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Anélise dos padrdes de referéncia utilizando coluna C18 e tampéo fosfato 49
de sddio 20 mmol/L pH 3,0 com misturas de solventes organicos na

proporcédo de 80:20 v/v, sendo: A) Rupatadina (400 pug/mL) MEOH:ACN
(50:50 v/v) em 3,0 min.; B) Ebastina (400 pg/mL) MEOH:ACN (50:50

v/v) em 8,2 min.; C) Rupatadina (200 pg/mL) MEOH:THF (80:20 v/v)

7,8 min.; D) Ebastina (200 pg/mL) MEOH:ACN (80:20 v/v) em 16,3

min.

Anélise dos padrdes de referéncia utilizando coluna C18 e tampéo 50
perclorato de potassio 20 mmol/L pH 3,0 com diferentes fases organicas
(20:80 v/v): A) Loratadina (400 pug/mL); B) Desloratadina (400 pg/mL);

C) Rupatadina (400 pg/mL); D) Ebastina (400 pug/mL), com MEOH e E)
Loratadina (400 ug/mL); F) Desloratadina (400 pg/mL); G) Rupatadina

(400 pg/mL); H) Ebastina (400 pg/mL), com ACN

Anélise dos padrdes de referéncia utilizando coluna C18 e tampéo 51
hexafluorofosfato de potassio 20 mmol/L pH 3,0 com diferentes fases
organicas (20:80 v/v): A) Loratadina (400 pg/mL); B) Desloratadina (400
pg/mL); C) Rupatadina (400 pg/mL); D) Ebastina (400 pg/mL); com

MEOH e E) Loratadina (400 pg/mL); F) Desloratadina (400 pg/mL); G)
Rupatadina (400 pg/mL); H) Ebastina (400 pug/mL), com ACN

Anélise dos padrdes de referéncia utilizando coluna C8 e tampé&o fosfato 52
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de sodio 20 mmol/L pH 3,0 com diferentes fases organicas (20:80 v/v):
A) Loratadina (400 pug/mL); B) Desloratadina (400 pug/mL); C)
Rupatadina (400 pg/mL); D) Ebastina (400 pg/mL), com MEOH e E)
Loratadina (400 pg/mL); F) Desloratadina (400 pg/mL); G) Rupatadina
(400 pg/mL); H) Ebastina (400 pg/mL), com ACN

Anédlise dos padrdes de referéncia utilizando coluna C8 e tampéo
perclorato de potassio 20 mmol/L pH 3,0 com diferentes fases organicas
(20:80 v/v): A) Loratadina (400 pg/mL); B) Desloratadina (400 pg/mL);
C) Rupatadina (400 pg/mL); D) Ebastina (400 pug/mL), com MEOH e E)
Loratadina (400 pg/mL); F) Desloratadina (400 pg/mL); G) Rupatadina
(400 pg/mL); H) Ebastina (400 pg/mL), com ACN

Anédlise dos padrdes de referéncia utilizando coluna CN e tampéo fosfato
de sodio 20 mmol/L pH 3,0 com diferentes fases organicas (20:80 v/v):
A) Loratadina (400 pug/mL); B) Desloratadina (400 pg/mL); C)
Rupatadina (400 pg/mL); D) Ebastina (400 pg/mL), com MEOH e E)
Loratadina (400 pg/mL); F) Desloratadina (400 pg/mL); G) Rupatadina
(400 pg/mL); H) Ebastina (400 pg/mL), com ACN

Anédlise dos padrdes de referéncia utilizando coluna CN e tampéo
perclorato de potassio 20 mmol/L pH 3,0 com diferentes fases organicas
(20:80 v/v): A) Loratadina (400 pug/mL); B) Desloratadina (400 pg/mL);
C) Rupatadina (400 pg/mL); D) Ebastina (400 pug/mL), com MEOH e E)
Loratadina (400 pg/mL); F) Desloratadina (400 pg/mL); G) Rupatadina
(400 pg/mL); H) Ebastina (400 pg/mL), com ACN

Anaélise da loratadina utilizando coluna CN e tampdo fosfato de sodio 20
mmol/L pH 3,0 com diferentes concentracdes de MEOH. Sendo em A)
60% de MEOH, em B) 65% de MEOH, em C) 70% de MEOH e em D)
80% de MEOH

Analise da desloratadina utilizando coluna CN e tampao fosfato de sédio
20 mmol/L pH 3,0 com diferentes concentragdes de MEOH. Sendo em
A) 60% de MEOH, em B) 65% de MEOH, em C) 70% de MEOH e em
D) 80% de MEOH

Anadlise da rupatadina utilizando coluna CN e tampao fosfato de sddio 20
mmol/L pH 3,0 com diferentes concentracdes de MEOH. Sendo em A)
60% de MEOH, em B) 65% de MEOH, em C) 70% de MEOH e em D)
80% de MEOH

Anadlise da ebastina utilizando coluna CN e tampéo fosfato de sddio 20
mmol/L pH 3,0 com diferentes concentracdes de MEOH. Sendo em A)
60% de MEOH, em B) 65% de MEOH, em C) 70% de MEOH e em D)
80% de MEOH

Anélise dos padrdes nas condicdes estabelecidas. Condicoes
cromatograficas: Coluna: LiChroCART® 100 RP- CN, 5 um, (125 x 4
mm), fase movel: MEOH:Tampao Fosfato de S6dio 20 mmol/L pH 3,0,
(65:35 v/v), vazdo de 1,0 mL/min; volume de injecdo 20 pL, temperatura
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Figura 24

Figura 25

Figura 26
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de 25°C + 1°C, deteccdo CLAE-UV Amax: 254 nm. A) Loratadina (50
pg/mL) em 2,4 min.; B) Desloratadina (50 pg/mL) em 2,9 min.; C)
Rupatadina (50 pg/mL) em 3,8 min.; e D) Ebastina (50 pg/mL) em 6,9
min.

Anadlise do: A) placebo; B) padrdo; C) amostra simulada e D) amostra
comercial da loratadina (50 pg/mL) com tempo de retencéo de 2,4 min.
Condic¢6es cromatograficas: Coluna: LiChroCART® 100 RP- CN, 5 um,
(125 x 4 mm), fase mével: MEOH:Tampé&o Fosfato de Sédio 20 mmol/L
pH 3,0, (65:35 v/v), vazdo de 1,0 mL/min; volume de injecdo 20 pL,
temperatura de 25°C + 1°C, deteccdo CLAE-UV Amax: 254 nm.

Analise do: A) placebo; B) padrdo; C) amostra simulada e D) amostra
comercial da desloratadina (50 pg/mL) com tempo de retengéo de 2,9
min. CondicGes cromatograficas: Coluna: LiChroCART® 100 RP- CN, 5
pm, (125 x 4 mm), fase mével: MEOH:Tampéo Fosfato de Sodio 20
mmol/L pH 3,0, (65:35 v/v), vazdo de 1,0 mL/min; volume de injecédo 20
pL, temperatura de 25°C + 1°C, detecgdo CLAE-UV Amax: 254 nm.

Anadlise do A) placebo; B) padrdo; C) amostra simulada e D) amostra
comercial da rupatadina (50 pg/mL) com tempo de retencdo de 3,8 min.
Condic¢oes cromatograficas: Coluna: LiChroCART® 100 RP- CN, 5 um,
(125 x 4 mm), fase mével: MEOH:Tampéo Fosfato de Sodio 20 mmol/L
pH 3,0, (65:35 v/v), vazdo de 1,0 mL/min; volume de injecdo 20 pL,
temperatura de 25°C + 1°C, deteccdo CLAE-UV Amax: 254 nm.

Anadlise do A) placebo; B) padrdo; C) amostra simulada e D) amostra
comercial da ebastina (50 pg/mL) com tempo de retencéo de 6,9 min.
Condic¢oes cromatograficas: Coluna: LiChroCART® 100 RP- CN, 5 um,
(125 x 4 mm), fase mével: MEOH:Tampéo Fosfato de S6dio 20 mmol/L
pH 3,0, (65:35 v/v), vazéo de 1,0 mL/min; volume de injecéo 20 pL,
temperatura de 25°C + 1°C, deteccdo CLAE-UV Amax: 254 nm.

Curva analitica da linearidade resultante da analise da solucdo do padréo
da loratadina. Equacéo da reta: y= 12836x — 161410 e r=0,9992.
Condicdes cromatograficas: Coluna: LiChroCART® 100 RP- CN, 5 um,
(125 x 4 mm), fase movel: MEOH:Tampao Fosfato de S6dio 20 mmol/L
pH 3,0, (65:35 v/v), vazdo de 1,0 mL/min; volume de injecéo 20 pL,
temperatura de 25°C + 1°C, deteccdo CLAE-UV Amax: 254 nm.

Curva analitica da linearidade resultante da analise da solugéo do padréo
da desloratadina. Equacdo da reta: y= 15082x - 19324 e r=0,9978.
Condig6es cromatograficas: Coluna: LiChroCART® 100 RP- CN, 5 um,
(125 x 4 mm), fase movel: MEOH:Tampao Fosfato de S6dio 20 mmol/L
pH 3,0, (65:35 v/v), vazdo de 1,0 mL/min; volume de injecéo 20 pL,
temperatura de 25°C + 1°C, detec¢cdo CLAE-UV Amax: 254 nm.

Curva analitica da linearidade resultante da analise da solugéo do padréo
da rupatadina. Equacdo da reta: y=12340x — 27837 e r=0,9993.

Condic¢6es cromatograficas: Coluna: LiChroCART® 100 RP- CN, 5 um,
(125 x 4 mm), fase mével: MEOH:Tampé&o Fosfato de Sédio 20 mmol/L
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Figura 31

Figura 32

Figura 33

Figura 34

Figura 35

Figura 36

pH 3,0, (65:35 v/v), vazdo de 1,0 mL/min; volume de injecdo 20 pL,
temperatura de 25°C + 1°C, deteccdo CLAE-UV Amax: 254 nm.

Curva analitica da linearidade resultante da analise da solucéo do padréo
da ebastina. Equacéo da reta: y= 19250x — 57395 e r= 0,9990. Condicdes
cromatograficas: Coluna: LiChroCART® 100 RP- CN, 5 um, (125 x 4
mm), fase movel: MEOH:Tampéo Fosfato de S6dio 20 mmol/L pH 3,0,
(65:35 v/v), vazdo de 1,0 mL/min; volume de injecdo 20 pL, temperatura
de 25°C + 1°C, deteccdo CLAE-UV Amax: 254 nm.

Determinacéo da seletividade do método para MEOH, padréo e placebo
da loratadina, desloratadina, rupatadina e ebastina. Condicdes
cromatograficas: Coluna: LiChroCART® 100 RP- CN, 5 um, (125 x 4
mm), fase movel: MEOH:Tampéo Fosfato de S6dio 20 mmol/L pH 3,0,
(65:35 v/v), vazdo de 1,0 mL/min; volume de injecdo 20 pL, temperatura
de 25°C + 1°C, deteccdo CLAE-UV Amax: 254 nm. A) Padrdo; B)
Placebo e C) MEOH.

Anélise dos padrdes nas condicdes estabelecidas. A) loratadina (200
pug/mL) em 2,9 min., usando a DSL como Pi; B) desloratadina (200
pg/mL) em 1,6 min., usando a LOR como Pi; C) rupatadina (400 pg/mL)
em 1,7 min., usando a LOR como Pi e D) ebastina (400 pg/mL) em 2,6
min., usando DSL como Pi. Condigdes eletroforéticas: capilar de silica
fundida de 40,5 cm efetivos e 50 cm totais, 75 um de diametro interno e
375 um de diametro externo, eletrolito: &cido bérico 35 mmol/L, pH 2,5,
tensdo aplicada de 20 kV para LOR, DSL e RUP e 24 kV para EB,
injecdo hidrodinamica de 0,5 psi por 3 segundos, temperatura de 25°C.
Deteccdo CE-UV Amax:205 nm.

Anélise do A) eletrolito, B) placebo; C) padrdo; D) amostra simulada e
E) amostra comercial da loratadina (200 pg/mL). Condigdes
eletroforéticas: capilar de silica fundida de 40,5 cm efetivos e 50 cm
totais, 75 um de didmetro interno e 375 um de didmetro externo,
eletrolito: &cido borico 35 mmol/L, pH 2,5, tensdo aplicada de 20 kV,
injecdo hidrodinamica de 0,5 psi por 3 segundos, temperatura de 25°C.
Deteccdo CE-UV Amax:205 nm.

Analise do A) eletrdlito, B) placebo; C) padrdo; D) amostra simulada e
E) amostra comercial da desloratadina (200 pg/mL). Condicoes
eletroforeéticas: capilar de silica fundida de 40,5 cm efetivos e 50 cm
totais, 75 um de diametro interno e 375 um de diametro externo,
eletrolito: &cido bdrico 35 mmol/L, pH 2,5, tenséo aplicada de 20 kV,
injecdo hidrodindmica de 0,5 psi por 3 segundos, temperatura de 25°C.
Deteccdo CE-UV Amax: 205 nm

Anadlise do A) eletrdlito, B) placebo; C) padrdo; D) amostra simulada e
E) amostra comercial da rupatadina (200 pug/mL). Condicdes
eletroforéticas: capilar de silica fundida de 40,5 cm efetivos e 50 cm
totais, 75 um de didmetro interno e 375 um de diametro externo,
eletrolito: &cido bdrico 35 mmol/L, pH 2,5, tensdo aplicada de 20 kV,
injecdo hidrodinamica de 0,5 psi por 3 segundos, temperatura de 25°C.
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Figura 37

Figura 38

Figura 39
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Figura 42

Deteccdo CE-UV Aimax: 205 nm

Anélise do A) eletrolito, B) placebo; C) padrdo; D) amostra simulada e
E) amostra comercial da ebastina (200 pg/mL). Condicbes
eletroforéticas: capilar de silica fundida de 40,5 cm efetivos e 50 cm
totais, 75 um de didmetro interno e 375 um de diametro externo,
eletrdlito: acido borico 35 mmol/L, pH 2,5, tensdo aplicada de 24 kV,
injecdo hidrodinamica de 0,5 psi por 3 segundos, temperatura de 25°C.
Detec¢do CE-UV Amax: 205 nm.

Curva analitica da linearidade resultante da analise da solu¢éo do padréo
da loratadina. Equacéo da reta: y= 0,6145x-0,4929 e r=0,99106.
Condicoes eletroforéticas: capilar de silica fundida de 40,5 cm efetivos e
50 cm totais, 75 um de didmetro interno e 375 um de didmetro externo,
eletrolito: &cido borico 35 mmol/L, pH 2,5, tensdo aplicada de 20 kV,
injecdo hidrodinamica de 0,5 psi por 3 segundos, temperatura de 25°C.
Deteccdo CE-UV Amax:205 nm.

Curva analitica da linearidade resultante da analise da solucéo do padrao
da desloratadina. Equacdo da reta: y= 0,4829x-0,2715 e r= 0,9921693.
Condigdes eletroforéticas: capilar de silica fundida de 40,5 cm efetivos e
50 cm totais, 75 um de diametro interno e 375 um de diametro externo,
eletrdlito: &cido borico 35 mmol/L, pH 2,5, tensdo aplicada de 20 kV,
injecdo hidrodinamica de 0,5 psi por 3 segundos, temperatura de 25°C.
Deteccdo CE-UV Amax:205 nm.

Curva analitica da linearidade resultante da analise da solucéo do padréo
da rupatadina. Equacao da reta: y=0,207x-0,1434 e r= 0,9904039.
Condicoes eletroforéticas: capilar de silica fundida de 40,5 cm efetivos e
50 cm totais, 75 um de didmetro interno e 375 um de didmetro externo,
eletrdlito: &cido borico 35 mmol/L, pH 2,5, tensdo aplicada de 20 kV,
injecdo hidrodinamica de 0,5 psi por 3 segundos, temperatura de 25°C.
Deteccdo CE-UV Amax:205 nm.

Curva analitica da linearidade resultante da analise da solucéo do padréo
da ebastina. Equacéo da reta: y= 0,6546x-0,3971 e r= 0,9934787.
Condicdes eletroforéticas: capilar de silica fundida de 40,5 cm efetivos e
50 cm totais, 75 um de didmetro interno e 375 um de didmetro externo,
eletrolito: acido borico 35 mmol/L, pH 2,5, tensdo aplicada de 24 kV,
injecdo hidrodinamica de 0,5 psi por 3 segundos, temperatura de 25°C.
Detecgdo CE-UV Amax:205 nm.

Seletividade do método para: A) eletrdlito; B) placebo; C) padrdo; D)
Amostra simulada e E) Amostra comercial. Condices eletroforéticas:
capilar de silica fundida de 40,5 cm efetivos e 50 cm totais, 75 um de
didmetro interno e 375 um de didmetro externo, eletrdlito: &cido borico
35 mmol/L, pH 2,5, tenséo aplicada de 20 kV para LOR, DSL e RUP e
24 kV para EB, injecdo hidrodindmica de 0,5 psi por 3 segundos,
temperatura de 25°C. Detec¢do CE-UV Amax:205 nm.
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MOTHE, C. M. A. Desenvolvimento de métodos analiticos por cromatografia liquida de
alta eficiéncia e eletroforese capilar para medicamentos anti-histaminicos. 128 p.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo,
2013.

RESUMO

Loratadina, desloratadina, rupatadina e ebastina sdo anti-histaminicos H1 de segunda geracé&o,
pertencentes ao grupo piperidinico, utilizados em casos clinicos de afec¢des alérgicas devido
a sua acao sobre a histamina, que é o principal mediador da alergia e, também, pela sua acéo
anti-inflamatoria ocorrida pelo bloqueio do fator de ativacdo plaquetaria (PAF). Esses
farmacos sdo denominados agonistas inversos dos receptores H1 ndo-sedativos. No presente
estudo, foram desenvolvidos e validados métodos para a quantificacdo de loratadina,
desloratadina, rupatadina e da ebastina em produtos farmacéuticos utilizando as técnicas de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e eletroforese capilar (CE). As analises por
CLAE foram realizadas utilizando coluna LiChroCART® 100 RP- CN, 5 um, (125 x 4 mm),
fase movel constituida MEOH:Tampédo Fosfato de Sédio 20 mmol/L pH 3,0, (65:35 v/v),
vazdo de 1,0 mL/min; volume de injecéo 20 pL, temperatura de 25°C + 1°C, detec¢do CLAE-
UV Amax: 254 nm. Paralelamente, foram desenvolvidos e validados métodos por CE,
utilizando modo de separacéo por CZE com capilar de silica fundida de 40,5 cm efetivos e 50
cm totais, 75 um de diametro interno e 375 um de diametro externo, eletrélito: acido borico
35 mmol/L, pH 2,5, tenséo aplicada de 20 kV para, loratadina, desloratadina e rupatadina, e
de 24 kV para ebastina, injecdo hidrodindmica de 0,5 psi por 3 segundos, temperatura de 25°C
+ 1°C. Detecgdo CE-UV Amax:205 nm. Os procedimentos foram validados, avaliando-se 0s
parametros de especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo e
quantificacdo e robustez, cujos resultados cumpriram os requisitos preconizados pela RE n°
899 da ANVISA. Os métodos propostos foram aplicados na analise de produtos
farmacéuticos. Deste modo, os procedimentos estabelecidos podem ser aplicados para o
aprimoramento do controle de qualidade de medicamentos, bem como garantir a seguranca e
a eficacia do uso terapéutico.

Palavras-chave: anti-histaminicos, controle de qualidade, cromatografia liquida de alta
eficiéncia, eletroforese capilar.



MOTHE, C. M. A. Development of analytical methods by high performance liquid
chromatography and capillary electrophoresis for antihistamines drugs. 128 p. Master's
degree. Faculty of Pharmaceutical Science, University of Sdo Paulo, 2013.

ABSTRACT

Loratadine, desloratadine, rupatadine and ebastine are second generation H1 antihistamines
belonging to the group piperidine. They are often used in the clinical cases of allergic diseases
due to their action on histamine, which is the main mediator of allergy and also by their anti-
inflammatory action mediated through platelet activating factor (PAF) blocking activity.
These drugs are called inverse agonists of non-sedating H1 receptor. In present study a high
performance liquid chromatographic (HPLC) and capillary electrophoresis (CE) methods
were developed and validated for quantitative determination of loratadine, desloratadine,
ebastine rupatadine in pharmaceutical drug products. The HPLC method was developed using
LiChroCART ® RP-100 CN 5 microns (125 x 4 mm) column, mobile phase composed of
MeOH: sodium phosphate buffer 20 mmol/L, pH 3.0 (65:35 v/v ) at a flow rate 1.0 mL/min,
injection volume 20uL. The temperature was maintained at 25 = 1 °C and UV detection was
made at 254 nm. In parallel, a CE method was developed and validated using CZE mode
using a fused silica capillary of 40.5 cm effective length and 50 cm total length with inner and
outer diameter of 75 pum and 375 um, respectively. The background electrolyte was composed
of 35 mmol/L boric acid, pH 2.5, applied voltage of 20 kV for loratadine, desloratadine and
rupatadine and 24 kV for ebastine, hydrodynamic injection at 0.5 psi for 3 seconds. All
analyses were made at 25 + 1 °C and UV detection was made at 205 nm. The CE method was
validated and following parameters were evaluated; specificity, linearity, precision, accuracy,
limit of detection and quantification and robustness. The results met the requirements
recommended by RE No. 899 of ANVISA. The proposed methods were applied in the
analysis of referred pharmaceuticals. Thus, the proposed methods can be applied to improve
the quality control of pharmaceuticals and consequently ensure the safety and efficacy of
these products in therapeutic use.

Keywords: antihistamines, quality control, high performance liquid chromatography, capillary
electrophoresis.



1. INTRODUCAO

A alergia € uma doenca que afeta milhares de pessoas ao redor do mundo — estima-se
que 400 milhdes de pessoas sdo acometidas por rinite alérgica e 300 milhdes por asma, no
mundo. No Brasil, de 30 a 35% da populagdo apresentam algum tipo de reacdo alérgica como
rinite alérgica, asma e dermatite atopica. Os gastos chegam a ultrapassar 98 milhdes de reais
por ano com internagdes pelo sistema Unico de saude (SUS), sendo a terceira causa de
internacdo pelo SUS; esses gastos superam o0s gastos com tuberculose e AIDS. Apesar da alta
prevaléncia e dos altos gastos gerados, a alergia ndo tem cura; porém, ao se conhecer 0s
agentes causadores, pode-se controla-la (DATASUS, 2008; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2012).

A alergia ocorre quando o organismo entra em contato com determinadas substancias
e agentes fisicos, causando reacdo de hipersensibilidade, que varia de pessoa para pessoa; ou
seja, uma substancia pode desencadear alergia em um individuo e ndo causar a mesma reacao
em outro individuo. A reacdo alérgica é mediada, principalmente, pela histamina que é
liberada pelos mastdcitos que foram ativados pelas imunoglobilinas E (IgE) ligadas ao agente
causador da alergia. A histamina é responsavel pelos principais sintomas da alergia, como
eritrema, hipersecrecao e formacédo de papulas (BOUSQUET et al., 2006; RAMOS, 2011).

Os medicamentos anti-histaminicos (anti-H1) que agem nos receptores H1 sdo os
mais prescritos em casos clinicos de alergias. De forma geral, estes medicamentos agem
reduzindo a permeabilidade capilar, blogqueando a vasodilatacdo gerada pela histamina e
reduzindo os sintomas da alergia. Seu mecanismo de acéo € baseado no seu efeito agonista
inverso dos receptores da histamina, ou seja, 0s anti-H1 se ligam nos receptores H1 inativos,
gerando desequilibrio entre os estados inativos e ativos dos receptores, deslocando 0s

receptores no estado ativo para o estado inativo, a fim de reequilibrar o transtorno gerado,



diminuindo a quantidade de receptores ativos, 0s quais se ligam a histamina (DE LUCIA,
2007; JUNQUEIRA, 2004; SIMONS, 2002).

Dentre os medicamentos anti-H1 disponiveis no mercado, existem os de primeira
geracdo, que possuem afinidade pelos receptores H1 cerebrais e caracteristica altamente
lipofilica; esta caracteristica permite que o farmaco ultrapasse a barreira hematoencefalica
(BHE), conferindo-lhe elevado potencial de sedacéo e efeitos adversos anticolinérgicos. Estes
farmacos possuem rapida absor¢do e metabolizacdo, exigindo, assim, varias administracdes ao
dia. Existem, também, os anti-H1 de segunda geracao, que apresentam alta afinidade pelos
receptores H1, e sdo menos lipofilicos ao comparar com os anti-H1 de primeira geracao, esta
caracteristica é interessante, pois dificilmente os anti-H1 de segunda geracdo transpdem a
BHE, ou seja, ndo causa sedacdo e sonoléncia, sua alta poténcia e meia vida longa permitem
administracdo apenas uma vez ao dia (KATZUNG, 2003; SKIDGEL & ERDOS, 2006;
PASTORINO, 2010).

Devido a importancia dos anti-H1 de segunda geracao e sua inova¢do no tratamento
das alergias, fornecendo melhor qualidade de vida aos pacientes no controle das alergias, e a
necessidade de desenvolvimento de medicamentos cada vez mais seguros para a populacgéo, as
indUstrias farmacéuticas vém desenvolvendo métodos analiticos para o controle de qualidade
que sejam confidveis e econdmicos, atendendo as exigéncias das agéncias reguladoras e
mantendo compromisso com o controle de qualidade.

As técnicas analiticas como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a
eletroforese capilar (CE) tém se demonstrado eficazes na anélise do controle de qualidade de
medicamentos, nos quais apresentam resultados mais eficientes na identificacdo de farmacos
comparando com outros métodos. As técnicas de CLAE e CE séo o que ha de mais moderno

no ambito de analises de farmacos e medicamentos.



A CLAE é uma técnica ja consagrada nas industrias farmacéuticas e em laboratérios
de controle de qualidade e estad baseada na retencdo diferencial dos compostos de uma
mistura, decorrentes de diferentes interacdes entre duas fases imisciveis: a fase movel e a fase
estacionaria. A sua versatilidade se da devido a variedade de combinacdes entre estas fases,
possibilitando ampla aplicacdo. A CE é uma técnica de separacdo fundamentada na diferenca
de mobilidade dos ions do analito, que migram sob a influéncia de um campo elétrico, de
corrente continua; essas separacfes se ddo através das diferencas das relagdes massa/carga
dos varios analitos em uma amostra (COLLINS, 2006; TAVARES, 1995).

O presente estudo, portanto, tem como objetivo o desenvolvimento e a validacéo de
métodos analitos para a separacdo e a determinacao quantitativa de quatro medicamentos anti-
H1 de segunda geracdo, comercializados no Brasil (loratadina, desloratadina, rupatadina e
ebastina), em comprimidos, empregando-se a CLAE e a CE, visando a aplicacdo em analises
de rotina, para o controle de qualidade de produtos farmacéuticos que atendam aos requisitos
que contribuam para o controle integral de qualidade, garantindo a seguranca e a eficacia
farmacéuticas e, ao final, a comparacdo através de estudos estatisticos comparativos entre 0s

métodos propostos.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Histamina

A histamina foi sintetizada pela primeira vez por Windaus & Vogt, em 1907. Em
1910, o pesquisador Dale e sua equipe a isolaram do espordo de centeio. Em 1910, Dale &
Laidlaw descreveram as propriedades da histamina em tecidos animais (mdsculos lisos do
intestino e trato respiratdrio) e vasos sanguineos, demonstrando que era uma potente
substancia biologicamente ativa. A histamina, quando injetada em animais, causava
vasoconstri¢do, estimulando a contratilidade cardiaca e induzindo a sindrome de “choque
like”. Somente em 1927, Best e colaboradores isolaram histamina de amostras de figado e
pulm&o de seres humanos e, desde entéo, assim essa amina pode ser considerada constituinte
normal do corpo humano. A pesquisa sobre os efeitos de histamina, acetilcolina e adrenalina,
com consequente descoberta dos primeiros compostos anti-H1, levou Bovet a receber o
prémio Nobel de Medicina em 1957 (CRIADO et al., 2010).

Presente em varios tecidos, como mucosa do intestino, figado, pulmdes, células do
sistema nervoso central (SNC) (armazenadas nas vesiculas sinapticas, como
neuromediadores), baséfilo, mastocitos da pele e dos brénquios (associada a heparina) e
células endoteliais vasculares, a histamina é liberada sob a influéncia de diversos fatores:
estresse (infecgbes e temperaturas extremas), produtos quimicos, alérgenos, venenos de
insetos e serpentes e toxinas microbianas.

A histamina é o principal mediador envolvido na fisiopatologia dos processos
alérgicos. Existem outros mediadores envolvidos, porém a histamina continua sendo o
principal na génese de doencas alérgicas (como rinite e urticaria); € uma amina de baixo peso
molecular, pertencente a classe das aminas biogénicas e é sintetizado a partir do aminoacido

histidina, sob acdo da L-histidina descarboxilase, e armazenada nos granulos presentes no



citoplasma de mastdcitos e basofilos. Sua liberacdo resulta da interacdo entre antigeno e
anticorpo constituidos pelas imunoglobulinas E (IgE), ja na fase imediata da reacédo alérgica.
Os efeitos fisioldgicos da histamina no organismo incluem estimulacdo das terminacfes
nervosas sensoriais (prurido e espirros), secrecdes glandulares (coriza), aumento da
permeabilidade vascular, vasodilatagdo (eritema, obstrucdo nasal, edema) e contracdo
broncomuscular (BOUSQUET et al., 2003; BOUSQUET, 2006; CRIADO et al., 2010;
SIMONS, 2003; PASTORINO, 2010, POTTER, 2005).

Os receptores da histamina pertencem a familia de receptores que estdo acoplados a
proteina G, tendo sido até hoje identificados quatro tipos de receptores histaminicos (H1, H2,
H3 e H4), os quais se diferenciam quanto a localizacdo histolégica, mensageiros secundarios e
propriedades de ligacdo com a histamina (CUVILLO, 2006; LEURS et al., 2002).

As acles desencadeadas pela histamina, por meio de sua ligacdo ao receptor H1,
estdo relacionadas a processos alérgicos e inflamatdrios, tais como broncoconstricdo, secrecdo
de muco, aumento da permeabilidade vascular e vasodilatagdo, neurotransmissor no SNC,
inibindo o apetite e aumentando o estado de sonoléncia. A ativacdo dos receptores H2 esta
estreitamente relacionada ao aumento de secre¢do gastrica pelas células parietais, relaxamento
da musculatura lisa e aumento da resisténcia das vias aéreas inferiores. Os receptores H3 estdo
envolvidos na regulacdo autdcrina negativa de histamina e de seus neurotransmissores do
SNC, funcionando como receptores pré-sinapticos. Ja os receptores H4 estdo envolvidos na
inducdo de prurido, na inflamagédo alérgica e no recrutamento de células precursoras de
mastocitos em processos alérgicos com papel imunorregulador (AGRAWAL, 2004;
BARANIUK, 1997; CAMELO-NUNES, 2006; SIMONS, 2003).

Outro mediador que estd diretamente envolvido na fisiopatologia da alergia e de
lesGes inflamatorias € o fator ativador de plaquetas (do inglés, Platelet-activating factor, ou

PAF), que é um mediador inflamatério fosfolipidico liberado pelos mastocitos, basoéfilos e



eosinofilos. O PAF age promovendo a liberacdo dos mediadores plaquetarios ocasionando a
formacdo de microtrombos, o que contribui para a ocorréncia da lesao tecidual, induz hiper-
reatividade bronquica e ativacdo de neutrofilos. Ele também causa broncoconstri¢do, aumento
da permeabilidade vascular, estimula eosindfilos e pode induzir ao estado de choque. A
histamina e o PAF possuem a capacidade de estimular a acdo um do outro, conferindo-lhes
acao sinergica durante o processo alérgico (BILLAH et al., 1991; PRESCOTT et al., 1990;

MARQUES, 2002; MULLOL, 2008). A Figura 1 mostra a acdo do PAF na reacao alérgica.
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Figura 1. Acdo do PAF na reacdo alérgica.

2.2. Alergia

A alergia, apesar de ser uma doenca que afeta grande nimero de pessoas ao redor do
mundo, ainda ndo tem cura. Ela ocorre quando o organismo entra em contato com
determinadas substancias e agentes fisicos, como poeira, substancias quimicas, alimentos,
pelos de animais, causando reacao de hipersensibilidade, que pode variar entre as pessoas; ou
seja, uma substancia pode ser alergénica para um individuo e ndo causar a mesma reacdo em

outro individuo. A Figura 2 representa 0 mecanismo da alergia, que se inicia quando uma



substancia estranha ao organismo (alérgeno ou antigeno) entra em contato com a mucosa e se
deposita sobre a IgE correspondente, provocando a liberacdo de substancias contidas no
interior da célula (por exemplo, a histamina), que causardo os sintomas da alergia, como

eritema, hipersecrecao e formacéo de papulas (RAMOS, 2011).

/ % Histamina
. )
Eritema,
hipersecrecao,
Alérgeno formacao
de papula

Figura 2. Mecanismo da alergia (RAMOS, 2011).

A prevaléncia de doencas alérgicas respiratorias no mundo € de centenas de milhares
de pessoas. Cerca de 30 a 35% da populacdo brasileira apresenta algum tipo de reacao
alérgica, como asma, rinite alérgica e dermatite atdépica (BOUSQUET, 2006; WORLD

HEALTH ORGANIZATION, 2012), as quais serdo abordadas a seguir.

2.2.1. Asma

A asma é uma doenca caracterizada pela inflamacdo das vias aéreas, obstrugdo
reversivel do fluxo de ar e hiper-reatividade brénquica. E uma doenca crénica que pode
restringir a vida dos pacientes, tanto em niveis fisicos e emocionais quanto sociais,
impactando em suas carreiras. Quando a doenca ndo € devidamente controlada, o impacto

sobre a vida dos pacientes € bem maior, pois a propria doenca causa desconforto devido a sua



evolucdo imprevisivel. Alguns pacientes relatam que levam uma vida normal, comparada aos
individuos ndo portadores de asma, sendo que este conceito de normalidade incorpora ajustes
e restricdes ao estilo de vida. Como a asma ndo tem cura, 0s pacientes precisam gerir a
doenca, para reducdo de sintomas e melhoria no estilo de vida em termos de saude
relacionada com a qualidade de vida (BOUSQUET, 2004, SARLO, 2007).

Atualmente, estima-se que trezentos milhdes de pessoas sofram de asma no mundo.
Segundo o estudo internacional sobre asma e alergias em criangas (do inglés, International
Study of Asthma and Allergies in Childhood - ISAAC), realizado em 1998, o Brasil ocupava
o0 oitavo lugar em prevaléncia de asma no mundo. A asma foi a terceira causa de internacdes
em 2001, com gasto de mais de 98 milhdes de reais pelo SUS. Em termos mundiais, 0s gastos
com a asma superam aos da tuberculose — em consequéncia de AIDS (DATASUS, 2008;

OMS, 2008).

2.2.2. Rinite alérgica

A rinite alérgica é caracterizada por congestdo nasal e espirros que, por sua vez, Sao
associados a irritacdo da garganta, dos olhos e dos ouvidos. A rinite alérgica esta entre as dez
causas mais prevalente em atendimento primario a salde e é considerada uma doenca
negligenciada pelos profissionais de saude, pois nem todos 0s pacientes procuram
atendimento e ha falta de controle dos sintomas, assim como ha subdiagnostico.

A rinite alérgica pode ser dividida em duas fases: a imediata e a tardia. Sob o ponto
de vista fisiopatologico, a fase imediata dura cerca de 30 minutos ap06s a exposi¢do ao agente
alergénico e a tardia consiste em uma nova fase que ocorre entre 2 a 4 horas apds a exposi¢éo.
Na fase imediata, 0 agente alergénico se liga as moléculas de IgE que estdo fixadas nas
paredes dos mastdcitos, desencadeando reacGes intracelulares que liberam mediadores

quimicos (como histamina, interleucinas — IL3, IL4, IL5 e IL13 —, cisteinil leucotrienos —



LTC4, LTD4 e LTE4 —, bradicinina, fator de necrose tumoral — TNF-o e PAF — e fator
estimulador da coldnia de granuldcitos — macréfagos: GM-CSF), atraves da degranulacao dos
lisossomas dentro dos mastdcitos. Esses mediadores sdo responsaveis pelos sintomas iniciais
da rinite alérgica, como espirros, coceira e rinorreia. Na fase tardia, os eosindfilos e os
basofilos sdo as principais células envolvidas. Essas células sdo atraidas ao sitio inflamatorio
sob a influéncia dos mediadores citados, da fase imediata. Sintomas, como congestdo e
obstrucdo nasal, sdo caracteristicos na fase tardia, assim como reacdes inflamatorias que
expdem terminacBes nervosas estimulando o sistema auténomo (HOWARTH, 2000;
BARANIUK, 2001; QURAISHI, 2004).

Pacientes acometidos pela rinite alérgica podem apresentar incobmodos frequentes,
como interrup¢do do sono, irritabilidade, fadiga, déficit de memdria, sonoléncia diurna,
ocasionando incapacidade nas atividades normais e no convicio social.

A rinite alérgica € considerada uma doenca prevalente entre as doencas respiratérias
cronicas, sendo um problema global de salde publica, acometendo cerca de 20 a 25% da
populacdo mundial. No Brasil, a prevaléncia de sintomas relacionados a rinite alérgica é de
29,6% entre adolescentes e 25,7% entre escolares, colocando o pais entre os paises de maiores
taxas mundiais de prevaléncia, tanto de asma quanto de rinite. A asma e a rinite estdo
intimamente ligadas. Estudos comprovam que o manejo adequado da rinite favorece o

controle da asma (BOUSQUET, 2004; OPAS, 2012).

2.2.3. Dermatite atopica

A dermatite atdpica é caracterizada por uma progressao tipica de sinais de atopia, ha
qual ocorre superproducdo de IgE e aumento da suscetibilidade a afeccOes respiratérias e
afeccdes cutaneas, com variagbes de manifestagcdes, enquanto alguns sinais se tornam mais

pronunciados, outros se tornam menos pronunciados. Caracteriza-se por reagao eczematosa da
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pele, pruriginosa, recorrente e associada, na maioria dos casos, a historia pessoal ou familiar
de asma e/ou rinite alérgica. E a causa mais comum de eczema na infancia.

Os sinais clinicos desta doenca antecedem a manifestacdo da asma e da rinite
alérgicas, indicando que a dermatite atopica € um ponto de entrada para subsequentes doencas
alérgicas. Particulas, como poeira domiciliar (acaros), fungos do ar, baratas, pelo e saliva de
animais, pélen, poluicdo, fumo, cheiros ativos (poluentes primarios), sdo tidos como 0s
principais alérgenos inalaveis responsaveis pelas alergias no Brasil (REIS, 1998).

A prevaléncia estimada da ocorréncia da dermatite atdpica € de mais ou menos 7
para cada 1.000 individuos, sendo mais frequente na infancia. Esta doenca afeta ambos 0s
sexos em cerca de 90% dos casos ocorrem lesdes antes dos 5 anos de idade, sendo que 60%
destes ocorrem no primeiro ano de vida. A dermatite atopica acomete de 2 a 16% das criancas
de 6 a7 anos e de 4 a 12% dos adolescentes de 13 a 14 anos, no mundo. No Brasil, esta taxa é
de 14,8% em criancas de 6 a 7 anos e 10,3% em adolescentes de 13 a 14 anos, segundo o

estudo ISAAC realizado em 1998 (CESTARI, 2012).

2.3. Anti-histaminicos

Os farmacos anti-H1 estdo entre as classes terapéuticas mais prescritas no mundo,
sendo utilizados em casos clinicos de afec¢des alérgicas nas quais 0 mediador principal é a
histamina. Esta classe de medicamentos € indicada para o tratamento de certas urticarias,
rinites sazonais e perenes, conjuntivites alérgicas e eritemas solares, além de serem
medicamentos auxiliares no tratamento de émeses e cinetoses (DE LUCIA, 2007;
JUNQUEIRA, 2004; SIMONS, 2002).

No Brasil, apenas farmacos que agem nos receptores H1 e H2 sdo comercializados.
Os efeitos esperados pelos anti-H1 se ddo em diferentes graus, dependendo da dosagem e do

principio ativo utilizado. De forma geral, eles reduzem consideravelmente a permeabilidade
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capilar, bloqueando a vasodilatagdo causada pela histamina e reduzindo, assim, o edema e a
eritematose, além de atuarem como anestésicos locais (CRAIG, 2005; DE LUCIA, 2007;
JUNQUEIRA, 2004).

Acreditava-se que os farmacos anti-H1 agiam como antagonistas dos receptores da
histamina, porém, atualmente estes farmacos receberam a classificacdo de agonistas inversos
dos receptores da histamina, devido a estudos recentes demonstrarem que 0S receptores
apresentam ativacdo espontanea de seus mensageiros intracelulares, sem que haja necessidade
da interacdo com um agonista na sua superficie. Esta ativacdo se da pela presenca de duas
isoformas de receptores (ativa e inativa), que estdo em equilibrio nas superficies das células.
A denominacdo atribuida recentemente aos farmacos anti-H1 é explicada pela afinidade que
estes apresentam pelos receptores que estdo na forma inativa, ocasionando desequilibrio entre
0s estados ativo e inativo, promovendo deslocamento, a fim de reequilibrar o transtorno
gerado pela ligacdo dos anti-H1, direcionando os receptores ativos para o seu estado inativo.

A Figura 3 demonstra o estado dos receptores de histamina (A), o fluxo gerado pela
acdo da histamina ao se ligar aos receptores (B) e o fluxo gerado pela acdo do agonista
inverso (anti-H1) ao se ligar na forma inativa dos receptores (C) (NOGUEIRA, 2009;
PASTORINO, 2010; SIMONS, 2006). Convencionalmente, os anti-H1 se ligam somente aos
receptores H1, possuindo acdo desprezivel sobre os outros trés receptores; por este motivo, 0s
anti-H1 sdo conhecidos como “anti-H1”. Sua agdo sobre as doencas alergicas se da, portanto,
principalmente pela interacdo com os receptores H1, que é mediada pela transducgéo de sinais

extracelulares pela proteina G (DE LUCIA, 2007; JUNQUEIRA, 2004; PASTORINO, 2010).
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A Extracelular B Extracelular C Extracelular

\ ’J S J/
nativo A\’\ff Inativo
Intracelular Intracelular Intracelular

Figura 3. Modelo simplificado do estado dos receptores de histamina (SIMONS, 2006).

Os anti-H1 séo classificados, em relacdo a sua atividade no sistema nervoso central,
como de 12 geracao (classicos) ou 22 geracdo (nao-classicos). Os anti-H1 de 12 geragcdo, como
difenidramina, prometazina, dexclorfeniramina e hidroxizina, possuem estruturas menores,
tém afinidade pelos receptores H1 cerebrais e caracteristica altamente lipofilica. Esta segunda
caracteristica permite que o farmaco penetre na barreira hematoencefalica (BHE), conferindo-
Ihe um elevado potencial de sedacao e efeitos adversos anticolinérgicos. De modo geral, estes
farmacos possuem rapida absorcdo e metabolizacdo, exigindo, assim, varias administracdes ao
dia.

Os anti-H1 de 22 geracao foram um marco no que diz respeito ao desenvolvimento da
classe de farmacos de anti-H1, onde foram sintetizadas moléculas que apresentam elevada
poténcia, meia vida longa permitindo administracdao Unica diaria e reacGes adversas minimas.
Como exemplo de farmacos anti-H1 de 22 geracdo estdo cetirizina, loratadina, desloratadina,
ebastina e rupatadina. Devido a sua alta afinidade pelos receptores H1, sdo menos lipofilicos
que os anti-H1 de 12 geracdo, o0 que lhes confere caracteristicas benéficas, pois dificilmente
transpdem a BHE, ndo causando sedacdo e apresentando pouco ou nenhum efeito
anticolinérgico.

A estrutura geral/basica desta classe terapéutica consiste em um grupo amina

terciario que esta ligado, através de uma cadeia de dois ou trés atomos, a dois substituintes
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aromaticos, conforme mostrado na Figura 4 (KATZUNG, 2003; SKIDGEL & ERDQOS, 2006;

PASTORINO, 2010).

ESTRUTURA GERAL DOS ANTI-HISTAMINICOS

(L

- Y\/\\'/
©/ \
X=CouN
Y = C. O ou omitido

Figura 4. Estrutura geral da classe de anti-histaminicos (adaptado de SCIFINDER, 2012).

Eles podem, porém, ser classificados de acordo com 0s seus grupos quimicos
(etanolaminas, etilenodiaminas, alquilaminas, piperazinas, piperidinas e fenotiazinas). A
Figura 5 apresenta as estruturas quimicas classificadas de acordo com os grupos quimicos dos
anti-H1 utilizados na clinica (KATZUNG, 2003; SKIDGEL & ERDOS, 2006; PASTORINO,

2010).
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Figura 5. Estruturas quimicas classificadas de acordo com os grupos quimicos dos anti-
histaminicos utilizados na clinica (adaptado de SCIFINDER, 2012).

Dentre os farmacos anti-H1 de 22 geracdo, comercializados no Brasil, encontram-se a
loratadina, a desloratadina, o fumarato de rupatadina e a ebastina, que apresentam importante

atividade periférica anti-H1, além de acdo antialérgica e anti-inflamatoria.

2.3.1. Loratadina

A loratadina (LOR), denominada quimicamente como 4-(8-cloro-5,6-diidro-11H-
benzo[5,6]cicloheptal[1,2-b]piridin-11-ilideno)-1-piperidina  caboxilato, possui  formula

molecular C22H23CIN2O2, peso molecular de 382,89 g/mol, seu pKa é de 4,27 + 0,2, logP
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3,895 + 0,7 e ponto de fusdo de 137 °C (MARDINDALE, 2009; SCIFINDER, 2012). Sua

estrutura quimica esta representada na Figura 6.

Cl

Sl
0o~ o

H,C
LORATADINA
Figura 6. Estrutura molecular da loratadina (adaptado de SCIFINDER, 2012).

A LOR esté indicada para o alivio dos sintomas ligados a rinite alérgica (coriza,
espirros, prurido nasal, ardor e prurido ocular) e sintomas ligados a urticaria e a outras
afeccGes dermatoldgicas alérgicas. Este medicamento é um anti-H1 potente, de acdo
prolongada, com atividade seletiva antag6nica inversa dos receptores H1 periféricos. Apds
ingestdo oral, é rapidamente absorvida no tubo digestorio e suas concentragdes plasmaticas
sdo atingidas em uma hora, possui meia vida de 17 a 24 horas. Sua metabolizacdo se da no
figado, onde se transforma em seu metabolito ativo, a descarboetoxiloratadina. A
metabolizacdo hepéatica da LOR ocorre pelo citocromo P450 (via CYP3A4 e CYP2D6).
Devido sua metabolizacdo se dar por duas vias, a LOR apresenta menos interacdes
medicamentosas quando comparada a terfenadina. Sua ligacao a proteinas plasmaticas é de 97
a 99% e a do seu metabolito ativo é de 73 a 76%. No caso de insuficiéncia hepatica, a dose
deverad ser diminuida, devido a modificacdo dos parametros farmacocinéticos (BARROS,
2011, MARTINDALE, 2009).

A administracdo de LOR em criancas entre 2 e 12 anos, com peso abaixo de 30 kg,

deve ser de 5 mg uma vez ao dia; acima de 30 kg, deve ser de 10 mg uma vez ao dia e, em
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adultos e criancas acima de 12 anos, também a dose recomendada é de 10 mg uma vez ao dia.
Quando sua administracdo é realizada dentro da dose recomendada, a LOR ndo apresenta
propriedades sedativas significativas e, dentre as reacGes adversas comumente reportadas,
encontram-se fadiga, cefaleia, sonoléncia, boca seca, transtornos gastrointestinais (nausea e

gastrite) e alergias, como rash cutaneo ou exantema (BARROS, 2011).

2.3.2. Desloratadina

A desloratadina (DSL), quimicamente conhecida como 5H-benzo[5,6]ciclopenta
[1,2-b]piridina, 8-cloro-6,11-diidro-11-(4-piperidinilideno), possui  formula molecular
C19H19CIN2, peso molecular de 310,82 g/mol, seu pKa € de 10,27 e logP de 3,497+ 0,473 e
ponto de fusdo de 154-155 °C (MARTINDALE, 2009; SCIFINDER, 2012). Sua estrutura

quimica pode ser observada na Figura 7.
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Figura 7. Estrutura molecular da desloratadina (adaptado de SCIFINDER, 2012).

A DSL ¢ usada no alivio sintomatico das condic¢bes alérgicas, incluindo rinite e
urticaria. Esse medicamento ndo possui acdo sedativa e seu efeito anti-H1 e anti-inflamatério
auxilia a desobstrucdo nasal e o alivio rapido dos sintomas ligados a rinite alérgica sazonal,
como espirro e prurido nasal, coriza, congestao nasal, ardor e prurido ocular, lacrimejamento,
vermelhiddo nos olhos, coceira no palato, tosse, urticaria e outras alergias da pele. A dose

recomendada para criancas entre 2 e 5 anos é de 1,25 mg ao dia; para criangas entre 6 e 11
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anos é de 2,5 mg ao dia; em adultos e criancas maiores de 12 anos recomenda-se a
administracdo de 5 mg de DSL uma vez ao dia. Estudos demonstraram que as reacOes
adversas mais frequentes foram fadiga, cefaleia, boca seca e, raramente, anafilaxia e erupcdes
cutaneas (MARTINDALE, 2009).

A DSL é um metabolito ativo da LOR, que tem alta afinidade pelos receptores H1 e
interage com 0s cinco subtipos de receptores muscarinicos, 0 que sugere que sua menor
seletividade com os receptores H1, quando comparado aos medicamentos da mesma geracéo.
Este medicamento é absorvido rapidamente e metabolizado pelo figado pela via do CYP450.
Devido as suas caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas — e seu efeito prolongado
— permite sua administracdo uma vez ao dia, sem que haja acdo sedativa encontrada nos

medicamentos de primeira geracdo (CAMELO-NUNES, 2006; MARTINDALE, 2009).

2.3.3. Rupatadina

O fumarato de rupatadina (RUP) é denominado quimicamente como 5H-
Benzil[5,6]ciclohepta[1,2-b]piridina,8-cloro-6,11-di-hidro-11-[1-[(5-metil-3-piridinil)metil]-
4-piperidinilideno]. O RUP possui formula molecular C26H26N3Cl e peso molecular de 415,96
g/mol. Seu pKa é de 6,95+0,2 e seu logP é de 6,109+0,830 (KANG, 2004; KATIYAR &

PRAKASH, 2008; NOVECK, 2007). Sua estrutura quimica é exibida na Figura 8.
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RUPATADINA
Figura 8. Estrutura molecular da rupatadina (adaptado de SCIFINDER, 2012).

O RUP é um agonista inverso de receptores H1, ndo sedativo e bloqueador da
desgranulacdo histaminica dos mastocitos por mecanismos citotoxicos imunoldgicos e nao
imunoldgicos, além de possuir acdo anti-inflamatdria, por bloquear perifericamente o PAF. E
um medicamento administrado por via oral, sendo comercializado no Brasil com o0 nome de
Rupafin®, sob a forma farmacéutica de comprimidos. Seu uso é indicado no tratamento
sintomatico de rinites alérgicas sazonais (febre do feno), rinites alérgicas perenes e urticaria
crbnica idiopéatica. Pode ser administrada dose de até 10 mg por dia para adultos e criancas
acima de 12 anos (CUVILLO et al., 2006; GARCIA-RAFANELL, 1996; IZQUIERDO et al.,
2003; KATIYAR & PRAKASH, 2008; NOVECK, 2007; TIAN, 2008).

A RUP é um anti-H1 potente, pertence ao grupo piperidinico, com inicio de acdo
rdpida (30 minutos) e duragdo prolongada (24 horas), que possui acdo importante por
bloquear perifericamente o PAF (a¢do anti-inflamatoria) e inibir a quimiotaxia de eosinofilos
e mondcitos, degranular os mastocitos e liberar interferon alfa (TNF-a) (o qual possui agdo
antialérgica) (KANG, 2004; NOVECK, 2007).

Foram relatadas reacOes indesejaveis, como sonoléncia, astenia, fadiga, xerostomia,

faringite, dispepsia, aumento de apetite e rinite. A administragdo simultinea de RUP com
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cetoconazol e eritromicina deve ser evitada. Ndo é recomendado o uso deste farmaco com
outros inibidores potenciais de isoenzima CYP3A4 do CYP450, pois estas substancias ativas

aumentam as concentragdes plasmaticas do RUP (NOVECK, 2007; TIAN, 2008).

2.3.4. Ebastina

A ebastina (EB), quimicamente conhecida como 1-Butanona, 1-[4-(1,1-
dimetiletil)fenil]-4-[4-(difenilmetoxi)-1-piperidinil], possui formula molecular C32H3gNO; e
peso molecular de 469,66 g/mol. A EB tem pKa equivalente a 8,19+0,10 e logP equivalente a

6,809+0,439. Sua estrutura quimica é exibida na Figura 9.

Q O
EBASTINA

Figura 9. Estrutura molecular da ebastina (adaptado de SCIFINDER, 2012).

A EB é indicada para alivio sintomatico de reacdes de hipersensibilidade, incluindo
rinites alérgicas e reacdes cutaneas (CIPRANDI, 2007; KEAM, 2007). Em criancas acima de
12 anos e adultos, a dose recomendada é de 10 mg ao dia, sendo que, em casos severos, pode-
se elevar a dose para até 20 mg ao dia. J& em criancas entre 6 e 12 anos, pode-se administrar 5
mg o dia, enquanto em criangas entre 2 e 5 anos pode-se administrar 2,5 mg ao dia
(CIPRANDI, 2007).

Este medicamento é administrado por via oral, sendo comercializado no Brasil com o
nome comercial Ebastel®, nas formas farmacéuticas de xarope e de comprimidos. Ela também

e comercializada em associagdo com pseudoefedrina, sob 0 nome comercial Ebastel D® e é
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utilizada no tratamento de congestionamento nasal. A EB é muito utilizada no tratamento dos
sintomas de rinites alérgicas perenes, para alivio sintomatico (congestao nasal, obstrucédo das
vias aereas superiores e espirros frequentes), e no tratamento de urticarias, possuindo ainda
acao bloqueadora do PAF e gerando ligeira resposta anti-inflamatoria. No organismo humano,
a EB é rapidamente absorvida e carboxilada pela isoenzima hepética do citocromo P450 em
sua forma ativa, a carebastina, que ird agir como agonista inverso dos receptores da histamina
(MATSUDA, 2000; NOVECK, 2007, SIMONS, 2006).

A EB é um anti-H1 de 2% geracdo derivado da piperidina. Ela induz potente e
prolongado blogueio seletivo dos receptores histaminérgicos periféricos H1, sendo que inibe,
também, varios mediadores quimicos da reacao alérgica (leucotrieno C4 e D4, prostaglandina
D2, PAF, citoquinas), com a vantagem de combater a fase tardia da reacdo alérgica. A
duracdo de sua acdo permite administra-la uma vez ao dia. Por ndo atingir os receptores
centrais H1, ela ndo apresenta efeito sedativo nem anticolinérgico. A EB também atenua os
efeitos da histamina como a vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular e de
favorecimento da secrecdo do muco (CIPRANDI, 2007; MATSUDA, 2000; NOVECK,
2007).

Entre as reacdes adversas encontradas estdo: cefaleia, xerostomia, sonoléncia,
faringite, dor abdominal, dispepsia, astenia, epistaxe, rinite, sinusite, nausea e insénia. A EB
pode potencializar os efeitos de outros anti-H1, devendo, assim, ser evitado 0 uso
concomitante destes. A administracdo com cetoconazol ou eritromicina aumenta
significativamente as concentracdes plasmaticas de EB e carebastina (CIPRANDI, 2007,

KEAM, 2007).
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2.4. Métodos analiticos

Foi realizada uma pesquisa bibliografica, utilizando as técnicas de cromatografia
liquida de alta eficiéncia e eletroforese capilar, para loratadina, desloratadina, rupatadina e
ebastina. A pesquisa foi realizada utilizando-se os bancos de dados Pubmed, Scopus,
Scifinder, Scielo e Science Direct, com as palavras-chave loratadine, desloratadine,
rupatadine e ebastine combinadas com HPLC, CE, capillary electrophoresis, validation,
method, chromatography, CZE, MEKC, capillary zone electrophoresis, electrophoresis. No

Apéndice, estdo listados, em quadros, os métodos encontrados a partir da busca realizada.

o METODOS PARA ANALISE DE LORATADINA

Alguns métodos foram encontrados utilizando as técnicas analiticas de CLAE e CE,
para analise da LOR em plasma e formulagdes farmacéuticas. No caso da CLAE, os métodos
sdo complexos, uma vez que os autores utilizam tampdes, misturas de solventes organicos,
colunas especificas e temperaturas altas para obter resultados satisfatérios, sendo alguns com
tempos de retencdo altos. No caso do CE, foram encontrados métodos que utilizam eletrélitos
muito complexos, com adicdo de solventes organicos e tensoativo para analises em
formulacBGes farmacéuticas, sendo dois métodos mais simples para analise em matriz
bioldgica, porém ndo em formulagdes farmacéuticas.

Os métodos encontrados estdo dispostos nos Apéndices 1 (CLAE) e 2 (CE).

o METODOS PARA ANALISE DE DESLORATADINA

Alguns métodos analiticos foram encontrados, igualmente comparados aos métodos
encontrados para a LOR em CLAE. Para CE, nao foram encontrados métodos desenvolvidos

e validados, estes métodos estdo organizados no Apéndice 3 (Apéndice).
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o METODOS PARA ANALISE DE RUPATADINA

Poucos métodos analiticos foram encontrados com aplicacdo na analise de RUP em
formulacBes farmacéuticas e plasma humano por CLAE, sendo que apenas um método foi
encontrado pela aplicacdo da técnica de CE. As metodologias encontradas na literatura sdo

apresentadas nos Apéndices 4 (CLAE) e 5 (CE).

o METODOS PARA ANALISE DE EBASTINA

Poucos métodos analiticos foram encontrados com aplicagdo na analise de EB em
formulagdes farmacéuticas e plasma humano por CLAE e nenhum método foi encontrado
descrevendo a aplicacdo da técnica de CE. As metodologias encontradas estdo listadas no

Apéndice 6.

3. TECNICAS ANALITICAS UTILIZADAS NESTA PESQUISA

3.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma técnica fisico-quimica, que
esta fundamentada na diferenca de retencdo dos componentes de uma mistura, decorrente de
diferentes interagdes entre duas fases imisciveis, a fase movel e a fase estacionaria. A gama de
variedade de combinagdes entre essas fases € que possibilita tornar esta técnica extremamente
versatil e com grande aplicabilidade (DEGANI, 1998).

Sua vasta utilizagdo deve-se a grande sensibilidade, a facil adaptacdo para
determinacdo quantitativa, a adequacao a separacdo de espécies ndo volateis ou termicamente

labeis e, acima de tudo, sua ampla aplicabilidade a substancias de grande interesse para a
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industria, em laboratorios de pesquisa e principalmente pelas agéncias reguladoras de
farmacos e medicamentos (COLLINS, 2006).

O grande avanco tecnoldgico possibilitou a utilizacdo de suportes com particulas
diminutas responsaveis pela alta eficiéncia, tornando-se necessario o uso de bombas de alta
pressdo para eluir a fase movel (devido a baixa permeabilidade). Alguns cuidados séo
necessarios para realizar o procedimento em CLAE; por exemplo: faz-se necessario o preparo
para as fases moveis serem utilizadas em CLAE, nas quais se deve obter alto grau de pureza e
estar livres de oxigénio ou outros gases dissolvidos, sendo filtrada e desgaseificada antes do
uso. A bomba deve proporcionar vazao continua ao sistema, sem haver pulsos, possibilitando
a eluicdo da fase mdvel a vazdo adequada. Também requerem atencdo especial as valvulas de
injecdo, as colunas, os detectores e o registrador de dados (COLLINS, 2006).

A Figura 10 representa esquematicamente a cromatografia liquida de alta eficiéncia e
seu funcionamento: a) reservatdrio da fase movel; b) bomba de alta pressdo; c) valvula de

injecdo; d) coluna; e) detector; f) registrador.

M=

Figura 10. Representacdo esquematica da CLAE (DEGANI, 1998).
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. PRINCIPIO DO METODO

Os componentes de uma mistura sd@o separados atraves da distribuicdo destes em
duas fases que estdo em contato intimo; esta separacdo ocorre pela diferenca de mobilidade,
entre a fase movel, que é forcada através de uma fase estaciondria imiscivel empacotada
dentro de colunas ou tubos. As duas fases sdo escolhidas de maneira que os componentes da
amostra se distribuam entre a fase movel e a estaciondria em graus diferenciados. Os
componentes que sdao mais fortemente retidos na fase estacionaria movem-se muito
lentamente na vazdo da fase movel. Ao contrario, os componentes que se ligam menos
fortemente a fase estacionaria, movem-se mais rapidamente. Como consequéncia, 0S
componentes das amostras se separam em bandas ou zonas discretas, que podem ser

analisadas qualitativamente e/ou quantitativamente (COLLINS, 2006; DEGANI, 1998).

3.2. Eletroforese capilar

A eletroforese capilar (CE) pode ser definida como uma técnica de separacao
baseada na diferenca de velocidades, nas quais os ions do analito migram sob a influéncia de
um campo elétrico, de corrente continua.

A CE é caracterizada pela simplicidade da instrumentacdo utilizada. Os componentes
principais do aparelho sdo um fornecedor de alta voltagem e um capilar de diametro estreito
(25-100 pum de diametro interno — d.i.), preenchido com eletrolito condutor, que passa através
do centro Optico de um sistema de detec¢do conectado a um dispositivo de aquisicdo de dados

(SANTORO et al., 2000).



25

e  PRINCIPIO DO METODO

As separacOes sdo baseadas nas diferencas das relacbes carga-massa dos varios
analitos em uma amostra. Quanto maior esta razdo, mais rapido o ion migra no campo
elétrico.

A CE é aplicada na separacdo de compostos com estruturas muito complexas, tais
como principios ativos altamente polares, biomoléculas de elevada massa molecular e
compostos quirais, 0 que caracteriza sua habilidade Unica em separar macromoléculas de
interesse das industrias biotecnoldgica, farmacéutica e de pesquisa em biologia e bioguimica
(SANTORO et al., 2000; SILVA, 2007).

A Figura 11 representa uma esquematizacdo do funcionamento da CE, sendo R1e R
os recipientes contendo solucdo eletrolitica onde se encontram o0s eletrodos (e1 e e€2)
conectados a fonte de alta tensdo (F). Os circulos brancos representam os ions, enquanto 0s
tamanhos dos circulos representam as massas e 0S Sinais negativos e positivos indicam as
cargas. A deteccdo radial da absor¢do molecular é representada por uma fonte de radiacédo (v)
e um detector (D) acoplado a um computador (C). No retangulo, é mostrado o registro

temporal dos sinais.

Q © O (N M 2 5
Anodo o8 B ‘-%jf} *hl‘ .;' D %1 Citodo
) - l ' )
c [ D |
?-
el AU, f ez
I
/| A
R, _ o dba g R,
tempo (min)

Figura 11. Diagrama esquematico do sistema de CE (GERVASIO, 2003).
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Os modos de separacdo existentes em CE sdo variados, apresentam mecanismos
singulares e seletividade caracteristica. Os principais modos de CE desenvolvidos e
atualmente aplicados incluem a eletroforese capilar de zona (CZE), em que se enquadram a
eletroforese capilar em solucdo livre (FSCE), a cromatografia capilar eletrocinética micelar
(MEKC), a cromatografia eletrocinética em microemulsdo (MEEKC), a eletrocromatografia
(CEC) e a eletroforese capilar em gel (CGE). Outros modos de CE, também utilizados, séo a
focalizacdo isoelétrica capilar (CIEF) e a isotacoforese capilar (CITP) (SANTORO et al.,

2000; SILVA, 2007).

o ELETROFORESE CAPILAR DE ZONA (CZE)

A eletroforese capilar de zona (CZE) possui caracteristicas que a tornam a técnica de
separacdo mais utilizada na pratica; isso se deve ao fato de que sua implementacdo e
otimizacdo experimentais sdo de facil aplicacdo. O principio da técnica é o resultado de
estratégias que maximizam as diferencas entre as mobilidades efetivas dos solutos e
minimizam as causas de alargamento das zonas, ocorrendo a separacdo; nesta técnica, o
capilar é preenchido com um eletrolito, em geral com caracteristicas tamponantes
(SANTORO et al., 2000; SILVA, 2007).

A otimizacdo do método de separacdo é dependente da escolha do tampéo, assim
como a definigdo do pH de trabalho, influenciando diretamente na mobilidade eletroforética,
em especial quando envolve separagdes de solutos com caracteristicas acido-bésicas. A
suscetibilidade do fluxo eletro-osmatico frente as variagdes de pH necessita que o tampdao
tenha alta capacidade, ou seja, ndo varie facilmente o pH. Algumas caracteristicas sdo
requeridas para a escolha do tampdo, como baixa absorbancia no comprimento de onda

selecionado e baixa mobilidade para diminuir o calor gerado pelo efeito Joule. Deve-se
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observar também que a mobilidade dos ions do tampéo deve ser semelhante a mobilidade dos
ions do soluto, diminuindo, assim, o alargamento das bandas e prevenindo distor¢bes
(TAVARES, 1995).

Para margem de efetividade adequada, sugere-se que se utilize um intervalo de pH
em relacdo ao pKa de mais ou menos uma unidade. Como exemplo de tampdes mais
utilizados em CE, citam-se o tetraborato de sodio (TBS), o tris(hidroximetil) amino metano
(TRIS), e a histidina, que sdo tampdes bioldgicos que possuem ions grandes e de baixa
mobilidade e que podem ser usados em grandes concentracGes sem que influenciem na
geracdo de calor excessivo no sistema; a inconveniéncia, contudo, é a sua alta absorcdo na
regido do ultravioleta (UV). A concentracdo do tampédo pode variar entre 5 e 200 mmol/L, ao
qual deve-se observar que, em altas concentracdes, pode gerar o efeito joule, comprometendo
a separacao, devido ao excesso de calor gerado, e, em baixas concentracbes, gerando
alargamento e distor¢cdo de bandas. Também o fluxo eletro-osmético pode ser alterado
dificultando a reprodutibilidade dos tempos de migracdo dos solutos prejudicando sua
identificacdo (TAVARES, 1997).

A aplicacdo de CZE inclui ions inorganicos, compostos organicos de baixa massa
molecular e biomoléculas. A separacdo de cations inorganicos é bastante dificil, devido a
semelhanca do raio idnico efetivo, sendo necesséria a introducdo de aditivos, para alterar a
mobilidade do soluto, modificar o fluxo eletro-osmotico, solubilizar solutos na amostra e/ou
reduzir a adsorcdo. Outro recurso empregado para a separacdo destas substancias € a
introdugdo de um complexante auxiliar que distingue solutos de diferentes tamanhos em sua
cavidade. Exemplos de aditivos e complexantes sdo: &cidos sulfonicos, anfolitos,
ciclodextrinas, éter coroa e solventes organicos.

Os capilares empregados nesta técnica sdo fabricados com silica fundida, formados

por grupos silandis com carater fracamente acido, aos quais sdo conferidas propriedades,
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como dimensbes precisas, alta constante dielétrica, baixa condutividade elétrica, alta
condutividade térmica, resisténcia mecanica e alta transmissdo éptica para um intervalo

aceitavel do espectro (TAVARES, 1997).

e  CROMATOGRAFIA CAPILAR ELETROCINETICA MICELAR (MEKC)

Foi introduzida em 1984. Neste tipo de CE, a solugdo tampéo contém um tensoativo
gue atua de maneira similar a fase estacionaria de uma coluna reversa. Agentes tensoativos
sdo introduzidos dentro do capilar, em concentracdo acima da concentragdo micelar critica,
proporcionando um sistema cromatografico de duas fases. As micelas carregadas atuam como
fase estacionaria, enquanto que o eletrélito representa a fase modvel, que é transportada
eletrosmoticamente sob a acdo do campo elétrico. Assim, compostos mais hidrofébicos
permanecem na micela carregada negativamente, eluindo por ultimo. Compostos mais
hidrofilicos, ndo sdo solubilizados na micela, sendo separados de acordo com a mobilidade

eletroforética (SANTORO et al., 2000; SILVA, 2007).

. FSCE E MEKC COM SELETORES QUIRAIS

Estes tipos de CE sao aplicados em compostos quirais de interesse terapéutico. A
separacdo é normalmente efetuada por FSCE, utilizando-se seletores quirais. Outra forma
comumente empregada para obtencdo de resolucdes quirais € 0 MEKC, através da utilizacdo
de sistemas micelares estereoespecificos ou, ainda, de um sistema misto
(micela/ciclodextrina) (SANTORO et al., 2000).

A separacdo pode ser aplicada de modo direto ou indireto. No método indireto, o
seletor quiral reage com a mistura racémica antes da analise eletroforética, produzindo dois
diasteroisdbmeros estaveis, que podem, entdo, ser separados através do sistema eletroforético

ndo quiral. No método direto, o seletor quiral é adicionado ao eletrolito. A interacdo entre o
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seletor quiral e os enantidmeros ocorre durante o processo eletroforético, através da formacéo

de diasteroisdmeros labeis (SANTORO et al., 2000).

e  FOCALIZAGAO ISOELETRICA CAPILAR (CIEF)

Neste modo de separacdo eletroforética, as substancias anféteras sdo separadas com
base no seu ponto isoelétrico (PI), que corresponde ao valor no qual a carga efetiva do
composto é nula. Compostos com diferentes PI, como proteinas, peptideos, aminoacidos e
farmacos, podem ser resolvidos por essa técnica. O capilar inteiro € preenchido com a mistura
anfolito/amostra, na qual aplica-se uma corrente elétrica. Os anfolitos adicionados criam,
entdo, um gradiente de pH, forcando a migracdo dos analitos em direcdo aos seus pontos
isoelétricos, nos quais apresentam carga liquida igual a zero. Esta movimentacdo das
moléculas permite sua concentracdo em bandas de migracdo, de acordo com seu Pl especifico

(SANTORO et al., 2000; SILVA, 2007).

o ISOTACOFORESE CAPILAR (CITP)

Técnica fundamentada no mesmo principio da eletroforese de zona, na qual a
separacdo de espécies idnicas estd baseada nas diferencas das mobilidades efetivas de cada
ion, quando submetido a um campo elétrico. Os capilares sdo preenchidos com um eletrdlito
denominado “lider”. Os anions do eletrolito lider devem possuir mobilidade efetiva maior do
que a de qualquer espécie anibnica presente na amostra. O cation do eletrélito lider, também
denominado “contra ion”, deve possuir boa capacidade tamponante no pH de analise. O
catodo é preenchido com um eletrolito chamado terminador, contendo anions que possuam
mobilidade efetiva mais baixa do que a de qualquer outra espéecie anidnica presente
(SANTORO et al., 2000). A separacdo deve ocorrer entre o eletrélito lider e o terminador, e

estd baseada nas mobilidades individuais dos analitos (SILVA, 2007).
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o ELETROFORESE CAPILAR EM GEL (CGE)

Utilizada na separacdo de compostos idnicos de alta massa molecular pelo
mecanismo de peneira molecular. A CGE estd baseada nas diferencas dos tamanhos dos
solutos que migram através de uma estrutura polimérica do capilar preenchido com gel

(SANTORO et al., 2000; SILVA, 2007).

. ELETROCROMATOGRAFIA CAPILAR (CEC)

E uma técnica hibrida, que combina alta eficiéncia da CE com alta seletividade da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (SILVA, 2007). A separacdo baseia-se,
simultaneamente, em processos eletroforéticos e interacdes cromatogréaficas, como particéo,
adsorcéo e permeacdo em gel por meio de um capilar (SANTORO, et al., 2000). Na CEC, a
fase mdvel é conduzida por um fluxo eletro-osmético (EOF) através do capilar. Sdo utilizadas
fases madveis e estacionarias tipicas de CLAE, que proporcionam as interagdes essenciais para
realizacdo das separacdes. Como consequéncia, a seletividade de analitos neutros, tanto em

CEC como em CLAE, é similar (SILVA, 2007).

o CROMATOGRAFIA ELETROCINETICA EM MICROEMULSAO (MEEKC)

Microemulsdes sdo solugBes contendo goticulas nanomeétricas dispersas em um
liquido imiscivel. As microemulsdes mais utilizadas como meios de separacdo sdo formadas
por gotas de oOleo dispersas num liquido imiscivel, j& que existe tensdo superficial entre eles.
Para reduzir a tensdo superficial entre as duas camadas liquidas, as goticulas de 6leo séo
revestidas com um tensoativo. Com o objetivo de promover a estabilidade da microemulséo,

utiliza-se o butanol, que reduz a tenséo superficial para proximo de zero (SILVA, 2007).
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A MEEKC utiliza tampdes de microemulsdes constituidos por goticulas de 6leos,
minusculas e imisciveis, suspensas em tampédo aquoso. Os solutos sofrem particdo entre as
goticulas de 6leo e a fase aquosa do tampéo. Os compostos ndo soltveis em adgua favorecem a
melhor inclusdo nas goticulas de 6leo do que no tampdo aquoso. Solutos hidrofobicos se
acoplam, mais frequentemente, na goticula de 6leo do que os solutos sollveis em agua

(SILVA, 2007).
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivos gerais

Desenvolver e validar métodos analiticos para a caracterizacdo da loratadina,
desloratadina, rupatadina e ebastina em comprimidos comerciais, atendendo aos requisitos
que contribuam para o controle integral da qualidade, garantindo a seguranca e eficicia

farmacéutica.

4.2. Objetivos especificos

Desenvolver e validar métodos analiticos para avaliacdo quantitativa de loratadina,
desloratadina, rupatadina e ebastina em comprimidos comerciais pela técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Desenvolver e validar métodos analiticos para
avaliacdo quantitativa de loratadina, desloratadina, rupatadina e ebastina em comprimidos

comerciais pela técnica de eletroforese capilar.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1. Material

5.1.1. Equipamentos

e Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia, composto por “software”
controlador LC Wokstation Class-VP®; controlador de sistema modelo SCL-
10Avp; degaseificador on-line modelo DGU-14A,; sistema de bombeamento de
solventes modelo LC-10Advp; injetor automatico com loop de 50 puL modelo
SIL-10 ADvp; forno para controlar temperatura da coluna modelo CTO-10ASvp;
detector UV-VIS do tipo arranjo de diodos (DAD) modelo SPD-M10Avp
(Shimadzu Corporation, Japéo).

e Os ensaios foram realizados empregando coluna cromatografica LiChroCART®
100RP - CN, (125 x 4 mm) 5 um, MERCK®, Alemanha.

e Sistema de eletroforese capilar Beckman Coulter MDQ® com detector de arranjo
de diodos e detector UV/VIS e termostatizacdo de amostras (Part. 285400 -
Beckman Coulter®, Estados Unidos); capilar de silica fundida com: 50 cm (40,5
cm efetivo) X 75 um d.i. x 375 um d.e.

e Espectofotdmetro UV-visivel Shimadzu® modelo UV-1601 equipado com cubetas
de quartzo de 1 cm de caminho Optico acoplado ao computador.

e Medidor de pH Digimed®, modelo TE-901.

e Aparelho para medir ponto de fusdo Stuart Scientific CO. LTD — Melting Point
SMP1.

e Agitador de tubos 2.500 rpm (Vortex®).

e Banho de ultrassom, modelo Q335D, Quimis; Brasil.

e Balanca analitica AL204 Mettler Toledo; Brasil.
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e Sistema purificador de agua MilliQ-Plus®, Millipore para obtencdo da &gua
purificada.

e Membranas filtrantes HV 0,45 um de poro e 13 mm de diametro (Millipore®,
Estados Unidos).

e Centrifuga.

e Vidraria usual de laborat6rio.

5.1.2. Reagentes e solventes

o REAGENTES E SOLVENTES EMPREGADOS EM CLAE

Para analise em CLAE, foram empregados solventes de grau cromatografico
(dispostos no Quadro 1, com seus respectivos fabricantes), assim como acetonitrila (ACN),
tetraidrofurano (THF), metanol (MEOH), os reagentes de grau analitico: (dietilamina (DEA),
trietilamina (TEA), acido acético glacial), e os tampdes, como fosfato de sddio, acetato de

sadio e agua purificada com sistema Milli-Q Plus®.

Solventes e Reagentes Fabricantes
ACN J. T. BAKER®, Estados Unidos
THF MERCK®, ALEMANHA
MECH J. T. BAKER®, Estados Unidos
DEA SIGMA®, Estados Unidos
TEA MERCK®, ALEMANHA
ACIDO ACETICO MERCK®, ALEMANHA
TAMPAO FOSFATO DE SODIO J. T. BAKER®, Estados Unidos
TAMPAO ACETATO DE SODIO MERCK®, ALEMANHA
HEXAFLUOROFOSFATO DE POTASSIO MERCK®, ALEMANHA
PERCLORATO DE SODIO MERCK®, ALEMANHA

Quadro 1. Reagentes utilizados em CLAE e seus fabricantes.
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Para analise em CE foram empregados reagentes de grau analitico (Quadro 2), tais

como acetato de etila, acido ortofosforico, acido bérico, hidroxido de sédio, cloreto de sodio,

TBS, fosfato de sodio e SDS, além de solventes, como metanol, butanol, ACN.

Solventes e Reagentes Fabricantes
ACETATO DE ETILA MERCK®, ALEMANHA
ACIDO ORTOFOSFORICO MERCK®, ALEMANHA
ACIDO BORICO MERCK®, ALEMANHA
HIDROXIDO DE SODIO MERCK®, ALEMANHA
CLORETO DE SODIO CODEX®, Estados Unidos
TBS SIGMA®, Estados Unidos
FOSFATO DE SODIO SIGMA®, Estados Unidos
CAPS SIGMA®, Estados Unidos
SDS SIGMA®, Estados Unidos
ACN J. T. BAKER®, Estados Unidos
MEOH J. T. BAKER®, Estados Unidos
BUTANOL SIGMA®, Estados Unidos

Quadro 2. Solventes e reagentes utilizados em CE e seus fabricantes.

5.1.3. SolucBes padrao

Os farmacos empregados como substancia quimica de trabalho foram os principios

ativos de LOR (99,5%), DSL (99,7%), RUP (99,8%) e EB (99,6%), que foram gentilmente

cedidos por duas industrias farmacéuticas.

Foram preparadas, semanalmente, solucBes estoque dos dois principios ativos, na

concentragdo de 1.000 ppm, diluidos em MEOH, homogeneizados em agitador de tubos, a

2.500 rpm, por 5 minutos, sonicados por 15 minutos e estocados sob refrigeracdo. Destas

solugdes de estoque, foram preparadas, diariamente, solugdes de trabalho na concentracdo de

200 ppm, também diluidos em MEOH, sendo sonicados e filtrados, para o0s testes

preliminares.



36

5.1.4. Placebo

Os placebos foram preparados no Laboratorio de Farmacotécnica da Universidade de
Sdo Paulo, onde, gentilmente, foi concedida a utilizacdo dos excipientes e das dependéncias
do laboratdrio pelo professor responsavel. A composicdo dos placebos foi pré-estabelecida
segundo a formulacdo constituida na bula do fabricante da amostra comercial utilizada, nas
concentragdes teoricas usuais para cada excipiente, que foram previamente calculadas para a
quantidade suficiente para 100 comprimidos.

Cada excipiente foi rigorosamente pesado, em balanca analitica, transferido para um
grau de vidro e homogeneizado com um pistilo, a cada adicdo do excipiente pesado, até que
se pesassem todos os excipientes, foram armazenados, sob abrigo de luz e umidade, em
frascos hermeticamente fechados, e devidamente identificados.

As Tabelas 1, 2, 3 e 4 demonstram as concentracdes usuais utilizadas para a

preparacdo dos placebos de LOR, DSL, RUP e EB, respectivamente.



Tabela 1 - Composicdo usual dos excipientes utilizados para preparar o placebo da
loratadina de acordo com o que estava descrito na bula.
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Excipientes Concentragdo
Amido pré-gelatinizado 5%
Celulose microcristalina 70%
Oxido de ferro vermelho e amarelo 0,1%
Lactose monoidratada 24%
Estearato de magnésio 1%

Tabela 2 - Composicdo usual dos excipientes utilizados para preparar o placebo da
desloratadina de acordo com o que estava descrito na bula.

Excipientes Concentragdo
Amido pré-gelatinizado 5%
Celulose microcristalina 70%

Lactose monoidratada 24%
Estearato de magnésio 1%

Tabela 3 - Composicdo usual dos excipientes utilizados para preparar o placebo da
rupatadina de acordo com o que estava descrito na bula.

Excipientes Concentragéo
Amido pré-gelatinizado 5%
Celulose microcristalina 70%

Talco
Lactose monoidratada 24%
Estearato de magnésio 1%
Fosfato de célcio dibésico 1%

Hipromelose Revestimento 0,6%

Dioxido de titanio Revestimento 0,6%
Propilenoglicol Revestimento 0,6%
Cera branca Revestimento 0,6%

Cera de carnalba Revestimento 0,6%




Tabela 4 - Composicdo usual dos excipientes utilizados para preparar o placebo da

ebastina de acordo com o que estava descrito na bula.
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Excipientes Concentracdo
Amido pré-gelatinizado 3%
Celulose microcristalina 70%
Carboximetilcelulose sddica 1%
Lactose monoidratada 25%
Estearato de magnésio 1%
Hidroxipropilmetilcelulose Revestimento 0,6%
Polietilenoglicol Revestimento 0,6%
Dioxido de titanio Revestimento 0,6%

PREPARO DOS PLACEBOS

Apbs a obtengdo do peso tedrico do comprimido, calculou-se o valor total dos

excipientes e determinando as porcentagens usuais de cada excipiente; as quantidades

determinadas foram multiplicadas por 100, para a obtencdo do peso para o preparo relativo a

100 comprimidos, sendo calculado de acordo com os Quadros 3, 4, 5 e 6 para LOR, DSL,

RUP e EB, respectivamente, e o valor real pesado de cada excipiente, nas Tabelas 5, 6, 7 e 8,

para LOR, DSL, RUP e EB, respectivamente.

Peso tedrico de cada comprimido: 100 mg
Peso tedrico do principio ativo em cada comprimido: 10 mg

Peso dos excipientes em cada comprimido: 90 mg

Quadro 3. Calculo utilizado para a preparacao do placebo da
loratadina.

Tabela 5 - Valor de cada excipiente pesado para o preparo do placebo para loratadina.

Excipientes Peso (1 comprimido) Peso (100 comprimidos)
Amido pré-gelatinizado 4,5 mg 450 mg
Celulose microcristalina 63 mg 6300 mg

Lactose monoidratada 21,6 mg 2160 mg

Estearato de magnésio 0,9 mg 90 mg
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Peso tedrico de cada comprimido: 100 mg
Peso teorico do principio ativo em cada comprimido: 5 mg

Peso dos excipientes em cada comprimido: 95 mg

Quadro 4. Calculo utilizado para a preparacdo do placebo da
desloratadina.

Tabela 6 - VValor de cada excipiente pesado para o preparo do placebo da desloratadina.

Excipientes Peso (1 comprimido) Peso (100 comprimidos)

Amido pré-gelatinizado 3,6 mg 360 mg

Celulose microcristalina 84 mg 8400 mg
Carboximetilcelulose sédica 1,2 mg 120 mg

Lactose monoidratada 30 mg 3000 mg
Estearato de magnésio 1,2 mg 120 mg
Hidroxipropilmetilcelulose 0,8 mg 80 mg
Polietilenoglicol 0,8 mg 80 mg
Diodxido de titanio 0,8 mg 80 mg

Peso tedrico de cada comprimido: 100 mg
Peso tedrico do principio ativo em cada comprimido: 10 mg

Peso dos excipientes em cada comprimido: 90 mg

Quadro 5. Calculo utilizado para a preparacao do placebo da
rupatadina.

Tabela 7 - Valor de cada excipiente pesado para o preparo do placebo da rupatadina.

Excipientes Peso (1 comprimido) Peso (100 comprimidos)
Amido pré-gelatinizado 4,5 mg 450 mg
Celulose microcristalina 63 mg 6300 mg
Oxido de ferro vermelho e amarelo 0,09 mg 9mg
Lactose monoidratada 21,6 mg 2160 mg
Estearato de magnésio 0,9 mg 90 mg
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Peso tedrico de cada comprimido: 130 mg
Peso tedrico do principio ativo em cada comprimido: 10 mg

Peso dos excipientes em cada comprimido: 120 mg

Quadro 6. Calculo utilizado para a preparacdo do placebo da
ebastina.

Tabela 8 - Valor de cada excipiente pesado para o preparo do placebo da ebastina.

Excipientes Peso (1 comprimido) Peso (100 comprimidos)

Amido pré-gelatinizado 3,6 mg 360 mg

Celulose microcristalina 84 mg 8400 mg
Carboximetilcelulose sodica 1,2 mg 120 mg

Lactose monoidratada 30 mg 3000 mg
Estearato de magnésio 1,2 mg 120 mg
Hidroxipropilmetilcelulose 0,8 mg 80 mg
Polietilenoglicol 0,8 mg 80 mg
Dioxido de titanio 0,8 mg 80 mg

o PREPARO DO PLACEBO PARA ANALISE

Pesou-se, em balanca analitica, quantidade suficiente para um comprimido do
placebo, diluida em MEOH, em balGes volumétricos de 10 mL, sonicada, transferida para
tubos conicos fechados e centrifugada a 3.000 rpm, por 15 minutos. Apds este preparo, 5 mL
foram extraidos com seringa plastica e filtrados, sendo posteriormente transferidos para o vial

de amostra e levado a analise em triplicata.

5.2. Métodos

5.2.1. Caracterizacgéo dos padroes

e  DETERMINACAO DA FAIXA DE FUSAO

A faixa de fusdo foi determinada adicionando-se os principios ativos, separadamente,

em capilares com uma das bordas fechadas, até a altura necesséaria para alcancar o local
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indicado no equipamento (cerca de 1 cm de altura do capilar), e introduzido no equipamento
com temperatura controlada, a uma razdo de aquecimento de 5°C/minutos, aproximadamente.
Ao observar visualmente a fusdo, anotou-se a temperatura referente, que foi comparada com a

literatura (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2011).

5.2.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

e  TESTES PRELIMINARES

Foram realizados testes preliminares, ap0s se obterem informacgdes sobre a
composicao das amostras e suas propriedades, tais como estruturas quimicas, massas molares,
valores de pKa e solubilidade. A selecdo das condicGes iniciais empregadas se deu em funcéo
das caracteristicas das amostras, visando isolar um unico componente ou mais de um.
Parametros variaveis do equipamento também foram ajustados, a fim de que um método fosse

padronizado para andlise de todas as amostras.

5.2.3. Eletroforese capilar

o CONDICIONAMENTO DO CAPILAR

O capilar novo foi condicionado com solugéo de hidroxido de sédio 0,1 M durante
30 minutos, seguido por 15 minutos com agua deionizada e 20 minutos com o eletrélito de
corrida. No inicio de cada dia de trabalho, o capilar de silica fundida foi condicionado com
uma solucéo de hidroxido de sodio 0,1 M por 20 minutos, seguido de dgua deionizada por 10
minutos e, entdo, pelo eletrolito de trabalho por 20 minutos. Entre as corridas, o capilar foi
lavado por 3 minutos, com o eletrolito de trabalho selecionado automaticamente no

desenvolvimento do método. Ao fim do dia, o capilar foi lavado com solucéo de hidroxido de
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sodio 0,1 M, por 15 minutos, seguido de &gua deionizada, por 15 minutos, e ar durante 1

minuto.

e  TESTES PRELIMINARES

Foram realizados testes preliminares, ap0s se obterem informacgdes sobre a
composicao das amostras e suas propriedades, tais como estruturas quimicas, massas molares,
valores de pKa e solubilidade. A selecdo das condicGes iniciais empregadas se deu em fungéo
das caracteristicas das amostras, visando isolar um ou mais componentes. Parametros
varidveis do equipamento também foram ajustados, a fim de que um metodo fosse
padronizado para andlise de todas as amostras.

Testes foram realizados na tentativa de se obterem resultados satisfatorios,
empregando-se capilar de silica fundida de 75 pum de d.i., de comprimento efetivo de 40,5 cm,
e capilar de 50 pum de d.i., de comprimento efetivo de 40,5 cm, ambos com 50 cm total.
Utilizaram-se tampdo fosfato de sodio, TBS, CAPS e éacido bdrico em diferentes
concentragoes e pH.

Foram preparadas solucdes-estoque do eletrdlito diariamente, em baldes de 10 mL,
na concentracdo de 100 mmol/L, que foram sonicadas por 10 minutos, para facilitar a
solubilizacdo. Destas solucdes, foram retiradas aliquotas para a preparacdo das solucdes de
trabalho, também em baldes de volume de 10 mL, nos quais foi ajustado o pH com &cido
ortofosforico, sendo a solugéo foi filtrada e, por fim, sonicada por 10 minutos. Também foram
selecionadas condicGes diferenciadas pertinentes as fun¢es do equipamento, como voltagem,

tempo de injecdo, comprimentos de ondas, tempo de corrida.
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5.3. Validacéo dos métodos analiticos para a determinacéo dos anti-histaminicos por
CLAE e CE

Segundo a Resolucao n° 899/03, da ANVISA, que discorre acerca das caracteristicas
a serem consideradas sobre o processo de validacdo de procedimentos analiticos e
bioanaliticos, os pardmetros determinados foram minuciosamente observados neste trabalho e
serdo apresentados a seguir.

A validacdo de um método analitico tem como objetivo demonstrar que o método é
apropriado para a finalidade pretendida, podendo determinar qualitativa, semiquantitativa e/ou
quantitativamente amostras de farmacos e outras substancias, como impurezas, em produtos

farmacéuticos.

5.3.1. Determinacéo da linearidade

A linearidade mede a capacidade de um método analitico em responder
proporcionalmente a concentracdo do analito em uma amostra, dentro de um intervalo
especificado. Para observacdo dos resultados, pode-se utilizar a féormula para curva de
resposta, onde o eixo X apresenta os valores da concentracdo do analito e 0 eixo Y os valores

das respostas obtidas.

Y=aX+b
Onde: a = coeficiente angular (inclinacdo da reta)

b = coeficiente linear (intersecgé@o da curva aos eixos)

Neste trabalho, foram construidas curvas analiticas para cada substancia, para se
definir o intervalo de concentragdo no qual a intensidade de resposta do detector foi

diretamente proporcional a concentracdo das amostras.
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Para a determinacdo da linearidade, a ANVISA estabelece que sejam testadas, no
minimo, cinco concentracdes, com intervalo minimo de 80% a 120%. Os resultados devem
ser tratados através de métodos estatisticos apropriados para a determinacao do coeficiente de

correlacéo (r), que deve ser igual ou superior a 0,99.

5.3.2. Determinacdo da precisao

Precisdo é a determinacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem mdltipla de uma mesma amostra, sendo considerada em trés

niveis.

o Repetibilidade (precisdo intracorrida)

E a concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo com o
mesmo analista e a mesma instrumentacdo, podendo ser estabelecida através de nove
determinacGes, contemplando o intervalo linear do método, ou seja, em trés concentracdes
(baixa, média e alta), com trés réplicas cada, ou minimo de seis determinacdes, a 100% da

concentragéo do teste.

o Precisdo intermediaria (precisao intercorridas)

E a concordéncia entre os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias
diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes. Recomenda-se 0 minimo de

dois dias diferentes, com analistas diferentes.

o Reprodutibilidade (precisao interlaboratorial)

E a concordancia obtida entre os resultados realizados em laboratérios diferentes,

como em estudos colaborativos; estes resultados ndo sdo necessarios para a concessao do
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registro, geralmente sdo aplicados para a padronizacdo de métodos analiticos para inclusdo em
farmacopeias.
A precisdo de um método analitico pode ser expressa como 0 desvio padrdo ou

desvio padrao relativo (coeficiente de variacdo) de uma série de testes, segundo a formula:

DPR = (DP / CMD) x 100

Onde: DP = desvio-padrao

CMD = concentracdo média determinada

O valor méaximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia
empregada, a concentracdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do método,
sendo que os valores ndo devem ultrapassar a 5%.

Neste trabalho foram realizados dez repetices de amostras a 100% em trés dias

diferentes.

5.3.3. Determinacéo do limite de detec¢édo e do limite de quantificacdo

O limite de deteccdo (LD) é a menor quantidade do analito presente em uma amostra
que pode ser detectada (ndo necessariamente quantificada). O limite de quantificacdo (LQ) € a
menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada, com precisdo e
exatidéo aceitaveis, sob as condigdes experimentais estabelecidas (ANVISA, 2003).

Para o método cromatografico desenvolvido, os LD e LQ foram determinados
através do desvio-padrao (DP) e da inclinacdo (IC) das curvas de calibracdo correspondentes a
cada um dos analitos, separadamente. Foram efetuadas trés leituras para cada concentracao e
foi calculado o desvio padréo dos resultados obtidos na linearidade.

O célculo parao LD e o LQ foi realizado pelas seguintes equacdes:
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LD = (DP x 3,3)/IC
LQ = (DP x 10)/IC

5.3.4. Determinacédo da exatidao

A exatiddo de um método analitico pode ser determinada através da avaliacdo da
proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro,
de acordo com a legislacdo o valor aceito estd entre 98 e 102%. Dentre as metodologias

disponiveis para a determinacdo da exatiddo, podem-se citar:

o Farmaco: aplica-se 0 método analitico proposto para analisar uma substancia de pureza
conhecida (padrdo de referéncia), comparando os resultados obtidos com os resultados de

outro método bem caracterizado, cuja exatidao tenha sido estabelecida.

o Forma farmacéutica: aplica-se 0 método analitico proposto em uma amostra, na qual a
quantidade estabelecida de farmaco foi adicionada a uma mistura dos componentes do

medicamento (placebo contaminado).

A exatiddo é calculada como porcentagem de recuperacdo da quantidade conhecida,
do analito adicionada a amostra, ou como a diferenca percentual entre as médias e o valor
verdadeiro aceito, acrescido dos intervalos de confianga. Deve ser determinada apds o
estabelecimento da linearidade, do intervalo linear e da especificidade do método, sendo
verificada a partir de, no minimo, nove determinagdes, contemplando o intervalo linear do
procedimento, ou seja, trés concentracfes (baixa, media e alta), em triplicata. A exatidao é
expressa pela relagdo entre a concentragdo média determinada experimentalmente e a

concentracgéo teorica correspondente, observada pela aplicacdo da seguinte formula:
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Exatiddo = concentracdo média experimental x 100

concentragdo tedrica

5.3.5. Determinacao da robustez do método

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas variacdes dos parametros analiticos, indicando sua confianca durante o uso normal.
Fatores, como variacdo do pH da fase movel, variacdo da composicdo da fase movel,
diferentes lotes ou fabricantes de colunas, temperatura e fluxo da fase movel, devem ser

considerados para se determinar a robustez.

5.3.6. Determinacédo da seletividade

A seletividade tem como objetivo observar se ha possiveis interferéncias dos
excipientes e dos diluentes no método proposto. Para isto, foram preparadas solucdes do
padrdo, da amostra comercial, da amostra simulada, do placebo e dos diluentes, sendo

submetidos as mesmas condicGes analiticas e se verificando a seletividade do método.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

6.1.1. Escolha das condicdes analiticas para CLAE

Foram testadas diferentes colunas cromatograficas e diferentes tampbes e fases
organicas em variadas concentracdes, para se estabelecer as melhores condicBes analiticas
para a validagcdo do método cromatogréfico.

Foram testados trés diferentes tampdes, fosfato de sddio, perclorato de potéssio e o
hexafluorofosfato de potéssio, utilizando a concentra¢do de 20 mmol/L, pH 3,0 e coluna C18.
Os resultados obtidos demonstraram que, para o fosfato de sédio e solvente organico (20:80
v/v), foi preciso empregar uma mistura de solventes organicos nas diferentes proporgdes, tais
como MEOH e ACN (50:50 v/v) e/ou MEOH e tetraidrofurano (THF) (80:20 v/v), para que
fosse possivel observar picos das substancias analisadas. A Figura 12 mostra as analises
realizadas para rupatadina e ebastina, com tampao fosfato de sédio 20 mmol/L pH 3,0 e com
misturas de solventes organicos na proporcao de 80:20 v/v.

Os resultados obtidos utilizando perclorato de potéassio e MEOH (20:80 v/v) foram
insatisfatorios; apesar de apresentarem tempos de retencdo considerados bons, ao se observar
a assimetria do pico foram verificados valores altos (acima de dois), ao se trocar a fase
orgénica para ACN em vez de MEOH, notou-se que as assimetrias dos picos aumentaram e
que o numero de pratos diminuiu. J& o tempo de retencdo foi menor ao se usar ACN como
solvente organico, para a LOR, DSL e EB, e maior para RUP. Na Figura 13, pode-se observar
0 comportamento das substancias testadas ao se utilizar MEOH e ACN com tampé&o

perclorato de potassio 20 mmol/L pH 3,0.
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Figura 12. Analise dos padrdes de referéncia utilizando coluna C18 e tampao fosfato de sodio
20 mmol/L pH 3,0 com misturas de solventes organicos na proporg¢éo de 80:20 v/v, sendo: A)
Rupatadina (400 pg/mL) MEOH:ACN (50:50 v/v) em 3,0 min.; B) Ebastina (400 pg/mL)
MEOH:ACN (50:50 v/v) em 8,2 min.; C) Rupatadina (200 pg/mL) MEOH:THF (80:20 v/v)
7,8 min.; D) Ebastina (200 pg/mL) MEOH:ACN (80:20 v/v) em 16,3 min.

Ao se testar o hexafluorofosfato de potassio, utilizando a concentragdo de 20
mmol/L, pH 3,0 e coluna C18, foram observados os mesmos comportamentos obtidos com o
perclorato de potassio, porém com o hexafluorofosfato de potéassio o tempo de retencdo foi
ligeiramente menor para todas as substancias analisadas, mantendo o perfil apresentado na
RUP, ao se trocar o solvente de MEOH para ACN (Figura 14).

Os ensaios foram realizados com a coluna C8. Neste caso, foram testados os tampdes
fosfato de sodio e perclorato de potassio, na concentragcdo de 20 mmol/L, pH 3,0 e como
solventes organicos MEOH e ACN a 80%.

Os testes realizados com o fosfato de sodio, variando o solvente organico,
demonstraram que, para ACN, os tempos de retencdo foram menores, a assimetria foi menor

para LOR e RUP e maior para DSL e EB. Demonstraram, também, que o nimero de pratos

foi menor apenas para LOR, comparando-se com o uso de MEOH (Figura 15).
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Figura 13. Anélise dos padrdes de referéncia utilizando coluna C18 e tampédo perclorato de
potéassio 20 mmol/L pH 3,0 com diferentes fases organicas (20:80 v/v): A) Loratadina (400
pg/mL); B) Desloratadina (400 pg/mL); C) Rupatadina (400 pg/mL); D) Ebastina (400
pg/mL), com MEOH e E) Loratadina (400 pg/mL); F) Desloratadina (400 upg/mL); G)
Rupatadina (400 pug/mL); H) Ebastina (400 pg/mL), com ACN.

Os testes realizados com o perclorato de potassio, variando o solvente orgéanico,
demonstraram que, para ACN, os tempos de retencdo foram menores, a assimetria foi menor

para todas as substancias analisadas e 0 numero de pratos foi menor para LOR e DSL e maior

para RUP e EB (Figura 16).



51

- ™
A D " B
2 3
s.'.v ol
- "
'
] [} ] ] ' 1 ' 1 ] [ [ ' ’ 1
Wten (TS
e
E
C .
.
. D
¥ i
. 4
n %
’ — M
: ' ¢ z ] ’ ' ]
e [TEvR
e
- o
E F
o 3
2
m
“
- o
’ '
] ) ' ' t . ] [ ) '
hesoe thoses
> o
-
K H
»
<
¢ ]

3 . . ' ~ 9 - ' ' : 1 . ' . y ' ’ ©
Atesee Untet

Figura 14. Analise dos padrdes de referéncia utilizando coluna C18 e tampéo
hexafluorofosfato de potéassio 20 mmol/L pH 3,0 com diferentes fases organicas (20:80 v/v):
A) Loratadina (400 pg/mL); B) Desloratadina (400 pg/mL); C) Rupatadina (400 pug/mL); D)
Ebastina (400 pg/mL); com MEOH e E) Loratadina (400 pug/mL); F) Desloratadina (400
pug/mL); G) Rupatadina (400 pug/mL); H) Ebastina (400 pg/mL), com ACN.
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Figura 15. Andlise dos padrdes de referéncia utilizando coluna C8 e tampao fosfato de sodio
20 mmol/L pH 3,0 com diferentes fases organicas (20:80 v/v): A) Loratadina (400 pug/mL); B)
Desloratadina (400 pg/mL); C) Rupatadina (400 pug/mL); D) Ebastina (400 pg/mL), com
MEOH e E) Loratadina (400 pug/mL); F) Desloratadina (400 pg/mL); G) Rupatadina (400
pg/mL); H) Ebastina (400 pg/mL), com ACN.
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Figura 16. Andlise dos padrdes de referéncia utilizando coluna C8 e tampéo perclorato de
potassio 20 mmol/L pH 3,0 com diferentes fases organicas (20:80 v/v): A) Loratadina (400
png/mL); B) Desloratadina (400 pg/mL); C) Rupatadina (400 pg/mL); D) Ebastina (400
pg/mL), com MEOH e E) Loratadina (400 pg/mL); F) Desloratadina (400 pg/mL); G)
Rupatadina (400 pug/mL); H) Ebastina (400 pg/mL), com ACN.

Ao se observarem as analises realizadas com os tampdes testados, concluiu-se que 0s
tempos de retencdo foram menores para o perclorato de potassio, assim como o numero de
pratos e a assimetria.

Os resultados obtidos com a coluna C8 ndo foram satisfatorios para todas as

substancias, pois as assimetrias permaneceram altas e 0s picos apresentaram caudas.
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Ao se compararem os tampdes testados, tanto com C18 quanto com C8, observou-se
que, quanto maior a forca idnica do tampéo (concentragdo e tipo do tampao), mais rapido as
substancias de interesse eluem e que, quanto mais forte o solvente organico (proporc¢do), mais
rapido as substancias de interesse eluem. Ou seja, o hexafluorofosfato de potassio tem a forca
ibnica maior do que o perclorato de potassio que, por sua vez, tem a forca iénica maior do que
o fosfato de sddio, enquanto a ACN é um solvente mais forte do que o MEOH.

Outra coluna testada foi a CN, na qual se observou o comportamento das substancias
ao variar os tampdes e os solventes organicos. Os tampdes testados foram fosfato de sédio e
perclorato de potassio.

Ao se comparar o fosfato de sédio com a modificacdo do solvente organico,
observou-se que os tempos de retencdo foram discretamente diminuidos ao se utilizarem ACN
e as assimetrias aumentadas para DSL, RUP e EB e diminuidas para LOR (Figura 17).

A mesma comparacdo realizada com o perclorato de potassio demonstrou que, ao se
utilizar ACN, o tempo de retencdo para LOR e EB diminuiu e para DSL e RUP aumentou,

enquanto as assimetrias aumentaram para todas as substancias analisadas (Figura 18).
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Figura 17. Analise dos padrdes de referéncia utilizando coluna CN e tampéo fosfato de sddio
20 mmol/L pH 3,0 com diferentes fases organicas (20:80 v/v): A) Loratadina (400 ug/mL); B)
Desloratadina (400 pg/mL); C) Rupatadina (400 pg/mL); D) Ebastina (400 pg/mL), com
MEOH e E) Loratadina (400 pug/mL); F) Desloratadina (400 pg/mL); G) Rupatadina (400
pg/mL); H) Ebastina (400 pg/mL), com ACN.
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Figura 18. Analise dos padrdes de referéncia utilizando coluna CN e tampéo perclorato de
potassio 20 mmol/L pH 3,0 com diferentes fases organicas (20:80 v/v): A) Loratadina (400
png/mL); B) Desloratadina (400 pg/mL); C) Rupatadina (400 pg/mL); D) Ebastina (400
png/mL), com MEOH e E) Loratadina (400 pg/mL); F) Desloratadina (400 pg/mL); G)

Rupatadina (400 pg/mL); H) Ebastina (400 pg/mL), com ACN.

Ao se observar o tempo de retencdo entre os tampdes, utilizando tanto MEOH quanto

ACN, concluiu-se que, ao utilizar perclorato de potassio, o tempo de reten¢do aumentou em

relagdo ao fosfato de sodio, para LOR, DSL e RUP, e diminuiu para EB. As assimetrias
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diminuiram, ao se utilizar o perclorato de potassio para todas as substancias analisadas,
quando se utilizou MEOH, e aumentou, para a RUP, ao se utilizar ACN.

Quando houve variacdo dos tampdes, o perfil observado com as colunas C18 e C8,
ndo se observou com o uso da coluna CN, ou seja, a forca idnica nédo influenciou no perfil das
substancias analisadas. A forca do solvente também ndo demonstrou grande influéncia, pois,
com a ACN e o fosfato de sdédio, a diminuicdo do tempo de retencao foi muito discreta e, com
o0 perclorato de potassio, o0 tempo de retencdo até aumentou para algumas substancias.

Essa mudanca de perfil entre as colunas pode ser justificada pela mudanca do radical
ligado a silica e pela mudanca da polaridade da coluna; a coluna C18 é mais apolar do que a
coluna C8 e esta, por sua vez, ¢ mais apolar do que a coluna CN.

Por fim, os resultados obtidos com o uso da coluna CN foram mais satisfatorios,
sendo esta selecionada para testes posteriores. O tampéo de preferéncia foi o fosfato de sodio,
por ser 0 mais usual em laboratério; o solvente organico selecionado foi o MEOH, ja que nédo
foram observados vantagens ao usar ACN, também devido ao seu menor custo e por ser
menos poluente. O tampdo hexafluorofosfato de potéassio ndo foi testado com a coluna CN,
pois os resultados com os tampdes testados foram conclusivos para a escolha das condicgdes
analiticas deste método, sendo desnecessario testar um tampao com forga idnica mais forte do
que os ja analisados.

Os testes posteriores foram realizados com coluna CN, tampéo perclorato de potassio
20 mmol/L, pH 3,0 e variando-se a propor¢do de metanol; as proporcdes empregadas e
comparadas foram 80%, 70%, 65% e 60%.

Ao se diminuir a concentracdo de MEOH, se observou o aumento no tempo de
retencdo; a assimetria variou de forma aleatdria, porém se manteve dentro de parametro
aceitavel. Dentre os testes realizados e, tendo em vista 0 melhor custo/beneficio, ou seja, a

menor concentracdo de solvente organico, sem que houvesse perda na qualidade dos
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resultados e no tempo de analise, o resultado mais satisfatério, ou seja, menor que 2, foi o0 que
utilizou 65% de MEOH; esta concentracédo de fase organica foi a selecionada para a validacao
do método. As Figuras 19, 20, 21 e 22 demonstram os resultados obtidos ao se variar a

concentracdo de MEOH para LOR, DSL, RUP e EB, respectivamente.
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Figura 19. Andlise da loratadina utilizando coluna CN e tampéo fosfato de sédio 20 mmol/L
pH 3,0 com diferentes concentragcdes de MEOH. Sendo em A) 60% de MEOH, em B) 65% de
MEOH, em C) 70% de MEOH e em D) 80% de MEOH



59

04
€0
o A
* 20
20
10
J i
0 "Av—
00 Y 10 1% 20 24 20 Y 0 e %0
ANuanites
00 |
“ B
'1‘ 404
20
J 6%
|
0 "\/\ '
|
00 0% 10 14 20 24 30 3 40 0 50
Minutes
o0
4 C
t
204
$ T
9 -
00 0t 10 146 20 ) 20 Y 40 4 50
LARITE TN
100
D
¥
%0
2
-M LU
0
o0 04 LR " 0 B J0 s 40 46 6o

Mhotes

Figura 20. Analise da desloratadina utilizando coluna CN e tampéo fosfato de sodio 20
mmol/L pH 3,0 com diferentes concentracdes de MEOH. Sendo em A) 60% de MEOH, em
B) 65% de MEOH, em C) 70% de MEOH e em D) 80% de MEOH
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Figura 21. Analise da rupatadina utilizando coluna CN e tampdo fosfato de s6dio 20 mmol/L
pH 3,0 com diferentes concentra¢fes de MEOH. Sendo em A) 60% de MEOH, em B) 65% de
MEOH, em C) 70% de MEOH e em D) 80% de MEOH
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Figura 22. Andlise da ebastina utilizando coluna CN e tampéo fosfato de sédio 20 mmol/L
pH 3,0 com diferentes concentragdes de MEOH. Sendo em A) 60% de MEOH, em B) 65% de
MEOH, em C) 70% de MEOH e em D) 80% de MEOH

As condi¢Oes cromatograficas selecionadas para a validacdo do método foram coluna
CN, como fase estacionaria, MeOH: tampéo fosfato de sodio 20 mmol/L pH 3,0 65:35 (v/v),

como fase movel.
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6.1.1.1. Analise dos padroes em CLAE

A Figura 23 apresenta os resultados das analises dos padrdes das amostras nas

condicdes estabelecidas.
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Figura 23. Analise dos padrdes nas condicdes estabelecidas. CondicGes cromatogréaficas:
Coluna: LiChroCART® 100 RP- CN, 5 um, (125 x 4 mm), fase mével: MEOH:Tampéo
Fosfato de Sédio 20 mmol/L pH 3,0, (65:35 v/v), vazdo de 1,0 mL/min; volume de injecdo 20
pL, temperatura de 25°C + 1°C, deteccdo CLAE-UV Amax: 254 nm. A) Loratadina (50
pg/mL) em 2,4 min.; B) Desloratadina (50 pg/mL) em 2,9 min.; C) Rupatadina (50 pg/mL)
em 3,8 min.; e D) Ebastina (50 pg/mL) em 6,9 min.
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6.1.1.2. Analise de placebos, amostras comerciais e amostras simuladas em CLAE

As Figuras 24, 25, 26 e 27 apresentam os resultados obtidos das analises de placebos,
padrdes, amostras simuladas e amostras comerciais da LOR, DSL, RUP e EB,

respectivamente.
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Figura 24. Analise do: A) placebo; B) padrédo; C) amostra simulada e D) amostra comercial
da loratadina (50 pg/mL) com tempo de retencdo de 2,4 min. Condi¢bes cromatogréficas:
Coluna: LiChroCART® 100 RP- CN, 5 um, (125 x 4 mm), fase mével: MEOH:Tampé&o
Fosfato de Sédio 20 mmol/L pH 3,0, (65:35 v/v), vazdo de 1,0 mL/min; volume de injecdo 20
pL, temperatura de 25°C + 1°C, deteccdo CLAE-UV Amax: 254 nm.
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Figura 25. Analise do: A) placebo; B) padrdo; C) amostra simulada e D) amostra comercial
da desloratadina (50 pg/mL) com tempo de retencdo de 2,9 min. Condi¢bes cromatograficas:
Coluna: LiChroCART® 100 RP- CN, 5 pm, (125 x 4 mm), fase movel: MEOH: Tamp&o
Fosfato de Sédio 20 mmol/L pH 3,0, (65:35 v/v), vazdo de 1,0 mL/min; volume de injecdo 20
ML, temperatura de 25°C + 1°C, detecgdo CLAE-UV Amax: 254 nm.



65

00 0B 10 V6 20 246 30 35 40 46 50
inites

Fhvdms

a0 o6 10 146 20 24 o e 40 4s .o
tlannes

R0
.
0
»
0 |
oo 05 () 00 20 26 20 ) 40 4 50

Llinites

Figura 26. Analise do A) placebo; B) padrdo; C) amostra simulada e D) amostra comercial da
rupatadina (50 pg/mL) com tempo de retencdo de 3,8 min. CondicGes cromatograficas:
Coluna: LiChroCART® 100 RP- CN, 5 pm, (125 x 4 mm), fase movel: MEOH: Tamp&o
Fosfato de Sédio 20 mmol/L pH 3,0, (65:35 v/v), vazdo de 1,0 mL/min; volume de injecdo 20
ML, temperatura de 25°C + 1°C, detecgdo CLAE-UV Amax: 254 nm.
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Figura 27. Analise do A) placebo; B) padrdo; C) amostra simulada e D) amostra comercial da
ebastina (50 pg/mL) com tempo de retencdo de 6,9 min. CondicBes cromatograficas: Coluna:
LiChroCART® 100 RP- CN, 5 um, (125 x 4 mm), fase mével: MEOH:Tamp&o Fosfato de
Sédio 20 mmol/L pH 3,0, (65:35 v/v), vazdo de 1,0 mL/min; volume de injecdo 20 pL,
temperatura de 25°C + 1°C, deteccdo CLAE-UV Amax: 254 nm.

6.1.2. Validacdo do método analitico em CLAE
6.1.2.1. Determinacéo da linearidade em CLAE

Para a determinacdo da linearidade foram preparadas cinco concentracoes diferentes

de solugdes do padréo contemplando a faixa preconizada na legislacéo.
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Nas Tabelas 9, 10, 11 e 12 os resultados experimentais obtidos na determinacdo das

curvas de calibracdo da LOR, DSL, RUP e EB séo apresentados, respectivamente.

Tabela 9 - Resultados experimentais obtidos na determinacdo da curva de calibracdo da
loratadina.

Concentragéo de Media das areas Desvio Padréo Coeficiente de
loratadina (ug/mL) (triplicata) Variacdo (%)
50 797525 28667 3,5
75 1109492 40414 3,6
100 1471998 31090 2,1
125 1778253 48233 2,7
150 206759 78200 3,7

Condices cromatograficas: Coluna: LiChroCART® 100 RP- CN, 5 um, (125 x 4 mm), fase modvel:
MEOH:Tampéo Fosfato de Sédio 20 mmol/L pH 3,0 65:35 (v/v), vazdo de 1,0 mL/min; volume de injecdo
20 pL, temperatura de 25°C + 1°C, detecgdo CLAE-UV Amax: 254 nm.

Tabela 10 - Resultados experimentais obtidos na determinacdo da curva de calibragdo da
desloratadina.

Concentracéo de Média das areas Desvio Padrédo Coeficiente de
desloratadina (ug/mL) (triplicata) Variacdo (%)
10 153702 1486 0,96
25 405029 9512 2,3
50 761093 22366 2,9
75 1208327 25131 2,0
100 1489756 17713 1,1

Condigdes cromatograficas: Coluna: LiChroCART® 100 RP- CN, 5 pum, (125 x 4 mm), fase movel:
MEOQOH:Tampéo Fosfato de S6dio 20 mmol/L pH 3,0 65:35 (v/v), vazdo de 1,0 mL/min; volume de injecéo
20 pL, temperatura de 25°C + 1°C, detec¢do CLAE-UV Amax: 254 nm.

Tabela 11 - Resultados experimentais obtidos na determinacdo da curva de calibracdo da
rupatadina.

Concentracéo de Média das areas Desvio Padréo Coeficiente de
rupatadina (ug/mL) (triplicata) Variacdo (%)
10 113011 1562 1,3
25 261174 3022 1,1
50 594444 4479 0,7
75 882614 10910 1,2
100 1217845 15706 1,2

Condigdes cromatograficas: Condicdes cromatograficas: Coluna: LiChroCART® 100 RP- CN, 5 pum, (125
X 4 mm), fase mével: MEOH:Tampédo Fosfato de Sédio 20 mmol/L pH 3,0 65:35 (v/v), vazdo de 1,0
mL/min; volume de injecdo 20 pL, temperatura de 25°C + 1°C, deteccdo CLAE-UV Améx: 254 nm.
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Tabela 12 - Resultados experimentais obtidos na determinacdo da curva de calibragdo da
ebastina.

Concentracéo de Média das areas Desvio Padréo Coeficiente de
ebastina (ug/mL) (triplicata) Variagédo (%)
10 169026 4193 2.4
25 400798 1410 0,3
50 893677 20051 2,2
75 1356349 11073 0.8
100 1898250 71245 3,7

Condices cromatograficas: Coluna: LiChroCART® 100 RP- CN, 5 um, (125 x 4 mm), fase modvel:
MEOH:Tampéo Fosfato de Sédio 20 mmol/L pH 3,0 65:35 (v/v), vazdo de 1,0 mL/min; volume de inje¢do
20 pL, temperatura de 25°C + 1°C, detecgdo CLAE-UV Amax: 254 nm.

A linearidade foi determinada por meio da curva de calibracdo, observando a
proporcdo entre a concentracdo da amostra com as areas dos picos. De acordo com a RE
n°899/03, da ANVISA, o coeficiente de correlacdo (r) da reta, obtido através de andlise
estatistica, deve ser entre 0,99 e 1. Estes resultados demonstram que h& linearidade entre as
concentracdes estudadas das amostras e o detector CLAE-UV. As Figuras 28, 29, 30 e 31
apresentam a curva analitica, com dados sobre a equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo

da LOR, DSL, RUP e EB, respectivamente.
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Figura 28. Curva analitica da linearidade resultante da analise da solu¢do do padréo
da loratadina. Equacdo da reta: y= 12836x — 161410 e r= 0,9992. CondicOes
cromatograficas: Coluna: LiChroCART® 100 RP- CN, 5 pum, (125 x 4 mm), fase
movel: MEOH:Tampdao Fosfato de Sodio 20 mmol/L pH 3,0, (65:35 v/v), vazdo de 1,0
mL/min; volume de injecdo 20 pL, temperatura de 25°C + 1°C, deteccdo CLAE-UV
Amax: 254 nm.
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Figura 29. Curva analitica da linearidade resultante da analise da solu¢do do padréo da
desloratadina. Equacdo da reta: y= 15082x - 19324 e r= 0,9978. Condigdes
cromatograficas: Coluna: LiChroCART® 100 RP- CN, 5 um, (125 x 4 mm), fase movel:
MEOH:Tampdo Fosfato de Sédio 20 mmol/L pH 3,0, (65:35 v/v), vazdo de 1,0
mL/min; volume de injecdo 20 pL, temperatura de 25°C + 1°C, deteccdo CLAE-UV
Amax: 254 nm.

69



1400000
1200000 /A
1000000

800000

Area

600000

400000

200000

0 T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Concentragdo ug/mL

Figura 30. Curva analitica da linearidade resultante da analise da solugdo do padrdo da
rupatadina. Equacdo da reta: y= 12340x — 27837 e r= 0,9993. CondicOes
cromatograficas: Coluna: LiChroCART® 100 RP- CN, 5 um, (125 x 4 mm), fase movel:
MEOH:Tampdo Fosfato de Sédio 20 mmol/L pH 3,0, (65:35 v/v), vazdo de 1,0
mL/min; volume de injecdo 20 uL, temperatura de 25°C + 1°C, deteccdo CLAE-UV
Amax: 254 nm.
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Figura 31. Curva analitica da linearidade resultante da analise da solugdo do padréo da
ebastina. Equacéo da reta: y= 19250x — 57395 e r=0,9990. Condi¢des cromatograficas:
Coluna: LiChroCART® 100 RP- CN, 5 um, (125 x 4 mm), fase mével: MEOH:Tamp&o
Fosfato de Sédio 20 mmol/L pH 3,0, (65:35 v/v), vazdo de 1,0 mL/min; volume de
injecdo 20 pL, temperatura de 25°C + 1°C, detecgdo CLAE-UV Amax: 254 nm.
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6.1.2.2. Determinagéo da preciséo em CLAE

A precisdo foi determinada através da analise das amostras em estudo na
concentracgéo referenciada como 100% em dez repeticdes consecutivas realizadas em trés dias
diferentes, utilizando o mesmo equipamento e 0 mesmo analista. A Tabela 13 apresenta 0s
resultados obtidos para a repetibilidade com seus valores médios das areas em cada dia, média
do desvio padrdo (DP) para os trés dias e a média da porcentagem do coeficiente de variacdo
(%CV) para os trés dias.

Tabela 13 - Resultados obtidos na determinacao da repetibilidade em CLAE.
Amostras Média da Média da Média da Média do Média do

area—Dial area—Dia2 éarea—Dia3 DP %CV
(n=10) (n=10) (n=10) (nos 3 dias) (nos 3 dias)
Loratadina 1454025 1476535 1377372 15019 1,0
Desloratadina 719743 714788 725152 8700 1,2
Rupatadina 607147 596452 595170 8775 1,4
Ebastina 845184 860196 881851 16352 1,8

Para a determinacdo da precisdo inter-dia foram realizadas analises de solucdes em
concentracdes baixa, média e alta, em triplicata por trés dias consecutivos pelo mesmo

analista, os resultados estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 - Resultados obtidos na determinacao da precisdo inter-dia em CLAE.

Concentracdo  Dial Dia 2 Dia 3 Média DP %CV
da amostra (médiada (médiada (médiada  (dos trés

(ML/mL) area em areaem area em dias)
triplicata)  triplicata) triplicata)

75 1172191 1152429 1133855 1152825 19171 1,6

LOR 100 1486294 1446331 1493368 1475331 25362 1,7
125 1799039 1773111 1812608 1794919 20068 1,1

25 394563 407379 403147 401696 6529 1,6

DSL 50 753009 743894 766378 754427 11308 1,5
75 1181661 1211747 1231573 1208327 25131 2,0

25 257880 253825 263818 258507 5025 1,9

RUP 50 594477 599949 598908 597778 2905 0,5
75 895141 877514 875189 882614 10910 1,2
25 400721 399429 402246 400798 1410 0,35

EB 50 909835 879237 899959 896343 15616 1,7

75 1365206 1350907 1343934 1353349 10844 0,8
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Com estes resultados pode-se constatar que o método desenvolvido é preciso, pois
apresentou, em todas as analises, %CV menor do que 2% para todas as amostras. A RE
n°899/03, da ANVISA, preconiza que este valor seja abaixo de 5% para aceitagdo da

validacao do método.

6.1.2.3. Determinacéo dos limites de detecgéo e quantificacdo em CLAE

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram estabelecidos experimentalmente

através da andlise das amostras em estudo. A Tabela 15 apresenta os valores estimados do LD

e LQ.

Tabela 15 - Resultados obtidos na determinacdo do LD e LQ das
amostras estudadas em CLAE.

Amostras LD (ug/mL) LQ (ug/mL)
Loratadina 11,6 35,3
Desloratadina 3,3 10,1
Rupatadina 1,9 5,7
Ebastina 3,7 11,2

6.1.2.4. Determinacéo da exatiddo em CLAE

A exatiddo foi determinada pelo teste de recuperagdo, em trés niveis de concentragdo
(baixo, médio e alto). Os resultados obtidos foram de 99,73% para LOR, 99,81% para DSL,
100,89% para RUP e 101,21% para EB. De acordo com os resultados obtidos conclui-se que
0s métodos desenvolvidos sdo exatos, pois se encontraram dentro do intervalo determinado
pela RE n° 899, da ANVISA, que é de 98 a 102%. Os calculos podem ser observados na

Tabela 16.
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Tabela 16 - Resultados obtidos na determinacao da exatiddo das amostras estudadas em CLAE.

Concentracdo do Concentracdo Recuperacdo  Concentracdo do  Concentracdo do  Recuperagdo
padrdo do padréo (%) padrdo adicionado padréo (%)
adicionado ao encontrado a amostra encontrado na
placebo (ug/mL) (ug/mL) comercial (ug/mL) amostra (ug/mL)
25,00 24,70 98,80 25,00 24,63 98,52
LOR 50,00 50,81 101,62 50,00 50,35 100,70
75,00 74,03 98,70 75,00 75,02 100,04
12,50 12,40 99,20 12,50 12,73 101,84
DSL 25,00 24,64 98,56 25,00 25,04 100,01
37,50 37,03 98,74 37,50 37,70 100,53
12,50 12,51 100,08 12,50 12,71 101,68
RUP 25,00 25,33 101,32 25,00 25,50 102,00
37,50 37,48 99,94 37,50 37,64 100,37
12,50 12,56 100,48 12,50 12,61 100,88
EB 25,00 25,49 101,96 25,00 25,36 101,44
37,50 38,01 101,36 37,50 37,94 101,17

6.1.2.5. Determinacéo da robustez em CLAE

A robustez do método foi avaliada com o auxilio de um planejamento fatorial 2°.

Para observacdo do comportamento dos resultados foi considerado o valor da area do pico

cromatografico. De acordo com os resultados, o0 método proposto demonstrou ser robusto,

pois em nenhum dos niveis avaliados, apresentou comprometimento na area do pico, mesmo

com as variagdes implicadas, indicando que o método € capaz de suportar mudancas

provenientes de erros aleatérios e do analista. As variagbes do método estdo dispostas na

Tabela 17.
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Tabela 17 - Variagdes das condi¢Ges cromatograficas empregadas
para a avalia¢do da robustez do método em CLAE.

Analises % de fase Fluxo Temperatura

orgénica (mL/min) (°C)
1 63 0,8 22
2 67 0,8 22
3 63 1,2 22
4 67 1,2 22
5 63 0,8 28
6 67 0,8 28
7 63 1,2 28
8 67 1,2 28

6.1.2.6. Determinacéo da seletividade em CLAE

Para determinar a seletividade do método, testes foram feitos injetando fase movel,
diluente da amostra (metanol) e placebo. Garantindo que o método € capaz de detectar
exatamente as substancias em estudo em presenca de outros componentes. A Figura 32 mostra

a sobreposic¢do dos resultados obtidos.
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Figura 32. Determinacdo da seletividade do método para MEOH, padrdo e placebo da
loratadina, desloratadina, rupatadina e ebastina. Condi¢cGes cromatograficas: Coluna:
LiChroCART® 100 RP- CN, 5 pum, (125 x 4 mm), fase mével: MEOH:Tampao Fosfato de
Sédio 20 mmol/L pH 3,0, (65:35 v/v), vazdo de 1,0 mL/min; volume de inje¢cdo 20 pL,
temperatura de 25°C + 1°C, detec¢cdo CLAE-UV Amax: 254 nm. A) Padrao; B) Placebo e C)
MEOH.
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6.2. Eletroforese capilar

6.2.1. Escolha das condigdes analiticas para CE

6.2.1.1. Analise dos padrbes em CE

Os resultados das andlises dos padrGes nas condi¢bes estabelecidas estdo

apresentados na Figura 33.
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Figura 33. Andlise dos padrdes nas condigdes estabelecidas. A) loratadina (200 pg/mL) em
2,9 min., usando a DSL como Pi; B) desloratadina (200 pg/mL) em 1,6 min., usando a LOR
como Pi; C) rupatadina (400 pg/mL) em 1,7 min., usando a LOR como Pi e D) ebastina (400
pg/mL) em 2,6 min., usando DSL como Pi. CondicOes eletroforéticas: capilar de silica
fundida de 40,5 cm efetivos e 50 cm totais, 75 pum de diametro interno e 375 um de diametro
externo, eletrdlito: acido borico 35 mmol/L, pH 2,5, tensdo aplicada de 20 kV para LOR, DSL
e RUP e 24 kV para EB, inje¢do hidrodinamica de 0,5 psi por 3 segundos, temperatura de
25°C. Detecgdo CE-UV Amax:205 nm.

- " ) “n -
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6.2.1.2. Analise dos placebos, amostras comerciais e amostras simuladas em CE

As Figuras 34, 35, 36 e 37 apresentam os resultados obtidos das analises dos

eletrolitos, placebos, padrdes, amostras simuladas e amostras comerciais da LOR, DSL, RUP

e EB, respectivamente.
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Figura 34. Analise do A) eletrélito, B) placebo; C) padrdo; D) amostra simulada e E) amostra
comercial da loratadina (200 pg/mL). Condicgdes eletroforéticas: capilar de silica fundida de
40,5 cm efetivos e 50 cm totais, 75 um de didmetro interno e 375 pum de diametro externo,
eletrolito: acido borico 35 mmol/L, pH 2,5, tenséo aplicada de 20 kV, injecdo hidrodinamica
de 0,5 psi por 3 segundos, temperatura de 25°C. Deteccdo CE-UV Amax:205 nm.
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Figura 35. Analise do A) eletrdlito, B) placebo; C) padrdo; D) amostra simulada e E) amostra
comercial da desloratadina (200 pg/mL). Condicdes eletroforéticas: capilar de silica fundida
de 40,5 cm efetivos e 50 cm totais, 75 um de diametro interno e 375 um de diametro externo,
eletrolito: &cido bérico 35 mmol/L, pH 2,5, tensdo aplicada de 20 kV, inje¢do hidrodindmica
de 0,5 psi por 3 segundos, temperatura de 25°C. Detec¢do CE-UV Amax: 205 nm.
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Figura 36. Analise do A) eletrdlito, B) placebo; C) padréo; D) amostra simulada e E) amostra
comercial da rupatadina (200 pg/mL). Condicdes eletroforéticas: capilar de silica fundida de
40,5 cm efetivos e 50 cm totais, 75 pum de didmetro interno e 375 pm de didmetro externo,
eletrolito: &cido borico 35 mmol/L, pH 2,5, tensdo aplicada de 20 kV, injecdo hidrodindmica
de 0,5 psi por 3 segundos, temperatura de 25°C. Detec¢do CE-UV Amax: 205 nm.
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Figura 37. Analise do A) eletrélito, B) placebo; C) padrdo; D) amostra simulada e E) amostra
comercial da ebastina (200 pg/mL). Condicbes eletroforéticas: capilar de silica fundida de
40,5 cm efetivos e 50 cm totais, 75 um de diametro interno e 375 um de diametro externo,
eletrolito: acido borico 35 mmol/L, pH 2,5, tensdo aplicada de 24 kV, injecdo hidrodindmica
de 0,5 psi por 3 segundos, temperatura de 25°C. Detec¢do CE-UV Amax: 205 nm.

6.2.2. Validagédo do método analitico em CE

6.2.2.1. Determinacéo da linearidade em CE

Para a determinacgdo da linearidade foram preparadas cinco concentragOes diferentes

de solugdes do padréo contemplando a faixa preconizada na legislacéo.
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Nas Tabelas 18, 19, 20 e 21, os resultados experimentais obtidos na determinacdo das curvas
de calibracdo da LOR, DSL, RUP e EB séo apresentados, respectivamente.

Tabela 18 - Resultados experimentais obtidos na determinacdo da curva de calibragdo da
loratadina.

Concentragéo de Média das areas Desvio Padrdo Coeficiente de
loratadina (ug/mL) *(triplicata) Variagédo (%)
50 0,2131 0,0027 1,3
100 0,6316 0,0095 1,5
200 1,4104 0,3951 28,0
300 1,7923 0,1785 9,9
400 2,7052 0,0328 1,2

Condigdes eletroforéticas: capilar de silica fundida de 40,5 cm efetivos e 50 cm totais, 75 um de didmetro
interno e 375 um de didmetro externo, eletrélito: acido bérico 35 mmol/L, pH 2,5, tensdo aplicada de 20
kV, injecdo hidrodindmica de 0,5 psi por 3 segundos, temperatura de 25°C. Detec¢do CE-UV Amax:205
nm.

* a média foi realizada ap6s calcular a razéo entre a area da amostra pela area do padréo interno.

Tabela 19 - Resultados experimentais obtidos na determinacdo da curva de calibracdo da
desloratadina.

Concentracéo de Média das areas Desvio Padrdo Coeficiente de
desloratadina *(triplicata) Variacdo (%)
(Hg/mL)

50 0,2889 0,0071 2,4

100 0,5773 0,0249 4,3

200 1,2439 0,2332 18,7

300 1,5674 0,1276 8,1

400 2,2083 0,0773 3,5

Condic0es eletroforéticas: capilar de silica fundida de 40,5 cm efetivos e 50 cm totais, 75 um de didmetro
interno e 375 um de didmetro externo, eletrolito: acido borico 35 mmol/L, pH 2,5, tensdo aplicada de 20
kV, injecéo hidrodindmica de 0,5 psi por 3 segundos, temperatura de 25°C. Detecgdo CE-UV Amax:205
nm.

* a média foi realizada ap6s calcular a razdo entre a rea da amostra pela area do padréo interno.
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Tabela 20 - Resultados experimentais obtidos na determinacao da curva de calibracdo da
rupatadina.

Concentracédo de Média das areas Desvio Padréo Coeficiente de
rupatadina (ng/mL) *(triplicata) Variacao (%)
50 0,1152 0,0026 2,2
100 0,222 0,0090 4,0
200 0,4638 0,0236 5,0
300 0,6507 0,0098 1,5
400 0,9362 0,0195 2,0

Condic0es eletroforéticas: capilar de silica fundida de 40,5 cm efetivos e 50 cm totais, 75 um de didmetro
interno e 375 um de didmetro externo, eletrélito: acido bérico 35 mmol/L, pH 2,5, tensdo aplicada de 20
kV, injecdo hidrodindmica de 0,5 psi por 3 segundos, temperatura de 25°C. Detec¢do CE-UV Amax:205
nm.

* a média foi realizada ap6s calcular a razdo entre a rea da amostra pela &rea do padréo interno.

Tabela 21 - Resultados experimentais obtidos na determinacdo da curva de calibracdo da
ebastina.

Concentragédo de Meédia das areas Desvio Padréo Coeficiente de
ebastina (ug/mL) *(triplicata) Variagdo (%)
50 0,4026 0,0135 33
100 0,7659 0,0221 2,8
200 1,5202 0,0221 1,4
300 2,1716 0,0907 4,1
400 2,9726 0,0950 3,1

Condic0es eletroforéticas: capilar de silica fundida de 40,5 cm efetivos e 50 cm totais, 75 um de didmetro
interno e 375 um de didmetro externo, eletrélito: acido boérico 35 mmol/L, pH 2,5, tensdo aplicada de 24
kV, injecdo hidrodindmica de 0,5 psi por 3 segundos, temperatura de 25°C. Deteccdo CE-UV Amax:205
nm.

* a média foi realizada ap6s calcular a razdo entre a rea da amostra pela area do padréo interno.

A linearidade foi determinada por meio da curva de calibracdo, observando a
proporcao entre a concentracdo da amostra com as areas dos eletroferogramas. De acordo com
a RE n°899/03, da ANVISA, o coeficiente de correlacdo (r) da reta, obtido através de anélise
estatistica, deve ser entre 0,99 e 1. Estes resultados demonstram que ha linearidade entre as

concentragcdes estudadas das amostras e o detector EC-UV. As Figuras 38, 39, 40 e 41
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apresentam a curva analitica, com dados sobre a equacéo da reta e o coeficiente de correlacao

da LOR, DSL, RUP e EB, respectivamente.

Area
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Figura 38. Curva analitica da linearidade resultante da analise da solu¢do do padrdo da
loratadina. Equacdo da reta: y= 0,6145x-0,4929 e r= 0,99106. Condicdes eletroforéticas:

capilar de silica fundida de 40,5 cm efetivos e 50 cm totais, 75 um de diametro interno e 375
um de didmetro externo, eletrélito: acido borico 35 mmol/L, pH 2,5, tensdo aplicada de 20

KV, injecdo hidrodinamica de 0,5 psi por 3 segundos, temperatura de 25°C. Detec¢do CE-UV

Amax:205 nm.
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Figura 39. Curva analitica da linearidade resultante da anélise da solucdo do padrdo da

desloratadina. Equacéo da reta: y=0,4829x-0,2715 e r= 0,9921693. Condicdes eletroforéticas:

capilar de silica fundida de 40,5 cm efetivos e 50 cm totais, 75 pum de didmetro interno e 375
um de didametro externo, eletrélito: acido bérico 35 mmol/L, pH 2,5, tensdo aplicada de 20
KV, injecdo hidrodinamica de 0,5 psi por 3 segundos, temperatura de 25°C. Detec¢do CE-UV

Amax:205 nm.
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Figura 40. Curva analitica da linearidade resultante da anélise da solucdo do padrdo da
rupatadina. Equacdo da reta: y= 0,207x-0,1434 e r= 0,9904039. Condic¢bes eletroforéticas:
capilar de silica fundida de 40,5 cm efetivos e 50 cm totais, 75 pum de diametro interno e 375
um de diametro externo, eletrdlito: &cido bdrico 35 mmol/L, pH 2,5, tensdo aplicada de 20
KV, injecdo hidrodinamica de 0,5 psi por 3 segundos, temperatura de 25°C. Detec¢do CE-UV
Amax:205 nm.
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Figura 41. Curva analitica da linearidade resultante da analise da solucdo do padrdo da
ebastina. Equacdo da reta: y= 0,6546x-0,3971 e r= 0,9934787. CondicOes eletroforéticas:
capilar de silica fundida de 40,5 cm efetivos e 50 cm totais, 75 um de didametro interno e 375
um de didametro externo, eletrélito: acido bérico 35 mmol/L, pH 2,5, tensdo aplicada de 24
KV, injecdo hidrodinamica de 0,5 psi por 3 segundos, temperatura de 25°C. Deteccdo CE-UV
Amax:205 nm.



6.2.2.2. Determinagéo da precisdao em CE

A precisdo foi determinada através da analise das amostras em estudo na
concentracéo referenciada como 100% em dez repeti¢cdes consecutivas realizadas em trés dias
diferentes, utilizando o mesmo equipamento e 0 mesmo analista. A Tabela 22 apresenta 0s
resultados obtidos para a repetibilidade com seus valores médios das areas em cada dia, média

do desvio padrdo (DP) para os trés dias e a media da porcentagem do coeficiente de variacdo

(%CV) para os trés dias.

Tabela 22 - Resultados obtidos na determinagao da repetibilidade em CE.

Amostras Média da Média da Média da Média do Média do
area—Dial &area—Dia2 area—Dia3 DP %CV
*(n=10) *(n=10) *(n=10) (nos 3 dias) (nos 3 dias)
Loratadina 1,3067 1,1490 1,0835 0,0408 3,3
Desloratadina 0,6723 1,3336 1,0137 0,0472 4.6
Rupatadina 0,7435 0,8741 0,9229 0,0139 1,6
Ebastina 2,7208 2,6103 2,7664 0,1156 4.2

* a média foi realizada ap6s calcular a razdo entre a area da amostra pela area do padrdo interno.

Para a determinacdo da precisdo inter-dia foram realizadas analises de solucdes em
concentragfes baixa, média e alta, em triplicata por trés dias consecutivos pelo mesmo

analista, os resultados estdo apresentados na Tabela 23.

Tabela 23 - Resultados obtidos na determinacdo da precisdo inter-dia em CE.

Concentracdo Dial* Dia2* Dia3* Média DP %CV
da amostra (médiada (médiada (médiada  (dos trés
(ML/mL) areaem areaem area em dias)
triplicata)  triplicata) triplicata)

100 0,7841 0,7405 0,7757 0,7668 0,0231 3,0

LOR 200 1,5453 1,5035 1,5118 1,5202 0,0221 1,4
300 2,0908 2,2698 2,1543 2,1716 0,0907 4,2

100 0,5489 0,5954 0,5761 0,5735 0,0233 41

DSL 200 1,1484 1,2021 1,1811 1,1772 0,0270 23
300 1,5475 1,6039 1,5510 1,5674 0,0316 2,0

100 0,2309 0,2233 0,2128 0,2223 0,0090 4,1

RUP 200 0,4494 0,4509 0,4911 0,4638 0,0236 51
300 0,6498 0,6609 0,6412 0,6507 0,0098 1,5

100 0,7841 0,7406 0,7757 0,7668 0,0231 3,0

EB 200 1,5453 1,5036 1,5118 1,5202 0,0221 14
300 2,0908 2,2698 2,1543 2,1716 0,0907 4,2

* a média foi realizada ap6s calcular a razdo entre a area da amostra pela area do padréo interno.
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Com estes resultados pode-se constatar que o0 método desenvolvido é preciso, pois
apresentou, em todas as analises, %CV menor do que 5% para todas as amostras. A RE
n°899/03 da ANVISA preconiza que este valor seja abaixo de 5% para aceitacdo da validacéo

do método.

6.2.2.3. Determinacéao dos limites de detecgédo e quantificacdo em CE

Os limites de deteccdo e quantificagdio foram estimados e confirmados
experimentalmente através da analise das amostras em estudo. A Tabela 24 apresenta 0s

valores estimados do LD e LQ.

Tabela 24 - Resultados obtidos na determinacdo do LD e LQ das
amostras estudadas em CE.

Amostras LD (pg/mL) LQ (ng/mL)
Loratadina 0,01 3,31
Desloratadina 2,52 7,62
Rupatadina 1,05 3,46
Ebastina 13 3,95

6.2.2.4. Determinagéo da exatiddo em CE

A exatidao foi determinada pelo teste de recuperacdo, em trés niveis de concentracao
(baixo, médio e alto). Os resultados obtidos foram de 101,01% para LOR, 101,20% para DSL,
100,19% para RUP e 100,58% para EB. De acordo com os resultados obtidos conclui-se que
0s métodos desenvolvidos sdo exatos, pois se encontraram dentro do intervalo determinado

pela RE n° 899 da ANVISA. Os célculos podem ser observados na Tabela 25.
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Tabela 25 - Resultados obtidos na determinacdo da exatiddo das amostras estudadas em CE.
Concentracdo Concentracdo  Recuperacdo  Concentracdo do  Concentracdo  Recuperacdo

do padréo do padréo (%) padrdo adicionado do padréo (%)
adicionado encontrado a amostra encontrado na
ao placebo (ug/mL) comercial amostra
(Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL)
50 50,73 101,46 50 51,01 102,02
LOR 100 101,70 101,70 100 100,81 100,81
150 149,94 99,96 150 151,73 101,15
50 50,81 101,62 50 50,36 100,72
DSL 100 101,91 101,91 100 100,40 100,40
150 150,94 100,62 150 152,98 101,98
50 50,07 100,14 50 50,39 100,78
RUP 100 100,23 100,23 100 100,17 100,17
150 151,40 100,93 150 148,37 98,91
50 50,25 100,50 50 50,41 100,82
EB 100 99,45 99,45 100 99,81 99,81
150 152,45 101,63 150 151,95 101,30

6.2.2.5. Determinacéo da robustez em CE

A robustez do método foi avaliada com o auxilio de um planejamento fatorial 23.
Para observacdo do comportamento dos resultados foi considerado o valor da area do
eletroferograma. De acordo com os resultados, 0 método proposto demonstrou ser robusto,
pois em nenhum dos niveis avaliados, apresentou comprometimento na area do
eletroferograma, mesmo com as variagdes implicadas, indicando que o método é capaz de
suportar mudancas provenientes de erros aleatorios e do analista. As variacdes do método

estdo dispostas na Tabela 26.
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Tabela 26 - Variagbes das condigdes eletroforéticas empregadas para a
avaliacdo da robustez do método.

Anélises Voltagem Temperatura pH do eletrdlito
1 18 22 2,3
2 22 22 2,3
3 18 28 2,7
4 22 28 2,3
5 18 22 2,7
6 22 22 2,7
7 18 28 2,7
8 22 28 2,7

6.2.2.6. Determinacéao da seletividade em CE

Para determinar a seletividade do método, testes foram feitos injetando fase movel,
diluente da amostra (metanol) e placebo. Garantindo que o método € capaz de detectar
exatamente as substancias em estudo em presenca de outros componentes. A Figura 42 mostra
a sobreposicdo dos resultados obtidos para a seletividade para LOR, DSL, RUP e EB,

respectivamente.



89

LR D) »
Eowa b ot s L
G0
= om
A
" gl ——
0000 ——— ———— < |
1))
QOO
i
- S —— g - S - S . |
0 1o ) 3 24 ) ye - 4 a“n
Minutes
RYSIE
R el
[T )
O oo
=
..
oodirn
Oty
~
O o00n "
o — e ——
—————— H
0 oooo m - i
[
L —— T ———— ey
0 0 o " 24 o s ‘0 o A
Minutes
|
LUENS Lan
™
0o Mongroma b
TER [ )
u‘
" oo
e
A
OO L
LIRSS S ) ‘ = —
%)
] L 1 _n— v _l 3 " L LS
Minuias
10
[T
LU
~
oo
I
-
OOy
..... 50
OO A
— »
O ey ##L-‘ sy > =
(8]
Vo o !-0 VI.S- av .;‘3 < |—\ “n :\ -
Minaites

Figura 42. Seletividade do método para: A) eletrolito; B) placebo; C) padrdo; D) Amostra
simulada e E) Amostra comercial. CondicGes eletroforéticas: capilar de silica fundida de 40,5
cm efetivos e 50 cm totais, 75 um de diametro interno e 375 um de didmetro externo,
eletrolito: acido bérico 35 mmol/L, pH 2,5, tensdo aplicada de 20 kV para LOR, DSL e RUP
e 24 kV para EB, injecdo hidrodinamica de 0,5 psi por 3 segundos, temperatura de 25°C.
Detecgdo CE-UV Amax:205 nm.
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7. CONCLUSOES

Os métodos analiticos desenvolvidos neste trabalho se demonstraram econdémicos,
simples, faceis e confidveis para serem aplicados em anélise de rotina, pois cumpriram 0s
requisitos legais para validacdo e demonstraram que 0s excipientes ndo interferem na
quantificacdo, utilizando as técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia e eletroforese
capilar. Esses métodos analiticos também demonstraram serem satisfatérios para as analises
das amostras comercializadas no Brasil.

O método de CLAE demonstrou ser linear, com LD e LQ adequados; a preciséo foi
comprovada através do coeficiente de variacdo, que estava dentro dos limites especificados. O
método proposto também demonstrou ser exato e isto foi comprovado pelo teste de
recuperacdo; ao variar algumas condicdes analiticas, 0 método assegurou sua robustez, pois
ndo comprometeu os resultados finais. O mesmo método, nas mesmas condicdes, pbde ser
aplicado para a determinagédo quantitativa de LOR, DSL, RUP e EB.

Os métodos desenvolvidos para CE demonstraram linearidade nos resultados, com
LD e LQ adequados; a precisdo foi comprovada através do coeficiente de variacdo, que se
encontra dentro dos limites especificados. Os métodos propostos também demonstraram ser
exatos e isto foi comprovado pelo teste de recuperacdo; ao variar algumas condicoes
analiticas, 0 método assegurou sua robustez, pois ndo comprometeu os resultados finais. Para
analise de trés substancias (loratadina, desloratadina e rupatadina), puderam se empregadas as
mesmas condigdes analiticas, propondo um mesmo método para analisar trés anti-H1. Para a
analise de ebastina, a voltagem foi aumentada, buscando que se melhorasse a assimetria do
eletroferograma; porém, todos os outros pardmetros analiticos se mantiveram iguais, 0 que
torna este metodo de facil aplicacdo, igualmente aos descritos acima, pois esta variagdo

implica em modificar um parametro inerente ao equipamento.
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Dentre os métodos encontrados na literatura, para CLAE, nenhum apresentou
condicdes tdo simples nas quais se utilizasse pouco solvente e se obtivessem tempos de
retencdo tdo curtos, facilitando sua aplicacdo no controle de qualidade de medicamentos.

Para o método proposto empregando CE, foram encontrados alguns métodos para
analise da loratadina, porém todos empregam uma mistura complexa de eletrdlitos, inclusive
com adicdo de SDS e/ou solventes organicos em seu preparo. Além disso, apresentaram
tempos de retencdo elevados, ao se comparar com 0 método proposto neste trabalho. Apenas
um método foi encontrado para analise da rupatadina aplicando a técnica de CE - MECK; o
método proposto neste trabalho utiliza a técnica CZE, que é mais facil de ser aplicada e
apresentou menor tempo de retengao.

Uma vez que ndo foi encontrada na literatura a descricdo de nenhum método
desenvolvido em CE para analise da desloratadina e da ebastina, este trabalho contribui
significativamente para o controle de qualidade de medicamentos contendo farmacos anti-
histaminicos, tais como loratadina, desloratadina, rupatadina e ebastina.

Por fim, pode-se concluir que este trabalho apresentou relevante importancia para o
meio académico e o meio cientifico, proporcionando ferramentas eficazes e de féacil
aplicabilidade para o controle de qualidade de medicamentos anti-H1, garantindo seguranca e
eficacia farmacéuticas.

Tendo em vista que ndo foram encontrados muitos estudos com rupatadina e
ebastina, principalmente por serem medicamentos mais novos, e que se faz necessaria a
obtencdo de medicamentos com maior seguranca e eficadcia no mercado farmacéutico, este
trabalho pode contribuir também para que testes posteriores possam ser realizados para
aplicacdo na estabilidade destes medicamentos, proporcionando estudos aprofundados destas

substancias e garantindo mais seguranca a toda populagéo.
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Apéndice 1. Métodos analiticos aplicados na anélise da loratadina por CLAE.

MATRIZ FASE ESTACIONARIA FASE MOVEL VAZAO TEMP* DETECCAO TEMPO DE RETENCAQ PADRAQ INTERNO REFERENCIA
Plasma Silica Betasil ACN: &gua: TFA (90:10:1, viviv) 0,5 mL/min 1,2 min Lor D3 e Dcl D3 NAIDONG, 2003.
Plasma C18 ACN: &cido férmico (0,4%) (8:92, viv) 1,0 mL/min 45°C 7 min Metoclopramida VLASE, 2006.
Plasma C18 ACN: agua (0,5 mol KH2PO4 - H3PO4 1,8 mL/min 200 nm 4,1 min Diazepam KUNICKI, 2001.
(44:48:8:1, viviviv) pH 3,0
Plasma Phenyl ACN: agua (com 0,2% de &c. Férmico) (68:32, 0,2 mL/min 3,7 min ltraconazol SALEM, 2004.
viv)
Forma 0Ds-2 50 mmol/L de di-hidrogenofosfato de potassio 1,5 mL/min 40°C 220 nm 10 min ALBU, 2009.
Farmacéutica (pH 2,8): MEOH:ACN (35:30:40, v/viv)
Matéria-prima C18 0,01 mol de KH2PO4:ACN (pH 3,5) (40:60, v/v) 1,0 mL/min 240 nm 10 min REDDY, 2003.
Matéria-prima C8 MEOH:10 mmol/L de H3PO4 (pH 7,0) (65:35, 1,0 mL/min 40°C 244 nm 24 min RUPEREZ, 2001.
viv)
Plasma C18 MEOH:ACN:0,05 mol de di-hidrogenofosfato 1,2 ml/min 35°C 290 nm 11,5 min Propranolol YIN, 2003.
de potassio pH 2,0 (20:80, v/v)
Forma C18 Fosfato de sddio: ACN (20:80, v/v) pH 3,7 1,0 mL/min 25°C 225 nm 6 min RADHAKRISHNA, 2003.
Farmacéutica
Plasma Cc8 ACN: 20 mmol/L di-hidrogenofosfato de 1,0 mL/min 25°C 10,9 min Diazepam AMINI, 2004.
potassio: TEA (pH 2,4) (43:57:0,02, viviv)
Plasma C18 ACN:0,1% é&cido férmico (gradiente de 10-90% 0,3 mL/min 25°C 5 min SHUTHERLAND, 2001.
de ACN em 2 min)
Forma C18 (a4guat MEOH+4cido Fosférico+di- 2,0 mL/min 247 nm 3,5min Propilparabeno (p/xarope) MABROUK, 2003.
Farmacéutica hidrogenofosfato de aménio 30 mL:22:0,2:0,3, Metilparabeno (p/ comp)
vIvip/p):ACN (60:40, v/v)
Forma C18 ACN:acido fosforico (35:65, v/v) 2,0 mL/min 250 nm 4,6 min Benzofenona EL-RAGEHY, 2002.
Farmacéutica
Forma Lichrosorb ACN:0,01 mol acetato de sédio (pH 3,5) 2,0 mL/min 247 nm 4 min ABOUNASSIF, 2005.
Farmacéutica (90:10, viv)
Plasma 0oDS ACN:0,02 mol de acetato de aménio (pH 4) - 0,2 mL/min CHEN, 2004.
gradiente
Plasma C18 ACN:agua:acido acético:TEA (90:100:6:0,015, 1,0 mL/min Fluorescéncia XU, 2004.
VIviv) Ex:274 nm
Em:450 nm
Plasma C18 MEOH:acetona: 0,01 mol/L de tampao fosfato 275 nm Naftozolina JIANG, 1999.
(pH 7.5) (35:35:30, viviv)
Plasma C18 ACN:0,05 mol/L de fosfato de aménio pH 3,0 2,5 mL/min Fluorescéncia 4 min Diazepam JILANI, 1998.
(42:58, viv) Ex:290 nm
Em:460 nm
Plasma C18 ACN:agua (pH 2,7 - ajustado com &c. 1,0 mL/min 28°C Fluorescéncia Tioridazina PLENIS, 2010.
Fosférico (70:30, v/v) Ex:265 nm
Em:454 nm
Forma (n&o informada) MEOH:ACN:agua:THF (50:40:10:2,5, v/viv) 0,8 mL/min 5,57 min DUBEY, 2012.
Farmacéutica
Forma C8 0,025 mol/L de di-hidrogenofosfato de 1,0 mL/min 265 nm 6,52 min Metilparabeno KANUMULA-
Farmacéutica s0dio:ACN (46:60 v/v) pH 3,5 GANGARAM, 2000.




Apéndice 2. Métodos analiticos aplicados na anélise da loratadina por CE.

MATRIZ FASE ESTACIONARIA  ELETROLITO VOLT*  INJECAO TEMP* DETECCAO  TEMPODE RETENCAO  PADRAO INTERNO  REFERENCIA
Plasma Capilar de silica, 0,25 10 mmol/L de Borate Tris (pH 6,98) + +10 kV 25°C 221 nm 60 min XIA, 2010.
mm de d.i., 85 cm com 2,31% de SDS + 0,82% de n-heptano
60 cm de cumprimento +5,10% de 1-butanol + 10% de ACN.
efetivo
Plasma 24 cm de cumprimento 20 mmol/L de tampéo fosfato pH 2 +5 kV 2 psi 25°C 214 nm 7,2 min RAMBLA-
efetivo, 75 ym de d.i. ALEGRE, 2010.
Matéria-prima 57 ¢cm, 50 um de d.i. 100 mmol/L de H3PO4 (pH 2,5) + 10% +20kV  3,3bar/5s  25°C 200 nm 13,5 min FERNANDEZ,
ACN 200.
Plasma 24 cm, 75 um de d.i. 20 mmol/L de tampao fosfato pH 2 +5kV 2 psi 214 nm 72 CAPELA-PEIRO,
2006.
Matéria-prima 50 cm de cumprimento 10 mmol/L de di-hidrogenofosfato de +15kV 30°C SUNTORNSUK,
efetivo sodio e tetraborato de sodio (pH 9,0) + 2003.

50 mmol/L de SDS + 28% de ACN




Apéndice 3. Métodos analiticos aplicados na analise da desloratadina por CLAE.

MATRIZ FASE ESTACIONARIA ~ FASE MOVEL VAZAO TEMP* DETECCAO  TEMPO DE RETENCAO PADRAO INTERNO REFERENCIA
Plasma CN ACN: Agua (60:40 viv) 1,0 mL/min 375 nm EL-ENANY, 2007.
Forma Farmacéutica Thermo hypersil BDS- 0,01 potassium dihidrogenio  (ndo 230 nm 6,0 min DHANDAYUTHAM,
Cis ortofosfilato de potassio MEOH:ACN  informada) 2011.
(proporgdes néo informadas)
Forma Farmacéutica C18 ACN:0,05 M T. fosfato:MEOH 0,8 mL/min 247 nm VALAMARTHY, 2009.
(48:45:7 viviv)
Forma Farmacéutica C18 T. fosfato pH 5,0:MEOH:ACN 1,0 mL/min 241 nm 5,57 min VETRICHEIVANT,
(proporgdes ndo informadas) 2009.
Forma Farmacéutica C18 A: 3mmol/L de SDS; 15 mmol/L de 1,5 mL/min 35°C 267 nm 12 min ZHENG, 2009.
citrato de sodio e 40 mmol/lL de
sulfato de sodio (pH 6,2):ACN -
gradiente
Plasma de cachorro CN - hypersil Met:OH:ACN: T. fosfato (Ph 5,5) 0,8 mL/min 241 nm LIU, 2004.
(35:35:30 viviv)
Plasma C18 5 mmollL de formato de XU, 2007.
amonio:MEOH:ACN (50:30:20 viviv)
Forma Farmacéutica Diamonsil BDS C18 MEOH: 30 mmollL de 4&cido 1,0 mL/min 247 nm 5,4 min Ql, 2005.
heptanossulfénico de sédio:acido
acético glacial (70:30:4 viviv)
Plasma C8 A: ACN e MEOH: 2 mmollL de 250 uL/min 25°C 4,18 min YANG, 2003.
B: MEOH: 25mmol/L de acetato de aménio + 0,1% de acido
formato de amonio acético + 0,1% de acido formico.
(85:15) pH 3,5 A+B=(20:80) gradiente
Plasma Thermo Betasil sicila 25 mmol/L de acetado de am6nio em 1,4 min SHEN, 2007.
100 (HILIC) 1% de &cido férmico:25 mmol/lL de
acetado de aménio em MEOH (85:15
viv)
Plasma C18 MEOH: Agua com 0,05% de acido 0,3 mL/min 25°C 3,4 min Difenidramina WEN, 2009.
férmico (80:20 v/v)
Plasma C18 MEOH: 10 mmol/L de formato de 0,7 mL/min 40°C 1 min Desloratadina DS PONURU, 2012.

amonio (80:20 v/v)




Apéndice 4. Métodos analiticos aplicados na analise da rupatadina por CLAE.

MATRIZ FASE ESTACIONARIA FASE MOVEL VAZAO TEMP* DETECCAQO TEMPO DE RETENCAO PADRAO INTERNO REFERENCIA
Forma Gemini C18 ACN: Tampéo Acetato de aménio (10 1,0 mL/min  30°C PDA - 242 nm 5,15 min Nao Utilizado NOGUEIRA, 2007
Farmacéutica 150X4,6 mm, mmol/L) pH 3,0 + Acido
5pum Heptanossulfnico 0,05%
(71,5:28,5% vIv)
Plasma Shimadzu C18 Shem-Pak ~ MEOH : Acetato de Aménio (5 0,2 mL/min  40°C LC-MS - Triplo 8,25 min Estazolam TIAN, 2008
VP ODS mmol/L) pH 2,2 (50:50 v/v) Quadrupolo
150X2 mm,
5um
Plasma AQ-C18 MEOH : Agua (0,0005% de 4cido 0,3 mL/min  25°C LC-MS 2,32 min Difenidramina WEN, 2008
100X4,6 mm formico) (80:20, viv)

5um




Apéndice 5. Método analitico aplicado na analise da rupatadina por CE.

MATRIZ FASE ESTACIONARIA  ELETROLITO VOLTAGEM  INJECAO TEMP* DETECCAO  TEMPO DE RETENCAO PADRAO INTERNO REFERENCIA
Forma Capilar de silica fundida  Tetraborato 15 mM + 25kV Hidrodinam  35°C PDA-205nm 3,93 min Nimesulida NOGUEIRA, 2008
Farmacéutica 50 pm d.i. Detergente anidnico — ica

Comprimento efetivo40  SDS 25 mM 50 mBar

cm pH 10 (ajustado com 5s

NaOH 1N)




Apéndice 6. Métodos analiticos aplicados na anélise da ebastina por CLAE.

MATRIZ FASE ESTACIONARIA FASE MOVEL VAZAO TEMP* DETECCAO TEMPO DE RETENCAO PADRAQO INTERNO  REFERENCIA
Plasma CN 250X4,0 mm ACN : MEOH : Tampé&o Acetato de 1,2 40°C 254 nm 11 min Flunazirina MATSUDA, 2000
amdnio 12 mmol/L (20:30:48 viviv) mL/min
Plasma Genesis C18 ACN : Tampao Acetato de amdnio 10 0,2 35°C LC-MS-MS 5,12 min Enalapril GERGOQV, 2001
100 X 2,1 mm mmol/L mL/min Triplo dibenzepina
4 um pH 3,2 (ajustado com 0,1% &cido férmico) quadrupolo
gradiente 20-100% (v/v)
Plasma Genesis C18 ACN : Tampao Acetato de amdnio 10 0,2 35°C LC-MS-MS 9,6 min Enalapril GERGOV, 2003
100 X 2,1 mm mmol/L mL/min Triplo
4 um pH 3,2 (ajustado com 0,1% acido férmico) quadrupolo
gradiente 20-100% (v/v)
Plasma Luna C18 ACN : Tamp&o Acetato de amdnio 5 0,2 Nao LC-MS-MS 2,7 min Terfenadina KANG, 2004
50X2,0 mm mmol/L (50:50 v/v) mL/min Informado
3,0 um
Forma Farmacéutica C18250X4,6 mm MEOH : Agua (90:10 v/v) 1,5 25°C UV 262 nm 9,2 min Nao Utilizado PRABU, 2008
5um mL/min
Plasma Waters Symmetry ACN : Agua (com 10 mmol/L de tampao 0,2 24°C LC-MS-MS 1,4 min Meclizina FENG, 2009
C18 50X2,1 mm formato de aménio) pH 3,5 (40:60 v/v) mL/min Triplo
3,5 um quadrupolo
Forma Farmacéutica Prontosil C18 MEOH : KH2PO4 a 10 mmol/L pH 5,5 15 24°C UV 275 nm 3,51 min N&o Utilizado WAGH, 2011
250X4,6 mm (80:20 viv) mL/min
5um
Forma Farmacéutica ODS C18 ACN : MEOH: Zn+2 0,025% p/v : T. 1,0 Ambiente UV 260 nm 5,31 min Cetirizina IBRAHIM, 2011
150X4,6 mm Britton Robinson** (65:35 v/v) pH 4,2 mL/min

*TEMP = temperatura

**T. Britton Robinson = tampao feito de uma mistura dos &cidos acético, borico e fosforico




