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Resumo

Moura, J. R. Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitic a aplicavel ao
desenvolvimento farmacotécnico de comprimidos de ol anzapina. Goiania, 2009.

Dissertacdo de Mestrado. Faculdade de Farméacia — Universidade Federal de Goias.

A olanzapina € um farmaco antipsicotico e sua comercializacdo no Brasil, na forma de
produto acabado, estd protegida por patente até 2011. Como é recente no mercado
farmacéutico e ndo ha descricdo da metodologia em formularios oficiais capazes de
assegurar a qualidade das novas formulagdes, o objetivo deste trabalho foi caracterizar
0os parametros fisico-quimicos da olanzapina, desenvolver e validar, segundo RE
N899, de 29 de maio de 2003, método analitico para doseamento e dissolucdo e
aplicar os métodos desenvolvidos e validados no desenvolvimento farmacotécnico dos
comprimidos. Foram caracterizados alguns parametros fisico-quimicos, de solubilidade
e de absorcao da luz (200 a 400 nm) em diversos solventes e foram desenvolvidos e
validados métodos de doseamento e dissolugcédo por espectrofotometria com deteccéo
ultravioleta (UV) e de doseamento por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo ultravioleta (HPLC-UV) para quantificagdo de olanzapina presente em
comprimidos revestidos de 2,5, 5,0 e 10,0 mg. O farmaco apresentou baixa solubilidade
em 4gua e os comprimentos de onda de maxima absor¢do da luz ficaram entre 254 e
273 nm. Para o método de dissolucdo por espectrofotometria UV, os melhores
parametros foram &cido cloridrico 0,1 mol/L como meio de dissolucao, volume de 1.000
mL (5 e 10 mg de Olanzapina) e 500mL (2,5mg de Olanzapina), aparato Il (pas) e
rotacdo de 50rpm. Os parametros espectrofotométricos foram &cido cloridrico 0,1 mol/L
como branco e 259nm de comprimento de onda. Para o0 método de doseamento por
espectrofotometria UV foi utilizado como solvente e solugéo branco acido cloridrico 0,1
mol/L e comprimento de onda de 259 nm. Foi utilizado cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia ProStar 210 UV/VIS VARIAN, coluna C18 (150x4,6) mm 5um a temperatura
ambiente (25°C), fluxo de 0,8mL/min, comprimento de onda de 254 nm e fase mével
constituida por uma mistura de tampao fosfato de potassio monobéasico 0,01 mol/L pH
2,5 e acetonitrila (70:30) para o método de doseamento por HPLC-UV. Os resultados
encontrados dos parametros de especificidade, linearidade, exatidao, precisao, limites
de quantificacéo e deteccéo e estabilidade nas validagcdes dos métodos confirmam que
os mesmos foram adequados para a finalidade proposta. Os métodos desenvolvidos e
validados foram aplicados na determinacdo de olanzapina em varias propostas de
formulacbes que foram desenvolvidas e auxiliou a equipe de desenvolvimento
farmacotécnico na definicdo da melhor formulacdo da olanzapina na concentracdo de
2,5mg.

Palavras Chaves: Olanzapina; HPLC; Desenvolvimento de Método; Validacéo.
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Abstract

Moura, J. R. Development and validation of an analytical methodo logy applicable
to the pharmacotechnical development of olanzapine tablets . Goiania, 2009. Paper
for Mastership title. Pharmacy College — Federal University of Goias.

Olanzapine is an antipsychotic active ingredient and its marketing in Brazil, in the form
of terminated product, is protected by patent up to 2011. As it is recent in the
pharmaceutical market and there is not a methodology described in officials forms that
is capable of assuring the quality of new formulations, the objective of this paper was to
characterize Olanzapine physical-chemical parameters, to develop and validate, in
accordance with RE N899, from May 29 ™ 2003, the analytical methodology for assay
and dissolution and to apply the developed and validated methodologies in the
pharmacotechnical development of tablets. It was characterized some physical-
chemical parameters of solubility and of light absorption (from 200 to 400nm) in several
solvents and it was developed and validated assay and dissolution methodologies by
spectrophotometry with ultraviolet detection (UV) and the assay by high efficiency liquid
chromatography with ultraviolet detection (HPLC-UV) for the quantification of
olanzapine present in film coated tablets of 2.5, 5.0 and 10.0mg. The active ingredient
presented a low solubility in water and the wave lengths of maximum light absorption
were within the range of 254 and 273nm. For the dissolution methodology by UV
spectrophotometry, the parameters were chloride acid 0.1 mol/L as the dissolution
media, volume of 1,000mL (5 and 10mg of Olanzapine) and 500mL (2.5mg of
Olanzapine), apparatus Il (paddles) and a rotation of 50 rpm. The spectrophotometric
parameters were chloride acid 0.1 mol/L as blank and 259nm of wave length. For the
assay methodology by UV spectrophotometry, it was used as a solvent and as a blank
solution chloride acid 0.1 mol/L and a wave length of 259nm. It was used a ProStar 210
UV/VIS VARIAN high efficient liquid chromatographer, a C18 (150x4,6)mm 5um column
in room temperature (25°C), a flux of 0,8mL/min, a wave length of 254nm and a mobile
phase constituted of a mixture of monobasic potassium phosphate buffer 0,01 mol/L pH
2,5 and acetonitrile (70:30) for the assay methodology by HPLC-UV. The results found
from the parameters of specificity, linearity, accuracy, precision, quantification and
detection limits and stability in the methodologies validations confirm that they were
adequate for the purpose proposed. The methodologies developed and validated were
applied in Olanzapine determination in several formulation propositions which have
been developed and they assisted the pharmacotechnical development team in the
definition of the best olanzapine formulation in the 2.5mg strength.

Key-words: Olanzapine; HPLC; Methodology Development; Validation.
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Com a introducéo da norma NBR ISO/IEC 17025, utilizada para a certificacdo de
laboratdrios de ensaio, torna-se necessaria a demonstracdo de que os meétodos de
analise utilizados em laboratérios sejam apropriados para uso e validados. Além disso,
a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) ressalta a importancia da
gualidade analitica dos resultados como um dos instrumentos fundamentais para a
protecdo e promocao da saude da populacdo (ANVISA, 2004).

De acordo com o INMETRO (INMETRO, 2003), método analitico normalizado é
aquele desenvolvido por um organismo de normalizagdo ou outras organizagoes, e que
sdo aceitos pelo setor técnico em questdo. Estdo nesse caso incluidas, todas as
metodologias analiticas farmacopeicas. Os métodos analiticos ndo normalizados sdo
aqueles desenvolvidos pelo préprio laboratério ou outras partes (por exemplo: pelo
laboratério produtor do medicamento, laboratérios de pesquisa etc). De acordo com a
Resolucédo - RE n° 899, de 29 de maio de 2003, no caso de metodologia analitica ndo
descrita em farmacopéias ou formularios oficiais (métodos ndo normalizados) €
necessario desenvolver e validar método analitico capaz de assegurar a qualidade do
produto.

De forma geral, o desenvolvimento de metodologias analiticas para o controle de
gualidade ou pesquisa de um produto farmacéutico envolve a avaliacdo de varios
parametros, desde o preparo da amostra, separacdo cromatogréfica, deteccdo e
quantificacdo. Para isso é recomendado seguir as seguintes etapas:

- Levantamento bibliografico sobre o assunto;
- Selecdo e desenvolvimento do método;
- Validacdo do método.

Na etapa de levantamento bibliografico, sdo pesquisadas informacdes da
existéncia de algum método descrito na literatura, do conhecimento das substancias
relacionadas, da estabilidade, das propriedades fisico-quimicas do farmaco, dos
possiveis produtos de degradacédo etc. Na etapa de selecdo e desenvolvimento do
meétodo, buscam-se saber a aplicacdo do método, a matriz, solventes, concentracao do
farmaco, a instrumentagédo a ser utilizada, as condi¢cdes analiticas, entre outros. Por
altimo, o método selecionado deverd passar pelo processo de validacdo, de acordo

com os parametros de especificidade e seletividade, linearidade, precisdo, exatidao,
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limites de deteccdo e quantificacdo e robustez, o que garantira que o método seja
realmente apropriado para o uso pretendido.

A olanzapina é um derivado tienobenzodiazepinico que possui afinidade
principalmente pelos sitios de ligacdo dopaminérgicos (D1-D4) e serotoninérgicos, é
um farmaco antipsicético, utilizado no tratamento de desordens do humor e
esquizofrenia. Esta disponivel no mercado farmacéutico nos medicamentos Zyprexa®,
na forma farmacéutica de comprimidos revestidos com concentracdes de 2,5, 5 e 10
mg, e Zyprexa Zidis® na forma de comprimidos orodispersiveis com concentragdes de
5 e 10 mg, ambos fabricados pela empresa Eli Lilly.

Como ndo ha descricdo de metodologia analitica para comprimidos de
olanzapina descrita em farmacopéia oficial e que, portanto, sera necessario seguir
metodologia desenvolvida e validada para subsidiar o desenvolvimento farmacotécnico,
as analises de rotina de controle de qualidade e os estudos de equivaléncia
farmacéutica e perfis de dissolucdo, esse trabalho foi inserido como parte de um
projeto-mae, que visa desde o desenvolvimento das formulagcdes de comprimidos de
olanzapina ao estudo de bioequivaléncia farmacéutica. Além disso, considerando que a
olanzapina encontra-se ainda sob protecdo patentaria, até 2011, sendo recente no
mercado farmacéutico mundial, serdo necessarios estudos quanto a sua caracterizacao
e desenvolvimento de metodologia analitica capaz de assegurar a qualidade das
formulagbes a serem desenvolvidas deste farmaco.

Sendo assim, a realizacdo deste trabalho subsidiou e ainda subsidiara dados
suficientes para garantir a qualidade de todo o processo produtivo. Os resultados
servirdo como método validado para controle de qualidade de produto final e para os
estudos de equivaléncia farmacéutica, tanto das formulagcdes em desenvolvimento, ao
gual este estad inserido, quanto para as formulacdes produzidas pelas industrias
farmacéuticas com o intuito de registro como medicamento genérico e/ou similar no

Brasil.
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2.1 Olanzapina

O desenvolvimento dos antipsicéticos representa um dos mais importantes
avancos na histéria da psicofarmacologia e da psiquiatria. Atualmente, os esforgos
concentram-se na busca de antipsicoticos com menos efeitos extrapiramidais e que
sejam eficazes no tratamento dos sintomas negativos da doenca. Dentre os farmacos
antipsicéticos disponiveis para tratamento, a olanzapina € o de primeira escolha para o
tratamento de esquizofrenia e transtornos do humor, pois diminui tanto os sintomas
positivos quanto os negativos e possui baixa incidéncia de efeitos extrapiramidais
(SILVA, 2002; HOWLAND, 2006).

A olanzapina, cuja férmula estrutural estd representada na Figura 1, € um
antipsicotico da classe dos tienobenzodiazepinicos que possui afinidade pelos sitios de
ligacdo dopaminérgicos (D1-D4), serotoninérgicos, muscarinicos, adrenérgicos e
histaminérgicos. Apresenta-se como um sélido cristalino amarelo. O seu nome quimico
€ 2-metil-4-(4-metil-1-piperazinil)-10H-tieno[2,3-b][1,5] benzodiazepina. Apresenta
férmula molecular C,7H20N4S e peso molecular de 312,439 g/mol. Esta disponivel no
mercado farmacéutico nos medicamentos Zyprexa®, na forma farmacéutica de
comprimidos revestidos com concentracbes de 2,5, 5 e 10mg, e ZyprexaZidis® na
forma de comprimidos orodispersiveis com concentracbes de 5 e 10mg, ambos
fabricados pela empresa Eli Lilly, sob protecdo patentaria até o ano de 2011
(MATERIAL SAFETY DATA SHEET, 2008).

CH.
A

()
o

Figura 1 — Férmula estrutural da olanzapina

A olanzapina € bem absorvida apds administracédo oral, atingindo concentracées

plasmaticas maximas dentro de 5 a 8 horas. A absorcdo ndo € afetada pelo alimento.
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As concentracdes plasmaticas de olanzapina foram lineares e proporcionais a dose em
estudos clinicos nas doses de 1 a 20 mg. A olanzapina é metabolizada no figado pelas
vias conjugativa e oxidativa. O maior metabdlito circulante € o 10-N-glucuronida, que
ndo ultrapassa a barreira hemato-encefélica. As isoformas CYP1A2 e CYP2D6 do
citocromo P450 contribuem para a formacdo dos metabodlitos N-desmetil e 2-
hidroximetil, ambos exibindo significativamente menor atividade farmacolégica in vivo
do que a olanzapina em estudos animais. A atividade farmacoldgica predominante é a
da olanzapina original (CALLAGHAN, 1999; KAPLAN, 1997).

Apos administracéo oral a individuos sadios, a meia-vida média de eliminacéo
da olanzapina foi de 33 horas (21 a 54 h para o 5° a 95° percentil) e o clearance
plasmatico médio foi de 26 L/h (12 a 47 L/h para o 5° a 95° percentil).
Aproximadamente 57% da olanzapina é excretada na urina, principalmente na forma de
seus metabdlitos. A ligacdo da olanzapina as proteinas plasmaticas foi cerca de 93%
em uma faixa de concentracdo de 7 a 1000 ng/mL (BRODY, 2006).

A olanzapina é um farmaco antipsicotico com um perfil farmacoldgico amplo que
atua em varios sistemas de receptores. Em estudos pré-clinicos, a olanzapina
demonstrou afinidade pelos receptores de serotonina 5HT2A/C, 5HT3, 5HT6; dopamina
D1, D2, D3, D4, D5; muscarinicos M1-5; al-adrenérgico e histamina H1. Os estudos de
comportamento em animais dos efeitos da olanzapina indicaram antagonismo aos
receptores 5HT, dopaminérgicos e colinérgicos, consistente com o perfil de ligacéo a
esses receptores. A olanzapina demonstrou maior afinidade in vitro ao receptor da
serotonina 5HT2, bem como maior atividade in vivo, comparada a afinidade e atividade
para o receptor da dopamina D2. Os estudos eletrofisiolégicos demonstraram que a
olanzapina reduziu seletivamente a ativacdo dos neurbnios dopaminérgicos
mesolimbicos (A10), enquanto demonstrou pouco efeito sobre as vias estriatais (A9)
envolvidas na funcdo motora. A olanzapina reduziu uma resposta condicionada de
aversao, que é um teste indicativo de atividade antipsicética, em doses abaixo das que
produzem catalepsia, que € um efeito indicativo de efeitos motores adversos. Ao
contrario de outros farmacos antipsicoticos, a olanzapina aumenta a resposta em um
teste “ansiolitico” (MARKOWITZ, 2006).
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2.2 Fundamentos das Técnicas Quantitativas de Anali  se

De acordo com a Resolucdo RE n° 310, “Guia para realizagcdo de estudo e
elaboracdo do relatério de equivaléncia farmacéutica e perfil de dissolucdo”, o
“medicamento deve cumprir em sua totalidade com os requisitos farmacopeicos da
monografia individual, inscrita na Farmacopéia Brasileira. Na falta de monografia
farmacopeica oficial, 0 estudo deve ser realizado utilizando-se método fornecido pela
empresa solicitante, co-validado pelo laboratério executor do estudo, complementando-
se com o0s ensaios descritos em métodos gerais da Farmacopéia Brasileira vigente.”

Como ndo ha descricdo de metodologia analitica para comprimidos de
olanzapina em farmacopéia oficial sera necessario seguir metodologia desenvolvida e
validada para subsidiar o desenvolvimento farmacotécnico, as analises de rotina de
controle de qualidade e os estudos de Equivaléncia Farmacéutica e Perfis de
dissolucdo. As metodologias mais aplicadas atualmente envolvem técnicas de
cromatografia (HPLC - do inglés, High Performance Liquid Chromatography, em
portugués, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) e espectrofotometria de absor¢éo

no ultravioleta (UV).

2.2.1 Espectrometria de absor¢éo no Ultravioleta/Vi  sivel (UV/VIS)

A espectrometria de absor¢cdo no UV/VIS é uma das ferramentas mais Uteis e
amplamente usadas para a analise quantitativa. Os méetodos de espectrometria de
absorcdo apresentam caracteristicas que permitem uma ampla aplicacdo a sistemas
organicos e inorganicos, boa sensibilidade, seletividade moderada a alta, baixo custo,
boa exatidao e facilidade e conveniéncia de aquisicdo de dados (SKOOG, 2002).

O fundamento do método de espectrofotometria UV/VIS, baseia-se no fato de
que quando a energia eletromagnética luminosa atravessa uma solucdo, parte desta
radiacdo é absorvida e o restante é transmitido. A radiacdo absorvida, por sua vez,
depende da quantidade de moléculas presente e da estrutura destas moléculas
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

O estudo desta dependéncia juntamente com as peculiaridades da estrutura
molecular das substéancias, caracteriza a espectrometria de absorgéo, e de acordo com

a técnica, equipamentos e principalmente a frequéncia de energia eletromagnética
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utilizada nessa técnica, enquadra-se regides de luz ultravioleta, visivel ou
infravermelho. A freqiéncia da radiacado eletromagnética se propaga em forma de
ondas que de acordo com o seu comprimento é determinado o tipo de espectrometria,
conforme Quadro 1 (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

Tipo de espectrofotometria Faixa de comprimento de onda
Ultravioleta distante 100 — 200 nm
Ultravioleta 200 - 380 nm
Visivel 380 — 780 nm
Infravermelho (préximo) 780 — 3000 nm

Quadro 1 — Tipos de espectrofotometrias e relativos comprimentos de onda.

A analise espectrofotométrica quantitativa tem como principio a relagéo
proporcional existente entre a quantidade de luz absorvida e a concentracdo da
solucdo da substancia, Lei de Lambert-Beer. Considerada uma solucdo diluida de
substancia capaz de absorver luz de dado comprimento de onda em solvente
transparente, verifica-se que o decréscimo na intensidade da luz ao atravessar a
solucdo € diretamente proporcional a intensidade da radiacdo incidente, a
concentracdo da substancia absorvente e a espessura (distancia percorrida pela luz na
solucéo) (SKOOG, 2002).

As analises por espectrofotometria sao realizadas por equipamentos chamados

de espectrofotbmetros, compostos fundamentalmente por:

* Fonte de luz (lampada de tungsténio para luz visivel e de hidrogénio ou deutério
para luz ultravioleta);

» Dispositivo monocromador  compreendendo  filtro (colorimetros e
espectrocolorimetros) ou dispersor de luz (prisma ou, mais frequentemente,
grade de difracao) equipado com seletor de comprimento de onda;

* Compartimento de cubetas, para insercéo de solugdes de amostras no feixe de
luz monocromatica,;

» Fotodetector associado a conversor-amplificador e instrumento para medida da
luz transmitida pela amostra (analégico ou digital).
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Fonte

p

Amostra

Detector

Figura 2 — Representagcdo esquemaética do funcionamento de um espectrofotémetro.

Fonte: disponivel em http://www.c20.pro.br/automacao/figuras/feixe_simples.png

As cubetas, recipientes que armazenam a amostra e o solvente, apresentam
caminho oOptico para passagem da luz incidente e transmitida de material transparente,
normalmente quartzo ou silica fundida, a radiacdo empregada. Na regidao do visivel
empregam-se cubetas de silica enquanto o ultravioleta requer cubetas de quartzo. A
qualidade de dados de absorbancia depende fundamentalmente do modo como as
cubetas sdo usadas. Impressdes digitais, gordura ou outros depositos nas paredes

alteram significativamente as caracteristicas de transmissao (SKOOG, 2002).

2.2.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPL C)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é uma técnica cromatografica
gue utiliza como fase mével um liquido e fase estacionaria liquida ou soélida para
separar os componentes de uma amostra, pela interacdo destes com a fase movel. A
grande variedade de combinacfes entre fases moéveis e estacionarias torna-a uma
técnica extremamente versatil e de grande aplicacdo (CASS; DEGANI, 2001).

A técnica HPLC faz andlises mais rdpidas com alta resolucdo e eficiéncia.
Dependendo do detector pode atingir sensibilidade em nivel de parte por bilhdo (ppb),
ou trilhdo (ppt) (SKOOG, 2002).
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Um sistema HPLC (Figura 3) consiste basicamente de: reservatorio dos
solventes, sistema de bombeamento da fase movel, sistema de introducdo de amostras

(injetor), coluna cromatografica, detector e registrador de dados (SKOOG, 2002).

Bomba ﬁ/,}"
/—

Injegao da |
amostra

|l B Coluna

Fase movel
Registrador
g Detector

Figura 3 — Componentes de cromatdgrafo liquido
Fonte: disponivel em

http://www.fcf.usp.br/Ensino/Graduacao/Disciplinas/Exclusivo/Inserir/Anexos/LinkAnexos/Resumo%20G6

df

Com o desenvolvimento tecnoldgico, principalmente apos os anos 60, houve a
necessidade de fases estacionarias com tamanho de particulas extremamente
pequenas, abaixo de 10 micrémetros. Assim houve o desenvolvimento de bombas para
liguidos de alta precisdo e exatiddo para operacdes a pressées de 500 atm e baixas
vazbes (0,010 a 3 mL/ min) (SKOOG, 2002).

A fase movel, formada por solventes encontrados nos reservatorios, €
bombeada com o auxilio da bomba através do sistema de introducédo das amostras até
uma coluna cromatogréafica, situada ou ndo dentro de um termostato. Nesta fase
estacionaria (coluna) efetua-se a separacdo dos componentes da mistura de acordo
com a natureza da fase mével, da fase estacionaria e dos componentes analisados. A
fase movel sai da coluna e passa por um sistema de detec¢édo, onde sao detectadas
alteracdes de alguma propriedade fisica especifica. Esta variacdo € transformada num

sinal elétrico, que € registrado e tratado matematicamente por um processador
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conveniente. Um gréafico conhecido por cromatograma é obtido (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 1988).

Os equipamentos comumente apresentam bombas quaterndrias, ou seja, a
capacidade de bombear quatro solventes simultaneamente, em quantidades
previamente determinadas e antes de chegar ao sistema de introducéo de amostras os
mesmos solventes sdo degaseificados pelo proprio equipamento. Entretanto todos
reagentes e solventes da fase mével sdo especiais com pureza e qualidade altas e
antes de serem utilizados, principalmente os tampdes preparados em laboratério, sdo
filtrados & vacuo em membranas de 0,45um (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

O sistema de introducédo das amostras deve ser de preferéncia automatizado, de
forma que as amostras preparadas sejam colocadas em frasco de borossilicato (vials) e
o préprio aparelho toma uma quantidade conhecida da amostra e encaminha para o
sistema analitico. Estes sistemas possuem a capacidade de amostrar centenas de
vezes sequencialmente, trazendo economia, precisdo e exatiddo a analise. Os vials
contendo amostras sdo colocados em uma estante (rack) onde podem ser refrigerados
ou aquecidos, de acordo com a necessidade da analise (United States Pharmacopoeia,
2008).

As colunas utilizadas podem ter diversos comprimentos, didmetros, tamanho de
particulas, e tipo de empacotamento. A mais utilizada € coluna com empacotamento
C18 para realizagdo da cromatografia em fase reversa. Termostatos para o
compartimento de colunas podem ser utilizados para controlar a temperatura de
trabalho das mesmas (ATIKINS, 2001).

Para a deteccéo do farmaco, os equipamentos utilizam com maior freqiéncia a
técnica de espectrofotometria em ultravioleta (UV). Estes detectores geram sinais
elétricos que sao convertidos em cromatogramas por softwares especiais, instalados
em computadores. Assim 0s equipamentos sao controlados via computadores e todos
os célculos das analises sao realizados pelos mesmos (ATIKINS, 2001).

Para a andlise quantitativa, preparam-se solu¢cdes amostras e padrées conforme
a monografia individual de cada farmaco e calcula-se a concentracdo conforme descrito
na espectrometria, mas ao invés de absorbancia obtém-se a area obtida no grafico

(cromatograma) referente a substancia.
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2.3 Desenvolvimento de Metodologia Analitica

O desenvolvimento de metodologias analiticas requer a selecdo de uma forma
de analise e tipo de instrumentacdo a ser usada e, nesse estagio, sdo decididos varios
parametros desde o preparo da amostra, separacdo cromatografica, deteccdo e
guantificacdo (SWARTZ et al, 1997).

Para desenvolver um método € necessario considerar as propriedades do analito
de interesse realizando levantamento bibliografico sobre o assunto. Nessa etapa, sdo
pesquisadas informacdes em compéndios oficiais (Farmacopéias, Meck Index)
nacionais e internacionais, em periédicos técnicos e cientificos e em artigos cientificos
sobre a existéncia de algum método analitico do farmaco de interesse descrito em
literatura (ver Quadro 2), do conhecimento das substancias relacionadas, da
estabilidade, das propriedades fisico-quimicas do farmaco, dos possiveis produtos de
degradacao etc. Apds a reunido dessas informacdes, prossegue-se com a etapa de
selecéo e desenvolvimento do método na qual se busca saber a aplicacdo do método,
a matriz, solventes, concentragdo do farmaco, a instrumentacdo a ser utlizada, as
condi¢gbes analiticas, entre outros. Também deve ser considerada a facilidade do uso
do método, bem como o custo e a rapidez da analise que 0 mesmo proporciona
(SWARTZ et al, 1997).

O método selecionado devera passar pelo processo de validacdo, de acordo
com os parametros de especificidade e seletividade, linearidade, precisdo, exatidao,
limites de deteccdo e quantificagdo e robustez, o que garantira que o método seja
realmente apropriado para o uso pretendido. Um método bem desenvolvido deve ser
facil de ser validado (BREAUX et al, 2003).
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Matriz Fase Estacionaria Fase Movel Detector Referéncia
Plasma Sperisorb S5W Tampao acetatao de Ultravioleta, Olesen et al,
(150 mm x amonia 50 mM pH 9,9 270nm 1998
4,6 mm; 5 um) with agua—metanol
(15:85).
Plasma e urina C18 (250 mm x 4,0 | Tampé&o fosfato de Ultravioleta, Boulton et al,
mm; 5 pm) amobniapH 2,5 e 214nm 2001
metanol (70:30)
Plasma C8 (150 mm x Metanol (30%) e a Colorimétrico Sabbioni et al,
4,6 mm; 5 ym) tampéao fosfato (70%) 2004
pH 3,5.
Plasma C18 ODS Hypersil | Acetonitrila—agua— Ultravioleta, Weigmann et al,
(250mm x 4,6 mm; | tetrametiletilenodiamina | 254nm 2001
5 um) (37:62.6:0.4, viviv) pH
6,5
Forma c18 Tampao fostato pH 5,5 | Ultravioleta Biryol, 2003
farmacéutica (150 mm x 6,0 mm; | e acetonitrila (7:3 v/v). diodo-array
5 um) detector 295nm
Plasma Water Spherisorb Agua-acetonitrila 55:45 | Ultravioleta, D’Arrigo et al,
S5 Cg (250 mm x vol/vol contendo 0,009 | 254nm 2006
4,6 mm) molL/L acido
heptanosulfonato de
sédio e 0,06 mol/L
fosfato de potassico
monobasico pH 2,7
Forma C18 (250 mm x 4,0 | Tampé&o fosfato de Ultravioleta, Shah et al, 2007
farmacéutica mm; 5 pm) potassio 0,05M ph 5,6 233nm
(Olanzapina e e Acetonitrila (50 50,
Fluoxetina) vIv)
Forma C18 (250 mm x 4,0 | Tampé&o fosfato de Ultravioleta, Rani et al, 2009
farmacéutica mm; 5 um) amoniapH 2,5 e 220nm
metanol (70:30)
Forma Intersil ODS (150 Acetato de amobnia Ultravioleta, Basavaiah et al,
farmacéutica mm X 4,6 mm; 5 0,25% pH 4,5 € 271nm 2008
pm) acetonitrila
70:30

Quadro 2 - Técnicas de andlise cromatografica empregadas para a deteccdo e
determinacao qualitativa e quantitativa de olanzapina

2.4 Validacdo da Metodologia Analitica

Uma vez definida a metodologia analitica, a validagdo da mesma devera ser
efetuada de acordo com o “Guia para Validacdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos”,
Resolucdo RE n° 899, de 29 de maio de 2003. A validacdo analitica deve garantir, por
meio de estudos experimentais, que o0 método atenda as exigéncias das aplicacbes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para a validagdo dos métodos

sdo considerados dentre outros parametros: seletividade, curva de
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calibracaol/linearidade, limite de quantificacdo e deteccéo, preciséo, exatidao, robustez,
reprodutibilidade e estabilidade. (ANVISA, 2003)

2.4.1 Seletividade

Para analise quantitativa, a seletividade é a capacidade que o método possui de
medir exatamente um composto em presenga de outros componentes como
excipientes, impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz. Em muitas
publicacoes seletividade e especificidade sédo frequentemente usadas aleatoriamente e
permutavelmente. Por isso, existem debates sobre o uso da terminologia especificidade
sobre a seletividade. Para constatar que o método é especifico para uma dada
substancia deve-se atestar que somente a substancia de interesse pode ser detectada
nao sendo possivel a deteccdo de nenhuma outra. A seletividade verifica a capacidade
do método de diferenciar compostos medindo exatamente a substancia de interesse na
presenca de outras (CHAN et al, 2004).

Para a determinagéo da seletividade, o procedimento leva em consideracdo o
preparo de amostras isentas do farmaco, contendo apenas 0s excipientes do
medicamento (placebo), e solucdo padrdo na concentracdo definida de trabalho,
conforme a metodologia analitica desenvolvida. As andlises das solu¢des padrdo e
placebo sédo realizadas utilizando o procedimento e condi¢cdes analiticas propostas. Os
resultados sdo comparados, avaliando se existe interferéncia dos excipientes na
solucéo padrao (ANVISA, 2003).

2.4.2 Linearidade/Intervalo

A linearidade é a capacidade de um método analitico demonstrar que as
respostas do aparelho analitico sdo diretamente proporcionais a concentracdo do
analito na amostra, dentro do intervalo especificado. A linearidade é determinada pela
analise de 5 (cinco) concentracdes diferentes do padrdo do farmaco. Estas
concentragbes sdo determinadas baseando-se no Quadro 3 e na finalidade da
validagao (ANVISA, 2003).
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Ensaio

Alcance

Determinacdo quantitativa do analito
em matérias-primas ou em formas

farmacéuticas

Determinacéo de impurezas

Uniformidade de contelido

Ensaio de dissolucéo

De 80% a 120% da concentracédo tedrica do teste

Do nivel de impureza esperado até 120% do limite maximo
especificado. Quando  apresentarem importancia
toxicolégica ou efeitos farmacologicos inesperados, 0s
limites de quantificacdo e deteccdo devem ser adequados

as quantidades de impurezas a serem controladas
De 70% a 130% da concentragdo teorica do teste
De +20% sobre o valor especificado para o intervalo. Caso

a especificacdo para a dissolucdo envolva mais que um

tempo, o alcance do método deve incluir — 20% sobre o

menor valor e + 20% sobre o maior valor.

Quadro 3 — Limites porcentuais do teor do analito que devem estar contidos no

intervalo de linearidade para alguns métodos analiticos

Havendo relac&o linear aparente apos exame visual do gréfico, os resultados dos
testes deverao ser tratados por métodos estatisticos apropriados para determinacao do
coeficiente de correlagéo (r), interseccdo com o0 eixo Yy, coeficiente angular, soma
residual dos quadrados minimos da regressao linear e desvio padrdo relativo. Se nao
houver relacado linear, realizar transformacado matematica. Como critério de aceitacao,
segundo a RE n° 899, 29 de maio de 2003, os resultados dos testes de linearidade
serdao avaliados de acordo com o valor do coeficiente de correlagdo, sendo o valor
minimo aceitavel de 0,99.

2.4.3 Precisao

A precisdo € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem mudltipla de uma mesma amostra. Determinando aqui a

repetibilidade do método, com o mesmo analista e mesma instrumentacao (preciséo
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intra-corrida). Determina-se também a precisédo intermediaria através de analises em
dias diferentes com analistas diferentes (precisao intermediaria, inter-corridas) (ERMER
et all, 2005).

Para a determinacdo da precisdo intermediaria recomenda-se um minimo de 2
dias diferentes com analistas diferentes. A precisdo pode ser expressa como desvio

padrao relativo (DPR) ou coeficiente de variacao (CV%), segundo a férmula,

DP
DPR= cmD X100

em que, DP é o desvio padrdo e CMD, a concentracdo média determinada (ANVISA,
2003).

A repetibilidade do método é verificada por meio de quinze determinacdes,
sendo trés concentracdes diferentes (baixa, média e alta) dentro da faixa de linearidade
e cada concentracao representada por cinco réplicas. O teste de precisao intermediaria
€ avaliado por meio de trés réplicas, sendo analisadas por analistas diferentes e em
dias diferentes. Como critério de aceitacdo, segundo a RE n° 899, 29 de maio de 2003,
o valor maximo 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, ndo se
admitindo valores superiores a 5% para o DPR — Desvio Padréo Relativo (ANVISA,
2003).

2.4.4 Exatidao

A exatiddo de um meétodo analitico é a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relacéo ao valor verdadeiro. E calculada como porcentagem de
recuperacdo da quantidade conhecida do analito adicionado a amostra, ou como a
diferenga porcentual entre as médias e o valor verdadeiro aceito, acrescida dos
intervalos de confianca (ANVISA, 2003).

A exatiddo do método deve ser determinada apés o estabelecimento da
linearidade, do intervalo linear e da seletividade do mesmo. E expressa pela relagéo
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entre a concentracdo média determinada experimentalmente e a concentracéo tedrica

correspondente:

Concentracdo média
Exatiddo = experimental x 100
Concentracéo tetrica

s

A exatiddo do método é verificada por meio de 9 amostras, sendo em trés
concentragOes diferentes (baixa, média e alta) dentro da faixa de linearidade e cada
concentragdo representada por 9 amostras. As amostras sao preparadas a partir da
solucéo placebo, sendo contaminada com concentracdo conhecida do analito (ANVISA,
2003). O teste de exatiddo é avaliado por meio de trés lotes, sendo estes lotes

analisados em dias diferentes.

2.4.5 Limite de Deteccao

Limite de deteccdo € a menor quantidade do analito presente em uma amostra
gue pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condi¢des
experimentais estabelecidas (CHAN et al, 2004). Como procedimento deve-se preparar
solucdes de concentragdes conhecidas e decrescentes do analito até que se obtenha
menor nivel detectavel, que sejam confiaveis. Como critério de aceitacédo, segundo a
RE n° 899, 29 de maio de 2003, no caso de métodos instrumentais (HPLC, GC,
absorcao atdbmica), a estimativa do limite de deteccdo pode ser feita com base na
relacdo de 3 vezes o ruido da linha de base e para os métodos nado instrumentais
(CCD, titulacdo, comparacdo de cor) esta determinacdo pode ser feita visualmente,
onde o limite de deteccdo € o menor valor de concentracédo capaz de produzir o efeito

esperado (mudanca de cor, turvacéo, etc).

2.4.6 Limite de Quantificacédo
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O limite de quantificacdo € a menor quantidade do analito em uma amostra que
pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitdveis sob as condicbes
experimentais estabelecidas (CHAN et al, 2004).

O limite de quantificagdo € um parametro determinado, principalmente, para
ensaios quantitativos de impurezas, produtos de degradacdo em farmacos e produtos
de degradacdo em formas farmacéuticas e é expresso como concentracdao do analito
(por exemplo, porcentagem p/p ou p/V, partes por milhdo) na amostra. Como
procedimento deve-se preparar solugdes de concentragdes conhecidas e decrescentes
do analito até o menor nivel determinavel, com precisdo e exatiddo aceitaveis. Como
critério de aceitacdo, segundo a RE n° 899, 29 de maio de 2003, a variacdo permitida
para aprovacgao do limite de quantificacdo deve ter exatiddao de 95 a 105% e precisao
de £ 5,0% (ANVISA, 2003).

2.4.7 Robustez

A robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variacdes dos parametros analiticos. Indica sua confianca
durante o uso normal (ERMER et al, 2005).

Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se considerar a avaliacdo da
robustez. Constatando-se a susceptibilidade do método as variacbes nas condicOes
analiticas, estas deverdo ser controladas e precaugcbes devem ser incluidas no
procedimento.

O Quadro 4 relaciona os principais parametros que podem resultar em avaliacéao

na resposta do metodo.
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Fontes Variaveis

Preparo das Amostras -Estabilidade das solucdes analiticas

-Tempo e condi¢cbes de extracdo

Espectrofotometria -Variacdo do pH da solucdo
-Temperatura

-Diferentes fabricantes de solventes

Cromatografia Liquida -Variagdo do pH da fase mével
-Variagdo na composi¢cao da fase moével

-Diferentes lotes ou fabricantes de colunas

Cromatografia Gasosa -Diferentes lotes ou fabricantes de colunas

-Tipo do gés de arraste

Quadro 4 — Fatores que devem ser considerados na determinacdo da robustez do

método analitico

Para avaliacdo da robustez € preparada uma solucdo padrdo na concentracéo
de trabalho 100% e mais nove amostras respeitando o intervalo linear proposto, ou
seja, 3 (trés) concentracdes, baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas cada. Como
critério de aceitagdo, segundo a RE n°® 899, 29 de maio de 2003, deve-se avaliar os
resultados das sequéncias quanto: precisdo, exatiddo. Para precisdo, variacao
permitida de 5%. Para exatidao, variacdo permitida de 95,0 a 105,0% (ANVISA, 2003).

2.4.8 Estabilidade

O teste de estabilidade verifica as caracteristicas fisico-quimicas dos analitos
nas amostras solubilizadas até a realizacdo da analise, detectando a formacédo de
degradantes e subprodutos que possam interferir nos resultados analiticos.

Primeiramente, € preparada uma solucao padrdo que € submetida as condi¢des
a serem testadas como temperatura de refrigeracao (2°C a 8°C), temperatura ambiente
(25°C) e temperatura de aquecimento (35°C a 50°C) e posteriormente analisada. Em
seguida, € preparada outra solucdo padrao para analise imediata. S&o comparados o0s
resultados obtidos com a analise das duas solu¢des padrao, e verificado a estabilidade

das amostras.
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Como critério de aceitacdo, sdo consideradas estaveis, as amostras padréao
submetidas as condi¢cdes adversas que apresentam como resultado uma variacao
(%DPR) de no méximo 2% em relacdo ao resultado da leitura das amostras padrédo

recentes.
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6 CONCLUSOES
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Como base nas condicdes experimentais e nos resultados obtidos pode-se

concluir que:

X/
A X4

O comprimento de onda de méxima absorcdo da luz UV pela olanzapina
esta entre 250 e 260 nm. A olanzapina néo absorve a luz em comprimento

de onda maior que 300 nm.

A matéria-prima utilizada de olanzapina é solivel em metanol, etanol e

acetonitrila e pouco soluvel em agua.

Os métodos desenvolvidos sé&o considerados alternativos por ndo constarem
nas edicdes atuais das Farmacopéias Brasileira, Americana, Britanica,
Européia e em outros compéndios oficiais, e como tal, foram validados de
acordo com a legislagdo em vigor, Resolugdo RE n° 899 de 29 de maio de
2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

Os resultados obtidos mostram que os métodos de doseamento e
dissolugédo por espectrofotometria UV-VIS e de doseamento por HPLC,
atendem aos requisitos de Boas Praticas de Laboratério, pois apresentaram
sensibilidade, reprodutibilidade, robustez, precisédo, linearidade e finalmente
a confiabilidade requerida para um método analitico, constituindo-se de
alternativa analitica rapida, segura, pratica, eficaz e de baixo custo.

As industrias farmacéuticas de todos os portes, laboratdrios centrais e
centros de equivaléncia farmacéutica ou outros laboratérios analiticos
possuem opcdo de escolha dentre dois métodos de doseamento
(quantificacdo por espectrofotometria — UV ou HPLC - UV) que foram
validados e aplicados em diferentes formulacbes sem prejuizo dos
resultados sendo portanto intercambiaveis. Com duas op¢fes de método os
analistas podem optar por aquele que julgar mais conveniente e que gerem
resultados com a mesma confiabilidade analitica, porém por um prazo e

custo reduzidos.
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Os métodos desenvolvidos e validados neste trabalho sdo aplicaveis para
analisar comprimidos revestidos de olanzapina nas concentracdes de 2,5,
5,0 e 10 mg.

Os meétodos desenvolvidos e validados foram aplicados com sucesso nas
véarias propostas de formulagbes de comprimidos (nucleos e revestidos) e
auxiliou a equipe de desenvolvimento farmacotécnico na definicdo da melhor

formulacdo da olanzapina na concentracao de 2,5 mg.

O método de dissolugdo com detecgcdo por espectrofotometria UV-VIS foi

capaz de evidenciar as varias diferencas entre as formulacdes piloto.

Os comprimidos revestidos de olanzapina nas concentracdes de 2,5 e 5,0
mg apresentam perfil de dissolucéo de liberacdo imediata, pois liberam mais

gue 85% de olanzapina presente nas formulacées em até 15 minutos.

O perfil de dissolugcdo dos comprimidos revestidos de olanzapina na
concentracdo de 10 mg mostrou-se diferente quando comparado ao
medicamento referéncia de 2,5 mg. Diante disso, deverdo ser desenvolvidas
novas formulagbes de comprimidos revestidos de 10 mg objetivando um

perfil de dissolucdo também de liberacdo imediata.
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