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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa que afeta principalmente
pessoas idosas e é caracterizada pela perda progressiva de memoria, funcdo cognitiva e
habilidades motoras, causando deméncia. A donepezila é um farmaco inibidor da colinesterase
de segunda geracdo, muito utilizado no tratamento da DA, que atua aumentando 0s niveis
cerebrais de acetilcolina. Entretanto, o farmaco esté associado a efeitos colaterais e, por isso,
estudos para desenvolvimento de novas formulacfes sdo pertinentes. Neste estudo, o objetivo
foi padronizar metodologia analitica por espectrofotometria no ultravioleta (UV) para
doseamento de cloridrato de donepezila em formas farmacéuticas de liberagdo modificada
conforme a RDC 166/2017 da Anvisa. Para isso, o0 doseamento da donepezila foi realizado com
preparo das amostras em dois diluentes: metanol e fluido gastrico simulado sem enzimas
(FGSSE). Os resultados das analises por métodos espectrofotométricos foram comparados com
quantificacdo por metodologia previamente padronizada usando RP-CLAE. Primeiramente,
realizou-se varreduras espectrais da donepezila na regido do UV em metanol e FGSSE,
selecionando-se os picos de absorcdo em 313 nm e 316 nm, respectivamente. A anélise
espectrofotométrica no UV em metanol e FGSSE apresentou-se linear, conforme demonstrado
por analise estatistica apropriada. A dose de donepezila nas formulacdes testadas foi de 10
mg/g. Foram analisadas duas formulaces para liberacdo modificada, com aspecto de gel de
alta consisténcia. Os resultados foram estatisticamente iguais entre as metodologias analiticas
por CLAE-UV e espectrofotometria no UV a 313 (diluente metanol), porém diferentes da
metodologia analitica por espectrofotometria no UV a 316 (diluente FGSSE). Possivelmente,
este resultado esta relacionado a maiores interferéncias do placebo (efeito matriz) quando o
FGSSE foi usado como diluente. No geral, os resultados da analise das amostras das duas
formulacdes testadas indicaram que a donepezila foi incorporada de modo homogéneo nas
preparacdes, permitindo demonstrar que a espectrofotometria no UV pode ser uma ferramenta
atil no doseamento das formulacdes na etapa de desenvolvimento farmacotécnico, porém mais
estudos precisam ser conduzidos para validacdo destas metodologias.

Palavras-chave: Donepezila; doenca de Alzheimer; doseamento; formulagdes; cromatografia
liquida de alta eficiéncia, espectrofotometria no ultravioleta



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease that mainly affects elderly people and
is characterized by progressive loss of memory, cognitive function and motor skills, causing
dementia. Donepezil is a second-generation cholinesterase inhibitor drug, widely used in the
treatment of AD, which acts by increasing brain levels of acetylcholine. However, the drug is
associated with side effects and, therefore, studies for the development of new formulations are
relevant. In this study, the objective was to standardize analytical methodology by ultraviolet
(UV) spectrophotometry for measuring donepezil hydrochloride in modified-release
pharmaceutical forms according to Anvisa's RDC 166/2017. For this, donepezil dosage was
performed by preparing the samples in two diluents: methanol and simulated gastric fluid
without enzymes (SGF). The results of analyzes by spectrophotometric methods were
compared with quantification by previously standardized methodology using RP-HPLC. First,
spectral scans of donepezil were performed in the UV region in methanol and SGF, selecting
the absorption peaks at 313 nm and 316 nm, respectively. The UV spectrophotometric analysis
in methanol and SGF was linear, as demonstrated by appropriate statistical analysis. The dose
of donepezil in the tested formulations was 10 mg/g. Two formulations for modified release,
with the appearance of a high consistency gel, were analyzed. The results were statistically
equal between the analytical methodologies by HPLC-UV and UV spectrophotometry at 313
(methanol diluent), but different from the analytical methodology by UV spectrophotometry at
316 (diluent SGF). Possibly, this result is related to greater interference from placebo (matrix
effect) when SGF was used as a diluent. In general, the results of the analysis of the samples of
the two formulations tested indicated that donepezil was incorporated homogeneously in the
preparations, allowing to demonstrate that the UV spectrophotometry can be a useful tool in the
dosage of the formulations in the pharmacotechnical development stage, but more studies need

to be conducted to validate these methodologies.

Keywords: Donepezil; Alzheimer's disease; dosing; formulations; high performance liquid

chromatography, ultraviolet spectrophotometry
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1. INTRODUCAO

A doenga de Alzheimer (DA) é a causa mais comum de deméncia em pessoas idosas. A
perda da capacidade cognitiva com a idade é considerada um processo normal, cuja velocidade
e extensdo sdo muito variaveis. Sua prevaléncia aumenta abruptamente com a idade. E possivel
observa-se na DA uma diminui¢do da atividade colinérgica, sendo o tratamento farmacoldgico
disponivel em grande parte realizado com farmacos inibidores da colinesterase, que diminuem
a depuracdo da acetilcolina no cérebro. A donepezila (DP) é classificada como um farmaco
inibidor da colinesterase de segunda geracédo, que permite prolongar a atividade da acetilcolina
no sistema nervoso central (SNC) (RANG et al, 2020; SUTTHAPITAKSAKUL et al., 2021).

O medicamento contendo o sal cloridrato de DP, na forma farmacéutica comprimidos
de liberacdo imediata (5 e 10 mg), foi aprovado em 1996 nos Estados Unidos pela Food and
Drug Administration (FDA). E indicado para tratamento da DA leve e moderada e,
posteriormente, recebeu aprovacdo para uso na DA grave no ano de 2006. A DP se liga
reversivelmente a acetilcolinesterase no SNC, especificamente no sitio de ligagdo do anion no
anel indol, para reduzir a atividade enzimatica. Dessa forma, aumenta o contetdo de acetilcolina
no cerebro, melhorando a eficiéncia da transmissao colinérgica no SNC, o que pode ter efeito
positivo ao paciente, tendo importancia na reducdo da progressao dos sintomas, no intuito de
preservar por mais tempo as funcdes intelectuais e avanco da doenca (RANG et al., 2020;
SUTTHAPITAKSAKUL et al.,2021).

A DP esta associada a efeitos colaterais que séo principalmente leves, mas que podem
levar as pessoas a interromper o tratamento. Efeitos adversos como diarreia, vomito, insénia,
fadiga, cdibras musculares, nduseas e anorexia sao causados pelo aumento da secrecdo gastrica
devido ao aumento da atividade colinérgica no trato gastrointestinal na administracao oral da
DP. Existem também relatos de problemas de mastigacdo de pacientes idosos, em que 0
amargor caracteristico da DP ao ingerir é considerado desagradavel e incdmodo. Além disso,
ha efeito de primeira passagem, picos plasmaticos e flutuacdes das concentracdes na corrente
sanguinea, o que pode contribuir para aumentar a incidéncia de efeitos colaterais (ZHAO et
al.,2021).

H& muitos trabalhos recentes direcionados ao estudo de novos sistemas de liberacdo
para DP. Séo consideradas diferentes vias de administracéo, na busca de uma melhor aplicagéo

clinica do farmaco, uma vez que a DP é o farmaco mais prescrito mundialmente no tratamento
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da DA, apesar da alta incidéncia de efeitos adversos (ALLEN Jr. et al., 2007; PEZZINI et al.,
2007).

Para superar as limitagdes da DP, incluindo sabor amargo, efeitos adversos e fatores
relacionados ao paciente, € interessante o desenvolvimento de novas formulagdes para liberacdo
modificada deste farmaco. O termo “liberacdo modificada” € utilizado para descrever formas
farmacéuticas que apresentam diferentes caracteristicas de liberagdo ao longo do tempo,
duracéo e/ou localizacdo, delineadas para alcancar as conveniéncias e 0s objetivos terapéuticos
ndo oferecidos pelas formas farmacéuticas convencionais (ALLEN Jr. et al., 2007; PEZZINI et
al., 2007).

A vista disso, € interessante propor métodos analiticos para analise destes
medicamentos, que para assegurar sua confiabilidade devem passar por estudos de validacéo
analitica. A Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) 166/2017 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) esta em vigéncia atualmente no Brasil, estabelecendo os critérios
para validacdo de métodos analiticos. Deste modo, o presente estudo foi desenvolvido a fim de
validar um método analitico para analise do cloridrato de DP em formulacGes farmacéuticas de
liberacdo modificada por espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV) e visivel (vis),
comparando os resultados das analises com analises realizadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccdo UV (CLAE-UV).

A espectrofotometria na regido do UV-vis € uma técnica analitica muito usada para
analises quantitativas de espécies quimicas, devido a robustez, operacionalizacdo relativamente
simples, baixo custo e as suas inimeras aplicacbes. Em uma analise espectrofotométrica utiliza-
se uma fonte de radiacdo que chega na regidao UV-vis do espectro da luz. Para realizar analises
quantitativas, devem ser escolhidos comprimentos de onda de radiacdo bem estabelecidos e
com largura de banda menor que um nandmetro, sendo necessario usar um espectrofotémetro.
Este tipo de instrumento é equipado com uma tecnologia que possui um sistema dptico que
dispersa a radiacdo eletromagnética incidente e permite a medida da quantidade de radiacdo
transmitida em determinados comprimentos de onda selecionados da faixa espectral. Essa
técnica se baseia na medida da absorcao de radiacdo eletromagnética nas regifes vis e UV por
espécies quimicas (moléculas ou ions) em solucdo. Na analise quantitativa, a atenuacéo do feixe
de radiacdo é, dentro de certos limites, proporcional a concentracdo da espécie quimica a ser
determinada. As espécies quimicas de interesse geralmente estdo presentes em solucéo liquida,
embora seja também possivel medidas em fase sélida ou gasosa (VOGEL, 2022).

O primeiro cromatografo a liquido foi construido por Csaba Horvath em 1964. A CLAE

tem como principal caracteristica a capacidade de separar e quantificar substancias de diferentes
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polaridades. E uma técnica com alta versatilidade associada com alta eficiéncia, exatiddo e
precisdo, se mostrando uma ferramenta analitica indispensével no controle de qualidade de
produtos terminados do segmento farmacéutico, permitindo o estudo de misturas muito dificeis
de separar, especialmente misturas de moléculas (VOGEL, 2022; PHARMAKON et al., 2018).

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia em modo fase reversa (FR-CLAE, do inglés
reverse phase - high performance liquid chromatography, RP-HPLC), a fase estacionaria
contida dentro da coluna nédo € polar, enquanto a fase mével é polar. A técnica FR-CLAE usa
geralmente colunas cromatogréficas preparadas comumente a partir de particulas de um
material & base de silica modificada quimicamente. E comum utilizar colunas cromatograficas
em que a silica é modificada com grupos octadecilsilano (C18), que conferem hidrofobicidade
a superficie das particulas. Com isso, considerando que a maioria dos farmacos s&o
parcialmente hidrofobicos, sendo possivel que estes sejam capazes de interagir com fases
estacionarias menos polares, como colunas com particulas de silica modificadas com grupos
C18. Como a fase movel é polar e geralmente tem agua, a FR-CLAE se aplica principalmente
a separacao de farmacos por interacdo diferencial entre as fases estacionaria e movel (VOGEL,
2022; PHARMAKON et al., 2018; MAJORS, 2015).

Neste trabalho, buscou-se por avaliar trés metodologias analiticas para quantificacdo de
donepezila por duas técnicas analiticas diferentes, a espectrofotometria na regido do UV-vis e
a FR-CLAE. Estas metodologias analiticas foram aplicadas para quantificacdo da donepezila
em formulagdes de liberacdo modificada. Assim, avaliou-se a homogeneidade do farmaco
incorporado na forma solGvel na matriz destas preparagdes, estabelecendo um comparativo

entre meétodos e técnicas analiticas para esta finalidade.

1.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar metodologias analiticas por espectrofotometria no UV-vis para doseamento
de cloridrato de donepezila em formas farmacéuticas de liberacdo modificada para tratamento
da DA.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Definir as condigdes do método analitico espectrofotométrico como comprimento de

onda de méxima absorcéo, diluente e faixa de trabalho (intervalo de concentragées);
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e Determinar a linearidade, precisdo e recuperacao do método analitico baseada na RDC
166/2017 da Anvisa;

e Comparar 0s resultados do método espectrofotométrico com metodologia para
quantificacdo de donepezila por RP-CLAE.

2 REFERENCIAL TEORICO

A seguir, apresenta-se o referencial tedrico deste trabalho.

2.1 DONEPEZILA

E importante reforcar que atualmente ndo existe um medicamento para curar a DA,
sendo que, os medicamentos disponiveis s@o indicados para tratar os sintomas e reduzir a sua
velocidade de progressdo. Embora ndo haja cura para a DA, farmacos como DP aliviam os
sintomas cognitivos, reduzindo os sintomas relacionados a sua evolucdo. Sendo os inibidores
das colinesterases a principal classe de farmacos usados atualmente, em que se promove 0
aumento da disponibilidade sinaptica de acetilcolina pelo bloqueio das suas principais enzimas
cataliticas. Assim, estes medicamentos contendo farmacos anticolinérgicos exercem efeito
sintomatico simples na cognicao, algumas vezes favorecendo também certas alteracfes néo-
cognitivas da deméncia (PARK et al., 2013; FORLENZA, 2005).

A DP ¢ classificada como um inibidor seletivo e reversivel da enzima
acetilcolinesterase, sendo quimicamente um derivado de piperidina, apresentando-se como uma
amina terciaria, aromatica (figura 1) e de carater alcalino (pKa = 8,82). Em medicamentos na
forma de comprimidos, utiliza-se o cloridrato de DP, quimicamente (%) -2,3-diidro-5,6-
dimetoxi-2- [[1-(fenilmetil) -4-piperidinil] metil] -1H-inden-1-ona, com férmula molecular
C24H29NOs3, e peso molecular de 416,0 g/mol. A base livre de DP possui peso molecular de
379,5 g/mol. O cloridrato de DP apresenta-se fisicamente como um pd branco, cristalino,
totalmente soltvel em cloroférmio, soltvel em agua (55 g/L a 25°C), com ponto de fuséo de
224°C (RANG et al., 2020; MOFFAT et al., 2011).
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Figura 1. Estrutura quimica do cloridrato de donepezila
Fonte: Silva (2022, p. 20)

Este inibidor da colinesterase inibe a degradacdo do neurotransmissor quimico
acetilcolina e vem sendo considerada como o tratamento de primeira escolha para a DA. O
farmaco na forma de cloridrato demonstrou muitos efeitos benéficos em ensaios clinicos,
incluindo melhora da funcéo cognitiva nas atividades diarias e do comportamento dos pacientes
com DA leve, moderada e até mesmo grave. A biodisponibilidade relativa da DP por via oral
chega a 100%, devido ao seu carater lipofilico, alcancando um pico de concentracdo plasmatica
em 3 a 4 horas. Sua farmacocinética apos administracédo oral € linear em uma faixa de dosagem
de 1 a 10 mg/dia. A presenca de alimentos nédo interfere na extensdo ou velocidade de absorcao
deste farmaco. A meia-vida de eliminacdo varia de 50 a 70 horas. A ligacdo as proteinas
plasmaticas é de aproximadamente 96%. Apo6s administracdo oral, a DP é metabolizada
parcialmente no figado por CYP450, no qual quatro metabdlitos sdo produzidos a partir da O-
desalquilacdo seguinte por hidroxilacdo e glicuronidacdo ou hidrolise parcial subsequente.
Além dos efeitos terapéuticos da DP na transmissdo do sinal colinérgico no SNC, ha também
evidéncias que o farmaco promova uma reduc¢do no acimulo de AP proteina no cérebro, sendo
este um fator benéfico para reduzir a progressao da DA (PHARMA.PRESS, 2011; ROGERS et
al., 1998).

Segundo Barner e Gray (1998), a DP é um inibidor da colinesterase seletivo e especifico
para a acetilcolinesterase. E metabolizado pelas isoenzimas hepéticas CYP2D6 e CYP3A4 e
sofre glucuronidacdo. Segundo os autores, as informagdes sobre interacbes medicamentosas
sdo limitadas, mas existe um potencial para que interagdes medicamentosas aconte¢cam, dada a

via de eliminagdo. Em ensaios de 15 e 30 semanas, a DP foi eficaz em pacientes com DA leve
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a moderada, conforme demonstrado por melhorias nos instrumentos de avaliagdo padréo (ou
seja, a Escala de Avaliacdo da Doenca de Alzheimer—Subescala Cognitiva, a Impressédo de
Mudanca Baseada em Entrevista Clinica com entrada do cuidador).

Espera-se que sistemas de liberagdo de farmacos mais eficientes e seguros possam
melhorar o perfil de seguranga da DP, atingindo concentragdes terapéuticas estaveis e reduzindo
a quantidade e a frequéncia da dosagem. A partir disso, pode-se aumentar a adeséo do paciente
ao tratamento. Entretanto, ha varios desafios considerando estudos para desenvolvimento de
novas formulagdes para liberacdo modificada (PARK et al., 2013).

E importante ressaltar os fatores que motivam o desenvolvimento de formulacdes para
liberacdo modificada da DP. O sabor amargo da DP é um problema significativo para as formas
farmacéuticas orais convencionais, sobretudo ao considerar que a via oral € majoritariamente
usada para administracdo deste farmaco. Vérias abordagens tém sido empregadas para mascarar
0 sabor. Outro ponto a se considerar é a flutuagéo dos niveis de concentra¢do plasmatica de DP,
que esta relacionada com efeitos adversos no trato gastrointestinal. Formas farmacéuticas de
liberacdo modificada para administrac@o por via oral e outras vias como adesivo transdérmico,
injecdo parenteral e por via intranasal podem ser desenvolvidas na busca para diminuir os
efeitos colaterais e/ou modificar a velocidade de liberacdo do farmaco a partir do medicamento.
A maioria dos estudos se limitaram a fase pre-clinica, porém outros, como os transdérmicos, ja
tiveram estudos clinicos conduzidos, podendo receber aprovacdo de agéncias reguladoras a
curto prazo. Estas consideracdes reafirmam o potencial de inovagédo de estudos focados no
desenvolvimento de novos sistemas de liberacao de farmacos contendo DP (RANG et al., 2020;
SUTTHAPITAKSAKUL et al., 2021).

O desenvolvimento de novas opcOes terapéuticas mais eficazes e seguras é de grande
relevancia como uma perspectiva de melhorar o tratamento da DA. Farmacos capazes de
modificar a evolucdo natural da DA, ao lado da antecipacdo do diagnostico, representardo o

futuro do seu tratamento, assim como de outras deméncias (FORLENZA, 2005).

2.1.1 FARMACOLOGIA CLINICA DA DONEPEZILA

Segundo Ehab et al. (2019), a acetilcolina € um neurotransmissor importante para a
memoria e a aprendizagem, e a sua deficiéncia é uma das caracteristicas da DA. Os autores
apontam que a DP é administrada por via oral e deve ser tomado uma vez ao dia,
preferencialmente a noite antes de dormir. Para os autores, a dosagem inicial é de 5 mg por dia,

aumentando para 10 mg por dia apds 4-6 semanas e, no entanto, a dosagem maxima
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recomendada é de 10 mg por dia.

Ainda conforme Ehab et al. (2019), a DP é metabolizada principalmente no figado e
eliminado pelos rins. E importante monitorar a funcéo hepatica e renal em pacientes que fazem
uso do farmaco, podendo interagir com outros medicamentos, como aqueles contendo farmacos
da classe dos antidepressivos triciclicos, dos antimuscarinicos e dos anti-inflamatérios nédo
esteroidais. Por isso, a DP deve ser usada com cautela em pacientes que usam esses outros
medicamentos. Os efeitos colaterais comuns da DP incluem nauseas, vomitos, diarreia, perda
de apetite, insbnia e fadiga. Esses efeitos geralmente sdo leves e desaparecem ap0ds algumas
semanas de tratamento.

Deardorff e Grossberg (2016) apontam que, em casos raros, a DP pode causar problemas
cardiacos, convulsdes, alucinacdes e ictericia. Sendo importante informar o médico sobre
quaisquer efeitos colaterais ou reacdes adversas durante o tratamento. Além disso, a DP néo é
uma cura para a DA e ndo impede a progressdo da doenca, mas pode ajudar a melhorar os
sintomas e a qualidade de vida dos pacientes.

O tratamento com DP é geralmente iniciado em uma dose baixa, como 5 mg uma vez
ao dia, e aumentado gradualmente ao longo de varias semanas para uma dose maxima de 10
mg uma vez ao dia. A dose pode ser ajustada com base na resposta do paciente e na
tolerabilidade ao medicamento. Além disso, € importante que 0s pacientes com DA recebam
cuidados adequados para garantir sua seguranca e qualidade de vida (DEARDORFF et al.,
2016).

Falco et al. (2016) explicam que a DP tem uma meia-vida de eliminacéo de cerca de 70
horas, 0 que significa que leva varios dias para o medicamento ser eliminado do organismo.
Segundo os autores, é importante que o medicamento seja administrado regularmente para
manter os niveis de acetilcolina no cérebro elevados. Em pacientes com DA leve a moderada,
o farmaco pode melhorar a cognicao, a funcdo diaria e a qualidade de vida. No entanto, ndo é
curativo e ndo retarda a progressao, o tratamento com DP deve ser parte de um plano de
tratamento abrangente que inclui terapia ocupacional, fisioterapia, terapia da fala e outras

intervencdes de suporte.
2.2 METODOS E TECNICAS ANALITICAS
Para proceder com andlises farmacéuticas, técnicas instrumentais como a

espectrofotometria na regido do UV-VIS e a FR-CLAE sdo muito usadas (WAGNER, 2018).

A espectrofotometria na regido do UV-VIS é uma técnica baseada na medida da
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absorcdo de luz por uma solucdo (contendo o analito diluido) em comprimentos de onda
selecionados. Essa técnica é particularmente Gtil para a determinacdo da concentracdo de
compostos que absorvem luz na regido do UV-vis do espectro eletromagnético, como proteinas,
acidos nucleicos e varias classes de farmacos.

A FR-CLAE, por sua vez, € uma técnica separativa que permite separar, identificar e
quantificar compostos em uma amostra. Essa técnica utiliza uma coluna cromatografica, onde
ocorre a separagdo dos componentes da amostra por interagdo diferencial entre as fases
estacionaria e movel, com base nas propriedades fisicas e quimicas dos componentes da
amostra, como polaridade, tamanho e afinidade por um suporte estacionario. A FR-CLAE ¢é
frequentemente usada na determinacdo de impurezas e na quantificacdo de farmacos em
formulacgdes diversas (WAGNER, 2018).

Ambas as técnicas podem ser usadas para validar métodos analiticos e s&o
complementares em alguns casos. A escolha da técnica mais apropriada depende do objetivo

do método analitico e das caracteristicas da amostra do medicamento a ser analisada.

2.2.1 ESPECTROFOTOMETRIA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA E VISIVEL

Segundo Wagner (2018), a espectrofotometria na regido do UV-vis é comumente
utilizada em quimica analitica, bioquimica e biologia molecular para determinar a concentracéo
de solucBes de compostos organicos e inorganicos. Conforme o mesmo autor, esta técnica €
particularmente Util para analisar moléculas contendo grupos cromdforos, que sdo grupos
funcionais que absorvem luz na faixa espectral UV-vis. A espectrofotometria na regido do UV-
vis também ¢é utilizada em muitas outras areas, como anélise de alimentos, medicamentos,

cosméticos, tintas, polimeros, petroleo e dgua.

Golan et al. (2009) afirmam que a espectrofotometria na regido do UV-vis é baseada
no principio basico em que a absorcdo de luz na regido do UV-vis em uma solugdo é
diretamente proporcional a concentragdo do composto absorvente presente nesta solugédo
(baseada na lei de Lambert-Beer). Para realizar a analise na regido do visivel, uma amostra
da solucdo é colocada em uma célula ou cubeta de vidro transparente, e a luz é transmitida
através dela. Para analises na regido do UV, utilizam-se cubetas de quartzo. A cubeta € entdo
colocada em um espectrofotdmetro, que mede a quantidade de luz que é absorvida pela

amostra em diferentes comprimentos de onda.

Os métodos espectrofotométricos sdo utilizados ha décadas e continuam sendo
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aplicados por terem diversas vantagens. A espectrofotometria na regido do UV-vis é muito
utilizada para desenvolver metodologias analiticas para quantificacdo de diversos tipos de
analitos, sendo baseados em uma técnica rapida e simples. E utilizada de varias formas para
facilitar a andlise qualitativa e quantitativa, podendo ser utilizada na avaliacdo de uma
diversidade de compostos e insumos farmacéuticos, na avaliagdo da estabilidade de
compostos, dentre muitas outras aplicagcdes (EDWARDS et al., 2017; SKOOG et al., 2007;
DEHGHANI et al., 2012).

Tem como vantagens, além de ser rapido e de facil operacdo, sua versatilidade;
envolve procedimentos simples; possui grande exatiddo e precisdo; de facil aquisicdo e
disponibilidade da instrumentacdo e baixo custo por determinacdo. Sendo essa técnica
utilizada no setor de controle de qualidade na industria farmacéutica, departamento que requer
rapidez e confiabilidade nos resultados analiticos (PIETTA 2000; MAGALHAES et al. 2008).

Como desvantagens dos métodos espectrofotométricos podemos destacar a
dificuldade na determinacao de analitos em baixas concentracdes; a presenca de interferentes
na amostra que absorvem a luz na mesma regido espectral; a necessidade de preparacdo da
amostra para melhorar a seletividade, sensibilidade e manuseio, sendo necessarias calibracdes
periddicas para manter a exatidao e precisdo (EDWARDS et al., 2017; DEHGHANI et al.,
2012).

Rocha e Teixeira (2004) explicam que os espectrofotdmetros modernos (esquematizado
na figura 2) geralmente tém um comprimento de onda mais precisamente ajustavel e uma fonte
de luz de amplo espectro, como uma lampada de deutério ou tungsténio, que emitem radiacao
respectivamente na regido do UV e do visivel. Segundo os autores, os dados de absorcdo podem
também ser registrados na forma de varredura espectral, em que sdo registrados em uma faixa

de espectro de absorcdo na regido do UV-vis.

Colimador
Lente Referéncia
Detector Indicador
Luz 7 ' -
Monocromador  Amostra Amplificador

Figura 2. Espectrofotometria na regido do ultravioleta e visivel duplo feixe

Fonte: da autora.
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Assim, € construido um gréafico que representa a absorcdo da luz em diferentes
comprimentos de onda. Os autores explicam ainda que a partir deste espectro, pode-se
determinar os comprimentos de onda de maxima absor¢cdo de um composto absorvente,
permitindo a selecdo do comprimento de onda (A) a ser utilizado em analises quantitativas.
Geralmente, seleciona-se um comprimento de onda de maxima absor¢ao (Amax). Apos selecionar
0 Amax em uma solucdo padrao de um farmaco em determinado solvente, pode-se construir uma
curva de calibracdo, que relaciona a intensidade da absorcdo de luz com a variagdo da
concentracdo do composto (analito) (ROCHA et al., 2004).

2.2.2 CROMATROGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA EM MODO FASE
REVERSA

Grotto (2007) afirma que a FR-CLAE (Figura 3) € uma técnica de separac¢do que utiliza
uma fase movel liquida, com natureza polar, para separar 0s componentes de uma amostra em
uma fase estacionaria, na forma de uma coluna com recheio s6lido e de maior carater apolar. E
frequentemente utilizada para separar, identificar e quantificar compostos em uma amostra
complexa, como farmacos, produtos quimicos e biomoléculas. Segundo o mesmo autor, as
andlises sdo realizadas a partir da injecdo da amostra na fase movel, que é entdo forcada sob
alta pressao, por intermedio de uma bomba, através da fase estacionaria. A fase estacionaria
retém os componentes da amostra com base em suas propriedades quimicas e fisicas, como

polaridade, tamanho e afinidade por grupos funcionais especificos.
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Solvernt B pump -4
Salvert A pump | Separaiory column

——
¢ = oA
) D OheE==
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Figura 3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia em modo fase reversa
Fonte: Siqueira (2018).
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Os componentes da amostra s@o separados a medida que passam pela fase estacionaria,
para analise sdo dissolvidas em um solvente e passam por uma coluna empacada com um
material estacionario, na forma de um sélido finamente dividido, geralmente em particulas de
tamanho submicrométrico e homogéneo. O material estacionario, é um sélido poroso ou um gel
que interage com 0s componentes da mostra a medida que passa através da coluna. Na FR-
CLAE, o material de enchimento mais utilizado é a silica modificada com grupamentos C18.
Tendo interacdes diferenciais conforme suas caracteristicas fisico-quimicas, e, por isso, as
amostras eluem da coluna em diferentes tempos, o que auxilia na sua identificacdo e
quantificacdo. Para realizacdo das analises quantitativas, a quantidade de cada componente na
amostra pode ser quantificada usando solucdes preparadas com padrdes de referéncia e
comparando os sinais do detector. E uma técnica analitica muito poderosa e versatil que pode
separar e quantificar uma ampla variedade de componentes em uma amostra liquida. A detecgéo
pode ser feita por diversos métodos, como espectrofotometria na regido do UV-vis,
fluorescéncia, condutividade elétrica, indice de refracéo, entre outros. FR-CLAE é amplamente
utilizada em muitas areas, incluindo quimica, bioguimica, farmacologia, alimentos e bebidas,
meio ambiente, entre outras (SCHOTT, 2005; KASSAB,2001).

A técnica do FR-CLAE é conhecida por suas vantagens como a alta resolucdo na
separacdo de compostos em amostras contendo misturas, elevada sensibilidade, alta eficiéncia,
grande reprodutibilidade e grande versatilidade de detectores. J& por outro lado, métodos por
FR-CLAE podem ser demorados, considerando o tempo que € gasto desde o preparo das
amostras e solucgdes padrao, requer profissional capacitado. Outro ponto a se considerar € o alto
custo dos materiais para analises por FR-CLAE, incluindo solventes com alto grau de pureza,
filtros de seringa, membranas filtrantes e colunas cromatogréaficas, entre outros insumos
(FERRARI et al., 2011; WOLLGAST et al., 2000; MARKHAM et al., 1998).

3 MATERIAL E METODOS

O material e métodos serdo apresentados nesta secdo. Este é um trabalho de natureza
experimental, envolvendo analises pelas técnicas analiticas de espectrofotometria no UV e
CLAE-UV, com fins de desenvolvimento de metodologias para doseamento da DP em

formulagbes farmacéuticas.
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3.1 MATERIAL

A seguir, detalha-se 0 material utilizado neste trabalho.

3.1.1 INSUMOS FARMACEUTICOS ATIVOS, REAGENTES E SOLVENTES

Acido cloridrico 37% P.A.; acido fosforico 85% P.A.; agua ultrapura; cloreto de sodio
P.A.; metanol grau CLAE, cloridrato de donepezila (gentilmente cedido pelo Laboratorio
Cristélia); trietilamina P.A. (TEA). Os componentes das formulacdes preparadas para liberacédo
modificada de donepezila foram o Myverol 18-92 K (gentilmente cedido pela Kerry do Brasil
Ltda), agua ultrapura, polissorbato 80 e miristato de isopropila.

3.1.2 EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

Banho ultrassom; balanca analitica de precisdo; bomba de vacuo; espectrofotometro
ultravioleta-visivel (UV-vis) duplo-feixe modelo AJX-6100PC Micronal, usando cubetas de
quartzo de 1 cm com caminho 6ptico 10 mm e volume 3,5 mL); filtro de seringa PVDF 0,45
pm; membrana de filtracdo de fase mével PVDF 0,45 um; sistema CLAE-UV modelo Alliance
marca Waters; medidor de pH de bancada; micropipetadores automaticos de volume ajustavel
100-1000 pL e 500 — 5000 pL; sistema de purificacdo de 4gua incluindo osmose reversa Milli-

Q; sistema de filtracdo de fase mdvel; vidrarias e utensilios diversos.

3.2 METODOS

A seguir, detalham-se a metodologia deste trabalho.
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3.2.1 FORMULACOES DE LIBERACAO MODIFICADA DE DONEPEZILA

Ambas as formulagdes foram previamente testadas quanto a composicdo (proporcao dos
excipientes) por estudos do grupo de pesquisa que ainda ndo foram publicados. A concentragédo
de donepezila nas formulacGes foi de 10 mg/g. Foram testadas duas formulagdes de liberacéo
modificada de donepezila, com aspecto de um gel de alta consisténcia. A formulagdo 1 foi
preparada com Myverol 18-92 K e 4gua, e a formulacdo 2 foi preparada com polissorbato 80,
miristato de isopropila e agua.

3.2.2 ANALISE POR ESPECTROFOTOMETRIA NO UV

O detalhamento da padronizacdo do método para quantificacdo de donepezila em

formulacgdes de liberacdo modificada por espectrofotometria no UV esta descrito a seguir.

Varredura espectral na regido do UV

Varredura espectrais na regido do UV (200-400 nm) foram realizadas com duas solucGes
de donepezila a 40 pg/mL, sendo diluidas em dois diferentes diluentes, 0 FGSSE e metanol,

tendo como objetivo determinar o comprimento de onda de maxima absor¢ao (Amax).

Preparo do fluido géastrico simulado sem enzimas (FGSSE)

O fluido gastrico simulado sem enzimas (FGSSE), foi preparado usando 7,0 mL de
acido cloridrico 37% P.A. e 2,0 g de cloreto de sodio (USP, 2018). Os reagentes foram
diluidos em 1 L de agua ultrapura. O pH do diluente foi determinado pH, obtendo valores de

aproximadamente 1,2.

Preparo da solucéo estoque, solugdo intermediaria e solugdes de trabalho



23

Pesou-se quantitativamente, em triplicata, 25,0 mg de cloridrato de donepezila e
transferiu-se a massa pesada para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionou-se 10 mL de metanol.
Levou-se em banho de ultrassom sem aquecimento por 10 minutos. Em seguida, ajustou-se o
volume com metanol, obtendo uma solugdo na concentragdo final de 1000 pg/mL (Solugéo

estoque).

A seguir, a solucdo estoque foi diluida com 2 diluentes diferentes, de modo a obter
solucBes intermediarias na concentragdo de 100 pg/mL. Pipetou-se 10 mL de cada solucdo
estoque para dois bal6es volumétrico diferentes de 100 mL, completando o volume de um baléo
com metanol e de outro baldo com FGSSE. Deste modo, obtiveram-se 3 solugdes intermediarias
independentes em cada um dos diluentes (metanol e FGSSE).

As solucdes intermediarias foram posteriormente diluidas para constru¢do de curva

analitica no intervalo de 10 a 40 pg/mL.

Trés curvas independentes foram diluidas em cada diluente (metanol e FGSSE). Em
seguida, prosseguiu-se com a leituras das solucdes de trabalho de donepezila no intervalo de 10
a 40 pug/mL nos comprimentos de onda de méxima absorc¢éo na regido do UV em cada diluente,
sendo 313 nm para soluc¢des diluidas em metanol e 316 nm para diluicbes em FGSSE. As curvas
analiticas foram, portanto, construidas a partir de solucdes intermediarias independentes,

conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Dilui¢Bes da curva analitica do cloridrato de donepezila.

Concentracéo Aliguota da solucdo estoque Baldo volumétrico
(Hg/mL) (mL) (mL)
10 1,0
15 1,5
20 2,5
25 3,0 10
30 3,5
35 4,0
40 4,5

Fonte: Da autora.

Figuras de mérito do método espectrofotométrico
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A linearidade e precisdo intradia do método analitico foram caracterizadas conforme os
critérios da Resolucdo da Diretoria Colegiada - RDC n° 166, de 24 de julho de 2017, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, que dispde sobre a validacdo de métodos analiticos (BRASIL,
2017).

Apbs as diluicbes, as solucBes de trabalho de donepezila foram analisadas em
espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda definidos para cada diluente (FGSSE e metanol).
A partir das leituras, foi possivel determinar a absorbancia de cada solugdo de trabalho usando
cubeta de quartzo de 1 cm, sendo estes dados utilizados para realizacdo dos célculos. A partir
dos célculos, determinou-se a curva analitica em triplicata para cada diluente (FGSSE e
metanol) por meio da equacéo de reta (y = ax + b) e tambem o coeficiente de correlacdo (r). O
valor de r deve ser maior que 0,990 para caracterizar a linearidade do método analitico
(BRASIL, 2017).

Realizou-se anéalise de variancia para avaliacdo da significancia do coeficiente angular
e coeficiente linear, determinando se sdo significativamente diferentes ou iguais a zero. Foi
realizada a plotagem do gréafico dos residuos calculados a partir da curva analitica e a sua analise
estatistica pelo teste de Breush-Pagan, demostrando a homoscedasticidade, ou seja, se a

variancia dos erros é constante.

A precisdo intradia na quantificacdo da donepezila também foi calculada, de modo a
avaliar a variabilidade dos resultados em torno do valor medio determinado. Para isso,
determinou-se a média e o desvio padrdo das concentracGes avaliadas na determinacdo da
linearidade (n=3). Os resultados foram expressos como desvio padrdo relativo (DPR), a partir
do quociente do desvio padréo pela média, sendo o resultado multiplicado por 100, de modo a

ser expresso em porcentagem (%).

Calculou-se a recuperacdo das concentracdes avaliadas de donepezila na determinacao
da linearidade (n=3) usando a propria curva analitica. A porcentagem de recuperacdo foi
determinada pelo quociente da concentracdo experimental pela concentracdo tedrica, sendo o

resultado multiplicado por 100, de modo a ser expresso em porcentagem (%).

3.2.3 ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA COM
DETECTOR ULTRAVIOLETA
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O detalhamento da padronizacdo do método para quantificacdo de donepezila em
formulac6es de liberacdo modificada por CLAE-UV esté descrito a seguir.

Preparo de solucgdes para analises cromatograficas e validacéo analitica

O diluente das amostras e padrdes foi uma mistura de metanol e agua ultrapura 1:1 (v/v).

Para o preparo da solugdo aquosa da fase mdvel, adicionou-se 5 mL da solucdo de TEA
em baldo volumétrico de 1 L contendo aproximadamente 900 mL de &gua ultrapura. Adicionou-
se em seguida 1 mL de &cido fosforico P.A, adicionando mais acido fosforico até obter um pH
final de 3,0 usando um medidor de pH calibrado. O volume foi ajustado para 1 L com agua
ultrapura. A solugdo aquosa da fase movel foi filtrada a vacuo usando membrana hidrofilica de
PVDF com porosidade de 0,45 um. A fase movel foi degaseificada em ultrassom por 30

minutos antes do inicio das analises.

Condigdes cromatograficas

As condigdes cromatograficas para analise da donepezila foram baseadas em estudo
anterior do grupo de pesquisa (RUELA et al., 2014). As separacdes foram realizadas em modo
fase reversa usando colunas cromatograficas da marca Waters, modelo XTerra®, com
dimensdes de 150 mm x 4,6 mm; 5 um de diametro das particulas; com recheio octadecilsilano
(C18). A fase movel testada foi uma solucdo de TEA a 0,5% v/v com pH ajustado com &cido
fosférico para 3,0 e metanol (65:35, v/v), usando canais separados. O volume de injecédo foi de
20 pL. A vazdo de fase movel foi de 1,0 mL/minuto, forno a 30 °C, tempo de corrida de 10
minutos e deteccdo UV a 268 nm. Todas solugdes injetadas em sistema CLAE-UV, incluindo
solucdes padrdo e amostras diluidas, foram previamente filtradas usando filtro de seringa de
PVDF hidrofilico com porosidade de 0,45 um.
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Curva analitica por CLAE-UV

Utilizou-se curva analitica preparada em diluente metanol: agua (1:1, v/v). Esta curva
analitica foi preparada em estudo anterior do grupo de pesquisa (Resultados ainda ndo foram
publicados) para estudos envolvendo quantificacdo do farmaco (RUELA et al., 2014). O
preparo da solucdo padrdo estoque de cloridrato de donepezila foi realizado em triplicata.
Pesou-se quantitativamente 10,00 mg de cloridrato de donepezila em balanca analitica de
precisdo com 5 casas decimais. Em seguida, a massa pesada foi transferida quantitativamente
para baldo volumétrico de 50 mL e o volume ajustado com o diluente. Obtiveram-se trés
solugdes padrédo estoque de concentracdo 200 pg/mL, que foram posteriormente diluidas para
construcdo de curva analitica no intervalo de 2 a 40 pg/mL. As curvas analiticas foram,
portanto, construidas a partir de solugdes padrdo estoque independentes. Apos as diluicles, as
solugdes de trabalho foram filtradas em filtros de seguida de PVDF 0,45 pm e depois injetadas
no sistema CLAE-UV nas condicbes cromatograficas estabelecidas. A partir dos
cromatogramas, foi possivel determinar a area dos picos, apos integracdo usando software
Waters Empower™, que foram utilizadas para realizacdo dos calculos. Apos os calculos,
determinou-se a curva analitica por meio da equacao de reta (y = ax + b) e também o coeficiente
de correlagdo (r). O valor de r deve ser maior que 0,990 para caracterizar a linearidade do
método analitico (BRASIL, 2017). A curva analitica foi usada para realizar a quantificacdo da

donepezila nas formulac6es de liberacdo modificada avaliadas neste trabalho.

A curva analitica para a metodologia usando CLAE-UV apresentou inclinacéo
(coeficiente angular) de 27543,5, intersecdo (coeficiente linear) de -7447,7 e correlacédo (r) de
0,99931.

3.3 ANALISE DAS FORMULACOES

O doseamento das formulacdes contendo donepezila, na dose de 10 mg/g, foi realizada
por diferentes técnicas (espectrofotometria no UV e CLAE-UV), de modo a caracterizar a

homogeneidade do farmaco incorporado na matriz da formulacéo.
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As andlises das formulag6es contendo donepezila foram realizadas pelas duas técnicas
avaliadas neste trabalho (CLAE-UV e espectrofotometria no UV-vis). A concentracdo de
donepezila nas formulagGes foi de 10 mg/g, ou seja, cada 100 mg de formulagdo contém 1 mg
do farmaco. As amostras foram preparadas, a partir da pesagem de 100 mg de cada formulacao
em duplicata (n=2), para baldo de 50 mL, contendo 30 mL do diluente (que variou conforme o
método de analise, conforme descrito a seguir). A amostra foi levada ao ultrassom sem
aquecimento por 30 minutos. Posteriormente o volume foi ajustado com o diluente especifico,
obtendo-se uma concentragdo tedrica de 20 pg/mL. No caso da andlise por CLAE-UV, o
diluente utilizado foi metanol: agua (1:1, v/v), filtradas em filtro PVDF 0,45 um e 20 pL foram
injetados no sistema cromatografico. No caso das analises por espectrofotometria no UV-vis,
foram preparadas em dois diferentes diluentes (FGSSE e metanol), e as leituras realizadas no
FGSSE a 313 nm e no metanol a 316 nm.

As andlises por espectrofotometria no UV-vis necessitaram de analise do branco da
amostra (matriz da formulacéo), devido ao efeito de matriz da formulagéo. Para isso, pesou 100
mg de matriz da formulacdo sem farmaco (placebo) e realizou-se 0 mesmo procedimento de
preparo de amostra descrito anteriormente para os dois diluentes (FGSSE e metanol). Realizou-

se a leitura das amostras preparadas com placebos no FGSSE a 313 nm e no metanol a 316 nm.

Analise estatistica do doseamento de donepezila nas formulacdes de liberacdo modificada

Realizou-se analise de variancia (ANOVA) com nivel de significancia de 5%, usando o

teste Scott-Knott para comparacdo de médias.

4 RESULTADOS

As varreduras espectrais na faixa de 200 a 400 nm em metanol e FGSSE estdo

apresentadas na Figura 4.

Os resultados indicaram um pico de maxima absor¢do da donepezila em 268 nm e outro
a 313 nm para o diluente metanol, enquanto que para o diluente FGSSE, observaram-se picos

de méxima absor¢do em 271 nm e 316 nm.
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A andlise espectrofotométrica em metanol no comprimento de onda selecionado de 313

nm indicou os resultados apresentados a seguir.
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Figura 4. Varreduras espectrais na regido do UV de a) solucdo padrdo de donepezila a 40
pg/mL diluida em FGSSE; b) solucdo padrdo de donepezila a 40 pg/mL diluida em metanol; c)
placebo de formulacdo preparado em solucdo diluida em FGSSE; d) placebo de formulacéo
preparado em solucdo diluida em metanol.
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Curva analitica em metanol (313 nm)
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Figura 5. Curva analitica para quantificacdo da donepezila (a) e grafico da dispersdo dos
residuos (b), nas diluicbes em metanol (313nm).
Fonte: Da autora.

A equacdo de reta em metanol (313 nm) foi igual ay = 0,0278 x (+ 0,0024) + 0,0087 (+
0,0433). Or foi igual a 0,9955 + 0,0055. A intersecdo ndo apresentou resultado estatisticamente
diferente de zero (p = 0,724), enquanto a inclinacdo foi significativamente diferente de zero (p
< 0,0001).
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Tabela 2. Curva analitica com diluicdo das solucGes de trabalho em metanol e analise em 313
nm (n=3).
Concentracao Concentracao

Recuperacéo +

- s . - Precisdo . ~
tedrica média experimental média (DPR, %) desvio padréo
(Hg/mL) (Hg/mL) ’ (%)
10,16 9,97 7,4 98,11+ 7,32
15,24 15,09 0,4 99,02 + 0,35
20,32 19,63 1,8 96,59 + 1,77
25,40 26,43 1,9 104,08 +£ 1,84
30,48 31,48 52 103,29 £5,16
35,56 35,12 3,5 98,76 + 3,52
40,64 40,08 0,9 98,61 + 0,86

Fonte: Da autora.

Na analise dos residuos (Figura 5 b), inferiu-se que os residuos seguem uma
distribuicdo normal na faixa de concentracdo de 10 a 40 pg/mL, pois no teste de Breush-Pagan
calculou-se p=0,94, indicando a homocedasticidade dos resultados. Para alcancar este resultado
realiza-se analise de regressdo linear a partir da plotagem no €ixo x a concentra¢do (em pg/mL)
versus o quadrado dos residuos no eixo y, seguido de analise de variancia.

A analise espectrofotométrica em FGSSE no comprimento de onda selecionado de 316

nm indicou os resultados apresentados a seguir.
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Curva analitica em FGSSE (316 nm)
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Figura 6. Curva analitica para quantificacdo da donepezila (a) e grafico da dispersdo dos
residuos (b), nas diluicdes em FGSSE (316 nm).
Fonte: Da autora.

A equacdo de reta em metanol (316 nm) foi igual a y = 0,0284 (£ 0,0009) + 0,0052 (+
0,0129). Or foi igual a 0,9995 + 0,0003. A intersecdo ndo apresentou resultado estatisticamente
diferente de zero (p = 0,573), enquanto a inclinacdo foi significativamente diferente de zero (p

< 0,0001).
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Tabela 3. Curva analitica com diluicdo das solucGes de trabalho em FGSSE e anélise em 316
nm (n=3).

Concentracao Concentracéao - Recuperacéo +
- o . - Preciséo . x
tedrica média experimental média (DPR, %) desvio padréo

(Hg/mL) (Hg/mL) ’ (%)
10,16 10,01 14 08,48 +1,44
15,24 15,14 0,7 99,32 + 0,65
20,32 20,45 0,7 100,67 £ 0,66
25,40 25,65 1,1 101,00 £1,13
30,48 30,52 1,6 100,13 £ 1,60
35,56 35,62 0,1 100,17 £ 0,10
40,64 40,41 0,4 99,43 £ 0,37

Fonte: Da autora.

Na analise dos residuos (Figura 6 b), inferiu-se que os residuos seguem uma
distribuicdo normal na faixa de concentracdo de 10 a 40 pg/mL, pois no teste de Breush-Pagan
calculou-se p=0,95, indicando a homocedasticidade dos resultados. Para alcancar este resultado
realizou-se analise de regresséo linear a partir da plotagem no eixo x a concentragdo (em pg/mL)
versus o quadrado dos residuos no eixo y, seguido de analise de variancia.

Realizou-se o doseamento das formulacdes de liberacdo modificada de donepezila, de
modo a verificar a homogeneidade da incorporacdo do farmaco na preparacdo com aspecto de
gel de alta consisténcia. Os resultados das analises das amostras analisadas por diferentes
técnicas estdo apresentados a seguir. E importante destacar que para analise das formulagdes
por espectrofotometria no UV-vis, realizou-se a subtracdo da absorbancia da amostra preparada
com placebo da amostra da formulacdo, de modo a reduzir a interferéncia do efeito de matriz.
Esta subtracdo foi feita considerando os dados obtidos com solugdes amostra e placebo nos
mesmos diluentes e com leituras nos mesmos comprimentos de onda no UV. Considerando o
efeito de matriz, verificou-que a absorbancia dos placebos diluidos em metanol foi em média
2,8% do resultado da solucéo padrdo na concentracao de 20,0 pg/mL. Entretanto, a absorbancia
dos placebos diluido em FGSSE foi em média 20,2% do resultado da solucdo padrdo na
concentracdo de 20,0 pg/mL. Nota-se que a interferéncia do placebo evidenciada pela sua
absorbancia quando em solucdo diluida foi maior para formula¢bes contendo o tensoativo

polissorbato 80.
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Tabela 4. Doseamento das formulacdes de liberacdo modificada de donepezila (n=2)

~Concentragéo
. Concentracao .
~ Tecnica L ... experimental Doseamento
Formulagéo o tedrica média .-
analitica (ug/mL) media (%)
(Hg/mL)

1 20,08 97,0+0,6
) UV a 313 nm 20,16 20.16 106.2 + 0.8
1 20,08 99,1+0,8
) UV a 316 nm 20,16 20.16 100.9 + 1.4
1 CLAE-UV a 268 19,83 19,00 95,8+0,6
2 nm 25,02 26,35 105,3+0,1

UV, espectrofotometria no UV; CLAE-UV, cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo UV
Fonte: Da autora.

Houve diferenca estatistica significativa entre os resultados a partir da ANOVA
(p=0,0001). Observou-se que ao realizar a comparacdo das médias pelo teste de Scott-Knott,
ndo houve diferenca significativa entre a formulagdo 1 analisada pelos métodos por
espectrofotometria no UV a 313 nm (diluente metanol) e CLAE-UV a 268 nm. Também nao
houve diferenca entre a formulacdo 2 analisada pelos métodos por espectrofotometria no UV a
313 nm (diluente metanol) e CLAE-UV a 268 nm. Entretanto, houve diferenca significativa a
partir dos resultados das duas amostras (formulacdes 1 e 2) analisadas por espectrofotometria

no UV a 316 nm (diluente FGSSE) em comparacéo aos resultados obtidos por CLAE-UV.

5 DISCUSSAO

Um bom solvente utilizado em andlises espectroscopicas deve ser efetivo para a
substancia a ser determinada, ndo interagir com o soluto e ndo deve absorver de forma
significante no comprimento de onda no doseamento. Deve ter caracteristicas fisico-quimicas
de grau apropriado, como espectroscdpico ou cromatografico ou ser de facil purificacdo, como
também deve ser capaz de dissolver a amostra sem que a degrade. (VOGEL, 2022). Neste
trabalho foram avaliados dois solventes (metanol e FGSSE) como diluentes para analise
espectrofotométrica na regido do UV, no intuito de avaliar o comportamento dos parametros
que podem ser variados, e quais as interferéncias que estas variagdes podem acarretar no

doseamento do farmaco, como mostrado nos resultados item (4).
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As técnicas analiticas instrumentais utilizadas para a validacdo do método analitico j&
citadas: espectrofotometria no UV-vis e a CLAE permitiram a quantificagdo da donepezila nas
novas formulacOes testadas, de modo a caracterizar o doseamento. A CLAE possui alta
eficiéncia na separagdo dos compostos presentes na amostra, mostrando elevada sensibilidade,
mas, por outro lado é uma técnica mais demorada e com custo mais elevado em comparacao a
espectrofotometria no UV- vis. Logo, a espectrofotometria no UV- vis tem um custo mais
baixo, sendo uma técnica mais rapida e simples, podendo alcancar resultados com exatidao e
precisdo. Mas deve-se considerar por outro lado que a espectrofotometria no UV-vis é mais
sujeita ao efeito de matriz na amostra, havendo maior potencial para interferéncias.

Ruela et al. (2014) descreveu uma metodologia analitica para determinacdo da DP na
presenca dos seus produtos de degradacdo em meio acido e alcalino usando RP-CLAE. Foram
detectados produtos de degradacdo da DP nas condicOes de estresse for¢cado em &cido cloridrico
0,1 mol L e hidroxido de sodio 0,1 mol L. O método apresentou preciséo intradia (n=6) de
102,04% e precisao interdias em trés dias diferentes (n=6, para cada dia) de 102,91%. O limite
de quantificagdo foi de 0,1 pg mL™?, avaliado experimentalmente por injecdes sucessivas de
solugdes padrdo diluidas. Os resultados foram satisfatorios (RUELA et al., 2014).

Os resultados das figuras de mérito que foram avaliadas neste estudo atenderam a
legislacdo vigente, a resolucdo RDC 166/17 da Anvisa. A linearidade do método foi
demonstrada a partir dos dados obtidos na Figura 5 A e Figura 6 A (curva analitica), em que o
eixo Y representa a area do pico no cromatograma obtido e o eixo X a concentracdo, obtendo-
se o coeficiente de correlagéo (r) igual ou maior que 0,99, confirmando a linearidade do método
no intervalo de 10,0 a 40,0 pg/mL. A precisdo do método foi determinada pela preciséo intradia.
Tendo os valores de r dentro do que preconiza a resolucdo, a maioria dos valores de DPR esteve
dentro dos limites de variacdo aceitaveis neste estudo, que foram de até 5%. Ou seja, 0s valores
da precisdo obtidos com valores de DPR menores que 5% encontram-se dentro dos valores
satisfatorios, utilizando como referéncia o trabalho de Ruela et al. (2014). Excecdes para 0s
resultados usando o metanol como diluente, com quantificacdo a 313 nm, em que 2 pontos
apresentaram DPR maior que 5%, necessitando repeticdes das andlises para confirmacao dos
resultados, uma vez que podem estar relacionados a erros aleatdrios e sistematicos na etapa
analitica. A recuperacdo obtida estava dentro dos limites aceitaveis, de 95-105% conforme as
tabelas 2 e 3. Ou seja, estes resultados demonstram a concordancia dos resultados experimentais
obtidos usando a quantificacdo a partir da curva analitica em comparativo com a concentragéo
tedrica das solugdes padrbes. A sensibilidade dos métodos espectrofotométricos, usando

metanol ou FGSSE como diluente foi menor do que o método por CLAE descrito por Ruela e
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colaboradores (2014), visto que a menor concentra¢do quantificada por espectrofotometria foi
10,0 pg/mL, em comparativo a 0,1 pg/mL determinada por CLAE.

O efeito matriz na analise espectrofotométrica pode ser minimizado ou mesmo
eliminado usando métodos matematicos e ou estatisticos. Na tentativa de reduzir o efeito matriz
na andlise espectrofotométrica, neste trabalho subtraiu-se a absorbancia da solugdo preparada
com placebo da formulacdo da amostra preparada com formulagéo contendo DP. A subtragéo
da absorbéancia do placebo da absorbancia da amostra contendo DP foi feita no respectivo
diluente. Considerando o efeito matriz, a absorbancia dos placebos diluido em FGSSE na
mesma concentracdo que a amostra preparada com a formulacdo contendo o farmaco, indicou
em média uma absorbancia de 20% da leitura de uma solucdo padrdo na concentracdo de 20,0
pg/mL. Assim, demostra-se uma interferéncia significativa do placebo diluido em FGSSE pela
medida da sua absorbancia. Esta interferéncia foi maior para o placebo da formulagcdo contendo
0 tensoativo polissorbato 80 do que para o placebo da formulagdo preparada com o tensoativo
monoleina.

Os resultados da analise das amostras das duas formulacGes testadas indicam que a
donepezila foi incorporada de modo homogéneo nas preparacdes. Utilizou-se como critério a
especificacdo de 90-110% descrita na United States Pharmacopeia (USP, 2013) na monografia
de comprimidos de cloridrato de donepezila. Logo, os resultados variaram de 95 a 106%,
mostrando-se satisfatérios. Os resultados do doseamento das amostras das formulacGes
contendo DP foram avaliados por andlise estatistica (ANOVA a 5% de significancia). Apés
realizar a ANOVA, realizou-se o teste de Scott-Knott para comparacdo das médias dos
resultados encontrados no doseamento e estes resultados indicaram diferencas significativas.
Os resultados por espectrofotometria no UV-vis e CLAE indicaram uma diferenca significativa
entre as duas amostras (formulacGes 1 e 2) analisadas por espectrofotometria no UV a 316 nm
(diluente FGSSE) em comparacdo aos resultados obtidos por CLAE-UV. Logo, percebe-se que
a interferéncia dos componentes da formulacéo (efeito matriz) ainda pode ser significativa no
solvente FGSSE. Entretanto, mais analises devem ser realizadas, visto que as amostras para
doseamento das formulagdes contendo DP foram preparadas apenas em duplicata.

A maior interferéncia (efeito matriz) dos componentes da formulacdo usando o diluente
FGSSE na metodologia por espectrofotometria no UV a 316 nm possivelmente esta relacionada
a uma maior solubilizagdo dos componentes da formulacdo em FGSSE, em comparativo a
analise pela mesma técnica analitica usando o metanol como diluente. Outra possibilidade é

uma mudanga nas caracteristicas de absor¢do na regido do UV-vis desta solugdo preparada com
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placebo e diluida em FGSSE em comparativo aos resultados usando metanol como diluente, o

que pode ser verificado pelas Figuras 3c e 3d.

6. CONCLUSAO

A homogeneidade da DP incorporada nas formulacOes foi caracterizada, com resultados
dentro da especificacdo proposta, indicando que as metodologias por espectrofotometria no UV
podem ser ferramentas Gteis nesta etapa de desenvolvimento farmacotécnico. Os resultados
foram estatisticamente iguais entre as metodologias analiticas por CLAE-UV e
espectrofotometria no UV a 313 (diluente metanol), porém diferentes da metodologia analitica
por espectrofotometria no UV a 316 (diluente FGSSE). Possivelmente, este resultado esta
relacionado a maiores interferéncias do placebo (efeito matriz) quando as amostras da
formulacdo contendo DP foram preparadas no diluente FGSSE. Assim, mais estudos sdo
necessarios para validacdo das metodologias analiticas propostas, e poder estabelecer um
melhor comparativo entre a quantificacdo da DP por espectrofotometria no UV usando metanol
como diluente como uma alternativa ao método para doseamento das formulacdes contendo DP
por CLAE-UV.
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