flavonas serem incolores e das antocianinas variarem
seu espectro de cores do verde ao azul. Conhecem-se mais de 4200 flavondides
divididos de acordo com as caracteristicas quimicas e biosintéticas (MARTINEZ-
FLOREZ, et.al.; HOBBS; KRIS-ETHERTON, et.al.; 2002, 1991, 2002).

Os flavondides foram descobertos em 1930, pelo prémio Nobel Szent-Gyorgy
pela extracdo da citrina da casca do limao. A citrina tem a propriedade de regular a
permeabilidade capilar. Estes produtos naturais foram denominados inicialmente como
vitamina P (permeabilidade) e também como vitamina C2 (algumas das substancias
pertencentes a este grupo apresentavam propriedades semelhantes as da vitamina C).
Mas esta classificagéo foi abandonada em 1950 porque estas substancias ndo foram
confirmadas como vitaminas. Os flavondides na verdade sd&o uma classe de
metabdlitos secundarios de plantas que se derivam da condensac&do de uma molécula
de acido cindmico com trés grupos malonil-CoA e que participam da fotossintese
catalisando o transporte de elétrons (YLMAZ; TOLEDO, 2004).

A quantidade de flavonodides nas plantas € grande e complexa devido a
existéncia da forma O-glicosidica com diversos agucares, tais como glucose,
galactose, ramnose, arabinose, xilose e rutinose. A glicosilagdo aumenta a polaridade
dos flavondides e como conseqliéncia sua solubilidade. Acredita-se que a fungao dos
flavonoides nas plantas seja a de proteger-las contra a radiagdo UV e contra os micro-
organismos. Os efeitos fisioldgicos em humanos sédo desconhecidos, mas as teorias
se baseiam na funcao dos flavonoides como antioxidantes e captores de radicais livres
(JUSTESEN; KNUTHSEN; LETH, 1998).

Os flavonoides s&do encontradas com freqiiéncia em frutas, vegetais, flores,
folhas, cereais e no vinho (KRIS-ETHERTON, et. al., 2002). Os efeitos bioquimicos e
farmacolégicos dos flavonodides sdo muito vastos, tais como as agdes antioxidantes,
antiinflamatéria, antiplaquetaria, vasodilatadora, anticancernogénica, antimicrobiana,
antiviral, antialergénica, diurética, dentre outras (CLIMENT; CORMA, et. al., 2004).

A amargura de alguns sucos e sumos de frutas € uma qualidade indesejavel
para a industria, principalmente no suco de laranja. Os principais grupos de compostos
presentes nesses frutos e que sdo responsaveis pela amargura sdo chamados de
flavonéides (RIBEIRO, 2008).



Os principios ativos hesperidina e diosmina sdo flavondides utilizados no
tratamento de insuficiéncia venosa crbénica, dermatite varicosa, Ulceras varicosas,
linfedemas, hemorroidas, transtornos retinianos e vasculares (GRANADOS, 2003).

Os flavondides sao um dos maiores grupos de metabdlitos secundarios que
desempenham um papel importante nas plantas como a defesa, a sinalizagédo de
compostos na reprodugdo e a simbiose. Estes compostos estdo envolvidos em
mecanismos de resposta contra o estresse, como a causada pela elevacdo das
radiagbes UV-B, por infecgdo de microorganismos ou por ataque de herbivoros. Além
disto, os flavondides estdo envolvidos na produgcdo de nédulos radiculares como o
sistema de fixacdo de nitrogénio em uma variedade de leguminosas, sdo precursores
de pigmentos que conferem coloracao as flores e desempenham um papel importante
na interagédo com insetos. Eles também afetam a saide humana e animal devido ao
seu papel na a dieta, o que é atribuido as suas propriedades antioxidantes ou sua
acdo estrogénica. Os flavondides apresentam atividade antimicrobiana e muitas
enzimas envolvidas na sinalizacao intracelular podem ser afetadas pelos flavonéides
(RIJKE, et. al., 2006).

Podemos caracterizar os flavondides por serem compostos de baixo peso
molecular da familia dos polifendis complexos, com uma estrutura base C6-C3-C6
(dois anéis fenil — A — B — ligados através de um anel pirano — C) e geralmente
ocorrem em plantas na forma de glucosideos, sendo uma das substancias
responsaveis pela atribuicdo do perfil sensorial de frutas, atribuindo-lhes o corpo
caracteristico e pigmentos naturais. A estrutura basica dos flavondides se apresenta
na Figura 1 (MARTINEZ-FLOREZ, et.al., 2002).

Figura 1. Estrutura basica dos flavonoides (MARTINES-FLORES, et.al., 2002).



Dependendo da substituicdo e do grau de oxidacao do anel C, os flavondides
podem ser divididos em 14 classes. Na Tabela 1 se apresentam as principais classes
e um resumo de suas caracteristicas [YLMAZ, TOLEDO, (2004), MARTINES-
FLORES, et.al.,(2002)].

Tabela 1. Principais classes de flavonoides e algumas caracteristicas conhecidas
(YLMAZ, TOLEDO, 2004, MARTINES-FLORES, et. al., 2002).

Classes Caracteristicas
Flavonas e flavonéis | Pigmentacao em flores; protetores contra raios UV nas folhas
Antocianos Pigmentacgao do vermelho até o azul
Chalconas Pigmentagao amarela
Auronas Pigmentacéo amarela
Flavononas Podem apresentar sabor amargo
Isoflavondides Propriedades estrogénicas e/ou antifungicas
Di-hidro-flavonéis Presentes em tecidos de madeira
Bioflavonois Propriedades antifungicas
Flavanas Substancias adstringentes com propriedades tanantes

Dentro da mesma classe os flavonéides diferem na substituicdo dos anéis A e
B (PIETTA, 2000). Estes se encontram na natureza sob a forma de glicosideos,
formados através da unido de residuos de D-glucose a posigdo 3 ou a posigdo 7
destes flavondides, sendo a primeira substituicdo a mais freqliente, que promove uma
melhor absorgdo intestinal e uma maior bio-disponibilidade. No entanto, o glicosideo
apresenta menor reatividade na neutralizagdo de radicais livres que o flavondide
correspondente, bem como uma maior hidrosolubilidade (MARTiNES-FLORES, etal.;
HOBBS, 2002, 1991).

Em pesquisas epidemioldgicas associaram alguns flavondides a prevencéo de
doencgas provenientes do envelhecimento, isto pode ser devido a sua agéo
antioxidante. A formacgao de radicais livres pelo oxigénio é supostamente a chave para
o desenvolvimento de cancer e de doencas coronarias. Os radicais livres podem
atacar as biomoléculas, como os lipidios, as proteinas ou o DNA, mas estas podem
ser preservadas pela acdo dos agentes antioxidantes (BIRCH, et. al.; BRENNA;
PAGLIARINI; KOO; SUHAILA, 2001).



O interesse econdmico pelos flavonoides é decorrente de suas propriedades,
tais como, as cores que esses pigmentos possuem, sua importancia no processo de
tanagem do couro, na fermentagdo do cha-da-india, na manufatura do cacau e suas
contribuicbes na nutricdo e no sabor dos alimentos. Além disso, esses compostos
possuem também importéncia farmacolégica, funcionam como foto-protetores em
cremes solares e repelentes de insetos, etc. (HARBONE; MBRY, 1982).

Diosmina e hesperidina sao flavonoides glicosilados que ocorrem naturalmente
nos citrinos. Estes compostos apresentam uma grande variedade de propriedades
farmacoldgicas tais como antiinflamatério, antioxidante, sequestro de radicais livres e
antiulceroso, além de inibir determinadas enzimas do citocromo P-450, resultando em

interagbes medicamentosas (KANAZE, et. al., 2003).

2.1.1. Diosmina

A diosmina, 3',5-dihidroxi-4'-metoxiflavone 7-O-rutinoside, CysH3:045, € um
flavonoide obtido via reacédo de desidrogenacao da hesperidina presente em grandes
quantidades em varias frutas citricas (QUINTIN; LEWIN, 2004). O produto se
apresenta na forma sélida com ponto de fusdo de 274 °C e massa molecular de

608,54 g/mol. A Figura 2 apresenta a estrutura quimica do principio ativo diosmina.
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Figura 2. Estrutura molecular do principio ativo diosmina.



2.1.2. Hesperidina

A hesperidina (3’,5-dihidroxi-4’-metoxiflavanona-7-O-rutinosa), CsH34,045, € um
flavondide de ocorréncia natural em frutas e vegetais. A hesperidina € um flavondide
extraido principalmente de espécies citricas e se apresenta sob a forma de um pé
cristalino claro, com ponto de fusdo entre 250 e 255 °C. A massa molecular da
hesperidina é de 610,56 g/mol. A estrutura quimica da hesperidina se apresenta na
Figura 3 (SAKATA, et.al., 2003).

OH o OH

OCHj,
OH OH o)

OH (e} O ‘\\\\\\
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Figura 3. Estrutura quimica da hesperidina.
2.1.3. Atividade biolégica associada a diosmina e a hesperidina

A literatura reporta que uma dieta rica em hesperidina combinada ou ndo com
diosmina, exerce a¢ao contra o cancer de lingua, de colon, entre outros (TANAKA, et.
al.; TANAKA, et.al.; SAKATA, et.al., 1997, 2000, 2003), no entanto é fato observado
que a associagao destes dois ativos possui agdo sinérgica no tratamento da maioria
das patologias para quais a hesperidina é indicada (SAKATA, et.al., 2003). Atualmente
o Daflon 500 mg é usado no tratamento de doencgas inflamatorias e insuficiéncia
venosa e existe uma co-relagdo possivel entre o efeito anti-inflamatério e a atividade
quimiopreventiva da hesperidina. Existem dados reportados na literatura que indicam
uma associagao positiva entre a inflamacao crénica e os riscos de cancer. Estudos
recentes mostraram enzimas como COX-2 e/ou a sintase indutiva de &xido nitrico
(iINOS) estdo associadas com respostas inflamatorias (ARBABI, et.al., 2001, LALA,
CHAKRABORTY, 2001) e tem um papel importante no cancer (CAO, et.al.,, 2002,
CHAN, et.al, 1999, KO, etal, 2002). Alguns trabalhos tém reportado que a

hesperidina poderia modular a sintese da prostaglandina. SAKATA e colaboradores
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reportaram que o tratamento com hesperidina suprime a produgédo de PGE,, dioxido
de nitrogénio (NO,) e as expressdes da proteina INOS e concluiram que a hesperidina
atua como inibidor de COX-2 e iNOS, os quais poderiam estar relacionados com a

eficacia anti-inflamatéria e anti-tumoral (SAKATA, et.al., 2003).

2.1.4. Métodos analiticos descritos na literatura para detec¢ao e quantificagao de

flavonoides

Varias técnicas podem ser empregadas na detecgdo e quantificacdo de
flavonéides como: HPLC, HPTLC, LC-MS, CE, TLC (cromatografia em camada
delgada). A espectroscopia de absor¢do no UV-Visivel, entretanto, € o método mais
simples para a analise destes compostos. Os flavondides absorvem no UV-Visivel
devido a presenca das liga¢des duplas dos anéis aromaticos (MARKHAN, 1982).

Muitos métodos s&o relatados na literatura para a determinagéo de flavondides
em vegetais (principalmente frutas citricas) e produtos industrializados como sucos,
vinhos e chocolates, é fator predominante na analise quantitativa e qualitativa destes
compostos a utilizagdo de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com
deteccdo UV ou de fluorescéncia, além de extragdo prévia por meio de solucdes
aquosas de solventes organicos, como metanol e acetonitrila, em banho ultra-som
(SAKAKIBARA et al., 2003 ; CARISTI et al.,2003).

A identificagdo dos flavondides, quando utilizada a técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia, se baseia na comparagédo do tempo de retengdo destes
compostos com padrées comerciais. A coluna cromatografica que tém proporcionado
uma separagéo mais eficaz para estes compostos em extratos de frutas e vegetais € a
C18 (ROLIM et. al., 2006; JUSTESEN, KNUTHSEN, LETH, 1998).

Apesar da abundancia de descrigcbes analiticas para analise de flavondides em
plantas, pouco s&o os autores que relatam sua determinacdo em medicamentos,
Segundo EL-SHAFAE e EL-DOMIATY (2001), a quantificacdo dos ativos da
associagcdo de diosmina e hesperidina em Daflon® pode ser feita empregando-se
como diluente uma solugéo de 10% de DMSO em metanol, uma coluna LiChrosorb 10
pm, RP 18 de 25 x 4,6 mm, utilizando como fase movel uma mista de metanol e agua
(6/40, v/v), um fluxo de 1,5 mL/min, com detec¢cdo em 345 nm (método 1).

KANAZE et. al. (2003), cita como metodologia para separacdo de diferentes
flavondides, dentre eles a diosmina e a hesperidina, o seguinte método (método 2):

a) Diluente: dimetilsulféxido:metanol (1:1)



b) Coluna: C8 (250 x/4.6 mm, 5 um) acoplada a uma pré coluna C18 (20 x 4.6
mm, 37 a /53 ym )

c) Temperatura da coluna: 34°C

d) Fase Moével: tetraidrofurano/agual/acido acético (21:77:2, viv),

e) Fluxo: 0,85 ml/min.

f) Detecgéo: 280 nm

g) Volume de injegéo: 20 pL

Como ja mencionado neste trabalho, nenhum compendio oficial traz uma
metodologia que possa ser utilizada para determinacdo de diosmina e hesperidina,
simultaneamente, no entanto, a Farmacopéia Britanica, tras o seguinte método para

determinacgéo de teor de diosmina, matéria prima (método 3):

a) Diluente: dimetilsulfoxido

b) Coluna: 10cm x 4,6 mm C 18, 3 ym

c) Temperatura da coluna: 40°C

d) Fase Movel: acetonitrila:acido acético glacial:metanol:agua (2:6:28:66
v/Iv).

e) Fluxo: 1.5 ml/min.

f) Detecgéo: 275 nm
g) Volume de injegéo: 10 pL

2.2. Espectrofotometria

A espectrofotometria € um processo de medida que basicamente, emprega as
propriedades dos atomos e moléculas de absorver e/ou emitir energia eletromagnética
em uma das regides do espectro eletromagnético (CIENFUEGOS, 2000).

A espectroscopia de absor¢ao é uma das ferramentas mais Uteis e amplamente
usadas disponiveis para analise quantitativa. Caracteristicas importantes dos métodos
espectrofotométricos incluem: (1) ampla utilizagdo em sistemas organicos e
inorganicos, (2) sensibilidades tipicas de 10 ~* a 10 ~° M, (3) seletividade moderada a
alta, (4) boa exatidao (tipicamente, incertezas relativas de 1 a 3% s&o encontradas,
embora com precaugdes especiais os erros podem ser reduzidos a décimos de uma
parte por cento) (5) facilidade e conveniéncia de aquisicao de dados (SKOOG, 2002).

Tecnicamente dizemos que quando uma molécula absorve um féton, a energia
da molécula aumenta, ou seja, os elétrons sdo promovidos a um estado excitado. Se a
molécula emite um foton, a energia da molécula diminui. O estado de menor energia
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de uma molécula é chamado de estado fundamental. A radiagdo de microondas
estimula o movimento de rotacdo das moléculas quando absorvida. A radiagéo
infravermelha estimula as vibracbes das moléculas, e a luz visivel e a radiagédo
ultravioleta causa a transferéncia de elétrons para orbitais de maior energia (HARRIS,
2005).

Quando a luz é absorvida por uma amostra, a energia radiante do feixe de luz
diminui. A energia radiante, P, é a energia por segundo por unidade de area do feixe

de luz. Na Figura 4 se apresenta um esquema de um espectrofotdmetro de feixa

simples.
Seletor de
Fonte de luz : Po
) comprimento de onda ) Al P N Detector
(monocromador) de luz

[
Figura 4: Diagrama esquematico de um espectrofotdmetro de feixe simples.

No espectrofotdbmetro de feixe simples luz monocromatica, oriunda de uma
fonte apropriada, com energia radiante Py, atinge uma amostra em uma cubeta de
comprimento b. A energia radiante do feixe que sai do outro lado da amostra é P.
Alguma quantidade de luz pode ser absorvida pela amostra, de forma que P < Pq
[FARMACOPEIA BRASILEIRA, (1988); HARRIS, (2005)].

Os espectrofotdmetros podem dispor de registradores graficos que permitem a
obtencdo de espectros de absorgdo. As escalas dos espectrofotdmetros sdo, com
freqliéncia, calibradas para a leitura direta em absorbancia e, também, em
porcentagem de transmitancia (VOGEL, 2002).

Uma aplicagcdo moderna da espectrofotometria se da através do DAD (Diode
Array Detector), utilizado em cromatografia liquida de alta eficiéncia, que consiste
numa série de detectores de fotodiodo, posicionados lado a lado, em um cristal de
silicio, de modo que cada comprimento de onda difrata, pela grade, e atinge um ponto
deste arranjo. Cada diodo tem um capacitor dedicado, este é conectado por um
interruptor, tipo transistor, a uma linha de saida comum a todos. Desta forma a
radiacdo que atravessa a amostra € integral e instantaneamente analisada,
determinando-se, portanto, a absorbancia em todos os comprimentos de onda de
modo simultaneo (HARRIS, 2001).
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Os comprimentos de onda mais Uteis em cromatografia liquida variam entre
cerca de 210 nm a 330 nm (ou seja, luz ultravioleta) e, assim, um numero suficiente de
diodos devem ser incorporados na matriz do detector para poder cobrir esta gama de
comprimentos de onda. Muitos compostos orgéanicos, dentre eles os flavondides, tém
como caracteristica absor¢do de energia na regido UV. Desta forma o DAD ¢é a melhor
opgao para monitorar a eluicdo destes compostos quando se utiliza a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia para separagédo dos mesmos (CORNE, et. al.,
2006, ERTAS, et. al., 2007; KLEJDUS, et. al., 2005).

A utilizacdo de um DAD elementar como detector para uma analise por HPLC
UV / Visivel pode oferecer uma gama de informagdes qualitativas sobre o analito
quimico em estudo, podendo até mesmo identificar a presenga de contaminantes
presentes nas amostras estudadas (George, Maute, 1982). Uma revisao dos trabalhos
publicados sobre a analise espectrofotométrica mostra que a quantificacdo de
compostos continua sendo um problema dificil quando existe alta sobreposigcéo
espectral, o que torna indispensavel a utilizagdo de detectores do tipo DAD. (Blanco et.
al., 1987)

2.2.1. Lei de Lambert-Beer

A absorbancia é diretamente proporcional a concentragdo, C, de espécies
absorventes de luz na amostra. A relacdo entre a absorbancia e a concentragéo esta
dada pela Equacédo 1, conhecida como a lei de Lambert-Beer, ou simplesmente lei de
Beer, que é o coracao da espectrofotometria aplicada a quimica analitica (HARRIS,
2001).

A=¢b.C Equacao 1

A concentragdo da amostra, C, geralmente é dada em mol por litro (mol/L). O
caminho Optico, b, geralmente é expresso em centimetros (cm). A grandeza ¢
(épsilon), absortividade molar tem unidades de L mol™ cm™ para tornar o produto €.b.C
adimensional. A absortividade molar € uma caracteristica da substancia que indica a
quantidade de luz absorvida num determinado comprimento de onda (HARRIS, 2001).

A lei de Beer é vélida para radiagdo monocromatica passando através de uma
solucdo diluida, onde a espécie absorvente ndo esta participando de um equilibrio que
seja dependente da concentracdo. Ela estabelece que a absorbéancia é proporcional a
concentragao da espécie absorvente. Ela se aplica a maioria das substancias quando
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a radiagédo € monocromatica e as solugdes a serem estudadas s&o suficientemente
diluidas (menores ou iguais a 0,01M). Em solugbes concentradas, as moléculas do
soluto influenciam umas as outras devido a sua proximidade. Quando as moléculas do
soluto ficam muito perto umas das outras suas propriedades sofrem ligeiras
modificagbes. Em concentragdes muito altas, o soluto torna-se o solvente. As
propriedades de uma molécula ndo sao exatamente as mesmas quando dissolvidas
em solventes diferentes (HARRIS, 2005).

Para a maioria das analises quimicas, a resposta do procedimento analitico
deve ser avaliada usando-se quantidades conhecidas do analito (os padrdes), de
forma que a resposta para uma quantidade desconhecida possa ser determinada.
Tendo em vista esse proposito, normalmente faz-se uso de uma curva de calibragao,
que mostra a resposta de um método analitico em fungédo de quantidades conhecidas
do analito (HARRIS, 2005).

Quando se trabalha com solugdes padrdo se faz uso da relacdo entre
concentracdes e absorbancias. Entretanto, nem sempre tais solugdes podem ser
mantidas estaveis e sua preparagdo diaria demanda grande perda de tempo. E por
isso que, com mais freqUuéncia, se recorre ao uso de curvas de calibracdo
(CIENFUEGOS, 2000).

2.2.2. Medi¢6es nas regides do ultravioleta e visivel

A espectroscopia UV-Visivel é uma técnica simples, rapida e de baixo custo se
comparada a outras técnicas, bons resultados ja foram obtidos em trabalhos que
buscavam utilizar esta técnica para deteccao de flavonoides (CHABARIBERI, 2003).

As medicdes espectrofotométricas na regido do ultravioleta e visivel em geral
requerem a comparacdo da absorbéncia da solugdo da amostra, preparada na
concentracao especificada da metodologia analitica, com a absorbancia de padrdes de
concentracao conhecida. Inicialmente se procede a leitura da solugdo padrao e, em
seguida, a da amostra, com o menor intervalo de tempo possivel ente as duas etapas
e em condi¢des experimentais idénticas. O importante é que cada substancia tem um
espectro caracteristico e, desse modo, se queremos identificar um material
desconhecido, poderemos fazé-lo a partir de sua curva de absor¢géo, comparando-a
com curvas de substancias conhecidas. (CIENFUEGOS, 2000, FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 1988).

Em analises realizadas com grande freqUiéncia, pode-se elaborar uma curva de

calibragéo (graficos de absorbéncia versus concentragdo), utilizando solugbes de
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concentragdes crescentes de padrdes de referéncia. O resultado do teor da amostra é
obtido por interpolacdo ou através da equacdo da reta (obtida por regressao linear)
(CIENFUEGOS, 2000, HARRIS, 2005).

O caélculo para a determinagdo da concentragdo da solugdo-amostra em
referéncia a solugdo-padrao baseia-se na equagéo da lei de Beer, igualmente valida

para ambas:

A, = abC, Equacao 1a
A, = abC, Equacédo 1b

Onde:
A, e A, = Absorvancia da solugédo-padrdo e da amostra;
C, e C, = Concentragéo da solugédo-padrdo e da amostra;

Se as concentragdes sdo expressas nas mesmas unidades e as cubetas néo
diferem nas dimensbes, a absortividade, A, e o caminho éptico, b, possuem o mesmo
valor e ambas as equacdes e podem ser combinadas (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
1988).

C. = Cy(AJA,) Equacao 2

Da Equacéo 2 infere-se que, conhecendo-se a concentragdo do padrao, obtém-
se a concentracdo da amostra, a partir de um espectrofotdbmetro. Porém o uso de
espectrofotdbmetros, puramente, pode ser limitado, no caso de medicdes de
concentragcdo de farmacos, pelo fato de que diferentes compostos podem ter os
mesmos cromoforos.

Para quantificar ou identificar substancias de qualquer natureza é necessario,
na maioria dos casos, separar o composto de interesse dos demais elementos
constituintes da amostra, para evitar erros na sua identificagéo e quantificagcdo. Dentre
as principais técnicas de separacgao utilizadas, a cromatografia vem sendo, ha mais de
meio século, a grande responsavel pelo avancgo e aperfeicoamento das metodologias

de analise empregadas em controle de qualidade (GIL, et. al., 2005).

2.3. Cromatografia

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacao que se fundamenta
na migragdo diferencial dos componentes de uma mistura devido a diferentes

interagbes entre duas fases imisciveis, a fase mdvel e a fase estacionaria. A grande
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variedade de combinagdes entre fases moéveis e estacionarias torna-a uma técnica
extremamente versatil e de grande aplicacdo (CASS; DEGANI, 2001).

Movimentando-se com a mesma velocidade na fase mével os compostos nao
seriam separados uns dos outros, porém por possuirem afinidade pela fase
estacionaria em diferentes intensidades esses compostos sdo atrasados uns em
relagdo aos outros. Esse é o pressuposto da separagdo nos métodos cromatograficos
(GIL, et. al., 2005).

A técnica HPLC faz analises mais rapidas do que a cromatografia classica, com
alta resolucdo e eficiéncia. Dependendo do detector pode atingir sensibilidade em
nivel de parte por bilhdo (ppb) ou trilhdo (ppt) (SKOOG, et. al., 2002).

Dentre as técnicas analiticas de separagéo, a HPLC é a mais usada, possuindo
alta sensibilidade, facil adaptagdo em determinagdes quantitativas acuradas,
adequacgdo a separacdes de espécies nao volateis ou termicamente instaveis, ampla
aplicabilidade a substancias, como exemplo, proteinas, acidos nucléicos,
hidrocarbonetos, aminoacidos, carboidratos terpendides, pesticidas, dentre outras
(SKOOG, et. al., 2002).

O detector mais utilizado para separagbes por HPLC é o detector de UV-
Visivel, sendo também empregados detectores de fluorescéncia, de indice de refracao
e eletroquimicos, entre outros (DEGANI, et. al., 1998).

Os detectores de fotodiodos fornecem espectros no UV-Vis do eluente da
coluna em determinados intervalos de tempo. Este tipo de detector € muito util para
desenvolvimento de métodos, pois possibilita a varredura da regido UV-Vis em uma
unica corrida cromatografica, medidas de pureza de pico e na analise de amostras
desconhecidas (CASS, DEGANI, 2001).

2.3.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida em coluna classica utiliza colunas de vidro de diametro
relativamente grandes que contém fases estacionarias finamente divididas através das
quais percolam fases moéveis sob a agdo da gravidade. Estes sistemas permitem a
separacao de misturas bastante complexas. A separagéo é demorada e as diversas
fragcdes coletadas devem ser submetidas a analise quimica ou espectroscopica para
conhecer sua pureza e composicao (VOGEL, 2002).

No entanto, se a fase moével liquida for submetida a uma presséo alta, se a fase

estacionaria possuir uma alta superficie de contato em um pequeno volume, e se a
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saida da coluna de separagédo estiver diretamente ligada a um espectrofotdmetro
entao ter-se-ia um método eficiente para a separacéo e quantificacdo da amostra.

Nos equipamentos usados para cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
também conhecida como HPLC (do inglés high performance liquid cromatography) se
acopla um sistema cromatografico de alta pressdo a um espectrofotdmetro.

O primeiro cromatoégrafo liquido foi construido por CSABA HORVATH na
Universidade de Yale, em 1964 e foi inicialmente chamado de “cromatdgrafo com
liquido sob alta presséo” (HPLC), mas o proprio HORVATH adotou para o processo o
nome “cromatografia liquida de alta eficiéncia” com o qual hoje é conhecido (VOGEL,
2002).

As caracteristicas da cromatografia liquida de alta eficiéncia sao:

= Alto poder de resolucéo;

= Separagdes rapidas;

= Monitoramento continuo do eluente;

= Medidas quantitativas exatas;

= Andlises repetitivas e reprodutiveis com a mesma coluna;

= Automacgdo do procedimento analitico e do manuseio dos (VOGEL,
2002).

Os detectores mais utilizados em cromatografia liquida de alta eficiéncia séo os
espectrofotométricos. Estes se baseiam no principio de absor¢ao de luz ultravioleta ou
de luz visivel, quando amostra sai da coluna passa por uma pequena célula de
escoamento mantida no feixe de radiacao. Os detectores espectrofotométricos podem
apresentar comprimento de onda fixo, variavel ou multiplo. Detectores de comprimento
de onda fixo operam em um Uunico valor, tipicamente 254 nm, emitido por uma
l@mpada de mercurio de baixa pressao. Os detectores com comprimento de onda
variavel contém uma fonte continua de emissdo, como uma lampada deutério ou
xendnio de alta pressdo, um monocromador ou um filtro de interferéncia, de modo a
gerar radiagcdo monocromatica a um valor selecionado pelo operador, podendo, ainda,
ser programados para alterar o comprimento de onda durante o desenvolvimento da
analise. Os detectores de comprimento de onda multiplo medem, simultaneamente, a
absorbancia em dois ou mais comprimentos de onda, sendo denominados de
detectores de arranjo diodos (CORNE, et. al., 2006, VOGEL, 2002).
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2.4. Validagao de métodos analiticos

A validagcéo de metodologia analitica pode ser considerada como uma das mais
bem conhecidas areas de quimica analitica. O que se reflete no nimero de artigos
apresentados e publicados em revistas a cada ano. No entanto, alguns dos
parametros relevantes, recomendados por 6rgédos reguladores, sdo freqlientemente
utilizados de forma indiscriminada e incorreta, devido a aplicagcdo incoerente de
conceitos estatisticos (ARAUJO, 2009).

Os resultados advindos da validagédo de um método analitico podem n&o ser
melhores do que a qualidade do método que foi desenvolvido. Assim, antes do iniciar
a validacao de um método, € muito importante que o mesmo seja testado por diversas
vezes e que todos os passos de desenvolvimento do mesmo tenham sido
devidamente documentados (BANSAL, DE STEFANO, 2007).

A garantia de que um método analitico novo gere informagdes confiaveis e
interpretaveis sobre uma amostra, esta dada no processo de validagao do mesmo. A
validacdo de um método entdo é um processo continuo que se inicia com o
planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo seu desenvolvimento
(RIBANI, et. al., 2004). Atualmente a validagédo das metodologias analiticas € requisito
fundamental no processo de registro de medicamentos genéricos pelo Ministério da
Saude (GREEN, 1996).

Tamanha é a importéncia da validacdo de uma metodologia analitica que,
quando utilizada para fins periciais sem estar validada, pode até mesmo gerar uma
inconsisténcia judicial, sendo assim questionavel como prova criminal e tendo como
nulo os resultados através dela encontrados. Mesmo na area forense, pode-se definir
validagdo analitica como um programa documentado que proporciona um alto grau de
seguranga de que um processo especifico produzird um resultado que satisfaz as
especificagcbes e atributos de qualidade pré-determinados. (Peters;  Drummer;
Musshoff , 2007)

Validar um processo, equipamento, sistema ou metodologia é tornar legitimo,
através do estabelecimento de documentagdes, tudo o que envolve o processo de
producéo e controle de qualidade, desde as condigbes do ambiente, até os insumos e
matérias-primas que entram em sua composi¢do. Em outras palavras, validar significa
garantir que o produto seja sempre fabricado da mesma forma, com a mesma
qualidade e dentro dos limites de tolerdncia, rigorosamente, preestabelecidos
(MORETTO, SHIB, 2000, NICOLOSI, 2003).
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A validagéo é o processo que permite entdo definir uma exigéncia analitica e
confirmar se o método que esta sendo submetido a investigacao, tem a capacidade de
desempenho consistente com o que a aplicacdo requer (EURACHEM WORKING
GROUP, 1998). O processo de validagéo inclui a especificagdo dos requisitos do
método; a determinagdo das caracteristicas do método; a verificacdo de que os
requisitos podem ser atendidos com o uso do método e uma declaracdo sobre a
validade do método (SILVA, et. al., 2007).

Orgéos como ICH, IUPAC, ISO, ANVISA, INMETRO e outros exigem a
validagdo de métodos analiticos como requisito fundamental para o credenciamento
de qualidade assegurada e demonstracao de competéncia técnica (RIBANI, et. al.,
2004).

Todo método analitico, para merecer o nome, deve estar cientificamente
respaldado e quando utilizado por diferentes operadores, com equipamentos similares,
em diferentes laboratérios deve ser capaz, dentro de certos limites, de fornecer
resultados confidveis. Em outras palavras, deve ter uma base racional e ser adequada
para o proposito estabelecido. O processo que demonstra que tal método funciona é
chamado de validagao analitica ou validagédo de método analitico (SHARP, 2002).

A IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) também redigiu
um documento técnico que define um guia para validagao de métodos analiticos que
tem sido utilizado pela ISO. A norma internacional ISO/IEC 17025, € uma norma
especifica para laboratorios de ensaio e de calibragdo que apresenta a “validagdo de
métodos” como um dos requisitos técnicos importantes na qualidade assegurada dos
laboratérios de ensaio, bem como a documentagdo do trabalho de validagdo. O US-
FDA (United States Food and Drug Administration) também tem proposto guias sobre
validagdo de métodos (RIBANI, et. al., 2004).

O tema validagdo de metodologia analitica foi introduzido na legislagéo
brasileira com a publicagdo da Resolugédo (RE) n° 391 de agosto de 1999, que
aprovou o regulamento técnico para medicamentos genéricos, determinando a
validagdo dos métodos analiticos e dos processos de fabricagdo, como critérios a
serem seguidos para o registro e o controle da qualidade dos medicamentos
genéricos. A validagdo da metodologia analitica foi normatizada no anexo Ill desta
portaria, através do Guia de Validagdo de Métodos Analiticos. Esta resolugéo foi
substituida pela Resolugéo de Diretoria Colegiada (RDC) n° 10, de janeiro de 2001,
que manteve o Guia de Validacdo de Métodos Analiticos como anexo V (BRASIL,
2001a).
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Os estudos de validagcdo como parte essencial das Boas Praticas de
Fabricacao foram introduzidos com a publicacdo da RDC n° 134 de julho de 2001. A
partir de esta data a validagdo passou a ser de aplicacdo geral para todos os
medicamentos no Brasil (BRASIL, 2001b).

A publicacdo da RDC n° 84, de marco de 2002, substituiu a RDC n°10, os
guias que compunham o regulamento técnico de genéricos foram desmembrados em
resolugdes especificas, assim, a validagdo da metodologia analitica passou a ser
normatizada pela Resolug¢éo (RE) n° 475 de 19 de margo de 2002 (BRASIL, 2002a).

A partir deste momento, pode-se dizer que a validacdo de metodologia analitica
ganhou uma legislacdo especifica, ndo apenas ligada ao medicamento genérico.
Apesar disso, esta resolugédo ndo esclareceu quando se deve validar uma metodologia
analitica. Esta lacuna foi preenchida com a publicagdo da Resolugéo n°® 899 de 29 de
maio de 2003, que prevé que no caso de metodologia analitica, ndo descrita em
farmacopéias ou formularios oficiais, devidamente reconhecidos pela ANVISA, a
metodologia devera ser submetida aos parametros de validacao, e apés avaliagdo dos
resultados obtidos, considerada validada (BRASIL, 2003a).

O objetivo da validagdo de um método analitico € demonstrar que o0 mesmo é
apropriado para a finalidade pretendida, ou seja, para a determinagcdo qualitativa,
semi-quantitativa e/ou quantitativa de farmacos e outras substancias em produtos
farmacéuticos. A validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o
método atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade
dos resultados. Para tanto, deve apresentar especificidade, linearidade, intervalo,
preciséo, limite de quantificagéo e exatiddo adequadas a analise (BRASIL, 2003a).

Para os estudos de validagdo devem-se utilizar substéncias de referéncia
oficializadas pela Farmacopéia Brasileira ou, na auséncia destas, por outros codigos
autorizados pela legislacao vigente. No caso da inexisténcia dessas substancias, sera
admitido o uso de padrdes de trabalho, desde que a identidade e o teor sejam
devidamente comprovados (BRASIL, 2003a).

Segundo Resolugdo BRASIL, 2003b, na auséncia de uma metodologia oficial
de matéria-prima, formas farmacéuticas, correlatos e métodos gerais inscritos na
Farmacopéia Brasileira, podera ser adotada a metodologia oficial, ultima edi¢do, de
um dos seguintes compéndios internacionais:

= Farmacopéia Alema

= Farmacopéia Americana e seu Formulario Nacional
= Farmacopéia Britanica

= Farmacopéia Européia
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= Farmacopéia Francesa
= Farmacopéia Japonesa
= Farmacopéia Mexicana
A Resolugao BRASIL, 2006, incluiu a Farmacopéia portuguesa a lista de
compéndios oficiais utilizados no Brasil.
A Farmacopéia dos Estados Unidos resume de maneira clara os atributos que
0 método analitico deve apresentar: exatiddo, precisdo, seletividade, limite de
detecgcédo, limite de quantificagdo, linearidade e robustez (UNITED STATES
PHARMACOPOEIA, 2008).

2.4.1. Parametros requeridos em uma validagao de metodologia

No caso de uma metodologia analitica que n&o esta descrita em farmacopéias
ou formularios oficiais devidamente reconhecidos pela ANVISA, a metodologia sera
considerada validada, desde que sejam avaliados os parametros relacionados a seguir
e detalhados mais adiante na Tabela 2 (BRASIL, 2003a, UNITED STATES
PHARMACOPOEIA, 2008, RIBANI, et. al., 2004).

= Exatidao

= Preciséo

= Robustez

= Linearidade e Intervalo

= Especificidade e Seletividade

= Limite de detecgéo (sensibilidade)

» Limite de quantificagdo (USP, 2008)

A exatidao representa o grau de concordancia ou compatibilidade entre os
resultados individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de
referéncia aceito como verdadeiro. A exatiddo do método deve ser determinada
utilizando-se trés concentragbes (baixa, média e alta), contemplando o intervalo linear
do procedimento. A exatiddo pode ser expressa pela relagdo entre a concentragao
média determinada experimentalmente e a concentragdo teorica correspondente,
conforme a equacdo 3 (BANSAL, DE STEFANO, 2007; GIL, 2007; RIBANI, et. al.,
2004; UNITED STATES PHARMACOPOEIA, 2008).

... Concentra¢do média exp erimental
Exatiddo = X

—— 100 Equacgéo 3
Concentragdo teorica
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A precisao representa a dispersao de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrées, sob condi¢des
definidas (RIBANI, et. al., 2004). A partir dos valores obtidos, calcula-se o desvio
padrdo e quanto menor for seu valor melhor sera a precisdo do método, o DPR e

calculado conforme equagéo 4 (DUX, 1990).

DPR= DP
CMD

x100 equacao 4

Onde,
DP é o desvio padrao;
CMD ¢ a concentracdo média determinada.

O valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia
empregada, com a concentragcao do analito na amostra e com a finalidade do método,
nao se admitindo valores superiores a 5,0 % (BANSAL, DE STEFANO, 2007).

De acordo com o INMETRO, a robustez de um método (“robustness”) mede a
sensibilidade que o mesmo apresenta face as pequenas variacdes. Diz-se que um
método é robusto quando ele n&o for afetado por uma modificacdo pequena e
deliberada nos seus parametros (RIBANI, et. al., 2004).

O intervalo de linearidade do método se determina através de resultados
analiticos diretamente proporcionais a concentracdo das substancias em estudo,
sendo entdo construida uma curva de calibracdo analitica. Usando um método de
regressdo linear determina-se a melhor reta que passa pelos pontos obtidos
experimentalmente (UNITED STATES PHARMACOPOEIA, 2008).

A seletividade avalia o grau de interferéncia de espécies como outro
ingrediente ativo, excipientes, impurezas e outros produtos de degradagéo, bem como
outros compostos de propriedades similares que possam estar, porventura, presentes.
(UNITED STATES PHARMACOPOEIA, 2008).

O limite de detecgao (LD), utilizado para deteccdo de substancias em nivel de
tracos, representa a menor concentragado da substancia que esta sendo analisada que
pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada e o limite de quantificagéo
(LQ) representa a menor concentragédo da substancia em exame que pode ser medida,

utilizando um determinado procedimento experimental (RIBANI, et. al., 2004).
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Para o caso da transferéncia de metodologias da matriz de uma empresa as
subsidiarias no Brasil e/ou das empresas nacionais para os centros de estudos de
equivaléncia farmacéutica, uma metodologia podera ser considerada validada, se
foram avaliados os parametros de precisdo, especificidade e linearidade. Uma copia
de toda a documentacgao original da validacdo da metodologia devera ser anexada,
como prova de que a metodologia foi originalmente validada e devera conter, no
minimo, todos os parametros relacionados anteriormente (BRASIL, 2003a).

Para a garantia da qualidade analitica dos resultados, todos os equipamentos
utilizados na validagédo devem estar devidamente calibrados e os analistas devem ser
qualificados e treinados de forma adequada (LEITE, 2004). Os testes para a validagéo
de acordo com sua finalidade sdo classificados em 4 categorias conforme se

apresenta na Tabela 2.

Tabela 2. Classificacdo dos testes de validacdo segundo sua finalidade (BRASIL,
2003a).

CATEGORIA [FINALIDADE DO TESTE

I Testes quantitativos para a determinacao do principio ativo em

produtos farmacéuticos ou em matérias-primas

Il Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinagao de
impurezas e produtos de degradacéo em produtos farmacéuticos e

em matérias-primas

1 Testes de desempenho (dissolugéo, liberagao do ativo, etc.)

A Testes de identificacao

Para cada uma de destas categorias anteriores exige-se a realizagao de um

conjunto de testes que estao relacionados na Tabela 3.
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Tabela 3. Ensaios necessarios para a validacdo do método analitico, segundo sua
finalidade (BRASIL, 2003a).

Parametro Categoria | | Categoria Il Categoria Il | Categoria IV
Quantitativo | Ensaio

Especificidade | Sim Sim Sim * Sim

Linearidade Sim Sim Nao * Nao

Intervalo Sim Sim * * Néo

Precisao Sim Sim Néo Sim Néo

Intermediaria | ** > Néo > Néo

Limite de Nao Nao Sim * Nao

deteccao

Limite de

quantificagéo

Exatidao Sim Sim * * Nao

Robustez Sim Sim Sim Nao Néo

* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.
** se houver comprovagéo da reprodutibilidade ndo é necessaria a comprovagéo da
Precisao Intermediaria (BRASIL, 2003a).

2.5. Teste de dissolugao.

Os testes de dissolugédo para formas farmacéuticas solidas foram inicialmente
incluidos na Farmacopéia Americana na década de 1960. Estes testes objetivam
avaliar a cedéncia do farmaco contido ou néo (dissolugéo intrinseca) em uma forma
farmacéutica, para um meio similar aos liquidos corpéreos. O obstaculo mais
significativo a aplicagdo universal dos métodos de dissolugéo foi a padronizacdo das
condicbes necessarias ao teste e que possibilitam a reproducao dos resultados por
outros laboratérios. A partir desta constatacdo foram estudadas diferentes variaveis
como: vibragdo durante o funcionamento do equipamento, alinhamento e velocidade
do sistema de agitagdo, geometria da cuba de dissolugao, adsorgao, presenca de gas
dissolvido nos meios de dissolugao, centralizagdo dos cestos, posi¢ao/local de
amostragem, entre outras. Os resultados desses trabalhos deram origem a um guia de
dissolugao publicado em 1978, nos Estados Unidos (SOUZA; FREITAS; STORPIRTIS
2007)
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Os estudos de dissolucao sdo uma ferramenta indispensavel nas varias etapas
dos processos de desenvolvimento galénico, identificacdo de variaveis criticas na
producdo, formulacdo, controle de qualidade, estabelecimento de correlagcbes in
vitro/in vivo e assuntos regulamentares (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002)

Ha diversas maneiras de verificar o poder desafiador do teste de dissolugéo:
variagbes nas caracteristicas do farmaco (tamanho de particula, cristalinidade,
solvatacao, rota de sintese), na formulagéo (variagbes qualitativas e quantitativas) e
nos processos e parametros produtivos (via umida ou compressao direta; forga de
compressao, método de secagem, revestimento, ordem de adicado dos componentes
da formulagdo, capacidade e tamanho dos equipamentos envolvidos) gerando,
consequentemente, liberacdes distintas do farmaco (Pharmacopeial forum, 2004).

O teste de dissolugdo se baseia no principio de que, a medida que um
comprimido se fragmenta em pequenos pedacos, a area de superficial aumenta e
facilita a dissolu¢gao no meio o que, portanto, esta relacionado com a biodisponibilidade
do farmaco no organismo (LACHMAN et al., 2001).

E importante diferenciar o teste de dissolugdo com o teste de desintegragao,
este Ultimo é realizado para determinar o tempo necessario para que o comprimido se
desintegre nas condicbes do teste e, para que todas as particulas atravessem uma
rede de 10 mesh. Este teste ndo permite determinar se as particulas resultantes
libertardo, ou ndo, o farmaco para o meio do teste a uma velocidade adequada
(LACHMAN et al., 2001).

Assim, os testes de dissolugéo e as especificagdes para estes testes, tém sido
desenvolvidos para quase todos os tipos de comprimidos. Se for pretendido que o
farmaco contido num comprimido atinja rapidamente niveis elevados no sangue, o
farmaco deve dissolver rapidamente. Pode-se, entdo, relacionar a velocidade de
dissolugédo do farmaco diretamente com a eficacia do comprimido, ou com as
diferencas de biodisponibilidade entre formulagdes. Portanto, determinar se um
comprimido liberta, ou n&do, o farmaco quando colocado num meio semelhante ao que
encontrara no trato gastrintestinal é de grande importancia para o formulador
(LACHMAN et al., 2001).

De acordo com a FARMACOPEIA BRASILEIRA IV (1988), o aparelho de
dissolugédo, demonstrado na figura 8, consiste de sistema contendo as seguintes
partes:

(1) Um recipiente de forma cilindrica e fundo arredondado com a parte superior
achatada, de vidro, plastico ou qualquer outro material transparente e inerte,

que nao reaja, adsorva ou interfira com o medicamento a ser testado com 1
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L de capacidade. Pode ser adaptada tampa de material transparente com
um furo central para permitir a colocacdo de agitadores e outro para permitir
as coletas de amostras e a inser¢ao do termdmetro;

(2) Uma haste metalica (de ago inoxidavel) para agitar o meio de dissolugéo,
podendo ter em seus extremos dois tipos de agitadores; pas ou cestas. A
haste deve ser centralizada em relagéo ao fundo do recipiente que contém o
meio de dissolug&o e ao rodar suavemente seu eixo ndo deve ser desviado
mais de 0,2 mm em relag&o ao eixo vertical do recipiente;

(3) Um dispositivo com selecionador de velocidade que imprima a haste a
velocidade de rotacao especificada na farmacopéia, e capaz de manter essa

velocidade dentro dos limites de +/- 2%.

Figura 5. Aparelho Dissolutor (http://www.flowscience.com.br)

Os recipientes estdo submersos em um banho de material transparente e
tamanho adequado, o qual deve possuir dispositivo capaz de manter temperatura
homogénea de 37°C +/- 0,5°C durante o periodo do teste. De preferéncia, a montagem
da aparelhagem deve permitir a visualizagdo das amostras testadas e dos agitadores
durante o teste (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).
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Quando especificado na farmacopéia, utiliza-se como agitador uma haste
inoxidavel, que possui em sua extremidade uma cesta desmontavel, do mesmo
material. A amostra deve ser colocada dentro da cesta seca, no inicio do teste. Em
outros casos, utiliza-se como agitador uma haste de aco inoxidavel, contendo uma pa
em sua extremidade, sendo que a haste e a pa formam um conjunto Unico, podendo
ser revestido de material inerte. Durante o teste, deve ser mantida distancia de 25 mm
+/- 2 mm entre o extremo inferior da pa e o fundo interno do recipiente que contém o
meio de dissolugdo. Logo apos adicionar a amostra ao meio de dissolucao, inicia-se a
agitacao (tempo zero) com velocidade pré-fixada e durante o tempo especificado na
farmacopéia correspondente (PRISTA, et. al., 1995). Este aparato é representado na

Figura 9.

didmetro intemnao

9752 0.35

Figura 6. Aparato pa agitadora (INFARMED, 1997)

Quando sao usados estes aparelhos, a tomada de amostra deve ser efetuada a

meia distancia entre a superficie do liquido e a parte de cima da pa ou do cesto € a,
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pelo menos, 10 mm da parede do recipiente. Apds a filtragdo das amostras, procede-
se a medicdo do farmaco segundo a metodologia analitica correspondente (PRISTA et
al., 1995).

O meio de dissolugdo que deve ser utilizado esta especificado na farmacopéia.
Os gases naturalmente dissolvidos no meio de dissolugédo devem ser retirados antes
do inicio do teste, pois ao serem liberados sob a forma de pequenas bolhas durante os
testes causam turbuléncias no meio, alternado significativamente os resultados.
Quando o meio de dissolugéo for solugdo tampéo, o pH deve ser ajustado a mais ou
menos 0,05 unidades do valor do pH especificado na farmacopéia (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 1988).

Se na farmacopéia existe um uUnico tempo especificado, este representa o
tempo maximo dentro do qual deve ser dissolvida a quantidade minima, em
porcentagem, de principio ativo estabelecido na mesma (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 1988).

A interpretacao dos resultados de um teste de dissolu¢do pode ser conseguida
em trés fases se necessario, sendo que o termo Q é especificado na metodologia
analitica do produto e significa o teor de principio ativo, liberado no meio de
dissolugéo. Na primeira fase (F;) testam-se seis comprimidos, sendo aprovado o lote
se todos os comprimidos estdo dentro dos limites de tolerancia apresentados na
metodologia (Q + 5%). Se os resultados ndo estao de acordo com F,, testam-se mais
seis comprimidos (S;). O lote de comprimidos é aprovado se a média dos doze
comprimidos € maior, ou igual, a Q, e nenhuma das unidades, forem inferiores a (Q -
15%). Se o lote continua a ndo passar no teste, testam-se outros doze comprimidos,
aceitando-se o lote se a média de todos os 24 comprimidos for maior, ou igual a Q e,
se ndo mais do que 2 comprimidos apresentarem resultados inferiores a (Q - 15%)
(LACHMAN et al., 2001).

Os ensaios de dissolugao in vitro constituem importante meio de caracterizagéo
da qualidade biofarmacéutica de uma forma farmacéutica sélida oral, possibilitando o
controle da qualidade farmacéutica e o estabelecimento de correlagbes com os dados
obtidos in vivo. O conhecimento e controle das variaveis que podem influenciar a
liberagdo da substancia ativa bem como a padronizagéo e consequente calibragéo e
validagéo de equipamentos e procedimentos fortalecem a importancia destes ensaios,
tornando-os mais confiaveis, robustos e exeqiliveis. A selegdo criteriosa das
condicbes do ensaio deve ser orientada no sentido de se obter o maximo poder
discriminatério e resultar na capacidade de detecgdo de eventuais desvios aos
padrbes de qualidade inicialmente pretendidos (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).
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3. Materiais e métodos

3.1. Produto farmacéutico

Na realizagdo do presente trabalho foi utilizada a associagao de Diosmina 450
mg e Hesperidina 50 mg, na forma farmacéutica de comprimido revestido, cujo

medicamento referéncia no mercado é o Daflon® 500 mg.

3.2. Substancias quimicas de referéncia

Como padrdes de referéncia foram usados para a Diosmina o “Diosmin” cédigo
Y000094, lote 01, com 94,6% de pureza, da Farmacopéia Britinica e para a
Hesperidina, devido a inexisténcia de padrdo primario utilizou-se a Hesperidina
fornecida pela Sigma-Aldrich lote H5354 e teor de 93,1%.

3.3. Reagentes

Os reagentes usados no desenvolvimento do presente trabalho foram: metanol
grau HPLC, acetonitrila grau HPLC, acido acético, fornecidos pela J.T. Baker.
Hidroxido de soédio, fornecido pela DMallinckrodt. Tris-hidroximetil-aminometano,
fornecido pela Merck. Lautil sulfato de sédio, fornecido pela VETEC. Acido fosforico
grau HPLC, fornecido pela Tedia.

A agua empregada no preparo das solugdes analiticas e na fase mével foi agua

ultra-pura obtida pelo Sistema Mili-Q Gradient.
3.4. Placebo
Os comprimidos para os testes com placebo foram preparados pelo setor de

desenvolvimento farmacotécnico, conforme a formulagéo utilizada no laboratorio

Neoquimica, excluindo-se as substancias em estudo (diosmina e hesperidina).
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3.5. Metodologia experimental

3.5.1. Metodologia para determinagdo do teor em comprimido revestido de

diosmina 450 mg e hesperidina 50 mg

3.5.1.1. Padrao de diosmina

Pesaram-se de forma exata em balanga analitica 90,0 mg de Diosmin padréo e
foram transferidos cuidadosamente para um baldo volumétrico de 50,0 mL. A seguir a
diosmina foi entao dissolvida com NaOH 0,1 mol/L e submetida a agitacdo em ultra-
som até completa dissolu¢do e o volume do balao foi completado com NaOH 0,1 mol/L
A amostra assim preparada foi filtrada através de uma membrana de 0,45 um de

didmetro de poros diretamente no vial de 2 mL.

3.5.1.2. Padrao de hesperidina

Pesaram-se exatamente 20,0 mg de hesperidina padrédo em balanga analitica e
foram transferidos para um baldo volumétrico de 100,0 mL, o conteudo foi dissolvido
com NaOH 0,1 mol/L e levado a um banho ultra-sénico até dissolugdo completa. A
seguir foi completado o volume do baldo com NaOH 0,1 mol/L. A amostra foi filtrada
em uma membrana de 0,45 um de didmetro de poros diretamente no vial de injecdo de
HPLC de 2 mL.

3.5.1.3. Preparo da amostra a partir de comprimidos revestidos

Pesaram-se 20 comprimidos, separadamente, e determinou-se o valor do peso
médio dos mesmos, procedeu-se a pulverizagdo. A seguir, pesou-se um peso médio,
equivalente a 450,0 mg de diosmina e 50,0 mg de hesperidina. O material foi entdo
transferido para um baldo volumétrico de 250,0 mL e dissolvido com NaOH 0,1 mol/L.
A mistura foi submetida a agitacdo em um banho ultra-sbnico até a solubilizagao
completa e depois completou-se o volume do baldo com NaOH 0,1 mol/L. A mistura foi
filtrada através de uma membrana de 0,45 um de didmetro de poros diretamente no

vial de 2 mL.
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3.5.2 Analises por HPLC

Para determinagcdo do teor dos principios ativos, diosmina e hesperidina, foi
empregado um cromatégrafo liquido da marca Waters, modelo Alliance 2695 (com
bomba e injetor integrados) e um detector de arranjo de fotodiodos (PDA) modelo
2996, também da Waters. O volume de injecéo foi de 10 ul. Utilizou-se uma coluna X-
Terra C-18 lote W33571S004 com 150 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro
interno. A fase mével usada foi uma mistura de agua:metanol:acetonitrila:acido acético
(66:28:2:6) a um fluxo de 1,5 mL/min, o tempo total de analise foi de 10 min.

No preparo da solu¢gdo de NaOH 0,1 mol/L foram pesados exatamente 4,08 g de
hidroxido de sodio PA e dissolvidos na quantidade de agua necessaria para preparar
1000,0 mL de solugéo.

O calculo do teor foi realizado segundo a seguinte expresséo:

Teor (%) = AA x 100
AP

Onde: AA = Area da soma dos picos de diosmina e hesperidina da amostra

AP = Area da soma dos picos de diosmina e hesperidina da amostra

3.5.2.1. Testes para validagado da metodologia para determinagdo do teor de

principios ativos

3.5.2.1.1. Robustez/ resisténcia

Para a validagcdo da metodologia analitica para a determinagdo do teor de
ambos os principios ativos foram realizados os testes de robustez do método analitico,
estabilidade das solugdes analiticas, variagao do fluxo da fase movel e variagéo da
coluna cromatografica. O teste de robustez do método avalia se 0 método proposto é
robusto frente as pequenas alteragbes na metodologia analitica empregada. A
realizacao do teste de estabilidade das solu¢des analiticas permite conhecer quanto
tempo apds a preparagdo uma solugdo é capaz de fornecer uma resposta confiavel.
Os testes de variagcao do fluxo da fase movel e da coluna cromatogréafica permitem
avaliar a confiabilidade do método cromatografico frente a eventuais mudancas da
fase movel e da coluna cromatografica.
3.5.2.1.1.1. Estabilidade das solugdes analiticas
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Para o estudo de estabilidade as solu¢des analiticas do padrdo e das amostras,
ambas as preparacoes foram analisadas ap6s sua preparagao e re-analisados apos 2,
4,6, 8, 10, 12, 15, 20 e 24 horas. A analise de estabilidade das solugdes analiticas foi
feita pela variagao dos resultados (R) encontrados para a area dos picos das solu¢des

analiticas do padréao e da amostra utilizando a equacao 5:

%Y ariacdo = Ry— Ry x 100
F o

Equacao 5

Onde:

R = Area do pico da solucéo analitica obtida no tempo t apos a leitura inicial.

Ro = Area do pico da solugdo analitica obtida imediatamente apés o seu

preparo.

3.5.2.1.1.2. Variagao no fluxo da fase movel

O teste de variagdo do fluxo da fase movel permite verificar a robustez do
método analitico através da quantificacdo de solugdes do padrdo e de amostra,
analisadas de forma semelhante (a mesma solucdo de padrdo e a mesma solucao da
amostra), diante de variagbes no fluxo da fase moével utilizada para a analise. Neste
teste se pretende verificar se ha alteragdo no numero de pratos teéricos, no valor de k”
(fator de capacidade) e no fator de cauda (assimetria dos picos). Foram testados os

seguintes fluxos: 1,0 mL/min, 1,5 mL/min e 2,0 mL/min.

3.5.2.1.1.3. Variagao na coluna cromatografica

No teste de variagdo da coluna cromatografica empregaram-se colunas de lotes
diferentes para a realizagéo das anadlises. Neste teste se verifica se ha alteragcdes no
nuamero de pratos tedricos, no valor de k™ e no fator de cauda. Para a realizagédo do
teste se preparou uma solucdo analitica de uma amostra contendo 1,8 mg/mL de
dismina 0,2 mg/mL de hesperidina, que foi analisada em dois lotes de colunas

cromatograficas.

3.5.2.1.2. Especificidade/seletividade
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O teste de especificidade, ou seletividade, do método analitico, permite
determinar se a metodologia utilizada para a analise de diosmina e hesperidina em
comprimidos revestidos nao sofre interferéncia dos outros componentes da
formulagao.

No desenvolvimento do teste foram injetadas solu¢des de padrdo de diosmina e
de hesperidina, da amostra e do placebo. Estes analitos foram submetidos as
condigdes cromatograficas descritas na metodologia proposta.

Em paralelo foi realizado a varredura espectral de cada uma das solugdes,
utilizando um detector PDA (arranjo de fotodiodos), na faixa de comprimento de onda
de 190-400 nm. Os espectros obtidos ao longo do pico cromatografico da substancia
de interesse devem corresponder com o espectro da solugdo padrao do pico
correspondente. A analise foi realizada determinando-se o teor das solucbes
analisadas, através da quantificacdo do pico principal com detecgdo no comprimento
de onda proposto no método. Neste caso € necessario verificar se ha ou néo
interferéncia de outros componentes (placebo, impureza / produtos de degradacéo)
com o principio ativo.

O célculo da especificidade do método se realiza utilizando a equagao 6.

E=100—1 (%)

Equacao 6

Onde: | = Interferéncia detectada.

3.5.2.1.3. Linearidade / faixa de trabalho

O teste de determinacéo da faixa de resposta linear do detector para ambos os
principios ativos e dos limites de detecgao foi realizado como descrito a seguir:

Primeiramente foi determinada a curva de calibragéo pela preparacao e analise

em duplicata de 5 solugbes do padréao associado, nas concentragdes correspondentes

a 60%, 80%, 100%, 120% e 140% em relacao ao valor teérico da concentragéo de

trabalho do método analitico. Cada duplicata foi injetada duas vezes nas mesmas

condi¢des de analise descritas na metodologia analitica proposta.

3.5.2.1.4. Precisao
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Os testes para a determinacéo da precisdo do método analitico foram realizados

em dois niveis: a repetibilidade e a precisao intermediaria.

Repetibilidade

Para a realizacdo dos testes de repetibilidade do método analitico, foram
preparadas, sob as mesmas condigdes (mesmo analista, mesma instrumentacéo, em
um curto periodo de tempo), 6 solu¢des analiticas da amostra, na concentragdo de
trabalho do método. Todas as amostras preparadas foram injetadas, duas vezes, nas
condigbes de analise cromatografica descritas na metodologia. Os valores de area dos
picos cromatograficos obtidos foram usados para calcular o valor da area média, do

desvio padrao (S) e do desvio padrao relativo (DPR%).

Precisao Intermediaria:

A avaliagdo da precisdo intermediaria foi feito de forma similar ao teste de
repetibilidade, porém em dias diferentes, com analistas e/ou equipamentos diferentes,
de acordo com o método proposto e utilizando amostras de um mesmo lote. Os
valores das areas dos picos cromatograficos foram usados entao para calcular o valor

médio, o desvio padrao (S) e o desvio padrao relativo (DPR%).

DFF (%) = S x 100

Onde:

n = n° de pontos ou determinagdes;

X= Area de Pico;

X= Valor da area média do pico de todos os valores de X;
S= Desvio Padrao;

DPR = Desvio Padrao Relativo.

3.5.2.1.5. Exatidao
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Para os testes que permitem avaliar a exatidao do método cromatografico, foram
preparadas, sob as mesmas condi¢bes, solu¢des analiticas em triplicata da forma
farmacéutica (placebo com quantidades conhecidas de padréo, ou seja, amostras
enriquecidas com placebo) nas concentragdes de 80, 100 e 120% da concentragéo
tedrica. As solugdes foram injetadas em ftriplicata nas mesmas condi¢des descritas na
metodologia analitica proposta no item 3.5.2. Também foram preparadas solug¢des
padrao com 100% da concentragdo tedrica para a quantificagdo das amostras
conforme descrito nos itens 3.5.1.1 e 3.5.1.2, injetou-se em triplicata. Com os dados
obtidos calcularam-se os valores de area média dos picos, desvio padréo (S), desvio
padrao relativo (DPR) e a quantidade média recuperada a cada nivel de concentragéo

(exatiddo em porcentagem).

3.5.3. Ensaio de dissolucao

Durante a pesquisa bibliografica ndo foi encontrada nenhuma técnica de
andlises especifica que apresentasse o ensaio de dissolugdo para comprimidos
revestidos que contenham os principios ativos Diosmina e Hesperidina juntos. Sendo
assim, o medicamento em estudo (amostra) e o medicamento referéncia (Daflon®)
foram submetidos a testes em 4 meios de dissolugdo, com posterior realizagdo de
perfil de dissolucdo no meio em que a dissolucdo ocorreu dentro de parametros
aceitaveis pela Farmacopéia Britanica (Q = 70%). A etapa de quantificacdo do ensaio
de dissolucao foi realizada com a metodologia obtida no desenvolvimento de método

de teor, descrita no item 3.5.2.

3.5.3.1. Testes realizados para desenvolvimento do método de dissolugao

Para o desenvolvimento do método foi realizada a dissolugdo simples dos
principios ativos em estudo em HCI 0,1mol/L (meio de dissolugdo 1), agua (meio de
dissolugéo 2), tampdo fosfato de potassio monobasico 0,05 mol/L (meio de dissolugéo
3) e tampao tris-hidroximetilaminometano pH 12,5 + 1% de lauril sulfato de sodio (meio
de dissolugdo 4). A quantificagdo dos principios ativos dissolvidos na forma de
flavondides totais foi realizada fazendo uso da metodologia desenvolvida para a
determinacgéo do teor por HPLC apresentada anteriormente. Para testar os meios de

dissolugao acima, foram utilizados os seguintes parametros fisicos:
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Volume do meio: 900 mL

Aparato: 2 (Pa)

Rotac&o: 100 RPM

Tempo de dissolugao: 60 min

Temperatura do meio: 37°C
3.5.3.2. Validagao do ensaio de dissolugao

Apébs definida a metodologia para a realizacdo dos testes de dissolugdo dos
principios ativos diosmina e hesperidina, efetuou-se a validagédo da mesma conforme

os critérios da resolugao (ANVISA) RE n° 899, de 29/05/2003.

3.5.3.2.1. Especificidade/seletividade

Os testes de especificidades foram realizados de forma similar a reportada

anteriormente no item 3.5.2.1.2.

3.5.3.2.2. Linearidade / faixa de trabalho

Estes testes foram realizados da forma similar a reportada no item 3.5.2.1.3.

3.5.3.2.3. Precisao

Os testes de precisao foram realizados segundo descrito anteriormente no item
3.5.2.1.4.
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4. Resultados e discussao

4.1. Determinagao de teor dos principios ativos

Os resultados para a validagdo do método de determinagéo do teor de ambos

0s principios ativos presentes nos comprimidos em estudo sao apresentados a seguir.

4.1.1. Teor dos principios ativos obtidos pelo método desenvolvido

Nas tabelas 4, 5, 6, 7, 8, 9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 e 19 se apresentam
os resultados obtidos para a validagao da metodologia de determinacao de teor de
ambos os principios ativos. Devido a nao existéncia, na literatura oficial
(reconhecida pela ANVISA), de métodos que descrevam a analise simultanea
de ambos os principios ativos em formulagdes farmacéuticas, para definicao da
metodologia analitica para realizacdo do ensaio de teor, fez-se necessario
avaliar as metodologias descritas por EL-SHAFAE e EL-DOMIATY (2001),
citada na revisdo bibliografica desta dissertagdo como método 1, descrita no
item 2.1.3, KANAZE, et. al. (2003) citada como método 2, descrita no item
2.1.3, e a monografia da Farmacopéia Britanica para a Matéria Prima diosmina
(método 3, do item 2.1.3). Esta avaliacédo se deu através de uma anadlise de
teor dos principios ativos utilizando os métodos citados anteriormente e a
comparacao posterior do fator de recuperagdo obtido por cada meétodo
analitico.

Na Tabela 4, se apresentam as porcentagens de recuperagao, obtidas
para os principios ativos empregando os trés metodos reportados no paragrafo
anterior e para a metodologia em estudo de validacéo, para a formulagédo de
diosmina e hesperidina na forma farmacéutica de comprimidos revestidos. Tais
resultados, usando as metodologias reportadas em literatura, apresentaram
baixa recuperacéo dos ativos para o medicamento do laboratoério patrocinador
do estudo (Neoquimica).

Segundo BANSAL e DE STEFANO (2007), num método analitico a
recuperacdo deve ser eficiente, ou seja, estar proxima a 100%. Fator este que néo

pode ser observado para os métodos 1, 2 e 3 quando aplicados ao medicamento
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do Laboratério Neoquimica, o que nos levou a optar pela utilizagdo da

metodologia em estudo no presente trabalho.

Tabela 4. Fator de recuperacdo das metodologias que ndo se aplicaram ao

medicamento desenvolvido pelo laboratério Neoquimica.

Recuperacao diosmina | Recuperacéo de hesperidina
Método 1 87,10% 84,30%
Método 2 92,30% 88,90%
Método 3 81,50% 78,50%
Metodologia em estudo 99,77% 100,97%

4.1.2. Robustez da metodologia proposta para determinacgao de teor

4.1.2.1. Estabilidade das solu¢gées analiticas

Verificou-se a estabilidade dos ativos, diosmina e hesperidina, no diluente
NaOH 0,1N. Para tanto, foi preparado, conforme metodologia de teor proposta nesta
dissertacdo, um padrdo contendo os ativos utilizando hidréxido de sodio 0,1mol/L
como diluente. Esta solugédo foi quantificada frente a um padréo solubilizado em
DMSO e observou-se uma recuperagéo de 99,1% para a diosmina e 101,4 para a
hesperidina.

N&o existe literatura oficial que preconize qual deve ser a aceitabilidade para
este teste, sendo assim, na industria farmacéutica adota-se um valor de recuperagéo
entre 98,0% e 102,0% para considerar a ndo degradagédo dos ativos, especificagdo
esta em consonancias com os parametros de exatiddo das Farmacopéias Americana,
e Européia, sendo o mesmo especificado pela legislacao Brasileira.

Outro fato que deve ser observado € que obteve-se um desvio padrédo bem
abaixo de 5,0% para ambos os ativos (valor limite preconizado pela Farmacopéia
americana para o teste de repetibilidade e pela legislacao brasileira). Dai, conclui-se
que ndo ha degradacdo dos ativos, quando expostos ao NaOH 0,1mol/L. Os

resultados dos testes de estabilidade s&o apresentados nas tabelas 5 e 6.
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Tabela 5. Estabilidade do ativo diosmina em NaOH 0,1 mol/L

Solug¢ao Padrdao em DMSO

Area Média de diosmina

Teor diosmina (%)

14389758

100,0

Amostra Simulada em NaOH 0,1mol/L

Replicata Area Média de Diosmina Teor Diosmina

1 14189754 98,6

2 14298542 99,4

3 14287520 99,3

4 14287526 99,3

5 14158624 98,4

6 14381470 99,9
Média 99,1
S 0,6
DPR % 0,6
Recuperacao (%) 99,1

Tabela 6. Estabilidade do ativo hesperidina em NaOH 0,1 mol/L

Solugéo Padrdo em DMSO

Area Média de Hesperidina

Teor Hesperidina (%)

1422140

100,0

Amostra Simulada em NaOH 0,1 mo

/L

Replicata Area Média de Hesperidina Teor Hesperidina

1 1451110 102,0

2 1445214 101,6

3 1441105 101,3

4 1431234 100,6

5 1430028 100,6

6 1450095 102,0

Média 101,4
S 0,6
DPR % 0,6

Recuperacgéo (%) 101,4

Para a avaliacao da estabilidade da solugc&o analitica, em relagdo ao tempo de

preparo, do padrao e da amostra, foram escolhidos de forma aleatéria os tempos. As

amostras e os padrdes foram re-analisados os ap6s 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20 e 24 horas da

analise inicial. Os resultados de estas analises sdo apresentados nas tabelas 7 e 8.

Apesar do teste de estabilidade da solucdo ser de grande importancia para

garantir a confianga nos resultados encontrados com a metodologia em questao, ndo

existe pardmetro de aceitagdo, para variacido, descrito em literatura oficial. Mediante
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este fato, adotou-se como critério de variagdo um valor de DPR inferior a 2,0%, valor
este em consonancia com as exigéncias expostas pelo corpo técnico da ANVISA e
praticado pela industria farmacéutica.

Para solugao analitica do padrao as maiores variagdes observadas foram: uma
diminuicdo de 0,8% para diosmina e 3,3% para hesperidina, ambos 24 horas apés a
analise inicial. Adotando-se um limite de aceitagéo de 2,0%, que € o preconizado pelo
orgéo fiscalizador (ANVISA) conclui-se que a solugéo analitica do padrao foi estavel,
nas condicbes do método proposto, por até 08 horas, tempo no qual o padrdo de

hesperidina tem uma variacao de 1,7%.

Tabela 7. Estabilidade da solu¢ao padréo para o teste de teor

Tempo transcorrido Area da Area da Variagao Variagao
apos o preparo da Diosmina Hesperidina | Diosmina (%) |Hesperidina (%)
solucéo

Analise Inicial 14235300 1447102

2 horas 14131967 1438506 0,7 0,6

4 horas 14334293 1427646 -0,7 1,3

6 horas 14296044 1425171 -0,4 1,5

8 horas 14286957 1422950 -0,4 1,7
12 horas 14281940 1410346 -0,3 25
16 horas 14215883 1414541 0,1 2,3
20 horas 14277271 1404883 -0,3 29
24 horas 14124475 1398682 0,8 3,3

Na Tabela 8 se apresentam os resultados da analise de estabilidade para a

solugdo analitica da amostra.
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Tabela 8. Estabilidade da solu¢ao analitica da amostra para o teste de teor

Tempo transcorrido Area da Area da Variacao Variacao

apos o preparo da Diosmina Hesperidina | Diosmina (%) |Hesperidina (%)
solucéo

Analise Inicial 14258567 1472019

2 horas 14469677 1460149 -1,5 0,8
4 horas 14508302 1444068 -1,8 1,9
6 horas 14406845 1438279 -1,0 2,3
8 horas 14503494 1438006 -1,7 2,3
12 horas 14626533 1409419 -2,6 4,3
16 horas 14650393 1401877 2,7 4.8
20 horas 14837080 1368371 -4,1 7,0
24 horas 14801225 1332074 -3,8 9,5

Para solucdo analitica da amostra a maior variagdo observada foi: uma
diminuicdo de 4,1% para diosmina (apds 20 horas) e 9,5% para hesperidina, apés 24
horas. Com base nos resultados apresentados na Tabela 8, conclui-se que a solugéo
analitica da amostra somente foi estavel por até 4 horas nas condigbes previstas no
método, visto que apds este ponto a variagdo, em relagdo ao tempo inicial, ndo
ultrapassou o limite de 2,0%, tendo como resultado o valor de —1,8% para diosmina e

1,9% para hesperidina.
4.1.2.2. Variagao do fluxo da fase mével
Os resultados da analise da variagdo do fluxo da fase mével na validagdo do

método cromatografico para a determinagéo do teor de ambos os principios ativos sédo

apresentados a seguir na Tabela 9.
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Tabela 9: Variagao de fluxo da fase movel para o teste de teor

Solugao Padrao (Pico de Diosmina)

Fluxo Fator de Simetria Pratos teoricos
1,0 mL/min 1,17 3742,9

1,5 mL/min 1,16 2796,1

2,0 mL/min 1,15 22246
Solugdo Amostra (Pico de Diosmina)

Fluxo Fator de Simetria Pratos tedricos
1,0 mL/min 1,17 3761,6

1,5 mL/min 1,16 2799,2

2,0 mL/min 1,14 2231,2
Solucgao Padrao (Pico de Hesperidina)

Fluxo Fator de Simetria Pratos teoricos
1,0 mL/min 1,04 3244 .4

1,5 mL/min 1,04 24247

2,0 mL/min 1,04 1941,0
Solugao Amostra (Pico de Hesperidina)

Fluxo Fator de Simetria Pratos teoricos
1,0 mL/min 1,04 3211,4

1,5 mL/min 1,04 24379

2,0 mL/min 1,05 1954,0

Na Tabela 9 se apresentam os resultados obtidos variando o fluxo da fase
movel nos valores 1,0 mL/min, 1,5 mL/min e 2,0 mL/min.

A partir dos dados reportados nas tabelas anteriores verificou -se que quando o
fluxo da fase moével é alterado, ndo ocorreram alteragdes significativas no fator de
simetria dos picos. Dado este de grande importancia na analise da eficiéncia
cromatografica, pois uma variagdo no fator de simetria aumenta, significativamente, as
variagbes inerentes a integracédo do pico. Desta forma conclui-se que o método é

robusto para pequenas variagdes de fluxo da fase mével.
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4.1.2.3. Variagao da coluna cromatografica

O efeito da variagdo da coluna cromatografica usada no desenvolvimento do
método analitico foi avaliado empregando duas colunas de lotes de diferentes. Os
resultados reportados na Tabela 10 mostram que a variagdo da coluna nao teve
impacto significativo em valores de simetria dos picos, demonstrando que o método
desenvolvido é robusto para variagdes de colunas cromatograficas C-18 de lotes

diferentes.

Tabela 10: Teste de variacao de lotes de colunas cromatograficas para o teste de teor

Solugao Padrao (Pico de Hesperidina)

Lote da coluna Fator de Simetria Pratos teoricos
W33571S004 1,07 22747
015834349130 03 1,08 2270,2
Solugdao Amostra (Pico de Hesperidina)

Lote da coluna Fator de Simetria Pratos te6ricos
W33571S004 1,05 2290,4
015834349130 03 1,08 2280,3
Solugao Padrao (Pico de Diosmina)

Lote da coluna Fator de Simetria Pratos teoricos
W33571S004 1,15 2502,2
015834349130 03 1,16 2510,6
Solugao Amostra (Pico de Diosmina)

Lote da coluna Fator de Simetria Pratos tedricos
W33571S004 1,15 1490,9
015834349130 03 1,16 2498,2

4.1.3. Especificidade / seletividade

Os resultados para o estudo de especificidade/seletividade do método proposto
sao apresentados na Tabela 11. As Farmacopéias Americana e Européia preconizam
que a interferéncia do placebo deve ser menor, ou igual, a 2,0%. Como se obteve uma

interferéncia de 0,2% pode-se concluir que o método desenvolvido é especifico e
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seletivo para analise de diosmina e hesperidina, devido a que, o comprimento de onda

usado na analise foi de 275 nm.
Nas figuras 7, 8, 9 e 10 se apresentam os cromatogramas obtidos nas analises

cromatograficas de um padrdao de diosmina, de um padrdo de hesperidina, de uma
amostra da associacdo de diosmina e hesperidina em comprimidos revestidos e,

finalmente, do placebo desta associagéo, respectivamente.

Tabela11. Seletividade do método de determinag&o de teor proposto

Item Analisado Area de Pico Teor (%)
Padrao de Diosmina + Hesperidina 15955092 100,0%
Amostra 16112750 101,0%
Placebo n°® 216/07 23439 0,2%
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Figura 7. Cromatograma do padréo de diosmina.
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Figura 8. Cromatograma do padrao de hesperidina.
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Figura 9. Cromatograma de uma amostra da associac¢ao de diosmina e hesperidina

em comprimidos revestidos.
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Figura 10. Cromatograma do placebo da associagédo de diosmina e hesperidina em

comprimidos revestidos

4.1.4. Linearidade e faixa de trabalho

A determinagdo da linearidade e da faixa da faixa de resposta linear ou de
trabalho do método analitico em estudo foi realizada usando a regressao linear pelo
método dos minimos quadrados. Nas Tabelas 12 e 13 se apresentam os resultados
das analises cromatograficas para o teste de linearidade. Os resultados da regressao

linear sao apresentados nos grafico 1 e 2.
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Tabela 12. Teste de Linearidade para a metodologia de teor do ativo diosmina.

Concentragédo Tedrica (%) Preparagdo1 Preparagdo2 Média das Areas

60% 7345840 7543577 7444709
80% 9433753 9373821 9403787
100% 11091647 11032308 11061978
120% 13460487 13645147 13552817
140% 14718138 15375698 15046918
Linearidade teor de Diosmina
160% -
140% -
o
9 120% -
g
€ 100% -
Q
(8]
S 80% -
(&) y =1E-07x - 0,1625
60% - R? =0,9954
40% T T T T T 1
5000000 7000000 9000000 11000000 13000000 15000000 17000000
Areas

Grafico 1. Faixa de linearidade para a metodologia proposta para teor do ativo

diosmina.

Tabela 13. Teste de Linearidade para a metodologia de teor do ativo Hesperidina

Concentragido Teérica (%) Preparagdo1 Preparagdo2 Média das Areas

60% 862158 862180 862169
80% 1151472 1151535 1151504
100% 1498101 1438202 1468152
120% 1728657 1728578 1728618
140% 2013047 2013061 2013054
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Grafico 2. Faixa de linearidade para a metodologia proposta para teor do ativo

hesperidina.

Segundo ARAUJO (2009), o ideal num teste de linearidade para analises em
medicamentos, & que se obtenha um R? maior ou igual a que 0,99. Os dados
mostraram que o método desenvolvido foi linear na faixa de 60% a 140% da
concentracdo de trabalho, com coeficiente de correlagéo linear igual a 0,9954 para
diosmina e 0,9992 para hesperidina. Valores de acordo com o preconizado pela
literatura cientifica e maiores do que os preconizados pelas Farmacopéias Americana

e Britanica, que é de 0,95 .

4.1.5. Determinagao de precisao

4.1.5.1. Repetibilidade

Considerando os dados obtidos com as seis solu¢des analiticas apresentados
nas tabelas 14 e 15, o método em estudo apresentou repetibiliade, entre as amostras
preparadas em um mesmo dia € sob as mesmas condigbes, com desvio padrao
relativo de 0,39% e 0,22% para diosmina e 1,22% e 0,69% para hesperina, no primeiro
e segundo dia de andlise, respectivamente. Segundo BANSAL e DE STEFANO
(2007), para que o teste seja repetivel o desvio padrao relativo tem de ser igual ou
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menor que 5,0%, valor este em consondncia com as Farmacopéias Americana,

Européia, legislacao brasileira e ICH.

Tabela 14. Repetibilidade do teor do 1° dia de analise

Preparagdo Injecao Area do pico de diosmina Area do pico de hesperidina
1 14252717 1433104
1 2 14262437 1455358
3 14282788 1458344
1 14346203 1426168
2 2 14294388 1440686
3 14296457 1442199
1 14212716 1407400
3 2 14237714 1431231
3 14250807 1428110
1 14169384 1396319
4 2 14176157 1410359
3 14166878 1411810
1 14224300 1412921
5 2 14225528 1422641
3 14216116 1425575
1 14174342 1402130
6 2 14159866 1413414
3 14142595 1412635
Média 14227299,61 1423911,333
S 56119,32071 17408,8343
DPR % 0,39 1,22
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Tabela 15. Repetibilidade do teor do 2° dia de analise

Preparagdo Injegéo Area do pico de diosmina  Area do pico de hesperidina
1 12508233 1544335
1 2 12498687 1523011
3 12487765 1533040
1 12505053 1541292
2 2 12557289 1517366
3 12564036 1520922
1 12536511 1523995
3 2 12503439 1521319
3 12491719 1519366
1 12508840 1517117
4 2 12482090 1512838
3 12507700 1519882
1 12453567 1507574
5 2 12461474 1511017
3 12485880 1514897
1 12492462 1505964
6 2 12508475 1515831
3 12504817 1511048
Média 12503224,3 1520045,222
S 27974,1533 10476,27733
DPR % 0,22 0,69

4.1.5.2. Precisao intermediaria

O meétodo proposto demonstrou ser preciso nas condigbes de analise, pois 0s
valores de teor apresentaram desvio padrao relativo (DPR) de 0,394% para diosmina e
1,223% para hesperidina entre os dois dias de analises como mostrado na Tabela 16.
Neste caso também o teste se considera preciso se o desvio padrao relativo for igual
ou menor de 5,0%, valor em consonancia com o preconizado pelas Farmacopéias

Americana, Européia, legislagao brasileira e ICH.
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Tabela 16. Avaliacao de precisao intermediaria

Média das areas nos 2 dias Desvio Padrao DPR
Diosmina 14227300 56119 0,394
Hesperidina 1423911 17409 1,223

4.1.6. Exatidao

Os resultados obtidos para exatiddo nas concentra¢des de 80%, 100% e 120%,

apresentaram porcentagem de recuperagdo de 101,1%, 99,8% e 100,6% para

diosmina e 102,0%, 100,8% e 100,9% para hesperidina sdo mostrados nas tabelas 17,

18 e 19.

Tabela 17. Teste de exatiddo em 80% da concentragéo de trabalho

Solucdo Padréo | Area Média de | Area Média de |Teor diosmina| Teor hesperidina
diosmina hesperidina (%) (%)
14408971 1437859 100,0 100,0
Amostra Simulada em 80%
Replicata Area Média de | Area Média de [Teor diosmina| Teor hesperidina
diosmina hesperidina (%) (%)
1 11808965 1178452 82,0 82,0
2 11808967 1174498 82,0 81,7
3 11809733 1174472 82,0 81,7
4 11553521 1170752 80,2 81,4
5 11551458 1171457 80,2 81,5
6 11542002 1169311 80,1 81,3
7 11630966 1165472 80,7 81,1
8 11600452 1180014 80,5 82,1
9 11574254 1179001 80,3 82,0
Média 80,9 81,6
S 0,8 0,3
DPR % 1,0 0,4
Exatidao (%) 101,1 102,0
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Tabela 18. Teste de exatiddo em 100% da concentrag&o de trabalho

Solugdo Padrédo| Area Média de |Area Média de | Teor diosmina [Teor hesperidina
diosmina hesperidina (%) (%)
14408971 1437859 100,0 100,0
Amostra Simulada em 100%
Replicata Area Média de |Area Média de | Teor diosmina [Teor hesperidina
diosmina hesperidina (%) (%)
1 14436985 1461982 100,2 101,7
2 14408987 1460025 100,0 101,5
3 14401478 1454782 99,9 101,2
4 14332145 1435478 99,5 99,8
5 14351398 1439867 99,6 100,1
6 14321478 1454782 99,4 101,2
7 14402149 1449872 100,0 100,8
8 14387854 1443698 99,9 100,4
9 14379859 1449001 99,8 100,8
Média 99,8 100,8
S 0,3 0,6
DPR % 0,3 0,6
Exatidao (%) 99,8 100,8

Tabela 19. Teste de exatiddo em 120% da concentrag&o de trabalho

Solugéo Area Média de |Area Média de | Teor diosmina | Teor hesperidina
Padrao diosmina hesperidina (%) (%)
14408971 1437859 100,0 100,0
Amostra Simulada em 120%
Replicata Area Média de |Area Média de | Teor diosmina | Teor hesperidina
diosmina hesperidina (%) (%)
1 17349875 1749879 120,4 121,7
2 17299587 1749875 120,1 121,7
3 17309875 1743254 120,1 121,2
4 17357982 1758972 120,5 122,3
5 17398754 1747472 120,7 121,5
6 17398754 1750002 120,7 121,7
7 17489752 1743652 121,4 121,3
8 17503268 1714785 121,5 119,3
9 17512547 1712472 121,5 119,1
Média 120,8 121,1
S 0,6 1,1
DPR % 0,5 0,9
Exatidao (%) 100,6 100,9
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Considerando que o grau de recuperagdo aceito pela legislagdo vigente no
Brasil, Farmacopéia Americana e Farmacopéia Européia, esta entre 98,0% e 102,0%,

pode se concluir que o método em questéo é exato nas condi¢cbes propostas.

4.1.7. Consideragoes sobre a metodologia de determinagao de teor desenvolvida

Analisando os dados, reportados nas tabelas 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18 e 19, ressaltamos que a metodologia utilizada para a determinagéo do
teor de ambos os principios ativos atende a todos os parametros de validagdo da
Resolugéo n°® 899 de 29 de maio de 2003 e das farmacopéias aceitas no pais, um dos
objetivos deste trabalho. Além do fato de diluente utilizado, o NaOH 0,1mol/L, ndo

promover degradagéo dos principios ativos, diosmina e hesperidina.

4.2. Determinacgao do ensaio de dissolugéao

4.2.1. Método proposto

Apbs realizacao dos testes propostos observou-se que:

Nos meios de dissolugéo que estdo na faixa de pH fisiolégico (agua, HCI 0,1
mol/L e tampao fosfato de potassio monobasico 0,05 mol/L pH 6,8), em 60 minutos de
dissolugdo n&o houve liberacdo de pelo menos 70% da quantidade rotulada dos
farmacos, nem para o medicamento de referéncia (Daflon®) nem para o medicamento

em estudo, conforme pode ser observado na Tabela 20.

Tabela 20. Teste de meios de dissolugao, através de uma dissolug¢ao simples de

comprimidos revestidos de diosmina e hesperidina

Meio de dissolucao Liberacéo de flavonodides  Liberagéo de flavonoides totais
totais para o Daflon ® para a formulagédo em estudo

Agua 29,8% 34,6%

HCI 0,1 mol/L 39,8% 43,8%

Tampéao 0,05M pH 6,8 51,8% 39,4%

Quando foi usado como meio de dissolucdo a solugdo tampado de tris-
hidroximetilaminometano com pH 12,4 + 1% de lauril sulfato de sédio, em 60 minutos

de corrida, ambos os principios ativos apresentaram liberagdo de diosmina +
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hesperidina acima de 75%. Sendo assim, realizou-se um perfil de dissolugéo, o que
demonstrou ser este um meio adequado para realizacao do teste de dissolugéo, pois o
perfil encontrado contempla o principal fator que torna este teste de dissolugéo viavel e
discriminativo, ou seja, promove uma liberagdo gradual dos principios ativos, nao
levando a um platd de 85% em menos de 15 min (BRASIL, 2004). Por tal motivo este
foi 0 método de escolha para validagéo.

No gréfico 3 se apresenta o perfil de dissolugédo de Daflon 500 frente ao
medicamento teste (diosmina 450 mg + hesperidina 50 mg) em solugcdo de tampao

trishidroximetilaminometano pH 12,4 + 1% de lauril sulfato de sodio.

Perfil de dissolucdo, Daflon 500 x Medicamento teste (Diosmina
450mg + hesperidina 50mg) em tampao tris-
hidroximetilaminometano pH12,4 + 1% de lauril sulfato de s6dio

100
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[ —a—Daflon 500 —=&—Medicamento teste |

Gréfico 3. Perfil de dissolugéo, Daflon 500 x Medicamento teste (diosmina 450 mg +
hesperidina 50 mg) em tampao tris-hidroximetilaminometano pH 12,4 + 1% de lauril

sulfato de sédio.
4.2.2. Especificidade / seletividade para dissolugao

Os resultados do teste de especificidade/seletividade para a dissolugcao dos
principios ativos sdo apresentados na Tabela 21. Nas figuras 11 e 12 mostram
respectivamente as corridas cromatograficas de uma amostra da associagdo de
diosmina e hesperidina depois de submetida a dissolu¢do e uma amostra do placebo

desta associagéo, submetido as mesmas condi¢gbes da amostra.

Tabela 21. Seletividade do método proposto para dissolu¢ao
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Iltem Analisado Area do Pico  Concentragao (%)

Padrao de Diosmina + Hesperidina 3901585 100,0%
Amostra 3957997 101,5%
Placebo n° 216/07 18853,5 0,5%
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Figura 11. Cromatograma de uma amostra da associag¢do de diosmina e hesperidina

depois de submetido a dissolugao.
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Figura 12. Cromatograma do placebo da associagao de diosmina e hesperidina depois

de submetido a dissolucao.

O método apresentou-se especifico e seletivo, com interferéncia de 0,5% do
placebo, ou seja, um valor menor que 2,0%, limite de aceitacdo da Farmacopéia

Americana, Européia e legislacao brasileira.

4.2.3. Determinacgao de linearidade e faixa de trabalho:

A regressao linear utilizando o método dos minimos quadrados para as
amostras analisadas demonstrou que o método proposto € linear na faixa de 40% a
120%, pois o coeficiente de correlagao foi igual a 0,9984 para diosmina e 0,9947 para
hesperidina, valores em consonancia com o preconizado pelas Farmacopéias
Americana e Européia. Isto significa que qualquer variagdo na concentragdo dentro
desta faixa de trabalho ira acarretar em uma resposta proporcional em termo de area
dos picos analisados. Estes dados estdo apresentados nas tabelas 22 e 23 e nos

graficos 4 e 5.
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Tabela 22. Teste de Linearidade no método de dissolu¢ao para o ativo diosmina.

Concentragao Teorica (%)

Preparagao 1

Preparagao 2

Média das Areas

60% 1217421 1215248 1216335
80% 1835247 1845478 1840363
100% 2465870 2411245 2438558
120% 3042587 3054784 3048686
140% 3760258 3812547 3786403
Linearidade dissolug¢ao (Diosmina)
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o 140% -
(<]
'S, 120% -
o
€ 100% -
<))
(3]
g 80% -
o y = 3E-07x + 0,2244
60% 1 R? = 0,9984
400/0 T T T T T T 1
800000 1300000 1800000 2300000 2800000 3300000 3800000 4300000
Areas

Grafico 4. Faixa de linearidade obtida com os resultados da tabela de Linearidade no

método de dissolugdo para o ativo Diosmina

Tabela 23. Teste de Linearidade no método de dissolugao para o ativo hesperidina.

Concentragao Teorica (%)

Preparagao 1

Preparagao 2

Média das Areas

60% 385428 433217 409323
80% 514521 586547 550534
100% 713214 680365 696790
120% 794587 777752 786170
140% 937453 933321 935387
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Linearidade dissolugdo (Hesperidina)
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Grafico 5. Faixa de linearidade obtida com os resultados da tabela de Linearidade no

método de dissolugao para o ativo hesperidina.

4.2.4. Determinacgao de precisao

- Repetibilidade:

O método apresentou repetibilidade, com desvio padrado relativo maximo de
1,14% para diosmina e 0,90% para hesperidina, entre amostras preparadas em um
mesmo dia sob as mesmas condigbes. Valores estes inferiores a 5,0%, que é o
preconizado pela legislacao brasileira e pelas Farmacopéias Americana e Européia,
desta forma, conclui-se que o método proposto é preciso. Os resultados do este teste

sao apresentados nas tabelas 24 e 25.
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Tabela 24. Repetibilidade para dissolugdo, 1° dia de analise.

Preparacgéo Injecéo Area do pico de diosmina Area do pico de hesperidina
1 3101416 461071
1 2 3115559 462796
3 3110099 459466
1 3085983 460721
2 2 3091135 463860
3 3087892 461728
1 3057061 458119
3 2 3053346 459196
3 3054709 458798
1 3057500 455788
4 2 3058213 456405
3 3057222 456759
1 3120340 467320
5 2 3103421 465120
3 3102130 463379
1 3102312 467773
6 2 3103423 467765
3 3102313 468679
Média 3086893 461930,1667
S 23741,0295 4163,201006
DPR % 0,77 0,90
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Tabela 25. Repetibilidade para dissolugdo, 2° dia de analise.

Preparagdo Injecao Area do pico de diosmina Area do pico de hesperidina
1 3121472 462354
1 2 3102472 458723
3 3132478 458214
1 3081478 452178
2 2 3021457 458793
3 3021457 452147
1 3069854 458752
3 2 3052147 458721
3 3054142 460001
1 3052134 458752
4 2 3051125 452147
3 3052145 452368
1 3122145 458721
5 2 3112425 456210
3 3102145 457210
1 3110246 452157
6 2 3102144 452138
3 3100021 458721
Média 3081193,722 456572,6111
S 35035,70178 3401,016615
DPR % 1,14 0,74

- Precisao Intermediaria
O método proposto demonstrou ser preciso nas condicbes de analise do
laboratério, pois o valor para o desvio padrao relativo foi de 0,769% para diosmina e
0,901% para hesperidina, entre as analises realizadas em dois dias diferentes. Valor
este inferior ao limite preconizado pelas Farmacopéias Americana, Européia e
legislagao vigente no Brasil, que é de 5,0%. Para este teste foram utilizados analistas

distintos. Os resultados deste teste se apresentam na Tabela 26.

Tabela 26. Avaliacao de preciséo intermediaria no teste de dissolucao

Média das areas nos 2 dias Desvio Padrdo DPR (%)
Diosmina 3086893 23741 0,769
Hesperidina 461930 4163 0,901
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4.2.5. Consideragoes sobre o desenvolvimento e validagcao da metodologia

de dissolugao

Analisando os dados, reportados nas tabelas 20, 21, 22, 23, 24, 25 e 26,
ressaltamos que a metodologia utilizada no ensaio de dissolugcdo de ambos os
principios ativos atende a todos os parametros de validacdo da Resolugédo n° 899 de
29 de maio de 2003, um dos objetivos deste trabalho. Além do fato comprovarmos,
como mostrado no grafico 3, que o método de dissolucdo é discriminativo, por ndo
apresentar um platdé de 85% de liberagdo dos ativos em menos de 15 minutos de

dissolugéo.

58



5. Conclusédes

As metodologias reportadas na literatura cientifica consultada n&o se
mostraram adequadas para realizagao de analise de teor na formulagdo da empresa
patrocinadora (Neoquimica) do estudo devido ao fato de apresentarem baixos fatores
de recuperacéo.

O método desenvolvido utilizando-se cromatografia liquida de alta eficiéncia e
deteccao por espectrofotometria UV mostrou-se linear, especifico, sensivel, preciso,
exato e robusto para a andlise quantitativa da associacdo de diosmina 450 mg e
hesperidina 50 mg na forma farmacéutica comprimido revestido.

O uso de 900 mL trishidroximetilaminometano pH 12,5 contendo 1% de lauril
sulfato de sédio a 37,0 = 0,5°C, aparato pa, com velocidade de 100 rpm, demonstra-se
satisfatério para analise de dissolucdo da associagcdo de diosmina 450 mg e
hesperidina 50 mg na forma farmacéutica comprimido revestido.

Sugere-se para associagdo de diosmina 450 mg e hesperidina 50 mg na forma
farmacéutica comprimido revestido um Q > 70,0 %, valor este em consonancia com o
indicado no método geral para o teste de dissolu¢cdo da Farmacopéia Britanica.

O método desenvolvido, utilizando-se cromatografia liquida de alta eficiéncia e
deteccgéo por espectrofotometria UV para determinag¢ado de teor de diosmina 450 mg e
hesperidina 50 mg na forma farmacéutica comprimido revestido, mostrou-se adequado
para quantificagéo dos ativos dissolvidos, nas amostras do teste de dissolugao.

Os métodos, de teor e dissolugdo, desenvolvidos neste trabalho sé&o
adequados para realizacédo de equivaléncia farmacéutica da associa¢ao de diosmina e

hesperidina em comprimidos revestidos.
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