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RESUMO

O presente trabalho descreve a analise qualitativa e quantitativa por dicroismo
circular (DC) do cloridrato de paroxetina e a andlise qualitativa do cloridrato de
biperideno. Foi desenvolvido um método simples, rapida, que faz uso da
absorcao diferenciada da luz circularmente polarizada a direita e a esqueda
para a qualificacdo e quantificacdo da matéria-prima e os farmacos citados
anteriormente empregando a técnica por dicroismo circular. O desenvolvimento
do método seguiu os critérios das normas vigentes e recomendadas pela
ANVISA e ICH. O cloridrato de paroxetina e o cloridrato de biperideno sao
drogas quirais, que pode ser utilizadas para o tratamento da depressao e de
parkinson, respectivamente. A paroxetina (PRX), um farmaco quiral, apresenta
dois carbonos estereogénicos em sua estrutura quimica. A PRX, foi dissolvida
em agua ultrapura a concentracédo de 5,47.10“ molL™ para analise em DC. O
seu espectro apresentou um Efeito Cotton intenso e negativo em -37,4653
mdeg. A curva da solucdo de referéncia apresentou um coeficiente de
correlacdo de 0,9907 para o intervalo de concentracdo de 0,91.10%a 5,47.10*
molL™?. Os limites de deteccdo e quantificacdo foram de 0,197.10* e de
0,656.10* molL™", respectivamente. A repetitividade e precisdo intermediaria
apresentaram variancia média 1,32. A exatiddo apresentou resultados bons
para o intervalo de confianca de 95%. The study recovery averaged 94.5%. The
method is robust to variations in sample volume and the gas flow and the
samples were stable to temperature variations. O método foi seletivo para
quantificacdo do farmaco avaliando a interferéncia dos excipientes. As analises
com o biperideno, uma substancia que tem quatro centros quirais, foram
realizadas com o padrdo secundario BPR e com o farmaco por DC nas
concentracbes molares de 3,21.10° e de 3,21.10" respectivamente. As
amostras apresentaram EC negativos, assim como no BPR padréo priméario da
USP. O espectro obtido por célculo tedrico apresentou um Efeito Cotton
positivo para um dos enantidmeros do BPR. Esses resultados indicam que um
dos enantibmeros do BPR pode esta em excesso ou que a substancia esta
pura ou ainda que existem impurezas quirais.

Palavras-Chave: Cloridrato de biperideno, Cloridrato de paroxetina, Dicroismo
circular, Drogas quirais, Controle de qualidade.



ABSTRACT

This paper describes the qualitative and quantitative analysis by circular
dichroism (CD) of paroxetine hydrochloride and qualitative analysis of biperiden
hydrochloride. It was developed the method a simple, rapid, which uses the
differential absorption of circularly polarized light right and left environment for
the qualification and quantification of raw materials the drugs mentioned above
using the technique by circular dichroism. The method developed followed the
criteria of rules and recommended by ANVISA and ICH. The paroxetine
hydrochloride and biperiden hydrochloride are chiral drug that can be used for
the treatment of depression and Parkinson's, respectively. Paroxetine (PRX), a
chiral drug, has two stereogenic carbon atoms in its chemical structure. The
PRX, was dissolved in ultrapure water concentration 5,47.10% molL? DC
analysis. Their spectrum showed an intense negative Cotton effect in mdeg -
37.4653. The standard curve the solution of reference a correlation coefficient
of 0.9907 for the concentration range of the 0,91.10% 5,47.10“ molL™?. The
limits of detection and quantification were 0,197.10* and 0,656.10* molL™,
respectively. The repeatability and precision intermediate had variance of 1.32.
The results showed good accuracy for interval of 95%. The study showed that
the recovery of the extraction method of PRX the drug was effective. The
method is robust and the samples were stable to temperature variations. The
method was selective for quantification of the drug by evaluating the
interference of the excipients. Analyses with biperiden, a substance which has
four chiral centers, were performed with the secondary standard BPR and the
drug by the DC of molar concentrations 3,21.10° and 3,21.10™ respectively.
The samples had EC negative as well as the primary standard USP BPR. The
spectrum obtained by theoretical calculation showed a positive Cotton effect of
the enantiomers of BPR. These results indicate that one of the enantiomers can
BPR is in excess or that the substance is pure or impurities which are chiral.

Keywords: Biperiden hydrochloride, Paroxetine hydrochloride, Circular
dichroism, Chiral drugs, Quality control.
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1 INTRODUCAO

A insercdo de um farmaco no mercado é constituida de diversas etapas
qgue vao da caracterizacdo da estrutura quimica do farmaco, testes clinicos e os
desenvolvimentos de métodos analiticos que garantem a sua qualidade. Este
processo pode ser realizado em um periodo de 5 a 10 anos, com custo que pode
chegar a 500 milhées de reais. Apos, todas as etapas concluidas, o processo é
submetido as agéncias regulamentadoras para aprovacdo e liberacdo do
farmaco para comercializagcdo, no caso do Brasil: a ANVISA (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitéria).

Depois do maior acidente com ma administracdo de um farmaco na
década de 60, conhecida por talidomida, comercializada na forma racémica, no
qual um dos enantidmeros é teratogénico (Figura 1), e provocou deformacdes
congénitas nos fetos das gestantes que ingeriram contra enjoos, ou seja, as
criangas nasciam com um tipo peculiar de malformacao congénita, as agéncias
regulamentadoras e as industrias farmacéuticas comecaram a ter uma atencao
maior para a liberagdo da comercializacdo de drogas quirais, principalmente no

controle de qualidade.
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Figura 1: A estrutura do enantibmero da (S) - talidomida efeito teratogénico.

1.1 Farmacos quirais

Em paises de primeiro mundo, cuja indUstria farmacéutica é responséavel
pela quase totalidade do arsenal terapéutico existente, a busca para o
desenvolvimento de farmacos enantiomericamente puros tem crescido (LIMA,
1997; ORLANDO et al., 2007).

Os farmacos enantioméricos recebem maior atencdo em controle de

qualidade, pois as vias sintéticas de farmacos quirais, em sua maioria, ndo sao
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estereosseletivas, levando a formagdo de ambos os enantibmeros, no qual exige
o desenvolvimento de técnicas mais seletivas e custosas para 0 seu controle de
gualidade como cromatografia com coluna quiral (ORLANDO et al., 2007)

Enantidbmeros apresentam propriedades quimicas idénticas e, fisicamente,
eles demonstram comportamentos diferentes somente em ambientes quirais
(HYNECK et al., 1990). Apresentam intera¢gfes altamente especificas farmaco-
receptor e podem levar também a diferencas farmacol6gicas. Da mesma forma,
a absorcdo, distribuicdo, eliminagcdo e, principalmente, o metabolismo de
estereoisbmeros podem ser altamente especificos (HYNECK et al.,, 1990;
CALDWELL, 1995).

Os compostos quirais de forma geral e simplificada, apresentam quatro
tipos de comportamentos biolégicos (LIMA, 1997; ORLANDO et al., 2007):
A atividade biol6gica desejada € atribuida a apenas um dos

enantibmeros, enquanto que o outro € inativo;

Os enantidmeros possuem propriedades farmacoldgicas semelhantes;

A atividade é qualitativamente idéntica, mas quantitativamente diferentes

entre os estereoisOmeros;

As atividades dos dois enantiomeros séo qualitativamente diferentes.

No quadro 1 podem ser visualizados alguns exemplos de farmacos com
suas diferentes atividades devido a sua estereoquimica. Muitos farmacos quirais
apresentam diferencas estereosseletivas significativas quanto a toxicidade,
absorcdo e metabolismo (LIMA, 1997; MADESCLAIRE, 1987; FASSIHI, 1993;
ORLANDO et al., 2007).
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Quadro 1 - Diferengas farmacocinéticas e farmacodindmicas de alguns farmacos quirais com

atividade bioldgica exercidas por formas enantioméricas puras (LIMA, 1997).

Farmaco Efeito

Etambutol forma SS: tuberculostatico

forma RR: pode provocar cegueira

Penicilamina forma S: anti-artritico

forma R: extremamente téxico

Estrona forma (+): hormonio estrogénico

forma (-): inativo

Adrenalina A forma levogira é 20 vezes mais ativa

e igualmente mais téxica

Talidomida forma S: teratogénico

forma R: sedativo

Salbutamol forma R(-) € 80 vezes mais ativo que a
forma S(+)
Bupivacaina forma (+/-) ambas o0s isGmeros

possuem atividade anestésica local.
Mas, apenas (-) apresenta acéo
vasoconstritora, prolongando assim a

acao anestésica local.

Anfetamina a forma dextrégira é 2 vezes mais

ativa que o enantiomero (-)

Indacrinona a forma (+): acao diurética e retencéo
do &cido Urico a forma (-): efeito

uricosurico

Clofeniramina A atividade anti-histaminica é devida

essencialmente a configuracao S(+)

A talidomida, como citada anteriormente, provocou 0 maior acidente com
a méa administracdo de um farmaco. O enantibmero S-talidomida possui um efeito
teratogénico, enquanto o enantibmero na configuracdo R-talidomida possui efeito
sedativo (LIMA, 1997; ORLANDO et al., 2007).

Varios paises possuem legislacédo prépria quanto ao desenvolvimento e

comercializacdo de farmacos quirais. No Brasil o controle e legislacdo vigente
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sdo regulamentados pela ANVISA através da RE (Resolugdo) n°899 e RDC
(Resolugéo de Diretoria Colegiada) n°°135 e 136 ambas de 29 de maio de 2003.
Essas resolugbes descrevem registros com procedimentos para o
desenvolvimento de novo método. As agéncias regulamentadoras tém
estabelecido documentos oficiais que sao diretrizes a serem adotadas no
processo de implantacdo de novos métodos analiticos. Um processo de
desenvolvimento de método analitico bem definido e documentado oferece as
agéncias reguladoras evidéncias objetivas de que os métodos e o0s sistemas sao
adequados para o uso desejado. (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004 ).

1.2 Doencgas que atingem a populacéo da terceira idade

A World Health Organization (WHQO) estima que até 2025 a populagéo
mundial cresga em cinco vezes, enquanto que a populagdo idosa brasileira
cresca em 16 vezes. O Brasil serd a sexta maior populacdo compreendida nesta
faixa etaria, isso representa uma populacdo idosa de 32 milhdes de habitantes
(WHO, 2009; ZAMPIERE, 2010).

As doencgas da terceira idade que tem aumentado significativamente sao
doencas crbnicas e degenerativas que atuam no estado psicomotor
comprometendo o funcionamento do sistema nervoso central. Dentre essas
doencas estdo a sindrome da depressdo uma enfermidade neuropsiquiatrica e a
sindrome do parkinson uma enfermidade neurodegenerativa (WHO, 2009;
ABDEL-REHIM et al., 2005; JAGERDEO e ABDEL-REHIM, 2009; ZAMPIERE,
2010).

Cabe ressaltar que, a depressdo em idosos, na maior parte dos casos é
oriunda da perda de qualidade de vida, que podem esta associada ao

isolamento social e ao surgimento de doencas clinicas graves como o parkinson.

1.2.1 Depresséo

A depresséo, o transtorno do humor, é uma doenca crénica e recorrente
associada a incapacidade funcional, que compromete a saude fisica e mental.
Descrita pela primeira vez pelo pai da medicina Hipécrates entre 470 e 377 AC.

Os sintomas da sindrome do transtorno do humor podem ser aversao a comida,
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falta de sono, desespero, irritabilidade, inquietacéo, perda de energia e alteracéo
da cognicéo, ou seja, sintomas associados a melancolia (WHO, 2009; KAPLAN
et al., 1997; MORENO et al., 1999; ZAMPIERE, 2010).

De acordo com WHO estima-se que no mundo cerca de 340 milhdes de
pessoas serdo vitimas da sindrome da depresséo, dos quais 10 milhdes serédo
de brasileiros. Essa doenca atinge toda faixa etaria da populacao, entretanto tem
apresentado alta incidéncia na populacdo idosa (WHO, 2009; STOPFORTH et
al., 2007; CHAVES, et al., 2010; ZAMPIERE, 2010).

Os portadores em estagios avancado da doenca tém elevados graus de
tristezas e culpas imotivadas, com perdas de prazeres em situagdes antes
agradaveis e pensamentos suicidas (PACHER, et al., 2001). O indice de suicidio
em pacientes deprimidos é 20 vezes maior do que a populagao suicida em geral.
A WHO divulgou em 2009 que nos proximos 20 anos a depressao sera a doenca
que mais atingira a populacdo, inclusive serd mais incidente que o cancer e
doencas cardiacas, tornando-se assim o problema de saude publica (WHO,
2009; ABDEL-REHIM et al., 2005; JAGERDEO e ABDEL-REHIM, 2009;
ZAMPIERE, 2010).

O tratamento do transtorno depressivo representa altos custos na
economia mundial, na Europa em 2004 foram gastos 78 bilhées de Euros com a
morbidade e mortalidade (WHO, 2009; GONCALVES, 2011). O tratamento
consiste no aumento da concentragdo dos neurotransmissores na fenda
sinaptica com a inibicdo do metabolismo por administracdo de droga, ou seja, 0s
antidepressivos, que pertence a classe dos medicamentos psicoativos, atuam
inibindo a recaptacdo seletiva da serotonina e noradrenalina (WHO, 2009;;
MOINUDDIN et al., 2010; ROBERT, 2003; PACHER et al., 2001; MARQUES et
al., 2007; KAPLAN et al., 1997; GOODNICK e GOLDSTEIN, 1998; TOURNEL et
al., 2001). Uma substancia quiral que é utilizada no tratamento da depresséo é
a paroxetina (PRX).

1.2.1.1 Paroxetina

A paroxetina (C19H20FNO3), massa molecular 365,83 Da, € um p6 branco
cristalino, estavel em temperatura ambiente, funde entre 129°C a 131°C,

inodoro, ligeiramente solivel em &gua, alcool e diclorometano. O nome da
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paroxetina pela IUPAC é: (3S, 4R)-3-(1,3-benzodioxol-5-iloximetil)-4-(4-
fluorofenil)piperidina. A estrutura quimica da PRX apresenta dois carbonos

estereogénicos, podendo existir como dois pares de enantiomeros (Figura 2).

<

o

Figura 2: A estrutura do enantibmero da paroxetina biologicamente ativo.

A PRX possui atividade antidepressiva sendo indicado também para o
transtorno obsessivo compulsivo, transtorno do pénico com ou sem fobia,
transtorno ansiedade social e fobia social (WHO, 2009; SUN, et al., 2010;
ROBERT, 2003).

A paroxetina esta disponivel em comprimidos de 20 mg, 30 mg e 40 mg. A
dose estimada € de 10 a 50 mg/dia e a administra¢do € via oral.

Alguns métodos tém sido relatados para andlise do teor da paroxetina,
como cromatografia em fase gasosa (GC) descrito na Farmacopéia Européia ou
cromatografia liquida. Os métodos citados sdo seletivos e sensiveis para
analises da PRX. Entretanto, as analises sao demoradas e precisam de
ambientes quirais, essas caracteristicas representam altos custos para analises
de rotina em laboratérios de controle de qualidade (MOINUDDIN et al., 2010;
ZHANG, et al., 2011; MASSAROTI, 2005; SUN et al., 2010; LAMBROPOULOS,
et al., 1999).

1.2.2 Doenca de Parkinson

A doenca de Parkinson € uma sindrome cronica degenerativa que
provoca a reducdo progressiva dos neurdnios, descrita pela primeira vez pelo

meédico inglés James Parkinson em 1817. Os principais sintomas da doenca de

30



Parkinson sdo tremores, distonia e uma postura curvada. Como a doenca
progride, varios musculos tornam-se progressivamente paralisados, o portador
da doenca pode ser levado a morte por dificuldade respiratéria, pneumonia ou
embolia pulmonar. Outra patologia com sintomas semelhantes aos da doenca de
Parkinson é coletivamente conhecido como "parkinsonismo". O tratamento com
medicamentos neurolépticos pode causar efeitos colaterais idénticos aos
sintomas das doencas de Parkinson, como tremores e dificuldades em
movimento, que sao conhecidos como "sindrome extrapiramidal" e séao
causados pela inibicdo da transmissdo dopaminérgica (HADIDI, 2004).
Tratamento da doenca de Parkinson e sindromes similares sdo baseados
numa terapia de substituicdo da dopamina. Umas das drogas mais usadas para

o tratamento da doenca de Parkinson é o biperideno (BPR), um composto quiral.

1.2.2.1 Biperideno

O biperideno (C,;1H29NO), peso molecular 311, 4611 Da, é um p6 branco
cristalino, estavel em temperatura ambiente, funde em aproximadamente 270°C
com decomposic¢ao, inodoro, ligeiramente solGvel em 4gua e alcool. O nome do
biperideno pela regra da IUPAC é: (1RS)-1-[(1RS, 2SR, 4RS)-biciclo [2.2.1] hept-
5-en-2-il]-1-fenil-3-(piperidina-1-il)propano-1-ol. A estrutura quimica do BPR
apresenta quatro carbonos estereogénicos, podendo existir como quatro pares
de enantidbmeros comercializados na forma de uma mistura racémica e na forma

exo (Figura 3).

Z
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Figura 3: As estruturas para um par de enantibmeros do biperideno biologicamente ativo.
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O BPR possui atividades antiparkinsoniano e anti-muscarinicos (O’'NEIL et
al.,, 2001). O Dbiperideno pertence a uma classe de medicamentos
anticolinérgicos que agem bloqueando parcialmente a receptores colinérgicos
(MCEVOQY e OY, 2001).

O BPR esta disponivel em comprimidos de 2 mg e em céapsulas de 4 mg.
A dose estimada é de 3 a 16 mg/dia e a administracdo € via oral (SWEETMAN,
2005; USP, 2005).

Segundo Mandrioli (2006) o (+)-biperideno mostra forte seletividade
especifica para subtipos de receptores muscarinicos, farmacocinética
enantiosseletiva, ja o (-)-biperideno exibe baixa seletividade. Baseada nestas
informagdes, a Farmacopéia Americana (USP) admitiu em 2007 a necessidade
de novos métodos alternativos para a andlise do teor do biperideno, que sejam
mais seletivos a presenca de estereoisomeros (MANDRIOLI et al., 2006).

As Farmacopéias Européias e Britanicas determinaram o método de
cromatografia gasosa para andlise de teor do biperideno e a Farmacopéia
Americana (USP) utiliza os métodos titulométrico (MOHAMMADI, et al., 2007).

Os métodos citados acima ndo séo seletivos para enantibmeros, exceto o
CG se for desenvolvido em ambiente quiral. Existem dois relatos de métodos de
analises para o biperideno que sdo seletivos aos enantibmeros, porém nao
regulamentados: eletroforese capilar e cromatografia liquida em ambiente quiral
(ORLANDO et al., 2007)

1.3 Desenvolvimento de método analitico

A necessidade de se mostrar a qualidade de medi¢cdes quimicas através
de sua comparabilidade e confiabilidade esta sendo cada vez mais reconhecida
e exigida, e pode ser adquirida quando se conhece cada fase do método
desenvolvido. O desenvolvimento de um método é um processo continuo que
comecga no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o
seu desenvolvimento e transferéncia. Para registro de novos produtos, todos o0s
orgdos reguladores do Brasil e de outros paises exigem o desenvolvimento de
metodologia analitica e, para isso, a maioria deles tem estabelecido documentos
oficiais que séo diretrizes a serem adotadas no processo. Uma metodologia

desenvolvida deve ser bem definida e documentada oferece as agéncias
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reguladoras evidéncias objetivas de que 0s métodos e o0s sistemas sdo
adequados para o uso desejado (RIBANI et al., 2004). Portanto, os principais
aspectos do desenvolvimento de métodos analiticos, buscam demonstrar que os
resultados das andlises executadas permitam uma avaliacdo dos parametros
especificos da qualidade do produto, assegurando tanto a implantacdo do
método com a confiabilidade dos resultados analiticos (USP, 1999; ICH, 2005).
As agéncias normativas que descreve guias para os procedimentos de
implementacdo de novos métodos analiticos sao ICH (Conferéncia Internacional
de Harmonizacg&o), a ANVISA e o INMETRO (Instituto nacional de Metrologia,
Normalizagdo e Qualidade Industrial). A ANVISA descreve guias com quatro
tipos de testes na RE n® 899 (tabela 1). Esses testes sdo aplicados em

analiticos métodos analiticos para farmacos e matérias-primas.

Tabela 1- Critérios para o desenvolvimento de métodos analiticos.

Categoria Finalidade do teste

I Testes quantitativos para a determinagéo do principio ativo em produtos
farmacéuticos ou matérias—primas

Il Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacéo de impurezas e
produtos de degradacgdo em produtos farmacéuticos e matérias-primas

1 Testes de desempenho (por exemplo: dissolucao, liberagcao do ativo)

\ Testes de identificacédo

Adaptado: ANVISA

Os parametros exigidos pela ANVISA para desenvolvimento de método

quantitativo, referentes as categorias | e Il estdo apresentados na tabela 2.
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Tabela 2 — Parametros empregados no método quantitativo.

Parametro Definicdo

Seletividade Capacidade de medir um dos compostos na presenca dos
placebos e das impurezas

Linearidade Faixa de concentracdo com relacdo linear entre
concentracgao e resposta.

Intervalo Faixa entre os limites de quantificacdo e superior e
inferior da concentracéo teste.

Limites de deteccao e Limite de deteccdo é a menor quantidade do analito

quantificacdo presente em uma amostra que pode ser detectado. Limite
de quantificagcdo é a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e
exatidao aceitaveis sob as condicbes experimentais

estabelecidas.

Exatiddo Proximidade dos resultados obtidos em relagédo ao valor
verdadeiro.

Precisao / Repetitividade Precisdo intra-corrida (repetitividade), variagdo dos

Precisao / Intermediaria * resultados em periodo curto de tempo realizado pelo

mesmo analista e instrumentacdo. Precisdo inter-corrida
(intermediaria), concordancia entre os resultados do
mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes, com
analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes.
Robustez Mede a sensibilidade do método em face de pequenas
variacfes. Diz-se que um método é robusto quando ele
nao é afetado por uma modificacéo pequena e deliberado

em seus parametros.

* Apenas comprovada quando ndo ha a confirmacéo da repetitividade.
Adaptado: ANVISA

1.3.1 Seletividade e especificidade

A seletividade mede a capacidade do método em detectar e/ou separar o
analito de interesses sem mascaramento. Logo, o método deve garantir que a
resposta € do composto especifico, mesmo na presenca dos interferentes
presentes na amostra, como a presenca de outros compostos, excipientes,
impurezas, produtos degradados, assim como compostos com propriedades
semelhantes ao seu analito (BRESSOLLE et al., 1996).
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Como a seletividade visa uma Unica resposta para substancia de
interesse, também pode ser chamado de especifico. Um método que produz
respostas para varios compostos quimicos, com uma caracteristica em comum,
pode ser chamado de seletivo (AMARANTE et al., 2001).

Para andlise quantitativa (teor), a especificidade pode ser obtida pela
comparacao dos resultados obtidos de amostra (farmaco) contaminada com
guantidades apropriadas de impurezas e amostras ndo contaminadas, para
demonstrar que o resultado do teste ndo tem interferéncia (INMETRO, 2003;
ANVISA, 2003).

1.3.2 Linearidade

A linearidade é a capacidade do método analitico apresentar resultados
diretamente proporcionais as concentragdes da substancia em andlise, portanto
€ necessario o conhecimento prévio das concentracdes e do pico ou amplitude
do sinal escolhido para analise (BARROS et al., 2002).

A curva da solucao de referéncia requer tratamento estatistico, tal como a
regressdo linear, coeficientes a e b, que constituem a reta (Equacdo 1).E
necessario calcular o coeficiente de correlagéo(r?), que permite por estimativa a
gualificacdo da reta, que segundo ANVISA o valor que atesta uma boa
correlagdo tem o r* = 0,99 obtidos entre as concentracdes das amostras e as

respostas apresentadas no sinal (CHUI et al., 2001).
y=ax+b Equagio 1
1.3.3 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacao

O limite de deteccao (LD) é a menor concentracdo da substancia em
analise que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada (ICH,

2005; RIBANI et al., 2004).

O LD pode ser definido por trés maneiras diferentes:
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Método visual: Método que utiliza uma matriz com adicdo de
concentragdes conhecidas da substadncia de interesse, sendo possivel
diferenciar o ruido e o sinal analitico pela visualizagdo da menor concentragdo

detectavel:

Método da razdo sinal/ruido: método que pode ser aplicado somente em
procedimentos analiticos que mostram o ruido da linha de base. A relagédo
sinal/ruido e feita pela comparacdo das medi¢cdes dos sinais da amostra em
baixa concentracdo conhecida da substancia de interesse. A relacdo sinal/ruido
pode ser de 3:1 ou 2:1, estas propor¢cdes sdo geralmente aceitas para o limite de

deteccéo;

Método baseado em parametros da curva da solucao de referéncia: o
limite de deteccdo (LD). E obtido pela raz&o sinal/ruido o LD pode ser expresso

pela equacao 2.

LD=3s/S Equacéo 2

s = estimativa do desvio padrdo das respostas, que também pode ser
determinado pelo desvio padréo do branco, da equacao da linha de regressao
ou do coeficiente linear da equacéo.

S =inclinacéo ou coeficiente angular da curva analitica.

O limite de quantificagcédo (LQ) € a menor concentracao da substancia em
analise que pode ser medida com seguranca (ICH, 2005; ANVISA, 2003; RIBANI
et al., 2004). Os critérios para estabelecer o LQ sao o sinal do analito e o ruido
da linha de base. A razao sinal/ruido que podem ser adotada para o LQ deve

esta na propor¢ao 10:1, calculado a partir da equacéo 3.

LQ=10s/S Equacéo 3

Para muitas aplicacdes farmacéuticas o LQ € geralmente um parametro

mais significativo e importante que o limite de detecgcédo (RIBANI et al., 2004).
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1.3.4 Intervalo

O intervalo normalmente é derivado do estudo de linearidade e depende
da aplicacéo pretendida do método (Tabela 3). O intervalo é estabelecido pela
confirmacdo de que o método apresenta linearidade e exatiddo adequadas
guando aplicados as amostras contendo quantidades de substancias dentro do
intervalo especificado (ICH, 2005; ANVISA 2003).

Tabela 3: Limites porcentuais do teor do analito que devem estar contidos no intervalo de

linearidade para alguns métodos analiticos.

Ensaio Alcance

Determinagdo quantitativa da De 80% a 120% da concentracao tedrica do teste.

matéria-prima ou em farmacos

Determinacéo de impurezas Do nivel de impureza esperado até 120% do limite
maximo especificado. Quando apresentarem
importancia toxicolégica ou efeitos farmacolégicos
inesperados, os limites de quantificacdo e deteccao
devem ser adequados as quantidades de impurezas a
serem controladas.

Uniformidade de contetdo De 70% a 130% da concentracéo tedrica do teste.

Ensaio de dissolucéo De +20% sobre o valor especificado para o intervalo.
Caso a especificacdo para a dissolugdo envolva mais
gue um tempo, o alcance do método deve incluir —20%

sobre o menor valor e +20% sobre o maior valor.

Adaptado: ANVISA

1.3.5 Repetitividade e Precisdo intermediaria

A precisdo analisa as concordancias dos resultados obtidos em um
conjunto de medidos obtidas por replicatas de cada ponto da amostra em
diferentes concentracdes (ICH, 2005; ANVISA, 2003;LEITE, 2002).

A repetitividade ou precisdo intra-ensaio ou intra-corrida representa a
concordancia entre os resultados de medi¢des sucessivas do método (ANVISA,
2003).

A preciséo intermediaria ou precisao inter-corrida apresenta o grau de
concordancia entre os resultados das amostras analisadas em dias diferentes,

com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes. Para a determinacdo da
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precisdo intermediaria recomenda-se um minimo de 2 dias diferentes com
analistas diferentes (ANVISA, 2003).

A precisdo pode ser expressa através da estimativa do desvio padrdo ou
desvio padrao relativo (RSD), equacao 4 (ANVISA, 2003).

RSD % =(s/ x) 100 Equacéo 4

s =desvio padrdo absoluto

X = a média aritmética

1.3.6 Exatidao

Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados para um conjunto de amostras e um valor aceito como referéncia
(RIBANI et al., 2004; LEITE, 2002). A exatiddo é expressa em porcentagem
(%) de erro do desvio padrao, coeficiente de variagdo (CV), a partir dos dados
experimentais inter-corridos, o desvio ndo deve exceder 15% (equacédo 5). A
ANVISA recomenda que a exatidao seja obtida em trés concentracdes, no qual

cada concentracdo deve ser analisada no minimo em cinco leituras.

CV = (CMAP / CT) 100 Equacdo 5

CMAP = concentracdo média da amostra padrao secundario

CT = concentracdo tedrica
1.3.6.1 Recuperagéo

A recuperacao é obtida quando se compara as respostas da amostra nao
adicionada de padrdo com os resultados das amostras adicionadas de padréo,
equacdo 6. A amostra deve ser lidas em no minimo 9 leituras (RIBANI et al,

2004; ANVISA, 2003).

R = ( CMAAP - CMANAP / CT) 100 Equac&o 6
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CMAAP = concentracdo média da amostra adicionada de padréao

CMANAP = concentracdo média da amostra ndo adicionada de padrao

A porcentagem de recuperacdo do analito embora tenha valores
desejados de 100%, sdo aceitos valores acima de 70% para a recuperacao
(ANVISA, 2003).

1.3.7 Robustez

O método é robusto na medida em que, ao sofrer pequenas alteracbes
nao comprometem a confiabilidade dos resultados. Logo, os testes de robustez,
em geral, representam pequenas variacbes dos parametros do método sem
variagdes significativas dos resultados das analises, mesmo quando esse
método for transferido para outro laboratério, for utilizado por outro analista ou
for utilizado em outro equipamento (ICH, 2005; ANVISA, 2003).

1.4 Estabilidades das amostras

A estabilidade do analito pode ser avaliada durante a coleta e manuseio
da amostra, apés armazenagem de longa duracdo (congelamento) e curta
duracdo (a temperatura ambiente), ou seja, ap6s ciclos de congelamento e

descongelamento e nas condi¢des de andlise (ANVISA, 2003).

1.5 Dicroismo circular

A origem da palavra dicroismo vem do grego dikhroos, cor-de-dois, e
refere-se a qualquer dispositivo 6tico que possa dividir um feixe de luz em dois
feixes com diferentes comprimentos de onda. Esse fen6meno foi inicialmente
observado pelo austriaco Wilhelm Carl Ritter Von Haidinger em 1847 em cristais
de quartzo ametista. Posteriormente, esse fen6meno foi observado em
moléculas opticamente ativas, mais especificamente em solugdes de tartarato de
cobre e cromo, pelo francés Aimé Cotton (RINALDO, 2010; BERTUCCI et al.,
2000).
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Dicroismo circular (CD, do inglés circular dichroism) é uma técnica
espectroscopica dita quiroptica, que €é capaz de diferenciar entre dois
enantiomeros (RESENDE, 2008).

O espectro de dicroismo circular (EDC) mostra o Efeito Cotton (EC) do
centro quiral gerado quando a luz incide sobre a amostra, que possui cromoforo.
O EC é representado por sinais maximos e minimos nos espectros na regido do
ultravioleta-visivel (UV-VIS), podem ser negativos e positivos (LORIN, 2007).

A técnica espectroscopica dicroismo circular envolve duas propriedades
fisico-quimicas, a quiralidade e absorcdo, que servem para determinacdes
qualitativas e quantitativas, respectivamente. Nas analises qualitativas o
dicroismo circular (DC) oferece espectro com caracteristica bem peculiar ao
cromoforo, ja as analises quantitativas sao realizadas com base na medida da
diferenca de intensidade de absor¢cao entre a luz circularmente dextro rotatéria e
levo rotatéria. (RESENDE, 2008).

A seguir estdo descritos na tabela 4, os comprimentos de ondas (A), as
concentragdes das amostras, as transicdes eletronicas de alguns cromoforos em

funcdo das cubetas.
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Tabela 4: Os comprimentos de ondas, as concentra¢des das amostras, as transi¢des eletrénicas

de alguns croméforos em fungdo das cubetas.

Cromoforo Transicdo eletrénica e A Concentracgédo Comprimento da
em (nm) em (%) cubeta (mm)

Alcino m-* 220 -190 0,1 1-0,5

Alceno T-r* 200 - 185 0,1 0,5-0,1

Aleno 1-* 300 — 250 0,01 — 0,0005 10

Cetonas / Aldeidos n-t* 350 — 240 0,1 10

Alceno com cetona n-t* 400 — 260 0,1 10

Alceno com cetona Tm-1t* 280 — 200 0,1 1-0,2

Ac. Carboxilico n-* 250 - 200 0,1 10-1

/Ester/Lactona/

Aromatico m-i* 250 — 200 0,1 1-0,2

(terpenos)

Dissulfeto n-o* 350 — 250 0,1 10

Proteina, aromatico T1-t* 260 — 200 0,1 1-0,5

Polipeptideo m-* 260 — 185 0,1 1-05

Polipeptideo m-r* 300 — 200 0,02 1-0,5

(transicao)

RNA, DNA d-d* 700 - 300 0,1 1-10

Co-complexo / d-d* 700 - 300 0,01 10

quelato

Adaptado: Manual do espectropolarimetro da Jasco J-815

A luz é constituida por ondas eletromagnéticas que oscilam por todos os

sentidos. Com a utilizacdo de um filtro polarizador é possivel selecionar ondas

gue oscilem em um unico plano, conhecidas como luz plano polarizada (Figura

4).
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-1 L J L J L ]

Figura 4: Luz plano polarizada: campo elétrico (E) em funcéo do tempo (t).
Adaptado: Rodger e Norden, 1997

A luz circularmente polarizada pode ser representada pelo somatério de
duas componentes circularmente polarizadas e de mesma magnitude, contudo
girando em sentidos contrarios, uma em sentido horéario (RL) e outra em sentido
anti-horéario (EL), figura 5A. Se o feixe de luz polarizado incide sobre uma
amostra quiral, os feixes de luzes direito e esquerdo circularmente polarizado
sdo absorvidos pelo(s) cromoforo(s) da amostra com intensidades diferentes,
tem-se o fendmeno dicroismo circular, figura 5B (HAN et al.,1986; BALOGHNE,
2003).

RL + EL

5A 5B

Figura 5: Efeito do dicroismo circular sobre as componentes circularmente polarizadas ER e EL.
(5A) Componentes circularmente polarizadas de mesma amplitude que, quando combinadas
geram radiacdo com componentes de magnitude diferentes, resultam em uma luz elipticamente
polarizada (5B).

Adaptado: Rodger e Norden, 1997
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A espectroscopia de dicroismo circular (DC) mede a diferenca na
absortividade molar (Ag) das duas componentes da luz polarizada circularmente
a esquerda e a direita, equacao 7 (BEROVA et al.,2000; KOTT et al., 2007;
RODGER e NORDEN, 1997). Assim, a absorcao diferencial dicréica é definido

como:

Ae =¢g-¢p Equacéo 7

Onde: ¢ e gp sdo os coeficientes de absortividade molar para esquerda

a direita, respectivamente.

A elipticidade molar [6] € obtida pela pela razao diretamente proporcional
entre a constante (32,982) e a Ae (KOTT et al.,, 2007; RODGER e NORDEN,
1997). A elipticidade molar esté relacionada com a absor¢éo diferencial dicroica,

equacéo 8.

[6]= 32,982.A¢ Equacéo 8

A diferenca de absorc¢éo dicréica também pode ser descrita em termos de
elipcidade molar, a qual é representada pela tangente (tg). A tangente é obtida
pela razéo entre o menor e o maior eixo da elipse (Equagéo 9; Figura 6). A

elipcidade pode assumir valores positivos ou negativos.

tg6 - RL-RE Equacéo 9
RL+RE RL+EL

RL-EL

Figura 6: Elipcidade [6] tangente obtida pela razdo do menor e do maior eixo da elipse.
Adaptado: Rodger e Norden, 1997
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1.5.1 Descri¢cBes e caracteristicas do equipamento dicroismo circular

A Figura 7 mostra uma descrigdo ilustrativa dos componentes de um
equipamento de dicroismo circular.
Modulador

Fotoelastico

Polarizador

Monocromador Amostra
Fonte de luz Detector

O—P - — ——b-l:l

S~

Figura 7: llustracéo do equipamento de dicroismo circular.
Adaptado: Rodger e Norden, 1997

As andlises sdo feitas em solucdo. Este detalhe é importante, pois, no
processo de cristalizagcdo pode ocorrer alteragdo na estrutura da molécula, para
0 caso de proteinas em solucao temos reproducao muito préoxima do que é a
realidade dos sistemas bioldgicos “In Vivo” (CANTOR e SCHIMMEI, 1980).

O DC pode ser utilizado para detectar:

Mudancas na configuragdo de macromoléculas;

Interacdo destas macromoléculas com outras moléculas menores,

especialmente aquirais.

Podem-se citar algumas vantagens na utilizacdo desta técnica como, por

exemplo:

Experimentos simples e rapidos;
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Pequena quantidade de material necessaria para efetuar as medidas;

Aplicada as moléculas em solucgao.

Assim, a técnica espectroscépica utilizada para o desenvolvimento do
método foi a espectroscopia por dicroismo circular, uma técnica rapida e eficaz

nas analises de substancias quirais, sendo pouca explorada e conhecida em
laboratérios de controle de qualidade (RESENDE, 2008).
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2 OBJETIVOS
2.1 Obijetivo geral

Desenvolver um novo método pela técnica espectroscopia de dicroismo
circular como uma ferramenta rapida e eficaz no controle de qualidade da
matéria-prima e farmaco da Paroxetina e Biperideno.

2.2 Objetivos especificos

Extrair a paroxetina HCI e o biperideno HCI do farmaco para analise por

dicroismo circular.

Analisar os padrbes secundéarios e os farmacos da paroxetina e do

biperideno por dicroismo circular.

Desenvolver o método quantitativo e qualitativo para paroxetina HCI por

dicroismo circular.
Comparar os espectros de dicroismo circular do biperideno, padrdo
secundéario e farmaco, com o espectro do padrdo primario do biperideno

adquirido da farmacopéia americana e com o espectro obtido por calculo tedrico.

Determinar o teor da biperideno HCI no farmaco por UV - VIS.
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3 EXPERIMENTAL

A pesquisa foi realizada em duas etapas distintas. A primeira etapa
compreende o desenvolvimento de um método com a analise qualitativa e
quantitativa do padrédo secundario da paroxetina bem como do farmaco obtido
comercialmente por DC. O desenvolvimento do método foi realizado conforme
recomendacOes da ICH (Conferéncia Internacional de Harmonizacdo) e da
ANVISA. Os parametros usados no método foram a seletividade, linearidade,
intervalo, limites de deteccdo e quantificagdo, repetitividade/ preciséo
intermediaria, exatidao, recuperacao, robustez e estabilidade das amostras. Na
segunda etapa foi realizada andlise qualitativa do padrao secundario do
biperideno por DC. Nas etapas do desenvolvimento do método foi definido o
comprimento de onda mais adequado para os testes por DC empregando a
técnica espectrofotométrica UV-VIS. Nos espectros por ultravioleta foram
avaliadas as absortividades molares e definicbes das condi¢cbes de preparo das
amostras da paroxetina e do biperideno, além da determinacdo do teor do
principio ativo, biperideno, em farmaco comercial. O espectro de um dos
enantibmeros presentes no biperideno foi obtido por calculo tedrico. Nas etapas
do método por DC foram testados diferentes solventes (DCM, DMF, DMSO,
metanol e agua ultrapura) para avaliar a resolucdo e a razao do sinal/ruido das
respostas dos padrbes secundarios. As etapas descritas estdo esquematizadas

no fluxograma da figura 8.
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Planejamento do
desenvolvimento do
método por dicroismo
circular e preparo das
amostras

|
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-

método:comprimento dos  farmacos
de onda, absorcao e comerciais: PRX
absortividade molar e BPR

das amostras em
solubilizadas em
diferentes solventes

/

Resolucéo e razéo
sinal/ruido do
cromoforo obtido por
DC das amostras

secund

ario do BPR

Andlise quantitativa e ‘Anélise qualitativa por DC do padréo

qualitativa por DC avaliando
os parametros da ANVISA e

ICH para a PRX

Limite de
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guantificacéo

‘ Exatidao }_

‘ Recuperacdo ‘

_{

[ Estabilidade ],

Seletividade Linearidade
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Precisao:
repetitividade/
Intermediaria

Robustez

Figura 8: Fluxograma das etapas da pesquisa.

Teor do principio
atvo em farmaco
comercial por UV
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3.1 Padrdes secundarios e farmacos

Os padrbes secundérios e farmacos da PRX e do BPR foram obtidos

comercialmente e armazenados entre 15°C a 30°C.

Informacdes dos padrdes secundarios analisados:

Padrao secundario: Paroxetina HCI (Cristalia)
Lote: 100301/2011

Data de fabricagcéo: 03/10

Data de validade: 03/12

Padrdo secundario: Biperideno HCI (Cristalia)
Lote: 00280/2010

Data de fabricagao: 12/09

Data de validade: 12/12

Informacdes dos farmacos obtidos comercialmente:

Farmaco: cloridrato de paroxetina (Benepax® - APSEN) 20 mg
Lote: 10100383

Data de fabricagao: 08/10

Data de validade: 08/12

Farmaco: cloridrato de biperideno (Akineton® - Abbott) 2 mg
Lote: 850018F02

Data de fabricagao: 01/10

Data de validade: 07/13

3.2 Solventes e vidrarias

Os solventes utilizados foram o0s seguintes: metanol alta pureza PA
(J.T.Backer), diclorometano PA (Cinética) dimetilformamida (Vetec) e
dimetilsulféxido PA (Cromato Produtos Quimicos) éagua ultrapura (Milli-Q
Millipore). As vidrarias volumétricas utilizadas foram todas com certificacdes
(UNIGLAS).
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3.3 Equipamentos e softwares

Balangca analitica (Sartorius, modelo TE2145), Rotavapor (Agente),
espectrofotometro UV-VIS (Agilent Tecnologies, modelo 8453), ultrassom (Ultra
Cleaner, modelo 801), centrifuga (HERMLE, modelo Z36HK),
espectropolarimetro de dicroismo circular e absorbancia em UV-VIS (Jasco,
modelo J-815), software ChemBiooffice2008® (ChemBioDraw Ultra 11) Software
Origin 8,0® e software Microsoft Office 2007®(Excel).

3.4 Biperideno HCI padréo primario

O padrao primario do biperideno foi adquirido da Farmacopéia Americana
(USP).

3.5 Primeira etapa: Desenvolvimento do método para as analises da

paroxetina

Para estas andlises foram utilizadas solugbes com concentracfes de
5,47.10" a 0,91.10* molL™*. As amostras da PRX foram colocadas em células
circulares de quartzo, com 0,2 mm e com 10 mm. As analises foram realizadas a
25°C no equipamento da Jasco (J-815), figura 9. O espectro foi obtido com
resposta em 4 segundos, a sensibilidade de 100 mdeg no intervalo de
comprimento de onda de 400 a 190 nm. Os scan dos espectros foram de 50
nmmin™® e de 100 nmmin™. Estas condicbes de andlises foram aplicadas as
solugbes dos experimentos 1, 2 e 3 . Para as andlises da resolucdo e da razéo
sinais/ruido para o croméforo da paroxetina foi utilizada cubetas de 0,2 mm. As
analises foram realizadas no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste
(CETENE).
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Figura 9: Imagem do espectropolarimetro Jasco J-815.

A calibragcdo do equipamento espectropolarimetro foi realizada com o
padrdo sal da canfora a 0,06% (0,01 L de agua ultrapura em 0,006 g do padréao
sal da canfora). O EDC foi obtido & sensibilidade 100 mdeg, scan de 100 nmmin®
! resposta em 4 segundos e a leitura obtida pela média de 5 acumulacdes, na
faixa de comprimento de onda de 400 a 190 nm. O EDC padréo do sal da
canfora (figura 10) foi subtraido do EDC do solvente agua ultrapura.

100 —

Anguiojmdeg)

100 —

200

T T T
100 200 200 a400

Comprimento de onda (nm)

Figura 10: Espectro de dicroismo circular do sal da canfora em &gua ultrapura,em cubeta de 10
mm. Em 198 nm; 190,4 mdeg e 291 nm; 79,10 mdeg.

3.6 Analise do padréao secundario da paroxetina por ultravioleta

A andlise com a amostra do padrao secundario da paroxetina apresentou
sinais associado ao croméforo de transicdo 1 — T* do anel aromatico, com
absorcdo entre 250 e 200 nm. Para esse comprimento de onda foi calculado
absortividade molar (¢). Para as analises por UV foram retiradas aliquotas de 3
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mL, os espectros foram obtidos pela média de 5 repeticdes no de comprimento
de onda de 233 nm. As analises foram realizadas no espectrofotometro do
Centro de Apoio a Pesquisa (CENAPESQ) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). O espectro foi analisado na intervalo de comprimento de

onda de 190-400 nm com células circulares de quartzo, com 10 mm.

3.6.1 Preparacao da amostra da paroxetina para andlise por ultravioleta

A amostra foi preparada a 2,73.10” molL™?, (0,01 L em 0,001 g) da PRX

em agua ultrapura.

3.7 Andlise da resolucéo e da razdo do sinal/ruido do cromoéforo da PRX
obtido por DC

As andlises das solucdes preparadas a 5,47.10™ molL™ (0,01 L em 0,002
g) da PRX nos solventes agua ultrapura, metanol, DCM, DMF e DMSO foram
definidos a melhor resolucéo e a razao do sinal/ruido. Foram retiradas aliquotas
de 200 pL de cada solugéo a 25°C para a analise por DC. Os espectros foram
obtidos & sensibilidade 100 mdeg, scan de 50 nmmin’ e resposta em 4
segundos. Foram realizadas 10 leituras para cada concentracdo, cada leitura
obtida pela média de 5 acumulac¢des, na faixa de comprimento de onda de 400 a
190 nm. O espectro do padrdo secundario da PRX foi subtraido dos seus

respectivos solventes.

3.7.1 Preparacao da amostra do padrdo secundario da paroxetina

As amostras das solugdes estoque dos experimentos 1, 2 e 3 foram

preparadas a 5,47.10“ molL™ (0,01 L em 0,002 g) da PRX em &gua ultrapura.

3.8 Parametros avaliados para o desenvolvimento do método analitico por

dicroismo circular

O método qualitativo e quantitativo para a PRX seguiu os parametros dos

guias da ANVISA e do ICH. Para as andlises dos resultados dos parametros
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seletividade, linearidade, limite de deteccéo, limite de quantificacdo, intervalo,
recuperacao e estabilidade, foram retiradas aliquotas de 3 mL das amostras dos
experimentos 1, 2, e 3, medidos no A de 218 nm, em cubeta de 10 mm. Ja
para as andlises da precisdo, da exatiddo e da robustez foram retiradas
aliquotas de 200 pL e de 3 mL das amostras dos experimentos 1, 2 e 3, medidos
no A de 218 nm, em cubetas de 0,2 mm e de 10 mm. Para andlises dos
parametros do desenvolvimento do método foram selecionados 6 pontos para o
intervalo de referéncia, cada espectro do intervalo de referéncia variou em 10%
de uma concentragéo para outra. Os espectros de cada ponto foram obtidos com
10 leituras de cada ponto do intervalo de referéncia, sendo cada leitura obtida
pela média de 5 acumulacdes. Os dados experimentais foram avaliados
estatisticamente através do coeficiente de variacdo, variancia, e teste t Student.
A regressao linear foi obtida pelo método dos minimos quadrados empregando

o software da Microsoft Office® Excel versao 2007.

3.8.1 Seletividade e especificidade

Primeiramente foram avaliadas as interferéncias no sinal do solvente,
agua ultrapura, metanol, diclorometano, dimetilformamida e dimetilsulféxido no
sinal do analito, a paroxetina. Para a andlise do parametro seletividade foi
preparada uma solugdo estoque da paroxetina a 5,47.10“ molL™, a qual foi
acrescentada 80 mg da mistura dos excipientes amido 15%, polyox, 25%,
etilcelulose 33%, magnésio 1%, cab-o-sil 1%, estabilizador 5% (&cido ascorbico
e B-ciclodextrina hidroxipropril), a mistura foi dissolvida e diluida sob agitacéo
durante 30 minutos a 40°C. A solucdo estoque foi filtrada e diluida até as
concentracdes de 4,56.10% 3,66.10% 2,73.10% 1,82.10* 0,91.10* molL™ e
analisadas por DC. Os resultados destas solu¢cdes foram comparados aos
resultados obtidos das solugdes preparadas apenas com o padrdo secundario
na auséncia dos excipientes. A propor¢céo de cada excipiente na mistura segue o
Handbook of Pharmaceutical Excipients para a composicdo de comprimidos
(PRX 20 mg e excipentes 80 mg). Os resultados obtidos das amostras na

presencga e na auséncia dos excipientes foram avaliados estatisticamente.
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3.8.2 Linearidade

As solucdes estoques de cada uma das trés curvas das solucdes de
referéncia foram preparadas 5,47. 10 molL™ (0,25 L em 0,05 g) da PRX em
agua ultrapura. As trés curvas das solugdes de referéncia obtidas com 6 pontos
foram preparadas diariamente com o padrdo secundario da paroxetina nas
concentracdes molares de 5,47.10%, 4,56.10* 3,66.10% 2,73.10* 1,82.10™
0,91.10% a dultima diluicdo foi realizada em um pH 3,5, fosfato 5mM
tampdo. Cada uma das trés curvas das solucdes de referéncia construidas com
6 pontos por DC foi construida como no esquema de dilui¢cdes ( figura 11) e para
cada curva da solucéao de referéncia foi obtida a equacéo da reta. Na equacao
da reta foi obtido a interseccdo com o eixo Y, coeficiente angular e desvio

padrao relativo.

= 36mL de PRX

S A A0S 10 lefturas de f f # # # f f f f ft
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Figura 11: Esquema das diluicdes sucessivas a partir da solucdo estoque da PRX a 5,47. 10™

molL™.

3.8.3 Limite de quantificac&o e deteccédo

Para a determinagéo do limite de quantificagéo e detecgdo utilizou-se as
equagdes: LD=3.s/S e LQ =10. s/S.
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O LD e o LQ foram obtidos a partir inclinacdo média das retas e valor do
desvio padréo do intercepto com o eixo y das curvas das solu¢des de referéncia

dos experimentos 1, 2 e 3.
3.8.4 Intervalo

A concentracéo teste foi de 2,73.10* molL™ no intervalo de 1,82.10" a
3,66.10" molL™. O intervalo mais amplo foi definido pelas concentracdes de
5,47.10"% 4,56.10% 3,66.10% 2,73.10% 1,82.10% 0,91.10" molL?, para a

determinagéo quantitativa do principio ativo em matéria-prima ou em farmacos.
3.8.5 Preciséo

Para avaliar a repetitividade e precisdo intermediaria das analises foi
aplicado o Teste F, grau de liberdade (n-1), com n (30) e o valor tabelado de
1,85, que foram comparados com o CV. Neste caso determinou-se a variancia
(S?) do conjunto de medidas, equacéo 10 (LEITE, 2002).

F = Maiors®/ Menors? Equacéo 10

Em seguida comparou-se o valor numeérico obtido o com o valor tabelado.
Se o resultado da equacao for menor que o valor tabelado pode-se dizer que
nao houve diferenca significada entre as duas precisées no nivel de confianca
de 5%, a reciproca e verdadeira.

As solucbes foram preparadas nas concentra¢ées molares de 1,82.10%

2,73.10" e 3,66.10 para os experimentos 1, 2 e 3.
3.8.5.1 Repetitividade

As solucdes molares de 1,82.10%; 2,73.10* e 3,66.10™ foram preparadas
e no mesmo dia e analisadas no mesmo equipamento nas mesmas condigdes
de analises. Foi calculado a média e a estimativa de desvio padrao, a variancia
e o coeficiente de variagcdo, DPR = (s/ x) 100 , considerando-se os valores

satisfatdrios inferiores a 5%.
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3.8.5.2 Precisdo intermediaria

A precisdo intermediaria foi avaliada através da comparacdo dos
resultados obtidos em trés dias consecutivos de 0, 24 e 48 horas com as
solucBes nas concentracdes molares de 1,82.10% 2,73.10* e 3,66.10™. Foi
calculado, o média, desvio padrédo, a variancia e o desvio padrado relativo inter-

dia, RSD = (s / x) 100, considerando-se os valores satisfatorios inferiores a 5%.
3.8.6 Exatidao

A exatiddo (E) foi determinada através do erro do desvio padréo ou
coeficiente de variagdo (CV), calculado pela razdo entre a concentracdo média
experimental e a concentragéo tedrica. O Erro do desvio foi aplicado as solugbes
de concentracbes molares de 1,82.10% de 2,73.10" e de 3,66.10® . Foi
calculado o (CV) = (CMAP / CT) 100. O coeficiente de variagdo recomendado €
menor ou igual a 15%.

A exatiddo das amostras foram determinadas aplicando-se o teste t de
Student, valor tabelado de 2,045 para o intervalo de confianga de 95%, para n =
30. (LEITE, 2002). O teste t foi verificado a partir da equacao 11.

t=(x - 100) / ( s/n*?) EQUACAO 11
3.8.6.1 Recuperagéo

A recuperacéo das amostras nas concentracdes molares (1,82. 10™; 2,73.
10 e 3,66.10™) foram avaliadas pelas respostas das amostras n&o adicionada
de padrdo secundario da PRX com as amostras adicionadas de padrao
secundario da PRX. Valores acima de 70% foram considerados aceitaveis, ja as
proximas de 100% sé&o desejaveis. A recuperacao foi calculada por
R = (CMAAP — CMANAP/CT) 100.
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3.8.7 Robustez

Para avaliar a robustez do método foram realizadas analises variando o
ndmero de scan (50 nmmin™® e 100 nmmin™) e os tamanhos das cubetas (0,2

mm e 10 mm) nas concentracdes molares de 1,82.10* 2,73.10™; 3,66.10™,
3.8.7.1 Variagdo do scan e da vazéo do gas

A variacao do scan das leituras de cada espectro foram 50 nm/ min e em
100 nm/ min com vazdo do gas (nitrogénio) de 0,5 para 1 cm®, aplicadas as
solucBes da paroxetina nas concentracdes: 1,82.10* 2,73.10™; 3,66.10" molL™.

Os resultados foram comparados pelo valor desvio padréo relativo.
3.8.7.2 Andlises de diferentes volumes da amostra

As analises das amostras da PRX foram avaliadas em volumes de 200
pL e 3mL e em diferentes tamanhos de cubetas (0,2 e 10 mm), nas
concentracdes molares de: 1,82.10% 2,73.10% 3,66.10”. Os resultados foram

comparados pelo valor do desvio padrao relativo.
3.9 Estabilidades das amostras analisadas por DC

Foram preparadas solugdes em concentracdes molares de 1,82.10™*:
2,73.10% 3,66.10" molL" para o estudo da estabilidade. As amostras
armazenadas congeladas a -10°C com ciclos de congelamento e
descongelamento a temperatura ambiente de 0, 24 e 48 horas. Os resultados

foram comparados pelo valor do desvio padrao.
3.10 Extracdo da paroxetina HCI do farmaco

Os farmacos paroxetina HCI foram adquiridos em farmacia comercial na
forma de comprimido. 30 comprimidos contendo cada farmaco com dosagens de
0,02 g de cloridrato de paroxetina, dos quais apenas 10 comprimidos foram

macerados em almofariz com pistilo durante 20 minutos, produzindo um poé
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branco homogéneo (2, 503 g). Toda a amostra macerada foi extraida com 100
mL de diclorometano. A solucé&o foi por trés vezes em sonicagdo durante 3 min.
Em seguida a solucdo foi centrifugada por 10 minutos a 10.000 rota¢des por
minutos (rpm), que apés filtracdo e secagem em Rotavapor, 40 °C, produziu

0,19280 g do cloridrato de paroxetina.
3.11 Analise por DC da paroxetina HCI do farmaco

A solucéo foi preparada a 5,47.10° molL™ (0,01 L em 0,002 g) da PRX
em agua ultrapura. Para esta analise foram utilizados 3 mL de PRX a uma
sensibilidade 100 mdeg, scan de 50 nmmin™, com resposta em 4 segundos para
cada varredura. O espectro foi coletado no intervalo de comprimento de onda de
400 a 190 nm com 5 acumulacfes. O espectro da PRX foi subtraido do seu

respectivo solvente.

3.12 Segunda etapa: Desenvolvimento do método para as analises do

biperideno

Primeiramente realizou-se teste de resolu¢cao e da razéo do sinal/ruido (a
25 °C) com diferentes solventes como agua ultrapura, metanol, diclorometano
(DCM), dimetilformamida (DMF) e dimetilsulféxido (DMSO) todos PA. Para estas
analises foram retiradas aliquotas de 200 pL de cada solugéo para a analise de
DC, sensibilidade 100 mdeg, scan de 50 nmmin™, resposta em 4 segundos para
cada varredura. Foram realizadas 3 leituras de cada amostra e cada leitura
obtida pela média de 3 acumulacdes. A faixa de comprimento de onda foi de 400
a 190 nm. Os espectros do analito foram subtraidos dos respectivos solventes.
Nesta etapa foi observada a resolucdo e a razdo do sinal/ruido dos croméforos
da amostras apresentados nos espectros. As andlises foram realizadas no
CETENE.

3.12.1 Andlises das amostras do biperideno padréo secundario por ultravioleta

As analises com as amostras do padrdao secundario da biperideno

apresentaram sinais para o cromoforo de transicao 1 — 11* do anel aromético e
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do alceno, com absorcdo entre 250 e 200 nm e entre 300 e 250 nm,
respectivamente. Nas analises foram retiradas aliquotas de 3 mL das amostras e
0s espectros por UV para a BPR foram obtidos em 5 leituras, cada uma lida em
triplicatas e medidos no A de 263 nm. Para este comprimento de onda foi
calculado absortividade molar (). As analises com as amostras do BPR foram
realizados no espectrofotometro CENAPESQ. O espectro foi analisado na
intervalo de comprimento de onda de 190-400 nm com células circulares de

quartzo, com 10 mm.
3.12.2 Preparacéo da amostra do biperideno para analise por ultravioleta

A amostra foi preparada a 3,21.10“ molL™, (0,1 L em 0,01 g) da BPR em

agua ultrapura.

3.13 Analise da resolucdo e da razdo do sinal/ruido dos cromoéforos do
BPR obtidos por DC

As andlises das solucBes preparadas a 3,21.10° molL™ (0,01 L em 0,01
g) da BPR em agua ultrapura e as andlises das solu¢fes preparadas a 3,21.10°
* molL™ ( 0,01 L em 0,001g) de BPR em (metanol, DCM, DMF e DMSO)
definiram a melhor resolucdo e razdo do sinal/ruido do croméforo. Foram
retiradas aliquotas de 200 pL de cada solucédo a 25°C para a andlise de DC. Os
espectros foram obtidos & sensibilidade 100 mdeg, o scan de 50 nmmin™ com
resposta em 4 segundos. Foram realizadas 5 leituras para cada concentragao,
cada uma obtida pela média de 5 acumulagdes, na faixa de comprimento de
onda de 400 a 190 nm. O espectro do padrdo secundario da BPR foi subtraido

dos seus respectivos solventes.
3.14 Analise do biperideno padrao secundario obtido por DC

Para as andlises da solugéo preparada a 3,21.10° molL™ (0,01 L em 0,01
g) da BPR em agua ultrapura foram retiradas aliquotas de 200 pyL de cada
solucdo a 25°C para a analise de DC. O espectro foi obtido a sensibilidade 100

mdeg, o scan de 50 nmmin™ com resposta em 4 segundos. Foram realizadas 5
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leituras para cada concentragdo, cada uma obtida pela média de 5 acumulacdes,
na faixa de comprimento de onda de 400 a 190 nm. O espectro do padréo

secundario da BPR foi subtraido dos seus respectivos solventes.
3.15 Extracado do biperideno HCI do farmaco

Os farmacos biperideno HCI foram adquiridos em farmacia comercial em
forma de comprimido. 80 comprimidos contendo cada farmaco com dosagens de
0,002 g de cloridrato de biperideno, dos quais apenas 10 comprimidos foram
macerados em almofariz com pistilo produzindo um pé branco homogéneo
(1,296 g). Da amostra macerada foram retirados 0,6325 mg, a qual foi extraida
com 100 mL de diclorometano. A solugcéo foi por trés vezes em sonicagao
durante 3 min. Em seguida a solugéo foi centrifugada por 10 minutos a 10.000
rotagBes por minutos (rpm), que apos filtracdo e secagem em Rotavapor, 40 °C,

produziu 0,00969 g gramas da matéria extraida do cloridrato biperideno.
3.16 Analise por dicroismo circular do biperideno HCI do farmaco

A solucéo foi preparada a 3,21.10* molL™ (0,01 L em 0,001 g) do BPR
extraido em agua ultrapura. Para esta andlise foram utilizados 3 mL de PRX em
solucdo lidas a sensibilidade 100 mdeg, scan de 50 nmmin™, resposta em 4
segundos para cada varredura. O espectro foi obtido no intervalo de
comprimento de onda de 400 a 190 nm com 5 acumulacdes. O espectro da PRX

foi subtraido do solvente, isto €, solu¢cdo contendo apenas agua ultrapura.

3.17 Analise do teor do biperideno presente no farmaco por ultravioleta

Partindo da solucdo estoque do padrdo BPR (3,21.10* molL™), foram
realizadas diluicbes com agua ultrapura para a obtencdo das seguintes
concentracdes molares: 0,321.10%; 0,642.10% 0,953.10% 1,284.10™; 1,605.10%;
1,926.10% 2,247.10™%; 2,568.10™ 2,889. 10™. A curva foi obtida em 10 pontos
lidos em triplicata, medidos no A de 263 nm. Os resultados obtidos foram
tratados estatisticamente através do célculo de regressao linear pelo método dos

minimos quadrados, empregando o programa Excel do Office 2007.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A paroxetina e o biperideno apresentaram caracteristicas organolépticas,
solubilidade, pH e ponto de fusdes semelhantes aqueles descritos nas
monografias, ou seja, apresentaram-se na forma de p6 branco cristalino soluvel
em agua: 2,73.10™ molL™ e 3,21.10° molL™ respectivamente. Em solucéo tém
pH 5,5 para a PRX e 5,2 para BPR. Os pontos de fus6es da PRX e do BPR
foram de 135°C e de 236°C".

4.1 Analise por dicroismo circular para a paroxetina

A estrutura quimica da paroxetina possui propriedades quirdpticas, o que
justificou o desenvolvimento do método por dicroismo circular (Figura 12).

Figura 12: Estruturas tridimensionais para o cloridrato de paroxetina.

A figura 13 mostra o espectro da paroxetina por UV com bandas intensas
na faixa de 200 a 250 nm, na concentrag&o de 2,73.10* molL™.
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Figura 13: Espectro de ultravioleta da paroxetina em agua ultrapura. Concentracéo de 2,73.10™

molL?,em cubeta de 10 mm.

A banda no comprimento de onda de 233 foi selecionada para os calculos
da absortividade. Esta banda esta associada ao cromoforo de transi¢des 1t — 11*
presente na estrutura da paroxetina. A absorbancia no comprimento de onda
selecionado foi de 0,992584, que apresentou absortividade molar (g) de 3054,69

Lmol*cm™ calculada pela equacgéo 12 de Lei de Lambert-Beer.

A=cel.c EQUACAO 12

e = absorbitividade molar em unidades de L.mol*.cm™
| = caminho 6ptico em unidade de cm. Sabendo-se que 10 mm = 1cm

¢ = concentracdo em unidade molL™

0,83393 =¢.1.2,73.10*
e = 3054,69 Lmollcm™

4.2 Resolucéo e razdo do sinal/ruido obtido para o croméforo da paroxetina
A paroxetina foi analisada por DC em DCM, DMF e DMSO, metanol e
agua ultrapura para escolha do solvente que mostrasse melhor resolucao e

razao sinal/ruido. Foram observados que os resultados das analises por DC para

as solucbes da paroxetina, padrdo secundario, independente dos solventes
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utilizados apresentaram picos minimos e maximos intensos, sendo, portanto

soltveis em todos os solventes (Figura 14-18).

50
[=2]
@O
=
= 0 -
o
=
f=>]
f=
e
-50

2&0 ' 360 ' 460
Comprimento de onda(nm)

Figura 14: Espectro de dicroismo circular da paroxetina em diclorometano na concentracdo de
5,47.10* molL™, em cubeta de 0,2 mm.
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Figura 15: Espectro de dicroismo circular da paroxetina em dimetilformamida na concentracéo
de 5,47.10* molL™, em cubeta de 0,2 mm.
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Figura 16: Espectro de dicroismo circular da paroxetina em dimetilsulfoxido na concentracao de
5,47.10-4 molL?, em cubeta de 0,2 mm.
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Figura 17: Espectro de dicroismo circular da paroxetina em metanol na concentracdo de
5,47.10* molL™, em cubeta de 0,2 mm.
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Figura 18: Espectro de dicroismo circular da paroxetina em agua ultrapura na concentracao de
5,47.10* molL™®, em cubeta de 10 mm.

Uma melhor resolugdo e razdo do sinal/ruido dos espectros da PRX
obtidos por DC foram obtidos nas solugbes preparadas em metanol e agua
ultrapura.

Foi selecionada a agua como solvente para o desenvolvimento do
método, em vez do metanol, pois a dgua por ndo ser toxica, e nao poluente,
além de ter apresentada a maior diferenca dicréica no espectropolarimetro. O
espectro de dicroismo da paroxetina em metanol apresentou um EC negativo em
210 nm com angulo de rotacdo de 17,19 mdeg, enquanto em agua ultrapura o
EC intenso e negativo, que foi observado em 218 nm com angulo de rotagéo de -
37,4653 mdeg.

4.3 Desenvolvimento do método por DC

Considerando que a PRX apresentou propriedades quirdptica, iniciou-se
o desenvolvimento do método por DC.

O desenvolvimento do método seguiu os parametros recomendados pela
ANVISA resolucdo RDC 899, de 29 de maio de 2003 e o guia do ICH — Q5,
2005. Para o desenvolvimento do método por DC foi utilizado um padréo

secundario da paroxetina.
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4.3.1 Seletividade e especificidade

Primeiramente analisou-se a interferéncia do solvente, a agua, nos sinais
obtidos para a paroxetina por dicroismo circular. A figura 19 mostra
simultaneamente os espectros de dicroismo circular da paroxetina e da agua
ultrapura. No espectro da paroxetina em agua ultrapura néo foi observado Efeito
Cotton coincidindo com os sinais da amostra. Os sinais da paroxetina sao

referentes os croméforos, anéis aromaticos, proximos dos centros quirais.
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Figura 19: Espectro de dicroismo circular da paroxetina em agua ultrapura na concentragéo de

5,47.10* molL™ e do solvente, agua ultrapura, em cubeta de 10 mm.

A seletividade do método por DC também foi realizada ao contaminar a
solucéo padrédo de referéncia da PRX com os excipientes (interferentes) . Os
excipientes utilizados foram os mesmos que fazem parte da composi¢cdo do
medicamento comercializado. A propor¢do de cada excipiente na mistura segue
o Handbook of Pharmaceutical Excipients para a composi¢do das capsulas da
PRX (paginas 53 e 54). A figura 20 mostra o EDC dos excipientes em agua

ultrapura.
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Figura 20: Espectro de dicroismo circular da mistura de excipientes em agua ultrapura no

intervalo de comprimento de onda de 400 a 190 nm.

As solucdes contendo o padréo mais excipientes foram centrifugadas por
10 minutos a 10.000 rpm. As analises das solu¢des nas seguintes situacoes:
padrdo e o0s excipientes, padrdo e excipientes centrifugados, e padrédo e
excipientes centrifugados e filtrados. Foi observado que, de alguma forma a
membrana do papel de filtro testado apresenta interferéncia no resultado
experimental, reduzindo significativamente o valor do angulo de rotagao,
expresso em milidegree (mdeg).

4.3.2 Linearidade

A linearidade do método por DC foi testada em 218 nm no intervalo de
concentracdes molares de 5,47.10% 4,56.10% 3,66.10% 2,73.10% 1,82.10" e
0,91.10* , no qual foram apresentados os angulos em mdeg de -19,1794, -
24,3641, -27,5171, -31,7101, -34,5719 e 37,4653, respectivamente (quadro 2).

Quadro 2: Concentracdes da paroxetina, padrao secundario, selecionados para construcao da

curva da solucao de referéncia.

Solugéo estoque Razéo entre a Concentragéo do Angulo (mdeg)
solug&o estoque PRX (molL™)
e o solvente
0,05gem0,25L 1 mLem5mL 0,91.10* -19,1794
005gem0,25L | 2mLem4 mL 1,82.10™ -24,3641
0,05gem0,25L 3mLem3 mL 2,73.10'4 -27,5171
005gem0,25L | 4mLem2mL 3,66.10™ -31,7101
0,05gem0,25L 5mLem1mL 4,56.10'4 -34,5719
0,05gem0,25 L Sem diluic&o 5,47.10" -37,4653
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A figura 21 mostra os seis espectros de dicroismo circular das referentes

as seis amostras.
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Figuras 21: Espectros de dicroismo circular da paroxetina em agua ultrapura no intervalo de
5,47.10* a0,91.10* molL?, em cubeta de 10 mm.

No intervalo escolhido (5,47.10* a 0,91.10“ molL™) foram tracadas trés

curvas das solucdes de referéncia, figura 22 e tabela 5. As curvas das solucdes
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de referéncia foram obtidas por uma relagéo diretamente proporcional entre o

angulo (mdeg) e a concentragéo (molL™) no comprimento de onda de 218 nm.

Curvas das solugdes de referéncia da PRX

0,0000
5 -10,0000 0] 1 2 3 4 5 6
2
£ -20,0000 ® Experimento 1
% 30,0000 M Experimento 2
E’ Experimento 3
«C  -40,0000

-50,0000 3 N N
Concentracédo (molL™) em 10

Figura 22: Representacdo das curvas das solucdes de referéncia da paroxetina em agua
ultrapura no intervalo de concentracdo de 0,91.10 molL™" a 5,47.10" molL™, medidos no A de
218 nm.

Tabela 5: Resultados das curvas das solucfes de referéncia obtidas para a paroxetina em agua

ultrapura.

Experimento  Numero de Coeficiente Coeficiente Coeficiente de
leitura (n) angular (a) linear (b) correlacio (%)

1 10 -3,757 -17,19 0,990

2 10 -4,065 -16,22 0,991

3 10 -3,968 -16,43 0,991

Média -3,93 -16,613

S 0,104 0,254

% CV 2,65 1,53

Observou-se que o coeficiente de correlagdo de todos os experimentos
foi no minimo igual a 0,99. Esses valores estiveram dentro do critério minimo
aceitavel pela ANVISA, r?=0,99. Indicando baixa dispers&o entre os dados.

As curvas analiticas apresentaram (CV) expresso em porcentagem (%),
os valores foram de 2,65% para o coeficiente angular e de 1,53% para o
coeficiente linear. Esses valores estiveram dentro do critério aceitavel pela

ANVISA e ICH que é menor ou igual a 15%.
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A tabela 6 mostrou a média dos angulos obtidos para as 10 leituras de
cada uma das concentracdes dos experimentos 1, 2, e 3 dentro do intervalo de
referéncia amplo (5,47.10% a 0,91.10* molL™).

Tabela 6: Valores dos angulos da média das 10 leituras, cada uma obtida pela média de 5
acumulacdes e em cada um dos 6 pontos da curva da solucdo de referéncia para a paroxetina,

medidos no A de 218 nm.

Concentracao *Exp. 1 *Exp. 2 *Exp.3 Média Desvio Coef. de
(molL™") em 10 Padréo variacao
0,91 -19,2100 -19,9601 -18,9681 -19,3794 0,5172 2,0264
1,82 -24,0166  -24,7115 -24,3489  -24,3590 0,3475 1,5189
2,73 -27,7780  -27,0925 -27,6808 -27,5171 0,3709 1,3478
3,66 -31,5273  -31,6929 -31,4836 -31,5579 0,1104 1,0244
4,56 -34,6040  -34,5398 -34,7760 -34,6399 0,1221 0,3526
5,47 -37,8005  -37,1505 -34,9303 -37,6271 0,4178 1,0204

* Cada valor de angulo das amostras do padrédo secundario da PRX obtidos nos experimentos
1, 2 e 3 foram obtidos por 10 leituras para cada concentracdo, e cada uma obtida pela média de

cinco acumulagées (n=30).

Foi observado que os coeficientes de variagbes entre os trés
experimentos apresentou a média de 1,2547%, dentro do minimo aceitavel pela
ANVISA e ICH, que menor ou igual 15%.

Na figura 23 estdo apresentados espectros sobrepostos das leituras das

amostras dos experimentos 1, 2 e 3.

a5 ]

Angulo(mdeg)

200 ) 3II]l] ! 400
Comprimento de onda (nm)
Figura 23: Espectros sobrepostos de todas as analises por dicroismo circular da paroxetina em

agua ultrapura no intervalo de 5,47.10% a0,91.10* em cubeta de 10 mm.
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O grafico (Figura 24) obtido pelo método dos mininos quadrados,
apresentou a inclinacao da reta média de -3,93 e o desvio padrao do intercepto
das trés curvas de 0,254. O valor médio obtido a partir da média do coeficiente

de correlagao das trés retas (0s trés experimentos) foi 0,9907.

Curva da solucéao de referéncia

Angulo (mdeg)

Concentracéo (molL™) em 10™

Figura 24: Representacdo grafica da curva da solucdo de referéncia da paroxetina em agua
ultrapura, medidos no A de 218 nm por dicroismo circular. Equacgéo da reta: y = -3,93x — 16,613
e o1’ 0,9907.

Na figura 25 estdo os espectros da curva da solugédo de referéncia da
PRX, medido no A de 218 nm.

45 o Concentracdes molares da PRX

35 ] 0,91.10
30 4 1,95.10°
25 2.73.10"
33,6610
4,56.10°

. . .
200 200 400
Comprimento de onda (nm)

Figura 25: Espectros de dicroismo circular do padrdo secundario da paroxetina em agua

ultrapura no intervalo de A de 400 a 190 nm, em cubeta de 10 mm.
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4.3.3 Limite de detecgéo e limite de quantificagéo

Nos experimentos realizados para as curvas padrdes (tabela 5), foram
observados os LD e LQ, que foram calculados através do intercepto da curva
média com valor de -16,613 e da estimativa dos valores de desvio padrdo do
intercepto com o eixo y com valor de 0,254. Os valores de limite de deteccéo
(LD=0,197.10" molIL™) e limite de quantificagéo (LQ= 0,656,10 molL™).

LD=0,254/1-16,6131x 3 LQ =0,254/1-16,613 | x 10
LD =0,197.10 molL™ LQ = 0,656.10" molL™

4.3.4 Intervalo

Para definicdo da faixa do intervalo considerou-se a concentragcdo de
2,73.10* molL™, como concentracgdo teste, o intervalo de concentragdo molar de
0,182.10* a 3,66.10 . Esse intervalo abrange uma faixa mais ampla do que a
definida pela ANVISA de 80 a 120 % da concentragdo teste no caso de ensaios
de uniformidade de conteldo. Portanto, esse intervalo também atende os limites
estabelecidos para a determinacdo quantitativa do principio ativo da matéria-

prima ou em farmacos.
4.3.5 Repetitividade

A repetitividade obtida pela média da variancia foi de 0,002, o que indica
gque o método apresenta uma boa repetitividade, pois estes valores sao

inferiores a 5%. A tabela 7 apresenta os dados das andlises referentes ao

estudo repetitividade.
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Tabela 7: Resultado da repetitividade nas concentracdes experimentais para paroxetina em agua

ultrapura.

Conc. tedrica Conc. Conc. Conc. *Média Desvio Coef.de Variancia

(molLY)em 10* Exp.1 Exp.2 Exp.3 Padrdo variacdo

1,82 1,88 1,97 1,97 1,94 0,052 2,68 0,0027
2,73 2,84 2,66 2,81 2,77 0,096 3,46 0,0032
3,66 3,78 3,83 3,79 3,8 0,023 0,50 0,00005
Média 2,21 0,002

* Cada valor de concentracdo das amostras do padrdo secundario da PRX foi obtido por 10
leituras para cada concentracéo e cada uma obtida pela média de cinco acumulagdes, aplicados

aos experimentos 1,2 e 3 (n = 30).

4.3.5.1 Precisao intermediaria

A preciséo intermediaria apresentou o valor da média da variancia foi de
0,0026, os valores foram satisfatérios e inferiores de 5%. A tabela 8 apresenta

os dados referentes as analises da preciséo intermediaria.

Tabela 8: Resultado da preciséo intermediaria nas concentracdes experimentais para paroxetina

em agua ultrapura.

Conc. tedrica Conc. Conc. Conc. *Média Desvio Coef.de  Variancia

(molLyem 10*  Exp. 1 Exp.2  Exp.3 Padrdo variacdo
1,88 1,87 1,80

1,82 1,92 1,87 1,80 1,83 0,056 3,06 0,0032
1,78 1,78 1,76
2,84 2,66 2,71

2,73 2,69 2,78 2,79 2,74 0,056 2,2 0,0031
2,73 2,75 2,71
3,69 3,73 3,79

3,66 3,75 3,70 3,79 3,73 0,04 1,07 0,0016
3,69 3,76 3,71

Média 2,11 0,0026

* Cada valor de concentracdo das amostras do padrdo secundario da PRX foi obtido por 10
leituras para cada concentracédo e cada uma obtida pela média de cinco acumulagdes, aplicados

aos experimentos 1,2 e 3 (n = 30).
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Comparando-se o resultado da média da variancia da repetitividade com
o valor da média da precisdo intermediaria foi obtido um quociente de 1,32, que
€ menor que o valor tabelado de 1,85 para n =30. Observa-se que ndo houve
diferenca significativa entre os resultados das amostras realizadas no mesmo dia

e nos trés dias diferentes e consecutivos, o valor esteve abaixo de 5%.

4.3.6 Exatidao

Na tabela 9, s&o mostrados os dados para o estudo da exatidao.

Tabela 9: Resultado da exatiddo nas concentragcdes experimentais para paroxetina em agua

ultrapura. teson-1) = 2,045.

Conc. tedrica Conc. Conc. Conc. *Média Desvio %CV E(%) t(95%)
(molLY)em 10* Exp.1 Exp.2 Exp.3 Padrdo

1,88 1,87 1,80
1,82 1,92 1,87 1,80 1,83 0,056 3,06 1005 1,48

1,78 1,78 1,76
2,84 2,66 2,711

2,73 2,69 2,78 2,79 2,74 0,056 2,2 100,3 0,6
2,73 2,75 2,711
3,69 3,73 3,79

3,66 3,75 3,70 3,79 3,73 0,04 1,07 1019 2,74
3,69 3,76 3,71

* Cada valor de concentracdo das amostras do padrdo secundario da PRX foi obtido por 10
leituras para cada concentracdo e cada uma obtida pela média de cinco acumulacdes, aplicas

aos experimentos 1,2 e 3 (n = 30).

As concentracdes molares teéricas foram (1,82.10% 2,73.10" e 3,66.10%)
e a média das concentracdes molares experimentais foram (1,87.10% 2,76.10"e
3,8.10).

As médias das porcentagens dos coeficientes de variagdo foram 3,06
para a concentracdo teérica (1,82.10 molL™), 2,2 para a concentragéo tedrica
(2,73.10" molL™) e 1,07 para a concentracdo tedrica (3,66.10” molL™). As

exatidoes ficaram entre 100,5 e 101,9%, com média em 100,9%. Os valores dos
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CV estao abaixo de 15 %, logo apresentam baixa dispersdo. Observa-se que 0
tcaiculado fOI menor do que O tapelado NOS Niveis baixo e médio do intervalo de
referéncia de 3,66.10”% a 1,82.10“ molL™, o que permite concluir que o método

apresentou exatidédo no intervalo de confianca de 95%.

4.3.6.1 Recuperacao

Na tabela 10, mostra os resultados da recuperacdo das analises das
amostras adicionadas e nao adicionadas do padrao secundario da paroxetina

em agua ultrapura obtidos por DC.

Tabela 10: Resultados das analises das amostras adicionadas e ndo adicionadas do padrdo

secundario da paroxetina em agua ultrapura obtidos por DC.

*CMANAP *CMAAP R R(%) Média Desvio %CV
(molLYy em 10*  (molL*)em 10*  (molL™) Padrdo

1,86 1,83 1,65 90,2

1,91 1,87 2,19 117,1 99,2 0,035 0,74%
1,84 1,81 1,65 90,2

2,76 2,69 2,56 95,2

2,73 2,66 2,56 96,2 90,4 0,02 1,42%
2,8 2,74 2,19 79,9

3,78 3,66 3,28 89,6

3,8 3,68 3,28 89,1 93,9 0,035 0,37%
3,83 3,69 3,82 103,5

* Cada valor de concentracdo das amostras ndo adicionadas de padrdo secundéario da PRX foi
obtido por 10 leituras para cada concentracdo e cada uma obtida pela média de cinco
acumulagdes. (n=30)

** Cada valor de concentracdo da amostras adicionadas de padrdo de padrao secundéario da
PRX foi obtido por 10 leituras para cada concentragcdo e cada uma obtida pela média de cinco

acumulagdes.(n=30)

As médias das concentracfes molares das amostras ndo adicionadas do
padrdo secundario da paroxetina foram (1,87. 10 2,76.10" e 3,8.10") e a
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média das concentragcdes molares das amostras adicionadas do padréo
secundario da paroxetina foram (1,84.10%; 2,69.10* e 3,68.10™).

A recuperacdo das amostras da paroxetina foi ( 1,83. 10 2,44.10* e
3,46.10" molL™), quando expresso em (%) foram (99,2; 90,4 e 93,9) com erro de
desvio padrdao (0,035; 0,02; 0,035), respectivamente. O valor da média da
recuperacao foi de 94,5%, proximo do valor desejado para ANVISA que é de
100%.

4.3.7 Robustez
4.3.7.1 Variacado do scan e da vazao do gas

Na tabela 7 (p. 73) estdo mostrados os valores dos coeficientes de
variagéo (2,68; 3,46 e 0,50) quando se variou os scans de 100 nmmin™ e 50
nmmin™® com a vazéo do gas (nitrogénio) de 0,5 para 1 cm®, respectivamente.
Os valores dos CV foram abaixo do valor de 5%, recomendado pela ANVISA,

indicando baixa dispersdo entre os dados.
4.3.7.2 Andlises de diferentes volumes da amostra

Na tabela 8 (p. 73) estdo mostrados os valores dos coeficientes de
variagao (3,06; 2,2 e 1,07) para os volumes de 200 puL e 3mL das amostras da
paroxetina, realizadas em cubetas de tamanhos diferentes (0,2 e 10 mm). Os
valores do CV foram abaixo de 5 %, recomendado pela ANVISA, indicando baixa
dispersao entre os dados.

4.3.8 Estabilidades das amostras analisadas

Os resultados das leituras das amostras obtidos em 0, 24 e 48, indicam

gue as solugdes sdo estaveis nesse tempo.
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4.3.9 Analise do cloridrato de paroxetina extraido do farmaco

O EDC para o cloridrato de biperideno paroxetina extraido mostrou um EC

com sinais semelhantes aos EDC da paroxetina padrao secundario. (Figura 26).

Amostra: PRX extraido

-10
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Angulo{mdeg)

-20
-25
-30
-35
-4.0

T
200 300 400

Comprnmento de aonda{(nm )

Figura 26: Espectros de dicroismo circular da paroxetina extraida do farmaco cloridrato de
paroxetina em agua ultrapura e do padrdo secundario da paroxetina na concentracdo de 5,47.10°

*molL™?, em cubeta de 0,2 mm.

O espectro do dicroismo circular da paroxetina, em padrdo secundario e
em produto extraido do farmaco, apresentou semelhanca no sinal obtido. O
angulo para o padrdo secundario da paroxetina foi de -37,4653 mdeg e para o
produto extraido do cloridrato de paroxetina foi de -36,9437 mdeg em 218 nm e

216,5 nm, respectivamente.

4.4 Dicroismo circular para o padrao secundario do biperideno

Considerando que a o principio ativo comercializada do biperideno néo é
uma mistura racémica verdadeira iniciou-se andlise qualitativa do biperideno,
padrdo secundario. A definicao da faixa do comprimento de onda mais adequado
para analise qualitativa do biperideno foi selecionado por UV entre 190 a 400 nm
(figura 27).
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Figura 27: Espectro de ultravioleta do biperideno em agua ultrapura. Concentracéo de 3,21.10™

molL?, em cubeta de 10 mm.

No comprimento de onda de 263 nm foi observada absorcéo referente
aos croméforos (anel aromatico e alceno) de transicdes T — T1* presentes na
amostra do BPR. A absorbancia no comprimento de onda selecionado, 263 nm,

foi de 0,45465, que apresentou absortividade molar () de 1416,35 Lmol*cm™.

0,45465=¢.1.3,21.10™
e = 1416,35 Lmollcm?

A figura 28 apresenta o0 espectro de UV do BPR obtido por calculos

tedricos. O valor do € é de aproximadamente 120 Lmol'cm™ em 275 nm.

Espectro do UWAVIS
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e =0 — 0.0020
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_ | @
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Comprimanto de onda (nm)

Figura 28: Espectro de ultravioleta do biperideno obtido por célculo tedrico.
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4.5 Resolucédo e razdo do sinal/ruido dos croméforos do BPR obtidos por
DC

Foram realizados teste de resolucdo e da razdo do sinal/ruido dos
croméforos do BPR nos espectros em diferentes solventes ( DCM, DMF, DMSO

e metanol e agua ultrapura) por DC (Figuras 29-33).
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Figura 29: Espectro de dicroismo circular do biperideno em diclorometano na concentracdo de

3,21.10* molL™, em cubeta de 0,2 mm.
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Figura 30: Espectro de dicroismo circular do biperideno em dimetilformamida na concentracao
de 3,21.10* molL™*, em cubeta de 0,2 mm.
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Figura 31: Espectro de dicroismo circular do biperideno em dimetilsulféxido na concentracao de
3,21.10* molL™, em cubeta de 0,2 mm.

-50

Angulo (mdeg)

— 3 195 nm

-100

T T T T T
200 300 400
Comprimento de onda (nm)

Figura 32: Espectro de dicroismo circular do biperideno em metanol na concentragéo de 3,21.10°
*molL™?, em cubeta de 0,2 mm.
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Figura 33: Espectro de dicroismo circular do biperideno em agua ultrapura na concentracéo de

3,21.10° molL™?, em cubeta de 0,2 mm.

Os espectros de dicroismo do biperideno em &gua ultrapura e metanol
mostraram melhor resolucdo e razdo sinal/ruido quando comparada com os
solventes como dimetilformamida, diclorometano e dimetilsulféxido.

O espectro de dicroismo do biperideno em metanol apresentou um EC
negativo em 190 nm, enquanto em agua ultrapura o EC negativo foi observado

em 238 nm.
4.6 Analise do padrao secundario do biperideno
Os Efeitos Cotton intenso e negativo observado no espectro de CD para o

biperideno podem corresponder ao anel biciclico e ou fenil a transicao m-1*

presente no BPR (Figura 34).

Figura 34: Estruturas tridimensionais para o cloridrato de biperideno.
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Como o biperideno é comercializado como uma mistura racémica o EDC
deveria ter sido nulo, pois o EC positivo seria gerado em mesma intensidade que
o EC negativo, portanto se anulariam. Contudo, ndo foi observado o
cancelamento dos efeitos Cotton nas andlises, logo, esses sinais do espectro do
BPR podem indicar que a mistura racémica do biperideno néo é verdadeira e
nao estao na proporgdo 1:1 entre os isbmeros, ou que 0 composto é puro,ou que
existem impurezas quirais.

Para o BPR ja estad descrito na literatura método analitico validado
empregando a eletroforese capilar desenvolvida e aplicado a andlise
enantiosseletiva do biperideno usando a ciclodextrinas como seletores quirais
(MANDRIOLI, et al., 2006) . Na validacdo do método por eletroforese capilar
verificou-se que o BPR ndo estava em uma propor¢cdo 1:1 nos farmacos
(MANDRIOLI, et al., 20086).

4.7 Comparacdao do espectro dicroismo de circular do biperideno do
padrdao primario da farmacopéia, com o0s espectros do biperideno do

padrdo secundario e farmaco e com o espectro obtido por calculo teérico

O EDC do padrao da farmacopéia detectou um EC negativo e intenso
para cloridrato de biperideno em 210 nm quando analisado em metanol (Figura
35).

Angulo
I

-30 -

. — 210 nm

T T
aa 400

2
=]

T
200 a 60

T
3 ]
Comprimento de Onda (nm])

Figura 35: Espectro de dicroismo circular do cloridrato de biperideno padrdo da farmacopéia

americana em metanol.
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A figura 36, apresenta o espectro simulado por céalculo teérico para um
dos enantiomeros do BPR. Um EC positivo foi evidenciado no espectro em 275

nm, o EC apresentou variacdo do € com valor de 0,6 Lmol*cm™.
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Figura 36: Espectro de dicroismo circular biperideno obtido por calculo tedrico.

A analise por DC do padrao secundario do BPR (figura 33, pagina 81) e
do padrao primario do BPR (figura 35, pagina 83), ndo apresentaram
semelhangca com o espectro de um dos enantibmeros do biperideno obtido por

célculo tedrico.

4.8 Analise do cloridrato de biperideno extraido do farmaco

Selecionado o solvente, a agua, analises por DC foram realizadas com
cloridrato de biperideno extraido de comprimidos do farmaco comercial. O EDC
para o cloridrato de biperideno extraido (Figura 37) mostrou um EC intenso e

negativo em 198 nm.
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Figura 37: Espectro de dicroismo circular do cloridrato de biperideno extraido do farmaco

comercial em agua ultrapura, na concentracdo de 3,21.10“ molL,em cubeta de 0,2 mm.

Os sinais dos espectros obtidos para a amostra do padrdo secundario do
BPR n&o apresentam semelhangas como os sinais do padrdo primario do BPR
da USP. Os sinais obtidos para o BPR extraido ndo foram semelhantes aos DC

do biperideno padrao secundario, bem como do padrao primario da USP.
4.9 Analise do teor do biperideno presente no farmaco por ultravioleta

Os cromoforos de transicdo 1-1* do BPR geraram absorcao na regiao
do UV, como pode ser observada na figura 27, pagina 79. A absorbancia de
0,59403 foi escolhida em 263 nm para o biperideno padrao secundario quando
solubilizado em agua ultrapura. O comprimento de onda de 263 nm foi usado
para analisar o teor do principio ativo no farmaco.

4.9.1 Teor de biperideno no farmaco por ultravioleta

O comprimento de onda em 263 nm foi selecionado para a quantificagéo

do biperideno (Figura 38).
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Figura 38: Espectro de ultravioleta do biperideno em agua ultrapura das solu¢des usadas para

obter a curva das solugdes de referéncia nas concentragdes molares de 3,21.10%a 0,321.10™.

A figura 39 mostra os espectros do farmaco cloridrato de biperideno e do
biperideno padrdo secundario usado como referéncia na quantificacdo do
principio ativo em farmaco obtido comercialmente. Os valores das absorbancias

foram usados para quantificar o biperideno obtido comercialmente, equacéo 13.

% Biperideno = Abs (A) 0,41914. 100 % =92,19 % Equacéo 13
Abs (P) 0,45465

Onde:
Abs (A) = Absorbéancia do biperideno amostra

Abs (P) = Absorbéancia do biperideno padrao de referéncia

Amostra: BPR extraido
Amostra: Padrdo secundario da BPR

Absorbance (AU)

s e e S e e A s e A B e A e e L A s e s
200 225 250 275 300 325 350 Wavelength (n

Figura 39: Espectro de UV na faixa de 190 — 400 nm do biperideno obtido para farmaco.
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A andlise do teor do BPR foi de 89,99% no farmaco.

A curva da solucéo de referéncia apresentou um r? de 0,999 obtido na

equacédo y = 2,684x + 0,024. Segue as concentragdes do usadas na construgao

da curva da solucéo de referéncia do BPR (Figura 40, quadro 3). O valor do (r)

foi maior do que 0,99, o que indica baixa disperséao entre os dados.

0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

Absorbdncia

Curva da solucéo de referéncia do BPR

0,02 0,04

Concentragdo (molL'") em 10

0,06 0,08

y=2,684x + 0,024

R2=0,999

0,1 0,12

Figura 40: Representacéo grafica da curva da solucdo de referéncia construida com biperideno,
medidos no de A 230 nm por UV. A equacéo de reta: y = 2,684x + 0,024 e r* 0,999.

Quadro 3: Concentracdes do biperideno, padrao secundario, selecionados para construcao da
curva da solucao de referéncia.

Solugéo estoque Razao entre a Concentragéo do Absorbancia
solugéo estoque BPR(molL™)
e 0 solvente
0,01gemO0,1L I1mLem9 ml 0,321.10'4 0,06388
0,0lgemO,1L 2mLem 8 ml 0,642.10* 0,09252
0,01lgemO0,1L |3mLem7mL 0,953.10™ 0,12470
0,0lgem0,1L |4mLem6 ml 1,284.10™ 0,16746
0,0lgemO,1L 5mLem5mL 1,605.10* 0,21757
0,01gem0,1L |6mLem4 ml 1,926.10" 0,24253
00l1gemO0,1L |7mLem3mL 2,247.10™ 0,28589
00lgem0,1L [8mLem2ml 2,568.10" 0,36733
00lgemO0,1L |9mLeml1mL 2,889.10™ 0,41127
0,00 gem0,1L | Sem diluicéo 3,21.10" 0,45465
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5 CONCLUSOES

Nas condi¢cdes testadas o método foi desenvolvido por dicroismo circular
para o controle de qualidade e quantidade da paroxetina em matéria-prima e
farmaco seguindo-se os parametros da ANVISA e ICH. O método por dicroismo
circular foi seletivo, com melhor resolucdo e razdo do sinal/ruido quando as
amostras foram preparadas nos solventes agua ultrapura e metanol, em
comparagao com os solventes diclometano, dimetilsulfoxido e dimetilformamida,
mas, a agua foi selecionada para o desenvolvimento do método, por ndo ser
toxica e poluente.

O método DC para a paroxetina apresenta-se como uma alternativa
viavel para analise de rotina de controle de qualidade de laboratério, tanto
padrdo secundario da como farmaco, com as vantagens de ter analises com
respostas rapidas, de ter a recuperagédo da amostra, de se utilizar a &gua como
solvente.

Apesar, do biperideno, ser comercializado na forma racémica, as analises
por DC apresentou sinais para as amostras dos padrbes primarios e
secundarios, bem como para o biperideno extraido. O que pode indicar que a
substancia esta pura ou tem um excesso de um dos enantibmeros do principio

ativo, ou ainda contém impurezas quirais.
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Anexo A: Monografia completa da EP-5.0 da paroxetina

1 — Paroxetina, po6 branco cristalino, que contém ndo menos de 97,5 por cento
e ndo mais de 102,0 por cento de C;9H,0FNO3, calculada em base seca.
Embalagem e armazenamento devem ser bem fechados e em recipiente
resistente a luz, respectivamente. Ligeiramente solivel em agua, alcool e

diclorometano.

2 - IDENTIFICACAO

A. espectrofotometria de absorcgéo no infravermelho.
Comparacao: paroxetina cloridrato.

B. Cromatografia de camada fina

Solucéo de teste.

Dissolver 100 mg da substancia a ser examinada em 20 mL metanol e diluir
para 100 mi com fase movel.

Solucéo referéncia (a). Dissolver 1 mL de da solugéo teste para 100 mL de
metanol e diluir a 100 ml com fase mével.

Solucéo referéncia (b). Dissolver 5 mg da paroxetina impureza D em 2 mL da
solucéo referéncia (a) e diluir a 100 ml com fase movel.

Solucdo de referéncia (c). Dissolver 10 mg de paroxetina
em 2 ml de metanol e diluir para 10,0 ml com fase mével.

Placa: placa de TLC de silica gel F254 R.
Fase movel: metanol, cloreto de sddio (1:4V/V).
Aplicagéo: 5 pl.

Desenvolvimento: ao longo de um  trajeto de 15 cm.
Secagem: ao ar.

Deteccédo A: revelar em luz ultravioleta a 295 nm.

Resultado: 0 pico principal no cromatograma obtido
com a solucdo de teste é similar em tamanho e tempo de retencédo
ao pico principal no cromatograma obtido com a

solucéo de referéncia (c).
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3-TESTE
D. Cromatografia liquida

Solugdo  teste. Dissolver 100 mg da  substancia a @ ser
examinados em 20 ml de metanol e dilur para 100,0 ml
do mesmo solvente.

Solucdo de referéncia (a). Diluir 1,0 ml da solugdo teste para
100,0 ml metanol.

Solucdo de referéncia (b). Dissolver 5 mg de paroxetina
impureza D e 5 mg de cloridrato de paroxetina
em 2 ml de metanol e diluir para 100,0 ml do mesmo solvente.

Solucdo de referéncia (c). Dissolver 10 mg do cloridrato de paroxetina
em 2 ml de metanol e diluir para 10,0 ml.

pH: 5,5 para a solugéo.
Substancias relacionadas. Cromatografia liquida

Mistura de solventes. Misturar 1 volume de tetrahidrofurano e R
9 volumes de agua R.

Solucdo de teste. Dissolver 50.0mg da substancia a @ ser
examinados na mistura de solventes e diluir para 50,0 ml com
a mesma mistura de solventes.

Solucdo de referéncia (a). Diluir 50 ml da solucdo de teste para
50,0 ml com a mistura de solvente.

Solugdo de referéncia (b). Dissolver 2 mg de  paroxetina
impureza C na mistura de solventes e diluir para 20,0 ml
com a mesma mistura de solventes.

Solugédo de referéncia (c). Para 2,0 ml de solucdo de referéncia (a)
adicionar 2,0 ml da solugdo de referéncia (b) e diluir para 20,0 ml
com a mistura de solvente.

Solugédo de referéncia (d). Diluir 2,0 ml da solucdo de referéncia (a)
para 200,0 ml com a mistura de solvente.

Solucdo de referéncia (e). Dissolver 2 mg de paroxetina
A impureza na mistura de solventes e diluir para 20 ml
com a mesma mistura de solventes.

Coluna:
Material: silica fundida. Fase estacionaria: capped octilsilil
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Tamanho: L = 50 m, @ = 0,25 mm, fase mével A: acido trifluoroacético R, R
tetrahidrofurano, 4gua R (5:100:900V/V/V), fase movel B: &cido trifluoroacético
R, tetrahidrofurano R, acetonitrila R (5:100:900 V/V/V)

Gés: N, para cromatografia R. Fluxo: 0,4 ml / min.

Split: 1:250.
Tempo(min) Fase A Fase B Temperatura(°C)
Coluna 0-30 80 20 40
30-50 80-20 20-80
50 - 60 20 80
60 — 65 20-.80 80-20
65-70 80 20

Detector: FID
Injecéo: 2 pl.

Tempo: duas vezes o0 tempo de retencdo de  biperideno.
Retencéo relativa com referéncia ao biperideno: A impureza A =0,8.

Adequacéo do sistema:

Resolugdo: minimo de 3,5 entre os picos devido as impurezas C e paroxetina
no (1° pico) e do pico devido & impureza A (2° Pico), no cromatograma obtido
com referéncia solugéo (b).

Relacao sinal-ruido: minimo de 6 para o pico principal ho cromatograma obtido
com a solugéo de referéncia (a).

Limites:

As impurezas, B, C: para cada impureza, no méximo 0,50 % da &rea do pico
principal, qualquer outra impureza: para cada impureza, no maximo 0,10 % da
area do pico principal. Um total de impurezas, B e C: no maximo 1,0 por cento
a area do pico principal, total de impurezas que néo seja A, B e C: no maximo
0,50 % da area do pico principal.

Limite de desprezado: 0,05 % da area do principal pico.

Impurezas F: 2 ppm méximo.

Metais pesados: maximo 20 ppm. 1,0 g em conformidade com limite de teste D.
Preparar o padréo usando 2 ml de solugéo padréo de chumbo (10 ppm Pb) .

Perda por secagem: maximo 0,5% determinado a 1,000 g por secagem em
estufa a 100-105 °C por 2h.

Cinzas sulfatadas: méximo 0,1 % determinado em um 1,0 g.
Metais pesados (2.4.8): maximo de 20 ppm.

1,0 g em conformidade com limite de teste C. Use um cadinho de platina.
Prepare o padrdo com 2 ml de solucdo padrdo de chumbo
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(10 ppm Pb) R. Agua (2.5.12): 2,2 por cento para 2,7 por cento, determinado
em 0,300 g. Cinzas sulfatadas (2.4.14): maximo de 0,1 por cento, determinado
em 1,0 g em um cadinho de platina.

ENSAIO:
Cromatografia liquida.

Solucdo de teste. Dissolver 50.0mg da substancia a @ ser
examinado em agua e dilur para 10000 ml com 0 mesmo
solvente.

Solucdo de referéncia (a). Dissolver 50,0 mg cloridrato de paroxetina
em R agua e diluir a 100,0 ml com o0 mesmo solvente.

Solugédo de referéncia (b). Dissolver 5,0 mg cloridrato de paroxetina
5 mg de paroxetina A impureza na agua e diluir para 10,0 ml com o
mesmo solvente.

Coluna:

Material: silica fundida. Fase estacionaria: silica gel para trimetilsilil

Tamanho: L = 50 m, @ = 0,25 mm, cromatografia R (5 pm). Fase movel:
dissolver 3,85 g de acetato de amonio R
em  agua R, ajuste  de pH 55 com acético anidro
O acido R e diluir para 600 ml com o mesmo solvente, adicionar
400 ml de R acetonitrila; adicionar lentamente, com agitacdo, 10 ml
de R trietlamina e reajustar a pH 5.5 com anidro
acido acético R.

Taxa de fluxo: 1mL/min.

Injeccao: 10 ml.

Tempo de execucdo: o dobro do tempo de retengdo da paroxetina.
Adequacdo do sistema: solucdo de referéncia (b): Resolu¢do: minimo de 2
entre 0s picos devido a paroxetina e impureza A.
4 - TEOR

Calcular 0 teor de cloridrato de paroxetina percentual

utilizando o cromatograma obtido com a solugdo de referéncia (a)..

5 - ARMAZENAMENTO

Em um recipiente hermético, protegido da luz.
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6 - IMPUREZAS:

Impurezas previstas: A, B, C, F.

Outras impurezas detectaveis: D, E, G.

-
ee!

A. (3S, 4R) - 3 - [(1,3-benzodioxol-5-iloxi) metil] — 4 - fenilpiperidina

(desfluoroparoxetina),

B. R = OCHs (3S, 4R) -3 - [(1,3-benzodioxol-5-iloxi) metil] -4 -

(4-metoxifenil) piperidina,

C. R = OCyHs: (3S, 4R) -3 - [(1,3-benzodioxol-5-iloxi) metil] -4 -

(4-etoxifenil) piperidina,

0 0. .t NH
SO

D. (3R, 4S) - 3 - [(1,3-benzodioxol-5-iloxi)metil]-4-(4-fluorofenil)piperidina (+)-

trans-paroxetina),
S
H
0 O j]\/j’”"
T
o-

E. (3RS, 4RS) - 3 - [(1,3-benzodioxol-5-iloxi)metil] - 4 - (4 -
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fluorofenil)piperidina(cis-paroxetina),

F. 3,3' - [metileno(1,3-benzodioxole-6, 4 -diiloximetileno)] bis [4 - (4-fluorofenil)

piperidina],

G.4-(4-fluorofenil)-1-metil-1,2,3,6-Tetrahidropiridina.

FARMACOPEIA EUROPEIA, 2005
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Anexo B: Monografia completa da EP-5.0 do biperideno

1 — Biperideno, p6 branco cristalino, que contém ndo menos de 99,0 por cento
e ndo mais de 101,0 por cento de C,H9NO, calculada em base seca.
Embalagem e armazenamento devem ser bem fechados e em recipiente
resistente a luz, respectivamente. Ligeiramente solivel em agua, alcool e
diclorometano. Decomposicdo em 280°C.

2 - IDENTIFICACAO

Primeira identificacdo: A, D.
Segunda Identificagdo: B, C, D.

A. espectrofotometria de absorgéo no infravermelho.
Comparacao: biperideno cloridrato.

B. Cromatografia de camada fina
Solucéo de teste.

Dissolver 10 mg da substancia a ser examinada em uma mistura 1:1 de
metanol e agua dilur para 10 ml com o0 mesmo solvente.

Solugéo referéncia (a). Dissolver 10 mg da substéncia a ser examinada em
uma mistura 1:1 de metanol e agua diluir para 10 ml com o mesmo solvente.

Solugéo referéncia (b). Dissolver 10 mg do paroxetina impureza A na solucéo
referéncia (a) e diluir a 2 ml com a mesma solugéo.

Placa: placa de TLC de silica gel F254 R.
Fase movel: dietilamina, metanol, tolueno (1:1:20V/V/V).
Aplicagéo: 5 pl.

Desenvolvimento: ao longo de um  trajeto de 15 cm.
Secagem: ao ar.

Deteccédo A: revelar em luz ultravioleta a 254 nm.
Resultados A: o ponto principal do cromatograma obtido com a solugéo de
teste é semelhante em posicao e tamanho ao ponto principal no cromatograma

obtido com solucéo de referéncia (a).

Deteccao de B: spray com uma solucédo diluida de iodo bismutado de potassio
e em seguida com uma solu¢do de nitrito de sodio analisar a luz do dia.

Resultados B: a mancha principal do cromatograma obtido com a solucéo teste
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é semelhante na posicao, cor e tamanho a mancha principal do cromatograma
obtidos com a solucéo referéncia.

(a). Sistema avaliavel: solucao de referéncia
(b). O cromatograma mostra duas manchas claramente separadas.

(c). Para cerca de 20 mg adicionar 5 ml de acido fosférico. A cor verde é
observada.

(d). Teste de cloretos
3-TESTE

Solugéo S. Dissolver 0,10 g da amostra em dioxido de carbono livre de agua |,
aquecendo suavemente, se necessario, e diluir para 50 ml com o mesmo
solvente.

Aspecto da solucao. Solugdo S é opalescente ndo mais do que suspensao
referéncia Il (Método lI).

pH: 5,0 a 6,5 para a solugéo S.

Substancias relacionadas: Cromatografia gasosa.
Solucéo teste. Dissolver 0,10 g da substancia a ser examinada em metanol e
diluir para 10 ml com o0 mesmo solvente. Solugéo referéncia.

(a). Diluir 0,5 ml da solugéo teste para 100 ml com metanol. Diluir 10 ml desta
solucéo para 50 ml com metanol. Solucao referéncia.

(b). Dissolver 5 mg da substancia a ser examinada e 5 mg de biperideno
impureza A em metanol e diluir para 5 ml com o0 mesmo solvente. Diluir 1 ml da
solucéo para 10 ml com metanol.

Coluna:

Material: silica fundida.

Tamanho: L = 50 m, @ = 0,25 mm, fase estacionaria: poli (dimetil) (difenil)
(divinil) R siloxano (espessura 0,25 pm).

Gas: N, para cromatografia R. Fluxo: 0,4 ml / min.

Split: 1:250.
Temperatura:
Tempo(min) Temperatura(°C)
Coluna 0-5 200
5-40 200 - 270
Injetor 250
Detector 300
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Detector: FID
Injecéo: 2 pl.

Tempo: duas vezes o tempo de retengdo de  biperideno.
Retencéo relativa com referéncia ao biperideno: As impurezas B e C = entre
0,95 e 1,05.

Adequacéo do sistema:

Resolucao: minimo de 2,5 entre o pico devido a biperideno (1° pico) e do pico
devido a impureza A (2° Pico), no cromatograma obtido com referéncia
solucéo (b).

Relacao sinal-ruido: minimo de 6 para o pico principal no cromatograma obtido
com a solugéo de referéncia (a).

Limites:

As impurezas, B, C: para cada impureza, no méximo 0,50 % da &rea do pico
principal, qualquer outra impureza: para cada impureza, no maximo 0,10 % da
area do pico principal. Um total de impurezas, B e C: no maximo 1,0 por cento
a area do pico principal, total de impurezas que néo seja A, B e C: no maximo
0,50 % da area do pico principal.

Limite de desprezado: 0,05 % da area do principal pico.

Impurezas F: 2 ppm méximo.

Metais pesados: maximo 20 ppm. 1,0 g em conformidade com limite de teste D.
Preparar o padréo usando 2 ml de solugéo padréo de chumbo (10 ppm Pb) .

Perda por secagem: maximo 0,5% determinado a 1,000 g por secagem em
estufa a 100-105 °C por 2h.

Cinzas sulfatadas: méximo 0,1 % determinado em um 1,0 g.
4 - TEOR

Dissolver 0,200 g em 60 ml de alcool, titular com hidroxido de potassio 0,1M
alcodlica, determinacéo do ponto final potenciometricamente. 1 ml de 0,1 M de
hidréxido de potassio alcodlico é equivalente a 34,79 mg de C,;H3,CINO.

5 - ARMAZENAMENTO

Em um recipiente hermético, protegido da luz.

6 - IMPUREZAS:

Impurezas previstas: A, B, C, F.

Outras impurezas detectaveis: D, E.
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A. (IRS) -1 - [(1SR,2SR,4SR)-biciclo [2.2.1] hept-5-en-2-il] -1 - fenil-3-

(piperidina-lil)propano-1-ol(endoforma)

H
B. (1RS) -1 - [(ASR,2RS,4SR)-biciclo [2.2.1] hept-5-en-2-il] -1 - fenil-3-
(piperidina-1-il)propan-1-ol,

C. (ARS) -1 - [(1RS,2RS,4RS)-biciclo [2.2.1] hept-5-en-2-il] -1 - fenil-3-
(piperidina-1-il)propan-1ol,
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D. 1- [(ARS,2SR,4RS)-biciclo [2.2.1] hept-5-en-2-il] -3 -(piperidina-1-il) propano-

1-ona,

E.1-[(1RS,2RS,4RS)-biciclo[2.2.1]hept-5-en-2-il]-3 -- (piperidina-1-il) propano-1-

ona.

F. Benzeno

FARMACOPEIA EUROPEIA, 2005
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LISTA DE APENDICES

Anexo A: Espectros de dicroismo circular dos solventes: agua ultrapura,
metanol, diclorometano, dimetilformamida e dimetilsulféxido
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Anexo B: Espectro de ultravioleta do solvente agua ultrapura
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